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RESUMO

SILVA.R.F. (2007). Efeitos da estimulacéo ultrasénica sobre a espermatogénese de
ratos pré-puberes e adultos. Estudo experimental. Dissertacdo (Mestrado)-Escola de
Engenharia de Sao Carlos/Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/Instituto de
Quimica de Séo Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sdo Carlos, 2007.

Esta investigacdo tem a finalidade estudar experimentalmente os efeitos do Ultra-
Som Pulsado de Baixa Intensidade sobre a espermatogénese de ratos pré-puberes
e adultos. Foram utilizados 40 ratos machos da raca Wistar, sendo 20 pré-puberes e
20 adultos, os quais tiveram os testiculos estimulados por 15 minutos durante 10
dias consecutivos. Cada grupo experimental constou de 10 animais pré-puberes ou
adultos, estimulados com o Ultra-som Pulsado de Baixa Intensidade ou n&o
estimulados. Administrou-se Colchicina, 6 horas antes do sacrificio dos animais com
a finalidade de bloquear a divisdo das células em metafase para facilitar a avaliacéo
do ciclo espermatogenético. Mediante morfometria estimou-se as areas dos tubulos
seminiferos e fez-se a avaliagdo dos estadios do ciclo espermatogenético quando foi
constatado um aumento significativo das areas dos tubulos seminiferos dos animais
estimulados. O ciclo espermatogenético de ratos pré-puberes e adultos foi avaliado
mediante contagens de associacdes celulares do ciclo nos estadios VIl e Vil e X1V,
correspondentes ao fim e inicio de cada ciclo. Houve aumento temporal do ciclo
espermatogenético por apresentar maior nimero de associagdes com caracteristicas
dos estadios VIII significando acentuada maturidade de espermatozoides nos ratos
pré-puberes estimulados. Os testiculos dos animais adultos estimulados
apresentaram aumento de peso em relacdo aos dos controles, exibindo uma
diferenca significativa. Nossos resultados sdo compativeis com a hipotese de que o
Ultra-Som Pulsado de Baixa Intensidade estimula o aumento do peso dos testiculos
dos ratos adultos e das areas dos tubulos seminiferos, bem como acelerando o ciclo

espermatogenético em ratos pré-puberes.

Palavra chave: ultra-som pulsado de baixa intensidade, testiculos pré-puberes,
adultos e espermatogénese.



Abstract

SILVA.R.F. (2007). Effects of the stimulation ultrasonic about for spermatogenesis of
rats prepubertal and adult. Experimental study. M Sc. Dissertation - Escola de
Engenharia de Sao Carlos/Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto/Instituto de

Quimica de Séao Carlos, Universidade de Sao Paulo, Sédo Carlos, 2007.

This is an experimental study of the effects of Low Intensity Pulsed Ultrasound on the
spermatogenesis of prepubertal and adult male rats. Forty male Wistar rats — twenty
prepubertal and twenty adults -, whose testicles were stimulated for fifteen minutes
for ten consecutive days were studied. Each experimental group was composed of
ten prepubertal or adult animals, stimulated with Low Intensity Pulsed Ultrasound or
not. Six hours before killing, the rats were given Colchicine to block the division of
metaphasic cells, in order to facilitate the assessment of the spermatogenetic cycle.
The area of the seminiferous tubule was done estimated by morphometry and the
stages of spermatogenetic cycle were assessed, showing a significant increase of
the areas of the seminiferous tubules of the stimulated animals. The spermiogenesis
of prepubertal and adult rats was assessed through counts of cell associations in the
stages VII and VIl and XIV, corresponding to the end and beginning of each cycle.
There was a temporal increase in the spermatogenetic cycle due to a higher number
of the associations with stage VIl characteristics, which means accentuated sperm
cell maturity of the stimulated prepubertal rats. The testicles of the stimulated animals
were weight increase regarding the of the control animals, showing a significant
difference. Our results are compatible with the hypothesis that the Low Intensity
Pulsed Ultrasound stimulates the increase of the testicle weight, the rats adults, and
the area of the seminiferous tubules as well as accelerating the spermatogenetic

cycle in rats prepubertal.

Key-words: low intensity pulsed ultrasound, adult and prepubertal testicles, and
spermatogenesis.
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1 - Introducao

O aparelho de Ultra-Som Pulsado de Baixa Intensidade foi elaborado e
montado na Escola de Engenharia da Universidade de S&o Paulo no setor de
Bioengenharia na cidade de S&o Carlos. Foi inicialmente utilizado e patenteado
para corrigir falhas 6sseas em pseudo-artroses e fraturas.

As pesquisas sobre aplicagcbes da energia ultra-sOGnica pulsada de baixa
intensidade tiveram em nosso Pais e na América Latina, como pioneiro, o Professor
Luiz Romariz Duarte e sua equipe da Escola de Engenharia de Sao Carlos/USP,
esses estudos ja realizados mostraram que o0 ultra-som pulsado de baixa
intensidade acelera a formacdo de osso priméario e o reparo de fraturas O0sseas
experimentais ou nao.

(DUARTE, 1977, 1983), atribuiu a aceleracdo do processo de consolidacdo
de fraturas o&sseas pelo ultra-som de baixa intensidade ao mecanismo de
piezeletricidade desencadeando assim uma série de pesquisas de grande
importancia na consolida¢éo do tecido 6sseo lesado.

Atualmente, sua acdo tem sido estendida na avaliacdo dos efeitos da
radiacdo ultra-sbnica sobre os mais variados tecidos e em certas condi¢des
patolégicas, como ulceras cutanea, com excelentes resultados. (PAUL; COLS, 1960.
GALITSKY:; LEVINA, 1964 e HILARIO 1993).

(ALVES, 1988), mostrou os efeitos da energia ultra-sbénica pulsada e de baixa
intensidade na regeneracdo da pele de rato, lesada experimentalmente por
gueimaduras de terceiro grau, mostrando ser capaz de acelerar o reparo dos tecidos
queimados e da epidermia. O estimulo ultra-sénico intensificou a formagédo de
tecido de granulacéo, além de favorecer a regeneracéo da pele e de alguns de seus
anexos como glandulas e foliculos pilosos, fato pioneiro no uso da radiacdo sénica

que induziu o uso do Ultra-som em diferentes tipos de tecidos.
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As pesquisas relacionadas aos efeitos do ultra-som pulsado, no reparo de
fraturas tiveram continuidade, e varios trabalhos experimentais e recentes,
confirmaram os efeitos que ja houvera sido demonstrado inicialmente, considerando
gque 0s mecanismos mediante os quais o0 ultra-som pulsado atua sobre o tecido
0sseo nao estdo ainda perfeitamente esclarecidos (ITO et al., 2000). Esses autores
admitem que outros fatores sistémicos ou fatores secundarios de crescimento
estariam também envolvidos no processo de reparacdo de fraturas quando
estimuladas pelo Ultra Som Pulsado de Baixa Intensidade.

(MAYER et al., 2000), consideram que o ultra-som pulsado prové um método
nao invasivo de grande valia no processo de reparo de fraturas.

(TIS et al.,, 2001), utilizando Ultra-som Pulsado de Baixa Intensidade em
estudos clinicos ou experimentais realizados em camundongos, mostraram sua
eficacia na formacéo de osso primario ap0s fratura; na pseudo-artrose, e quando da
implantagéo de proteses.

(NARUSE et al., 2000), consideraram que o ultra-som pulsado de baixa
intensidade favorece o reparo de fraturas induzindo uma reacdo anabdlica direta de
células osteogénicas, conduzindo a formacao de tecido 6sseo primario.

Estes mesmos autores demonstraram que o Ultra-som Pulsado de Baixa
Intensidade induziu maior produgéo da osteocalcina usando para estas conclusbes
estudos sobre medula 6ssea de rato.

(MACHEN et al.,, 2001), em estudos realizados IN VITRO mostraram um
significante aumento da expressédo de genes condrogénicos bem como também o
aumento na incorporacgéo de céalcio em condrécitos. Estes mesmos pesquisadores
em estudos IN VITRO demonstraram também uma maior producdo do calcio,
incorporada a osteoblastos em cultura.

A maior parte das evidéncias indicam um efeito do Ultra-som sobre os
condroblastos. Esses autores declararam que o reparo 6sseo seria resultante de
uma formacdo aumentada de cartilagem ou da excitacdo osteoblastica na formacéo
do calo 6sseo.

(KOKUBU et al., 1999), demonstraram experimentalmente que o Ultra-som
Pulsado de Baixa Intensidade aumenta a producgéo de prostaglandina, via inducao
da ciclooxigenase | e Il.

(GEBEAUER et al., 2002), demonstraram experimentalmente a efetividade do

Ultra-som Pulsado de Baixa Intensidade no reparo de fraturas em portadores de
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Diabetes Mellitus.

(HWANG et al., 2004), divulgaram aumento da resisténcia ao torque em 29%
de fémures fraturados cujos calos 0sseos foram induzidos apdés aplicacado do Ultra-
som Pulsado de Baixa Intensidade. Os autores citados e o0 uso do Ultra-som pulsado
em diferentes tecidos vém apenas a confirmar a amplitude de suas eventuais
aplicacoes.

Constata-se assim, numa revisao da Literatura, que o Ultra-som Pulsado de
Baixa Intensidade atua efetivamente no reparo de tecidos, quer sobre lesbes
provocadas experimentalmente, quer em lesfes decorrentes de processos
patolégicos ja instalados mostrando-se, mediante mecanismos ainda nao bem
esclarecidos, capaz de regenerar tecidos bem como acelerar o processo cicatricial.

Os efeitos deletérios ou benéficos do ultra-som pulsado de baixa intensidade
em meio bioldgico estdo intimamente relacionados com as caracteristicas e com os
efeitos das ondas acusticas por ele geradas. (HILL, 1972).

Por outro lado mostrou-se também que os efeitos da aplicacdo do ultra-som
pulsado de baixa intensidade n&do provoca danos em tecidos animais, e sua acao
biolégica é atribuida a diferentes mecanismos, térmicos e nao-térmicos. (DYSON,
1987).

Entretanto, poucos trabalhos tém sido encontrados na Literatura sobre
efeitos do Ultra-Som Pulsado de Baixa Intensidade sobre processos bioldgicos
complexos como a espermatogénese, tanto quanto sobre outras glandulas
enddcrinas e paracrinas ou quanto sobre a fibra muscular lisa.

Contrastando com os indmeros trabalhos sobre os efeitos do Ultra-Som
Pulsado de Baixa Intensidade no reparo 0sseo e na formacédo de tecido 0sseo
primario, (DUARTE, 1977,1983), poucos sdo aqueles trabalhos referentes ao seu
uso sobre estruturas e componentes de processos bioldégicos complexos como o
ciclo espermatogenético, representado por uma sequéncia repetitiva de varias
geracdes celulares, e dependentes também de uma acao hormonal ciclica repetitiva.

Apenas o trabalho elaborado por (HADDAD, 1992), no qual utiliza também o
Ultra-som pulsado para estimar seus efeitos sobre testiculos de ratos pré-puberes,
puberes e adultos, ndo foi possivel encontrar outros trabalhos sobre este mesmo
assunto na Literatura consultada. A referida autora ndo encontrou variagcdes na
“dinamica da espermatogénese”, embora tivesse registrado um aumento na

concentracdo de testosterona, no plasma de animais pré-puberes, quando
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estimulados. Paradoxalmente o Ultra-som pulsado de baixa intensidade néo
estimule a espermatogénese, mas provoca, entretanto, aumento significativo na

atividade androgénica das células de Leydig, segundo a mesma Autora.

Esses achados nos estimularam a usar o Ultra-Som Pulsado de Baixa
Intensidade sobre testiculos de ratos adultos e pré-puberes da raca Wistar, a fim de
avaliar seus efeitos sobre a seqiiéncia de estadios do ciclo espermatogenético, além
de avaliacbes do ciclo, foram medidas morfometricamente as areas dos tubulos
seminiferos, avaliando-se também o0 peso dos testiculos dos animais adultos

estimulados ou nao.
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2- Revisdo da Literatura
2.1 - Ultra - Som

O termo ultra-som refere-se a ondas sonoras com freqiéncia superior a 20
kHz. A primeira aplicacdo pratica do Ultra-Som foi em 1917 com a criacdo de
sonares para a deteccdo de submarinos, utilizando o método pulso-eco. Alguns
anos mais tarde, descobriram que o Ultra-Som produzia aumento da temperatura
em tecidos biologicos. Em torno do ano de 1930 até 1940, o Ultra-Som foi
introduzido na pratica médica como um recurso terapéutico, usado particularmente
para produzir calor em tecidos profundos.

Apbs 1940 até os dias atuais, o Ultra-Som vem sendo extensamente usado
em areas medicas e industriais, e novos efeitos e aplicacbes do Ultra-Som vem
sendo pesquisados.

A interacdo da energia ultra-sénica com os tecidos biolégicos produz efeitos
danosos ou benéficos, dependendo da variagcdo de parametros da onda acustica,
tais como intensidade média, frequiéncia, amplitude e tempo de exposicéo.

No caso das ondas pulsadas, a largura do pulso, sua frequéncia de repeticao,
e a intensidade instantanea sdo parametros importantes na producdo dos seus
efeitos bioldgicos.

O Ultra-Som é transmitido sob a forma de ondas de compresséo, onde a
oscilacdo de particulas se da paralelamente a direcdo de propagacdo da onda,
constituindo zonas de compressao e rarefacdo, ou em forma de ondas de
cisalhamento (somente para os solidos), onde as particulas oscilam em direcdo
perpendicular & dire¢cdo de propagacédo das ondas.

As ondas ultra-sénicas sdo ondas mecanicas e transmitem energia através da

matéria causando uma oscilacdo nas posi¢cdes de equilibrio das suas particulas.
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Como sabemos toda substancia é constituida por particulas, Imaginemos que
esta substancia seja composta de pequenas particulas de matéria, as quais estéo
interligadas por forcas elasticas, podendo se mover em relacdo as suas posicoes de

equilibrio.

Figura 1 : Interligacao das forcas elasticas na matéria.

Quando uma particula € impulsionada, ela comeca a vibrar e passa sua
energia para as particulas adjacentes. Deste modo, a energia se propaga de uma
particula para as outras particulas da substancia.

O numero de vibracdes na unidade de tempo (frequiéncia) nos informa se &
gerado infra-som, som audivel ou ultra-som. E importante salientar que as
particulas do meio em gue se propaga a energia hdo caminham junto com a onda e

sim executam um movimento de vibrag&o ao longo de um eixo orientado.
2.1.1- Transdutores

S&o dispositivos com a capacidade de responder a uma tensdo elétrica,
deformando-se, ou a uma tensdo mecanica, alterando a sua polarizacéo.

O ultra-som de uso meédico, fisioterapéutico e odontolégico é produzido por
transdutores ultra-sonicos.

Os transdutores ultra-sbnicos convertem energia elétrica em energia
mecanica, produzindo ondas continuas ou pulsadas, que podem atravessar grandes

distancias em meios gasosos, liquidos ou solidos.
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Alguns cristais naturais como o quartzo e a turmalina sdo piezelétricos
podendo ser usados como transdutores. No entanto, alguns transdutores podem ser

produzidos artificialmente como de Titanato de Bario (BaTiOs) e o Zirconato Titanato
de Chumbo (PZT), por exempilo.

2.1.2 - Ondas ultra-sbnicas

Dependendo do modo de vibragdo distinguimos trés tipos basicos de ondas
ultra-sonicas: ondas longitudinais, ondas transversais e ondas superficiais.

Onda longitudinal (ou de compressao): Aquela na qual as particulas do meio
vibram na mesma dire¢ao da propagacgéao da onda (figura 2).
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Figura 2 : Onda Longitudinal.

Em distancias iguais existem compressfes de planos de particulas e entre
eles, encontram-se zonas diluidas’. As distancias entre duas zonas de compresséo
determinam o comprimento de onda (A) de uma onda longitudinal.

As zonas de compresséao e de diluicAo movem-se através do corpo de prova
com uma certa velocidade V| que é a velocidade da onda longitudinal. Esta
velocidade do som € uma constante do material, isto €, difere de acordo com o
material no qual a onda é propagada. Portanto, a velocidade do som pode ser
considerada constante em um material totalmente homogéneo.

A freqiiéncia (f) indica o numero de vibracfes por segundo efetuado por cada
particula.
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A correlacdo matematica dos trés elementos sendo definidos pela equagéao n°

v, =f.A @)

Como a velocidade do som é uma constante do material, a escolha de uma
certa freqiéncia determinard o comprimento da onda ultra-sénica.
A velocidade de propagacdo do som de uma onda longitudinal pode ser

calculada pela equagéo de n° 2:

_ E.(1-1
V, =
y \/p-(1+u)-(1—2u) @

Sendo: E = médulo de elasticidade de Young (N/m?)
I = constante de Poisson
p =densidade do material (kg/m°)
2.1.3 - Caracteristicas das ondas ultra-sonicas
As ondas ultra-sbnicas apresentam caracteristicas dos demais tipos de ondas.

O comprimento da onda (k), corresponde a distancia entre regifes adjacentes
de compresséo ou de rarefagdo méxima, cujas particulas encontra-se em um mesmo

estado de movimento, em um dado instante de tempo.

Amplitude (A), corresponde ao deslocamento maximo que uma particula
experimenta a partir de sua posi¢do de equilibrio. Descreve a magnitude do disturbio

causado pela onda.

Periodo (T), € o intervalo de tempo necessario para que uma particula realize

um ciclo completo de movimento.
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Poténcia (P), energia (E), total do feixe em um intervalo de tempo (t), expressa

em Watts.

Frequéncia (f), corresponde ao niumero de vezes que uma particula realiza um

ciclo por unidade de tempo.

Intensidade (1), energia que atravessa uma unidade de area numa unidade de
tempo (W/cm), quando uma onda atravessa um meio as particulas viboram e adquirem
energia cinética, essa energia associada com a onda ultra-sénica € chamada de

intensidade acustica.

Atenuacéo, reducédo da intensidade de uma onda ultra-sénica conforme ela se

distancia de sua fonte, causado por espalhamento e absor¢cao pelo meio.
Tempo de irradiacdo, tempo total de exposicéo.
2.1.4 - Velocidade de propagacéao (c)

A velocidade de propagacdo de uma onda (c) é definida como a distancia
percorrida pela onda ultra-sénica por unidade de tempo.

No entanto, a velocidade de onda ultra-sbnica depende do tipo de onda
considerada e das constantes elasticas do meio em que se propaga.

A velocidade de propagacdo das ondas sonoras decresce dos meios solidos
para os liquidos e destes para 0s gasosos. Nos tecidos moles do corpo humano a
velocidade de propagacdo da onda ultra-sbnica esta ao redor de 1.500 m/s.
(YOUNG, 1990),

2.1.5- Intensidade e campo acustico

E quando uma onda atravessa um meio, as particulas do meio comegam a
vibrar e adquirem energia cinética. A energia associada com a onda ultra-sénica é
chamada é chamada de intensidade acustica. E a energia fornecida pelas ondas
ultra-sénicas ao atravessar o meio é medida pela intensidade acustica.

A intensidade que caracteriza o campo acustico transmitido pelo transdutor é
medida através de dosimetros de ultra-som em um meio de baixa atenuacao

normalmente em agua.
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Esses dosimetros medem a forca de radiacdo (F), possibilitando assim o
calculo da poténcia acustica (P), e consequientemente da intensidade acustica
temporal e espacial média, que é definida como o0 quociente entre a poténcia
acustica total transmitida e a area do transdutor.

A intensidade apresenta caracteristicas diferentes no campo acustico,
caracterizando no campo duas regides distintas: o campo proximo ou zona de
Fresnel e o campo distante ou zona de Fraunhofer. No campo préximo a intensidade
e disforme, enquanto que no campo distante ela decresce suavemente com a
distancia da fonte.

As ondas ultra-sbnicas podem se propagar de dois modos, o continuo e o
pulsado, a diferenca entre estes dois modos esta na interrupcdo da propagacao de
energia.

No modo continuo ndo ocorre esta interrupcdo, havendo um depdsito
ininterrupto de energia sobre os tecidos irradiados.

No modo pulsado, no entanto, ha interrup¢des freqientes na propagacao de
energia. Na utilizacdo do modo pulsado, existem dois tipos de frequéncias a serem
consideradas, que sao a frequéncia da onda (f), e a frequéncia de repeticao de pulso
(Fr). As ondas ultra-sonicas podem apresentar um fendmeno exclusivo dos
movimentos ondulatérios denominado interferéncia. E esta interferéncia corresponde
a combinacdo de duas ou mais ondas em um ponto do meio onde se propagam,
podendo ser construtiva ou autodestrutiva.

A interferéncia construtiva ocorre com a superposi¢ao de ventre de ondas que
se somam formando um ventre com maior amplitude. A interferéncia autodestrutiva
ocorre com a superposi¢cao de ondas com sinais invertidos, tendendo a se anularem.

Essas interferéncias ocorrem, por exemplo, quando ha reflexdo de ondas com
a formacgéo de ondas estacionarias. Ondas estacionérias sdo ondas que refletidas
ficam confinadas a um determinado espago e que ao se sobreporem podem se
anular ou se somar. (WELLS, 1977).

Como a intensidade € proporcional ao quadrado da amplitude, deve-se
procurar evitar a formacdo de ondas estacionérias, pois a formacdo de ondas
construtivas pode elevar muita a amplitude e danificar os tecidos irradiados.

2.1.6 - Mecanismos de Atenuacéao
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A atenuacdo corresponde ao decréscimo da intensidade em funcéo da
distancia da fonte sonora, e ocorre devido a fatores geométricos (dimensdes da
fonte sonora, comprimento de onda, presenca de superficies refletoras, etc.), e por
mecanismos de absorcao (viscosidade, tempo de relaxacéao, etc.). Estes
mecanismos possuem caracteristicas diferentes de acordo com o meio. Nos tecidos
biolégicos a atenuacgéo deve-se principalmente aos mecanismos de absor¢éo. E este
mecanismo de energia mecanica das ondas do ultra-som é convertido em calor.
(TER HAAR, 1978). O coeficiente de absorcao (a) é diferentemente proporcional a
frequéncia, e quanto maior a freqiiéncia, mais rapida € a absorcdo. (TER HAAR,
1987),

A Tabela 1 mostra o coeficiente de absorcéo para a freqiéncia de 1 MHz em

diferentes meios.

Tabela 1 - Coeficiente de absorcdo (a) em diferentes tecidos para freqiéncia de 1 MHz
(WELLS, 1977).

TECIDOS Coeficiente de absorcéo (a)
Cérebro 0,85
Figado 0,94
Gordura 0,63
Miocardio 1,80
Musculos (paralelo as fibras) 1,30
Musculos (transversal as fibras) 3,30
Ossos do cranio 20,0
Pulméo 41,0
Rim 1,00
Sangue 0,18

2.1.7 - Mecanismos de interacdo do ultra-som com cé lulas e tecidos biolégicos

Os efeitos biolégicos da acdo do ultra-som dependem de muitos fatores

fisicos e bioldgicos, tais como intensidade, tempo de exposicdo, estrutura espacial e
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temporal do campo ultra-sénico e estado fisiol6gico do objeto.

Este grande numero de varidveis complica a compressao exata do
mecanismo de acdo do ultra-som na interagdo com os tecidos bioldgicos.
(SARVAZYAN, 1983).

Experimentos realizados com o ultra-som demonstram que a interacdo deste
com os tecidos biologicos provoca alteraces fisiologicas.

Citando o calor e a cavitacdo, geralmente considerados os dois mecanismos
mais importantes, que podem ser benéficos ou provocar danos nos tecidos
biolégicos estimulados.

Independente do tipo de mecanismo de interagdo que esta agindo no tecido
biologico estudado, o objetivo principal tem sido estabelecer limiares para a
intensidade ultra-sénica, atingindo seu efeito desejado sem causar danos no tecido
biolégico estudado. (FERRARI, 1987),

Estudos indicam que as altas freqiéncias sao lesivas e podem danificar
tecidos e células quando a intensidade utilizada ultrapassa o limiar de 100 mW/cm?2
(HILL, 1972),

Sendo assim este mesmo autor considerou o limiar de 100 mW/cm? de
intensidade como néo lesivo para os tecidos biolégicos, com referéncia especial a
desnaturacao do colageno.

Os mecanismos fisicos envolvidos na terapéutica do ultra-som que induzem
respostas clinicamente significantes sobre as células, tecidos, 6rgdos e organismo
sédo classificados como mecanismos térmicos e ndo térmicos. (DYSON, 1987).

Esses mecanismos e seus subseqientes efeitos estdo diretamente
relacionados com os parametros fisicos do ultra-som, com o tempo e a técnica de
aplicacao.

Com a constatagcéo dos efeitos lesivos provocados pelas altas intensidades,
muitos autores tém utilizado intensidades acusticas mais baixas na estimulacdo

ultra-sbnica.

2.1.8 - Mecanismo Térmico

Quando uma onda ultra-sOnica atravessa um meio, tem sua intensidade

progressiva reduzida em funcado da distancia percorrida.
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Um dos fatores que contribuem para esta diminuicdo € a absorcdo da energia
ultra-sonica, que provoca a elevacao local da temperatura. (WELLS, 1977),

Nos tecidos biolégicos ndo calcificados, a taxa de absorcdo do ultra-som
pulsado, e conseqientemente o coeficiente de atenuacdo da sua intensidade,
aumentam com o aumento da frequiéncia da onda. (HILL, 1982).

As atribuicbes mais comuns ao Ultra-som é reducgdo de dor com o aumento
do aquecimento e aumento da extensibilidade de tecido mole, sendo que a variacéo
da temperatura é reduzida proporcionalmente em razdo do pulso, porém o0 seu
aguecimento nao é eliminado. (BAKER et al., 2001).

Embora o uso terapéutico do ultra-som pulsado se baseia, pelo menos em
parte, no seu efeito de aquecimento, os resultados experimentais tém demonstrado
que este fator, isoladamente, ndo deve ser responsavel pelo estimulo aos processos
de reparo e regeneracao de tecidos. (DYSON, 1987).

Com os parametros do feixe ultra-sbnico otimizado para o uso terapéutico,
com baixa intensidade e baixa freqiéncia, o aumento local de temperatura é da
ordem de centésimos de grau até pouco mais de 1C, sugerindo a participacao de
mecanismos ndao-térmicos na acdo bioldgica do ultra-som pulsado. (DYSON e
COLS, 1968, 1976, DYSON e SUCKLING, 1978, ALBERTIN, 1983, CARDOSO,
1985).

Estas intensidades s&o muito baixas para provocarem um aumento
significativo na temperatura, fato que indica que outros mecanismos que nao 0s
térmicos estdo envolvidos na intera¢do do ultra-som com o tecido biolégico E
dentre 0s mecanismos nao-térmicos que produzem efeitos nos tecidos bioldgicos
podem citar o0 mecanismo cavitacional.

Cavitacional (Cavitagdo) é o processo de formacéo, crescimento e pulsacdo
de cavidades (bolhas) cheias de gas, que pode ocorrer quando um feixe de ondas
ultra-sdnicas atravessa o tecido bioldgico, os fluidos organicos ou mesmo uma
suspensao de células. (FRIZZEL; DUNN, 1984).

As bolhas assim formadas podem permanecer intactas por muitos ciclos
(cavitagdo estavel) ou entrar em colapso violento, causando pulsos de forte pressao
e elevando a temperatura local (cavitacao transitoria). (WELLS, 1977).

Esta formacéo de bolhas de gas nos tecidos é resultante da vibracdo ultra-
sbnica e tem evidéncias de ocorréncia em doses cirargicas, como na Litotripsia,

tornando-se dificil utilizar as doses terapéuticas.
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Acredita-se que a cavitacdo deve ser estudada préxima de cavidades cheias
de ar, como o pulmé&o e o intestino. (BAKER et al., 2001).

O colapso das bolhas na cavitagéo transitoria libera energia que pode romper
ligacbes moleculares, provocar a decomposicdo térmica da agua e a producédo de
radicais livres altamente reativos, causando alteracfes quimicas indesejaveis e a
leséo no tecido adjacente. (APFEL, 1982),

N&o existe comprovagdo de que ocorram os efeitos deletérios da cavitagdo in
vivo, em tecidos tratados com niveis terapéuticos de ultra-som de baixa intensidade.
(HILL, 1972; DYSON; SUCKLING, 1978).

A cavitacdo estavel se da com intensidade acustica menor que aquelas
necessarias para provocar a cavitacao transitéria. (WELLS, 1977),

As bolhas oscilam gerando um fluxo acustico ao seu redor, com efeitos
consideravelmente menos destrutivos. (APFEL, 1982).

Este é, provavelmente, um dos mecanismos envolvidos na promoc¢do dos
efeitos terapéuticos do ultra-som pulsado, com experimentos realizados com cultura
de fibroblastos mostra que a estimulacdo a niveis terapéuticos, portanto menores
gue agueles gque causam lise celular, estimulando a sintese protéica. (MOTIMER,;
DYSON, 1988),

Héa evidéncias experimentais consideraveis de que niveis terapéuticos de
ultra-som podem induzir a cavitagdo estavel “in vivo”, (TER HAAR, 1982), mas seus
efeitos ainda ndo estdo bem estabelecidos.

Entretanto, sabe-se que a cavitacdo estavel “in vitro” pode produzir efeitos
irreversiveis em suspensao celular, como a ruptura de membranas e de
macromoléculas, desnaturacdo de enzimas, etc., dependendo dos parametros
usados. (LEITE, 1989).

A intensidade limiar a partir do qual pode ocorrer cavitacdo foi determinada
em meio aquoso por HILL (1971), em 0,1 W/cmz, e “in vivo” por TER HAAR (1982),
em 0,2 W/cm2.

2.1.9 - Fluxo e Microfluxo Acustico

A propagacado da onda acustica provoca, nos fluidos dos tecidos biolégicos ou
de suspensdes de células, movimentos unidirecionais denominados fluxo acustico e

microfluxo, referindo-se aos movimentos circulares produzidos no meio por bolhas
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que oscilam sob influéncia do campo acustico.(DYSON; NYBORG, 1982).

Esses movimentos originam forcas e tensdes que podem modificar a posi¢cao
das células ou das particulas intra e extras celulares, ou mesmo danificar as
macromoléculas e células. (WELLS, 1977; NYBORG, 1982).

Experimentos realizados com mastocitos revelaram que a insonacao
utiizados com niveis terapéuticos provoca alteragbes na membrana celular,
aumentando assim o influxo de ions calcio. (DYSON, 1985)

Os autores apoiaram essa observacdo, sugerindo que o microfluxo
intracelular, provocado pelo ultra-som pulsado, aumentaria a permeabilidade da
membrana daquelas organelas, levando ao aumento da atividade hidrolitica
intracelular e consequentemente ao aumento da disponibilidade de precursores para

a sintese protéica.

2.1.10 - Piezeletricidade

Este fendbmeno, denominado, piezeletricidade, foi descoberto por Pierre Curie
no ano de 1880. (MASON, 1981), sendo definida como uma propriedade fisica
segundo a qual alguns materiais quando deformados por uma tensdo mecanica,
desenvolvem, carga elétrica superficiais e vice e versa, colocando um material
piezelétrico sob um campo elétrico, as cargas elétricas interagem com 0 mesmo € o
material exibe deformacdes mecanicas.(OKUNO, CALDAS & CHOW, 1986).

(FUKADA; YASUDA, 1957), foram os primeiros a descreverem a
piezeletricidade em um tecido biologico “0 0ss0”, observando os efeitos direto e
inverso no 0sso, mostrando que ao sofrer deformag6es mecanicas, cargas elétricas
sdo formadas na face oposta do 0sso, sendo este efeito devido a molécula de

colageno.

A piezeletricidade continuou a despertar interesse da comunidade cientifica,
procurando estabelecer uma relacdo entre eletricidade e 0s mecanismos de
crescimento e regeneracao.

Hoje se sabe que a piezeletricidade € uma propriedade natural de certos
cristais e substancias cristalizadas que apresentam, a capacidade de reagir
diferentemente de acordo com a dire¢cdo de propagacdo de um fendmeno fisico

sobre si, como a luz, o calor, etc.
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O tratamento de fraturas Osseas com ultra-som pulsado baseia-se na
piezeletricidade do tecido 6sseo (DUARTE, 1977).

A interacdo do ultra-som pulsado de baixa intensidade com o tecido 6sseo em
processo de reparacdo tem sido atribuida a um mecanismo de natureza piezelétrico
(ALBERTIN, 1983; XAVIER e DUARTE, 1983; SILVA, 1987).

O ultra-som pulsado de baixa intensidade atinge a superficie do 0sso em uma
sucessao de pulsos que levam ao desenvolvimento de cargas elétricas superficiais.

Tem-se, a conversdo de energia mecanica em energia elétrica quando a
superficie 6ssea, sob o0 impacto mecéanico das ondas ultra-sbnicas, sofre uma
polarizagao elétrica.

A terapia de fraturas e calos 6sseos com ultra-som pulsado resume-se, pois,
em determinar o desenvolvimento de cargas elétricas no sitio da leséao,
estabelecendo uma corrente que estimula a proliferagdo das células 6sseas e seu
metabolismo (ALBERTIN, 1983; XAVIER e DUARTE, 1983).

(SILVA, 1987), demonstrou teoricamente que a aplicagdo de um campo
acustico em tecido 6sseo produz um campo elétrico ao nivel da membrana celular e
pressupde que este efeito deve ocorrer em todos os tecidos que contém colageno, o
gue pode ser um dos mecanismos para o efeito do ultra-som sobre 0 0sso € a pele.

2.1.11 - Efeitos do Ultra-Som nas diferentes fases do reparo tecidual

Fase inflamatdria — O Ultra-Som Pulsado de Baixa Intensidade interage com
0s macréfagos, mastocitos e neutrofilos, acelerando a resolucdo normal da
inflamag&o. Este aumento na velocidade ocorre devido a suave movimentagdo do
liquido intersticial que pode aumentar a taxa de fagocitose, o0 movimento de particulas
e células, aumentando a liberacdo de mediadores quimicos do processo inflamatorio
como a histamina e a serotonina. E importante notar que o Ultra-Som tem ac&o pro-
inflamatdria e ndo antiinflamatéria (LEFAUCHER; SEBILLE, 1995; KOKUBU et al.,
1999).

Fase proliferativa — Tecidos submetidos ao Ultra-Som Pulsado de Baixa
Intensidade apresentam um aumento significativo no niumero de células no leito da
ferida. Os fibroblastos podem ser estimulados a produzir um aumento na sintese de
colageno devido ao aumento na permeabilidade da membrana celular. O Ultra-Som

pode também estimular a angiogénese, e o crescimento de capilares no leito da
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ferida, estimulando assim a contracdo da ferida (DYSON, 1987; SILVA, 1987; HUME
& KALIMO, 1992; TIS, et al., 2001)

Fase de remodelamento — O Ultra-Som Pulsado de Baixa Intensidade tem a
capacidade de interagir com o colageno aumentando sua extensibilidade, a
resisténcia ténsil da cicatriz também pode ser aumentada quando é submetida ao
estimulo, sendo também responsavel pela deposicdo do colageno com uma
arquitetura tridimensional semelhante a da pele néo lesionada (HILL, 1972; DYSON,
1987)

Pode-se dizer, ou chegar a esta conclusdo do que foi exposto anteriormente,
que o estimulo de tecidos biolégicos com ultra-som pulsado de baixa intensidade

estimula:

A proliferacéo fibrovascular e, conseqientemente, a formacéo de tecido de

granulacao;

* A proliferacdo de epitélio pavimentoso estratificado, levando a epitelizacdo de

lesdes ulceradas;

* O aumento da sintese de RNA ribossémico, por células da medula éssea;

* O aumento da sintese protéica;

* A proliferacédo, diferenciacdo e aumento da atividade metabdlica de células

0sseas, acelerando a consolidagéo de fraturas.
2.1.12 - Lise ou Morte Celular

(CARDOSO, 1985), em estudos de cromossomos de células da medula 6ssea
expostas in vivo ao ultra-som pulsado de baixa intensidade, usado para estimulo ao
reparo 6sseo, apresentaram evidéncias de danos do DNA, nas regifes organizadoras
de nucléolos (RONs). Nao foram, no entanto, as aberracdes cromossOmicas classicas
descritas em metafases de células da medula 6ssea. Essa observacao sugere que as
RONSs, séo as regifes mais frageis dos cromossomos, ou entdo que as células que
sofreram lesdes mais intensas tenham sido eliminadas, escapando a observacao
posterior. Baseada nesta ultima possibilidade, (CARDOSO, 1985), sugeriu que a lise

ou a morte de células que apresentam lesées cromossOmicas, causadas pela
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insonacgao, poderia representar mais um mecanismo responsavel pela acéo
estimulatoria do ultra-som pulsado. A morte celular levaria a liberacéo de fatores de
crescimento com acao mitogénica, favorecendo o reparo do tecido.

Este mesmo autor apresentou também evidéncia morfologica de que o
estimulo ultra-sénico induz aumento da sintese de RNA ribossémico, outro fator
provavelmente relacionado com sua agao estimuladora de crescimento e reparo de

tecido 0sseo.
2.2 - Alguns Aspectos Estruturais dos Orgéos Reprod utores de Ratos Machos

A puberdade estd definida no macho como a época em que atinge a
capacidade para fecundar uma fémea. Isto significa que o individuo pubere deve ter
a capacidade de produzir namero suficiente de espermatozéides fecundantes
(GONZALEZ, 2002).

A instalagdo do periodo caracterizado como puberdade esta relacionado a

varios fatores:

a) Niveis hormonais de testosterona e de gonadotrofinas secretadas durante o

periodo pré-puberal;
b) Raca;
c) Nutricao;
d) Fator geogréfico.

Estudos em ratos, como animal modelo de experimentacdo, mostram que
existem receptores para Hormonio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH), na adeno
hipofise desde o 16° dia de gestacéo, sugerindo um papel ativo deste hormonio no
controle da funcéo hipofisaria.

As evidéncias indicam que existe na maioria dos animais a producéo precoce
de LH na hipofise fetal, por outro lado, existem receptores para LH no testiculo fetal,
0S quais aumentam progressivamente durante a gestacao até atingir niveis maximos
no momento do nascimento.

O aumento do numero de receptores de LH no testiculo coincide com o

aumento no numero de células de Leydig e o maior conteudo testicular de
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testosterona.

Entretanto, a testosterona diminui no momento do nascimento, o que leva a
pensar que a testosterona fetal tenha mais a ver com a ontogénese e a
diferenciacdo sexual dos 6rgaos genitais.

Esses fatos levam a crer que os hormonios FSH e LH tém fungé&o de controle
no desenvolvimento testicular desde antes do nascimento.

Depois do nascimento, gradualmente os niveis de GnRH, aumentam com a
idade, bem como o conteudo hipofisario de LH e de FSH.

Com o inicio da puberdade, ocorre um pronunciado aumento de testosterona,
que esta correlacionado com o padrdo de secrecdo de LH, horménio este que
estimula a secrecao direta de testosterona pelas células de Leydig.

Os eventos primarios que estabelecem o inicio da puberdade sdo originados
no SNC e concorrem para causar uma alteracdo no padrdo de secrecao
hipotalamica de GnRH. Estes fatores hormonais e possivelmente um fator nervoso
direto influenciam no crescimento e na maturacao testicular.

Com a puberdade inicia-se um padrdao pulsatili de secrecdo de GnRH,
ocorrendo um pico de secrecdo de gonadotrofinas durante o periodo pés-puberal.

O evento mais significativo na puberdade € a mudanca na androgénese que
tem a producdo de testosterona como principal andrégeno. A medida que animal
amadurece, o0s testiculos ficam mais sensiveis a acdo estimulatéria das
gonadotrofinas, principalmente pelo aumento na secre¢ao do FSH.

Tanto testosterona como gonadotrofinas, proporcionam o principal estimulo
para o inicio da espermatogénese. O aumento de testosterona também produz
alteracdes tipicas da puberdade sobre os 6rgaos genitais.

A testosterona aumenta progressivamente até atingir os niveis do adulto,
obedecendo assim a estimulacdo de LH de forma que a cada pulso de LH segue-se
um aumento do teor de testosterona, a medida em que a puberdade se instala
definitivamente.

Uma explicacéo alternativa para o inicio da puberdade, seria de um evento
independente da goOnada, originado por um mecanismo central que ativaria a
liberacdo de GnRH.

E uma nocdo ja aceita os centros hipotalamicos produtores de GnRH
proporcionam o estimulo inicial para o inicio da "maturacao sexual”.

Os neurdnios da adeno hipdéfise produtores de GnRH quando a puberdade
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se aproxima apresentam alteracdes morfolégicas as quais estariam ligadas ao

controle central de inicio da puberdade.
2.2.1 - Sistema Genital Masculino

O sistema genital masculino consta de oOrgdos produtores dos
espermatozoides, células sexuais, do andrégeno, testosterona, testiculos e seus
envoltérios; vias esperméticas, epididimo e ducto deferente; a uretra e suas
glandulas anexas, e o 6rgao da copula, 0 pénis.

Na maioria das espécies animais, os testiculos estdo fora do abdémen, na
bolsa escrotal, nas aves e em outros animais os testiculos tém localizacdo intra-
abdominal. Os testiculos migram da cavidade abdominal para a bolsa escrotal
mediante acdo do gubernaculum testis, antes do nascimento na maioria das
espécies. A época de descida dos testiculos varia com a espécie, e geralmente este
descenso ocorre durante a gestacao até quando se completa o nascimento.

Quando os testiculos ndo migram ocorre o criptorquidismo, que se caracteriza
pela parada da migracdo do testiculo no seu trajeto normal que pode ser uni ou
bilateral, devido a causas genéticas.

Os animais que apresentam este problema séo inférteis ou sub-férteis, devido
a temperatura imprépria para a espermatogénese fora da cavidade escrotal. Mas a
libido pode estar aumentada, porque depende da androgénese.

O escroto tem estrutura semelhante a da pele, porém € altamente
especializada para manter a temperatura dos testiculos. A termo-regulacdo do
testiculo € necessaria para ocorrer a espermatogénese, sendo controlada por
componentes dos envoltérios dos testiculos, pela circulacdo arterial e principalmente

pelo musculo dartos.

a) Os musculos cremaster (estriado) e o musculo dartos (liso) participam do

mecanismo regulatorio.
b) As inimeras glandulas sudoriparas do escroto.

A artéria testicular no rato € extensamente enrolada, especialmente fora do
canal inguinal, as veias abandonam o testiculo por sua margem dorsal considerada

como seu hilo para formar o plexo pampiniforme (devido a disposicdo das varias
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veias enredadas como galhos de uma videira). H4 anastomoses artério-venosas que
fazem com que aproximadamente 40% do sangue da artéria retorne ao sistema
vVenoso.

As vias espermaticas sdo condutos com funcdes de armazenamento,
nutricdo, maturagéo e transporte do semem até a uretra. Compreende tubulos retos,
rede testicular, os dutulos eferentes, epididimo, dutulos deferentes e uretra.

A rede testicular € uma complicada rede tubular em sequéncia aos tubulos
retos cujos canais se intercomunicam e permitem o transporte dos espermatozoides
e fluidos em direcéo ao epididimo. A unido entre a rede testicular e o epididimo é
feito mediante os dutulos eferentes, os quais tém dois tipos de células, as principais
e as ciliadas. Suas funcdes incluem transporte de espermatozoéides, secrecdo de
substancias nutridoras e absorcdo de fluidos com funcdo de nutrir os
espermatozoides.

O epididimo é um tubo altamente convoluto de consideravel comprimento que
se dobra sobre si mesmo. Colado junto a margem dorsal do testiculo, estende-se do
polo antero superior ao inferior deste 6rgdo, mantendo-se firmemente unido a tunica
albuginea mediante ligamentos. O epididimo leva os espermatozodides dos dutos
eferentes para os dutos deferentes.

O epididimo consta de trés partes

1. Cabeca, no polo antero superior do testiculo;

2. Corpo, que se relaciona com a margem a dorsal do testiculo;

3. Cauda, no polo postero inferior, area considerada, no homem, como o

reservatorio de espermatozoides.

Uma proposta alternativa divide o epididimo em regifes inicial, média e
terminal.

As duas classificacbes ndo necessariamente coincidem. O epididimo tem
funcdes secretdrias que visam manter a viabilidade do espermatozoide durante o
seu armazenamento.

O epitélio ciliado do epididimo e a capacidade contratii de sua parede

permitem o transporte dos espermatozoides até o reservatorio.
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A maturacdo final dos espermatozéides ocorre no epididimo, processo que
inclui mudancas morfologicas e bioguimicas a fim de capacitar os espermatozoides
para a fecundacao.

Os segmentos inicial e médio estdo comprometidos com a maturacao
espermatica, enquanto que o segmento terminal (cauda) tem maior capacidade de
armazenamento, sendo considerado como reservatorio. A cabeca e o corpo do
epididimo tém capacidade para absorverem fluidos. A passagem dos
espermatozoides pelo epididimo dura de dez a doze dias.

A cauda do epididimo continua-se, sem limites nitidos com os dutos
deferentes, que entram na cavidade abdominal como um componente do cordéo
espermatico e desemboca no coliculo seminal na uretra pélvica. Os dutulos
deferentes tem uma parede muscular espessa o que o faz muito nitido ao tacto,
dentro do corddo, tendo um comprimento aproximado de 45 cm no homem e de 6
cm no rato.

As glandulas acessoérias sdo em geral do tipo tubulo alveolar cuja secrecao
desemboca na uretra misturando-se aos espermatozoides no momento da
ejaculacédo, para constituir o sémen e fornecer meios necessarios para o transporte e
a nutricao dos espermatozoides e neutralizar o pH vaginal.

Compreendem: as vesiculas seminais (glandulas vesiculares), a prostata, as
glandulas bulbo uretrais (glandulas de Cowper) e as glandulas uretrais (glandulas de
Littre).

De todos os 6rgaos reprodutivos masculinos, as glandulas acessérias séo as
que tém maior variagdo entre as diferentes espécies em termos de morfologia,
biologia e funcédo. Nao somente varia o tipo e a forma da glandula, mas o volume, as
caracteristicas e a composicdo bioquimica, de suas secrecbes. Existe uma
consideravel variagcdo entre as espécies de mamiferos em relagdo ao numero de
glandulas acessorias.

A Unica glandula acessoria presente em todos os mamiferos é a prostata,
exceto carnivoros e cetaceos, os demais mamiferos possuem glandulas bulbo
uretrais.

O rato possui todas as principais glandulas acessoérias, tendo ainda glandulas
prepuciais e glandulas coaguladoras, as quais sdo encarregadas de promover
temporariamente a coagulacédo do ejaculado. As duas vesiculas seminais séao

chamadas assim devido a um conceito inicial errado, de que eram 0s reservatorios
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de espermatozdides. Sao arranjadas em multiplos Iébulos e com um sistema
ramificado de dutos, parecendo ao corte com um favo de mel.

As duas glandulas bulbo uretrais ou glandulas de Cowper séao tubulares,
multi-lobulares ou tdbulos-alveolares situadas ou localizadas lateralmente a uretra
pélvica, tendo sua secrecdo mucosa conduzida até a luz da uretra por finos dutos.

A diferenciacdo embriondria das glandulas acessérias bem como seu
crescimento € andrégeno dependente. As glandulas acessorias possuem epitélio
secretor, cuja superficie € aumentada pela disposi¢cdo em vilosidades.

O conjunto de secrecdes da préstata, das glandulas bulbos-uretrais e das
vesiculas seminais compdem o semem, o qual contém também fluido do epididimo,
e espermatozoides.

O sémen da maioria dos mamiferos é relativamente diluido devido a grande
proporcao da secrec¢do das glandulas acessoérias. A principal substancia do semem é
a agua, cuja funcdo hidrodindmica garanta que o sémen seja efetivamente
ejaculado.

Existe variacdo na composi¢cao quimica do semem, embora alguma das suas
substancias especifica apresentam fun¢des pouco conhecidas, como inumeras
substancias do plasma sanguineo nao tém necessariamente significancia fisioldgica
para as células sanguineas (GONZALEZ, 2002).

A alta quantidade de frutose secretada pelas vesiculas seminais fornece
energia para o metabolismo do espermatozoéide, as proteinas servem para a
sobrevivéncia do espermatozoide, exercendo também a funcdo tampéo para
neutralizar o pH acido das secrec¢des vaginais.A prostaglandina do plasma seminal
pode contribuir para facilitar o transporte dos espermatozoéides até o utero e tubos.

Os espermatozoides sdo capazes de fertilizar sem entrar em contato com as
secrecdes das glandulas acessorias, mas, no entanto, as secrec¢fes seminais
otimizam as condicbes de motilidade, sobrevivéncia e transporte dos
espermatozoides, tanto no trato reprodutivo masculino, quanto no feminino,
capacitando-os a fecundacéao.

Em todos os mamiferos, os testiculos sdo oOrgdos pares ovoides
encapsulados, compostos de tubulos seminiferos enovelados e justapostos e o0s
espacos deixados entre eles localiza-se o tecido intersticial.

A unidade estrutural e funcional dos testiculos sdo os tubulos seminiferos,

contendo o epitélio germinativo cujos componentes celulares podem ser dispostos
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em trés compartimentos (GONZALEZ, 2002).

O “compartimento adluminal” compreende aquela parte do epitélio
germinativo onde se encontram as células de Sertoli, localizados junto a membrana
tubular as quais formam uma estreita unido entre elas e, submersas entre estas se
dispdbem células germinativas em diferentes estadios de desenvolvimento
(espermatogbnias, espermatdcitos primarios. Os espermatdécitos secundarios e as
espermatides estdo sempre mais proximas a luz dos tubulos seminiferos onde

também se encontram os espermatozoéides jovens e ou maduros).

a) Os “compartimentos basais” constituem-se de membranas ditas tubulares
de estrutura conjuntivos elasticos as quais separam o0 compartimento
adluminal de qualquer contato com o sangue (barreira hemato-
espermatica). Septos conjuntivos separam tubulos em I6bulos cujas
paredes sdo dotadas de células mio epiteliais contendo um ou mais

tubulos seminiferos enovelados.

b) O “compartimento intersticial” € aquele constituido pelos espacos
compreendidos entre as paredes dos tubulos seminiferos dispostos em
voltas, os quais contém as células intersticiais de Leydig, produtoras de
testosterona, esses compartimentos contém ainda vasos sanguineos e
linfaticos, bem como nervos do parénquima testicular. Também contém
outras ceélulas como mastocitos e macréfagos, estes Udltimos tém

receptores para FSH produzindo lactato e outros metabalitos.

Os tdbulos seminiferos ndo sdo penetrados por vasos sanguineos ou
linfaticos, o0s quais se restringem ao tecido intersticial. As células
espermatogéneticas ficam isoladas por assim chamada barreira hemato-
espermatica constituida pelas paredes tubulares contendo as células mio epiteliais,

as quais sao responsaveis pelo movimento peristaltico dos tubulos.
2.2.2 - As Células de Sertoli

As células de Sertoli, originalmente descritas por (Enrico Sertoli, 1865), sao
0s componentes celulares considerados ndo germinativos do epitélio seminifero.

Estas células ocupam o espaco entre a membrana basal e a luz tubular, ficando
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intimamente relacionados entre células germinativas dispostas em grupos dispostos

entre elas.

Algumas caracteristicas morfolégicas dessas células, relacionadas com as

suas funcdes sdo as seguintes:

a)

b)

d)

Contém numerosos lisossomos e vacuolos autofagicos que participam na

fagocitose e digestdo das células germinativas degeneradas;

Possuem grande quantidade de reticulo endoplasmatico liso, revelando

atividade secretoria de esteroides;

Apresentam alteracdes morfoldgicas no seu citoplasma ao longo do tubulo,
revelando sua participacdo na espermiogénese;

Existem unibes especializadas entre as células de Sertoli vizinhas as quais
mantém a integridade estrutural do tubulo seminifero e constituem o
componente epitelial da barreira hemato-espermatica. Substancias presentes
no compartimento basal s6 podem ir aos compartimentos adluminal e luminal

passando através das células de Sertoli.

Entre fungbes das células de Sertoli estdo as seguintes:

a)

b)

Manutenc¢do da barreira hemato-espermatica e da secrec¢éo do fluido tubular;

Secrecdo de mais de 100 proteinas. As células de Sertoli sédo sensiveis a
FSH e a testosterona e secretam, entre outras, a proteina transportadora de
androgenos (ABP), a qual € estruturalmente similar a SHBG (globulina

transportadora de horménios sexuais), produzida no figado.

Oitenta por cento da secrecao de ABP vai para o limen e vinte por cento vai

para o plasma sanguineo. Esta proteina esta imunologicamente relacionada com a

globulina transportadora de estradiol. A principal funcdo da ABP €é o transporte

extracelular de testosterona, para manter altos teores desse hormonio nos tubulos

seminiferos e no epididimo, visto que a concentracdo sanguinea de testosterona &

insuficiente para manter suas funcdes nessas regides.
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Outras proteinas secretadas pelas células de Sertoli incluem a transferrina e a
ceruloplasmina, proteinas transportadoras de ferro e cobre, minerais necessarios
para o desenvolvimento das células germinativas. E a producdo destas proteinas &

estimulada por FSH, testosterona e retinol.

c) Secrecdo de ativadores de plasminogénio, enzimas cuja atividade €
estimulada por FSH, estando envolvidas na reestruturacdo tissular na
migracdo celular, facilitando a liberacdo das espermatides maduras e a
migracdo das ceélulas germinativas do comportamento basal para o

compartimento adluminal;

d) Secrecéo de hormdnios, a maioria tendo efeitos autdcrinos ou paracrinos, tais
como a inibina e alguns esterdides. Embora as células de Sertoli produzam
pouco andrégeno e contribuam muito pouco para o pool de andrégenos
sanguineos, alguns sdo importantes para as fungfes dos tubulos seminiferos,

da rete testis e do epididimo.

O FSH regula a secrecao de proteinas nas células de Sertoli, bem como o
metabolismo energético, pois estimulam a captacdo de glicose, a producdo de

lactato e a atividade do glicogénio fosforilase.

Também o FSH estimula a sintese de glicoproteinas de superficie e tem
profundo efeito na proliferacdo das préprias células de Sertoli. O principal efeito da
testosterona é sobre a sintese de proteinas. O FSH e a testosterona atuam
sinergicamente para induzir a sintese de receptores de FSH nas células de Sertoli.

As vitaminas A, D e E sdo estimulatorias da atividade das células de Sertoli.

Deficiéncias de vitamina A causam diminuicdo da fertilidade a ponto de

causar azoospermia. A vitamina E influi na secrecédo de ABP.

As células intersticiais ou de Leydig, localizadas fora dos tubulos seminiferos,
estdo sob controle de LH secretam os andrégenos, dos quais 0 mais importante é a
testosterona e seu produto biologicamente mais ativo, a 5-dihidrotestosterona (DHT).

E a biossintese da testosterona é realizada no reticulo endoplasmatico da
célula de Leydig.

A conversdo a DHT é realizada nos Orgaos-alvo da testosterona (prostata,
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pele, foliculos pilosos e cérebro) pela 5 alfa redutase, que requer NADPH como
coenzima, e a afinidade do receptor androgénico € maior pela DHT do que pela
testosterona. A fonte primaria dos andrégenos é o depdsito de colesterol existente
nas gotas lipidicas do citoplasma das células de Leydig. O colesterol armazenado
em forma de éster € hidrolisado pela enzima colesterol-éster hidrolase, estimulada
pelo LH. A via de sintese dos andrégenos envolve a conversdo do
colesterol até testosterona. A via inicia com a conversdo do colesterol em
pregnenolona, o que ocorre na mitocondria, sendo que esta reacao € realizada por

enzimas do grupo dos citocromos P450.
2.2.3 - Regulagéo da Sintese de Testosterona

O controle mais importante da sintese de androgenos no testiculo é feito pelo
LH, o receptor deste LH esta acoplado a enzima adenilciclase mediante um sistema
GTP estimulatéria, e a regulacdo hipotalamica da secre¢cdo de andrégenos esta
determinada pela secrecéo de GnRH.

Fatores externos, como a luz e ou estimulos olfatorios ou visuais, podem
aumentar a secrecdo de GnRH via sistema nervoso central, mediante neuro-
receptores que incluem a dopamina, a norepinefrina e a serotonina.

A funcdo secretora das células de Leydig € estimulada pela prolactina,
favorecendo a sintese de receptores para LH (efeito oposto ao da fémea) e
possivelmente melhorando a atividade enzimatica da sintese de testosterona a partir
do colesterol.

O FSH também parece favorecer a presenca de receptores para LH nas

células de Leydig.

O stress ocasiona aumento da secrecao de ACTH, o qual inibe a secrecéo de
LH no macho, e, portanto de testosterona, desfavorecendo a espermatogénese e a
libido.

Os (glicocorticoides secretados pela acdo do ACTH também tem acédo
inibitoria direta sobre a secrecdo das gonadotrofinas.

Existe uma relac&o entre a atividade reprodutiva do macho e o funcionamento
tireoidiano. Em machos hipotireoideos, seja por deficiéncia de iodo ou por ingestéo
de substancias bociogénicas, ¢é observada depressdo da libido e da
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espermatogénese.

A taxa de secrecdo de testosterona esta relacionada diretamente com o fluxo
sanguineo da artéria espermatica, e a adrenalina diminui a concentracdo de
testosterona plasmatica, talvez por diminuir o fluxo sanguineo ao testiculo.

Por outro lado, a prépria adrenalina estimula a secrecdo de testosterona
quando se considera o volume sanguineo.

O controle “down regulation” é considerado como um controle da secrecéo de
testosterona, mediante a diminuicdo do numero de receptores para LH, quando
ocorrem aumentos importantes desse hormaonio.

A sintese de testosterona parece ter também um controle paracrino, pois 0s
estrogenos sintetizados pelas células de Sertoli inibem a sintese de testosterona nas

células de Leydig por inibir a enzima que cliva o colesterol, o citocromo P450.
2.2.4 - Principais Agfes dos Andrégenos

A diferenciacdo da gbnada por efeito do antigeno codificado pelo fator de
determinacao de testiculo (diferenciacdo sexual), causando o inicio de producéo de
testosterona, a qual promove a diferenciagcdo dos dutos internos (vaso deferente,
vesiculas seminais e epididimo), a partir dos dutos de Wolff.

As células de Sertoli, por sua vez, produzem o horménio anti-mulleriano
(AMH).

Os andrégenos juntamente com o FSH produzem a espermatogénese;
também sado responsaveis pelo desenvolvimento e manutencdo dos 6rgdos sexuais
secundérios, desenvolvimentos de estruturas ornamentais nos machos de algumas
espécies (crista, pigmentacdo sexual, crescimento de pélo, chifres e o maior
tamanho da musculatura esquelética).

Comportamento de combatividade e dominancia no rebanho, efeitos
anabdlicos e promotores do crescimento esquelético e muscular, estimulo da libido,
erecdo e a ejaculacéao, redistribuicdo da gordura corporal, a maior concentracao de
eritrocitos e a maior taxa metabdlica.

As células de Leydig também podem sintetizar estrogenos a partir da
aromatizacdo dos androgenos.

As células de Sertoli também podem sintetizar estrogenos, especialmente

antes da puberdade.
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2.2.5 - Espermatogénese

A espermatogénese é caracterizada por uma sequéncia de associacbes de
diferentes tipos celulares que ocorre no epitélio seminifero resultando na formacéo
dos espermatozoides a partir das espermatogonias, que sao responsaveis pela
perpetuacdo da espermatogénese. Esta sequéncia obedece a uma ordem rigorosa
e se faz sob a forma de ondas espermatogenéticas as quais ndo tem a mesma
duracdo em todos os animais. Em alguns mamiferos e aves a espermatogénese é
sazonal, com interrupc¢des temporarias.

A espermatogénese envolve uma replicacdo de células germinativas
(espermiocitogenése) até o aparecimento de células hapléides (espermatides)
caracterizadas como meiose. As modificagcbes morfoldgicas das espermatides

(espermiogénese) levam a producédo de espermatozoéides maduros.
Os mais importantes eventos na espermatogénese sao:
1. Arenovacédo das espermatogonias em varias geragoes, por multiplicacao;

2. A duplicacao, por reparticdo do niumero de cromossomos, que caracteriza a

meiose, chamadas divisdes reducionais;

3. A transformacdo de uma espermétide em uma complexa estrutura mobil

(espermatozéide) apds uma grande metamorfose (espermiogénese).

As células germinativas sdo as espermatogodnias que, apés a puberdade, se
diferenciam em funcéo de sua morfologia nuclear em trés tipos: A, B e Intermediaria,
e a partir da linha primordial de espermatogbnias sdo originadas, por multiplicacdo
mitotica, em varias geragfes. Algumas geracdes de espermatogdnias de reserva
permanecem latentes e reproduzem-se em sequéncias temporais e servem para
perpetuar a producao de espermatozoides.

As espermatogbnias tipo A se multiplicam por mitose para dar
sucessivamente as espermatog6Onias B, e intermediarias, sendo que as diferentes
geracdes de espermatogbnias permanecem ligadas através de pontes intercelulares
de 2 a 3 um de largura, separadas das células de Sertoli por espacos intercelulares

de 0,2 pum.
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Das espermatogbnias B (2n), originadas por mitose de espermatogdnias A
originam-se por sua vez 0s espermatécitos primarios que por meiose e divisdes
reducionais originam o0s espermatocitos secundarios que é a segunda divisao
meidtica, os quais perdem contato com a membrana basal do epitélio seminifero e
sofrem modificacdes morfo bioquimicas gerando as espermatides (n). O processo,
até a producdo das espermatides € chamado de espermiocitogénese.

Na meiose acontece recombinacdo homdloga (crossing over) entre 0s
cromossomos dos espermatocitos.

Posteriormente, cada espermétide por transformacdo morfolégica origina um
espermatozoide, no processo conhecido por espermiogénese. Uma espermatogdnia
produzira dois espermatocitos, um espermatocito primario produzira quatro
espermatozoides, e cada espermatodcito secundario produzira duas espermatides.

Do ndcleo da esperméatide origina-se a cabeca do espermatozoide, que é
recoberto pelo acrossoma, contendo grande variedade de enzimas lisossomais
importantes na penetracédo da zona pelucida do 6vulo.

Mudancas do nucleo, tais como o deslocamento do centro para a periferia,
condensacao da cromatina e reducdo do volume nuclear, simultaneamente com
mudancas acentuadas na cabeca do espermatozoide.

Um dos centriolos origina o centro cinético do espermatozdide, ao passo que
0 outro centriolo forma a cauda, evento de alta complexidade, que compreende; a
formacédo do filamento axial, da peca intermediaria, da peca principal e da bainha
mitocondrial.

O filamento axial é uma estrutura similar aos cilios e flagelos com um
axonema de nove tubulos pares periféricos e um par de tubulos centrais, todos
formados por proteinas contrateis chamadas tubulina e dineina, que sdo similares a
actina e miosina, unidas por pontes de nexina.

Os espermatozoides ainda imaturos (espermatides), sao liberados a luz do
tubulo pela atividade contratil das células mio epitelial dos tabulos seminiferos no
processo conhecido como espermiacao.

No processo ficam os chamados corpos residuais, no citoplasma das células
de Sertoli, remanescentes do complexo de Golgi e do reticulo endoplasmatico,
sendo depois fagocitados pelas proprias células de Sertoli.

A espermatogénese é garantida pelo ambiente Unico existente no epitélio

seminifero entre as células de Sertoli, que formam a barreira hemato espermatica.
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As espermatogonias foram identificadas por Von Ebner em 1871, e o termo foi
aplicado por Von La Valette St. George em 1876, pesquisador que também originou
0S nomes de espermatocito e espermatide. O controle da espermatogénese é feito
pela FSH e pela testosterona, e a ABP produzida nas células de Sertoli leva a

testosterona até o local da espermatogénese (GONZALEZ, 2002).
2.2.6 - Ciclo Espermatogenético

A espermatogénese faz-se em ciclos caracterizados por associacdes
repetitivas de células em rigorosa sequéncia, as repeticbes completas produzem as
ondas espermatogenéticas.

Os ciclos espermatogenético ou ciclos do epitélio seminifero sdo associagdes
celulares caracterizaveis a microscopia e se sucedem ao longo dos tubulos
seminiferos. Associacoes celulares sucessivas cumprem um ciclo
espermatogenético.

As associacOes celulares distintas e sequentes constituem estadios, no
homem sdo 06 as associacdes celulares, e no rato séo 19 as associacdes celulares
(estadios) caracterizando um ciclo. Cada associacdo tem tipos distintos de células
germinativas em varios estdgios evolutivos as quais sdo reconhecidos por diferencas

morfoldgicas, histoquimicas ou topograficos, como estadios do ciclo.

A duracdo de um ciclo espermatogenético é o tempo transcorrido entre
aparecimento sucessivo de uma dada associacao celular, e os diferentes ciclos que
estdo transcorrendo ao longo dos tubulos, sdo identificAveis como estadios
sequenciais do ciclo, isto é, um espa¢o do tdbulo com um estadio do ciclo &
adjacente com os estadios que o antecedem ou Ihe seguem.

O repeticdo completo das sequéncias de associacdes ao longo dos tubulos &
conhecido como ondas espermatogénicas. Em um soO tubulo podem existir até
quinze ondas espermatogénicas completas. E a sequéncia da ordem dos estadios
do ciclo pode ser quebrada por reverséo, onde € chamada de modulagéo.

2.2.7 - O Espermatozéide

No século XVII, Ham e Leeuwenhoek descreveram o0s espermatozoides,

considerando-os como animaliculos que possuiam todos os componentes de um ser
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adulto que so6 precisariam crescer durante a gestagao.

Spallanzani, no século XVIIlI, demonstrou que era necessaria a uniao do
espermatozoide com o Ovulo para obter um novo ser. O nome de espermatozoide é
atribuido a Von Baer em 1827.

O espermatozoide esta composta de quatro partes, quais sejam, a cabeca, 0o
colo, a peca intermediaria e a cauda. E uma célula especializada cuja tnica funcéo é
fertilizar o 6vulo, para o qual utiliza os movimentos autbnomos de sua cauda.

A cabeca do espermatozoide tem forma oval na maioria dos mamiferos e
alongada nas aves, estando constituida quase em sua totalidade pelo ndcleo, que
contém metade do genoma de uma célula somatica (n).

A cabeca esta rodeada por um complexo de membranas que inclui as
membranas plasmaticas e do aparelho de Golgi, formando uma estrutura
diferenciada conhecida como acrossoma, cujo interior existem enzimas, e estas
enzimas hidrolisam os mucopolissacarideos da zona pelucida e o cumulus oophorus
do 6vulo no momento da fertilizacdo, apds a reacédo do acrossoma.

O acrossoma cobre os 2/3 anteriores da cabeca do espermatozoide,
enquanto que outra estrutura da membrana, a capsula pos-acrossémica, cobre o 1/3
posterior.

O estadio do espermatozdide é a por¢cdo que une a cabeca e a peca
intermediaria, contendo a gota citoplasmatica, escasso residuo de citoplasma, e o
centriolo proximal, considerado como o centro cinético do espermatozoide, isto €, a
unidade que regula os movimentos autbnomos.

A peca intermediaria é a estrutura que garante a motilidade do
espermatozoide gracas aos filamentos de tubulina-dineina, proteinas contrateis cuja
disposicéo é similar & dos cilios e flagelos observada em alguns microorganismos.

A porcéo filamentosa da peca intermediaria e da cauda € conhecida como
axonema, e a peca intermediaria também possui abundantes mitocondrias que
garantem a producéo de energia necessaria para a contragcdo do axonema.

O centriolo distal forma o anel de Jensun, local que marca o limite da peca
intermediaria e a cauda.

A cauda do espermatozoide esta composta de duas pecas, a principal, que
ocupa a maior parte da cauda, e o terminal, no extremo final.

A peca principal possui filamentos, os quais estado recobertos por uma bainha

fibrosa, que confere estabilidade ao axonema da cauda.
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A peca terminal também possui os filamentos sem a bainha fibrosa, estando
s6 recobertos pela membrana plasmatica. E gracas as contracdes da peca
intermediaria e da cauda, o espermatozdéide pode avancar progressivamente a uma

velocidade de 100 pm/s.
2.2.8 - Metabolismo do Espermatozdide

O espermatozéide é a Unica célula do organismo que possui duas
caracteristicas especiais, ter a capacidade de movimentos rapidos e de fertilizar, e
para cumprir com estas fungdes, o espermatozoéide exibe caracteristicas bioquimicas
especiais. A frutose € o principal agcucar do sémen e o espermatozéide tem
capacidade para realizar fructolise anaerdbica e produzir lactato e energia.

O espermatozéide também se utiliza glicose como substrato energético,
porém a frutose estd em maior quantidade no sémen, apresentando 250 mg/dl,
comparado com 10mg/dl de glicose, provavelmente para evitar que outras células
possam competir pelo substrato energético com os espermatozéides.

A taxa de consumo de oxigénio do espermatozéide aumenta quando entra em
contato com os fluidos genitais femininos, os quais sao ricos em bicarbonato.

No espermatozoide aumenta a oxidacdo de lactato a piruvato e a entrada de
acetil-CoA no ciclo de Krebs, para aumentar assim a producao de energia.

A transferéncia de oxigénio do sangue para o limen uterino é suficiente para
criar uma tensdo de oxigénio que mantém o metabolismo aerdbico do
espermatozoide, especialmente durante o estro.

A maior parte dos lipidios do espermatozdide séo fosfolipidios, principalmente
lecitina (fosfatidil-colina) e plasmalogénios como o fosfatidal-colina. Quando h&
déficit dos substratos energéticos imediatos (frutose, lactato), os acidos graxos dos
plasmalogénios atuam como substrato da respiracdo do espermatozéide.

Existem menos fosfolipidios no espermatozoéide ejaculado do que no
espermatozoide testicular, levando a acreditar que o conteido desses compostos
diminui quando o espermatozoide passa da cabeca para a cauda do epididimo, fato
possivelmente relacionado com a maturacdo espermatica final.

Os fosfolipidios participam de véarios eventos metabdlicos do espermatozoide,
tais como as mudancas quimicas associadas com a maturacdo, 0 processo de

capacitacdo espermatica e a preservacdo da membrana plasmatica, embora néo se
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conhegam em muitos casos 0s mecanismos de agéo.

A suscetibilidade dos espermatozoides ao choque térmico parece estar
relacionada com a composicdo dos fosfolipidios. As mudancas morfo bioquimicas
que ocorrem antes da reacdo do acrossomo e conferem maior motilidade ao
espermatozoide, sdo consideradas como capacitagdo espermatica.

Este € o processo de selecdo dos melhores espermatozoides capazes de
fertilizar o 6vulo. As mudancas envolvem a capacidade da membrana do acrossomo.

Durante o armazenamento dos espermatozoides no epididimo por inibidores
enzimaticos, que mantém os espermatozoides em estado latente até a ejaculacéo.

E quando o espermatozéide entra em contato com as secre¢bes do trato
genital feminino, € ativado o processo de capacitacdo, cuja duracao varia conforme
a espécie, sendo na média de 4 a 6 horas.

Os estrogenos parecem estimular a capacitacdo espermatica, enquanto que o
progesterona a inibe.

O movimento flagelar constitui a maior demanda energética do
espermatozoide, pois para a sua locomocdo ele deve superar a ineficiéncia
mecanica do flagelo, a resisténcia oferecida pelas secrec¢des viscosas do trato e a
resisténcia gerada pela aglomeragdo dos outros espermatozoides.

O ATP gerado nas mitocondrias da peca intermediaria se difunde ao longo da

cauda, mediante um tipo de difusdo molecular.

Os microtubulos do axonema estdo compostos pela tubulina, existe também
uma proteina que une os pares de microtibulos do axonema, a nexina, cuja funcao
nao estd completamente esclarecida.

Os movimentos progressivos dos espermatozoides sdo do tipo ondulatério de
tras para frente ao longo do flagelo empurrando o espermatozoide para adiante.

Estes movimentos correspondem a um deslocamento dos filamentos, isto €,
as fibrilas do axonema néo alteram seu comprimento, mas se deslocam umas sobre
as outras, sem encurtamento.

Durante os movimentos, 0s bracos da dineina, em cada par de tubulos
formam uma ponte transitéria com o par adjacente, envolvendo sucessivas uniées e
desunibes facilitando pela hidrolise do ATP, similarmente ao que ocorre com a
troponina na contracdo muscular, mas em geral esses agentes aumentam a

motilidade do espermatozoide.
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2.2.9 - Duracao do Ciclo Espermatogenético

No rato adulto, as fases mitéticas da espermatogénese, que culmina com a
formacéo de espermatocitos I, tem a duracédo aproximada de treze dias. As divisdes
reducionais dos espermatocitos |, originando os espermatdécitos Il e finalmente as
espermatides jovens, dura cerca de dezessete dias (espermiocitogénese).

A espermiogénese, por sua vez, dura cerca de vinte e trés dias. O processo
espermatogénico do rato adulto, portanto, requer aproximadamente cinglenta e trés
dias para completar-se.

(HADDAD, 1992), identifica que a fase mitGtica da espermiocitogénese na
pré-puberdade tem a duragdo aproximadamente de sete dias.

2.2.10 - Estadios Evolutivos da Espermatogénese

O epitélio germinativo € constituido pelas células de Sertoli e as células que
constituem a linhagem espermatogénica. Estas células dispdem-se em quatro ou
oito camadas entre a membrana tubular e a luz dos tabulos seminiferos.

As células componentes do epitélio germinativo com excecao das células de
Sertoli originam-se das espermatogonias (células fontes) que sdo as mais proximas
a parede dos tubulos. As espermatogonias dividlem-se em mitoses sucessivas e as
células neo formadas podem assumir dois destinos; continua semelhante a célula
mae e sofrem novas mitoses para perpetuar a producdo de espermatogonias ou
param de se dividir transformando-se em espermatocitos | de primeira ordem. Os
espermatoécitos entram em meiose.

O processo de meiose termina com a primeira divisdo reducional cuja Préfase
€ demorada caracterizando uma série de transformac¢des do espermatocitos | até a
fase de Dipléteno. A Profase se faz em ondas ao longo dos tubulos e as células
associadas sao facilmente caracterizaveis.

Em 1952, Leblond e Clermont denominaram de “ciclo espermatogenético”, a
sequéncia das associacfes baseada na maturacdo das espermatides e sua
transformacao em espermatozdides (espermiogénese).

Um ciclo completo € representado por uma sucessdo de associacOes
celulares constantes e em ordem bem definida e sequente, desde a formagéo de
uma dessas associacdes até reaparecimento da mesma associa¢cado, completando
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assim um ciclo.

Este termo usado por Leblond e Clermont tende a referir-se a um ciclo de
células da linhagem espermatogenética, na realidade o termo designa um ciclo dos
aspectos do tubulo seminifero, onde diversos tipos de associacbes celulares se
sucedem em longas ondas caracterizando a longa fase da meiose ap6s o
aparecimento do espermatdcito |.

Estes autores descreveram e caracterizaram essas associacdes dentro do
ciclo espermatogenético relacionando-as aos estadios da espermiogénese, isto €, a
sequéncia de modificacbes morfologicas e principalmente histoquimicas das
espermatides evoluindo morfolégica e funcionalmente para espermatozéides
correspondendo as associacdes celulares e sequentes a essas modificacdes, o que
Ihes permite caracterizar as etapas do ciclo espermatogenético.

A classificagédo proposta por Leblond e Clermont mostrou-se, precisa e segura
na determinacdo das associagbes que compdem os estadios do ciclo
espermatogenético.

Esta classificacdo baseia-se na espermiogénese identificada pelos Autores
em 19 estadios, iniciando-se com o aparecimento de uma geracao de esperméatides
(estadio 1 da espermiogénese) até a expulsdo dos espermatozéides maduros, na
luz dos tabulos seminiferos (estadio 19 da espermiogénese) e as associa¢fes das
diferentes células desenvolvendo a profase da meiose até o aparecimento da Ultima
divisdo meiotica em correspondéncia a cada estadio da espermiogénese.

Quando da primeira divisdo reducional, surge uma geracdo de espermatides
gue atinge o estadio 14 da espermiogénese, aparece, abaixo dela, uma nova
geracdo de espermatides que inicia seu estadio 1, quando a geracdo anterior esta
no seu estadio 15, estas duas geracfes evoluem uma acima da outra até que a
primeira seja expulsa na luz do tubulo seminifero, no estadio 19 da espermiogénese.

Como espermatozdéides maduros estas variagbes de estddios da
espermiogénese foram identificadas pelas modificacbes morfologicas e
histoquimicas das espermatides evoluindo para espermatozoides maduros.

O epitélio germinativo abaixo das geracdes de espermatides compde-se de
14 associacdes celulares distintas, que constituem os 14 estadios do ciclo do
epitélio germinativo. O ciclo do epitélio germinativo consiste em uma série completa

dessas associacoes celulares.
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Na (Figura 3), esté a representacdo de um ciclo espermatogenético segundo
estabelecido por (DYM e CLERMONT, 1970) e universalmente aceita.

As geracOes de espermatides cumprem a espermiogénese em 19 estadios
identificados em algarismos arabicos, enquanto as correspondentes associacdes
celulares constituem-se em 14 estadios do ciclo, numerados em algarismos

romanos.

N Il 1 v Vv Vi Vil Vil IX X Xl Xl Xl . Xiv
‘ STAGES OF THE CYCLE g

Figura 3- Estadio de | a XIV do ciclo do epitélio germinativo do rato.
Espermatogonias tipos A (Al a A4), intermediaria (In) e B; mitoses de
espermatogonias (m); (préfase meiotica) espermatocitos primarios, preleptoleno
(P1), leptéteno (L); zigéteno (Z), paquiteno (P) e dipléteno (D); (apos divisbes
reducionais) espermatocitos secundarios (ll); espermatides nos estadios 1 a 19 da
espermiogénese (DYM E CLERMONT, 1970).

O ciclo tubular admitido por (FERREIRA, 1962), ndo considera para a
caracterizagdo dos diferentes estadios do ciclo espermatogenético, as variacdes
histoquimicas que ocorrem na transformacdo das espermatides em
espermatozoides. O ciclo tubular baseia-se nas modificacdes morfolégicas das
espermatides, as quais sao perfeitamente caracterizaveis, na topografia das

espermétides enquanto evoluem e as associa¢des celulares correspondentes, com
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caracteristicas das espermatides estabelecendo (catorze) estadios tubulares.

A vantagem desta classificacdo € que ndo ha a necessidade de uma
coloragdo histoquimica especial, podendo caracterizar-se os estadios tubulares com
0 uso de coloracao habitual de Hemalumem e Eosina (H. E).

Portanto entre duas geracfes de espermatides sucessivas, admite-se desta
maneira, 14(catorze) estadios tubulares enumerados sucessivamente em algarismos

romanos de | a XIV.

A classificacdo de Leblond e Clermont € muito precisa, mas requer uma
coloragdo especifica para identificar variagbes da  espermiogénese
histoquimicamente, n&o satisfazendo as necessidades de outros tipos de estudos.

A identificacdo dos estadios nos tubulos seminiferos na classificacdo de
Leblond e Clermont € baseada inteiramente em pequenas modificacdes citoldgicas e
histoquimicas das espermatides, tornando dificil a identificacdo dos estadios com
essa metodologia, embora seja precisa.

Em funcao das dificuldades na precisdo da identificacdo destes estadios (19),
histoquimicamente, (FERREIRA, 1962), dividiu o ciclo tubular em 14 estadios
baseando-se nas variacdes morfolégicas das espermatides e a situagdo topografica
das mesmas concomitantes as geragfes de células seqientes do epitélio
germinativo abaixo da geracdo das espermétides. A identificacdo dos estadios do
ciclo espermatogenético preconizado por (FERREIRA, 1962), utilizando a sequéncia
das modificacdes morfoldgicas das espermatides na evolucéo para espermatozoides
jovens e adultos foram as utilizadas nesta pesquisa.

A topografia e a morfologia das geracbes de espermatides, relacionadas as
associacOes de células situadas em concomitancia as mesmas permitiu de maneira
segura, caracterizar-se a dindmica do ciclo espermatogenético em 14 (quatorze)
estadios.

Esses critérios morfolégicos permitem, com certeza identificar os estadios VII,
VIII e XIV do ciclo.

Estadio VII; espermatozdides jovens dispostos junto a luz do tabulo formando
uma camada continua.

Estadio VIII; caracterizado pela presenca de espermatozoides (maduros) ja

na luz do tabulo e cujas caudas dispdem-se em voértices, aptos a serem eliminados.
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Estadio XIV; caracterizado, pelo aparecimento das figuras das divisbes

reducionais, identificando o espermatdcito |I.
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3 - Objetivo

O objetivo principal deste trabalho foi o de avaliar a sequéncia temporal do
ciclo espermatogenético mediante caracterizacdo histoloégica das associacdes
celulares iniciais e finais do ciclo em testiculos de ratos pré-puberes e adultos
guando estimulados com o Ultra Som Pulsado de Baixa Intensidade, estimando-se
também as areas dos tubulos seminiferos bem como o peso dos testiculos de ratos

adultos.
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4 - Material e Métodos

4.1 - Animais de Experimentacao

Utilizamos na presente investigacdo 40 ratos machos, da raca Wistar. Destes
20 ratos em idade pré-pubere, cujos pesos corporais variavam entre 75 a 85

gramas, e 20 ratos adultos, cujos pesos corporais variavam entre 220 a 260 gramas.

Os animais obtidos no biotério da UNESP de Araraquara SP foram separados
em gaiolas apropriadas e mantidos por cerca de 48 horas no novo ambiente para
adaptacao. Durante o periodo de adaptacdo e experimental os animais receberam
como alimentacéo, dieta balanceada Purina® e agua a vontade, permanecendo em

ciclo de claro e escuro por doze horas.

Os animais foram separados nos seguintes grupos experimentais:

Grupo Experimental |

Constou de 10 ratos pré-puberes, os quais foram estimulados com o Ultra-

som pulsado durante dez dias consecutivos por 15 minutos.

Grupo Experimental 1l

Chamado de grupo controle constou de 10 ratos pré-puberes, os quais
foram submetidos a uma estimulacao ficticia diaria durante dez dias por 15 minutos.
A manipulagéo e a estimulacao ficticia destes animais foi idéntica & do grupo

anterior.
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Grupo Experimental 11l

Chamado de grupo estimulado constou de 10 ratos sexualmente maduros

cujos testiculos foram estimulados, durante 10 dias consecutivos por 15 minutos.

Grupo Experimental IV

Chamado de grupo controle constou de 10 de ratos machos sexualmente
maduros, 0s quais, porém, foram submetidos a uma estimulacdo ficticia por

tempo e duracédo equivalentes aos do grupo estimulado e manipulacdo equivalente.
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4.2 - Equipamento gerador de Ultra-som e parametros usado s

O equipamento utilizado no experimento, foi um estimulador ultra-sénico, com
circuito eletrénico e transdutor ultra-sénico projetados, elaborados e montados no
Programa de P6s Graduacdo Interunidades Bioengenharia-USP, com sede na
Escola de Engenharia da Universidade de S&o Paulo no Campus de S&o Carlos.

(VALENTINI, 2006), fez a avaliacdo do campo acustico gerado pelo

equipamento utilizado neste experimento.

Figura 4: Fotografia do Aparelho de Ultra—som pulsatil de baixa intensidade, utilizado

nesta investigacao.

Durante todo o processo de sonicacgédo, o Ultra-Som, operou com 0s

parametros fisicos relacionados abaixo:
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Tabela 2: Pardmetros do Ultra-Som utilizados no experimento.

Parametros do Ultra-Som

Forma de onda pulsada
Largura do pulso 200ps
Amplitude 25V(pico a pico)
Intensidade Acustica (SATA) 16mw/cm?2
Frequiéncia de Repeticédo 1kHz
Frequéncia 1,5MHz

Area do transdutor 3,8cm?2

4.3 — Estimulacéo ultra-sénica

O transdutor ultra-sénico foi colocado na regido mediana da bolsa escrotal
dos animais com varredura homogénea apOs aplicagdo prévia de um gel
hidrossolluvel acoplante. Tanto nos animais controle, quanto nos estimulados, foi
utiizado o mesmo equipamento e procedimentos, diferindo apenas quanto ao
estimulo do ultra-som, pois nos animais controles, houve uma simulacdo da
aplicacdo com idénticas manobras, porém sem as emissdes dos estimulos ultra-
sonicos.

A sequéncia de figuras as paginas 61 e 62, ilustram a técnica utilizada de

acoplamento do transdutor ultra-sénico a bolsa escrotal.



4 — MATERIAL E METODOS

Figura 5: A fotografia mostra o transdutor ultra-s6nico a ser acoplado a bolsa escrotal para

estimulacao dos testiculos.

Figura 6: A fotografia mostra o transdutor acoplado sobre a bolsa escrotal para estimular os

testiculos dos animais na posi¢éo ventral.

61
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Figura 7: A fotografia mostra o transdutor acoplado sob a bolsa escrotal para estimular os

testiculos dos animais na posicéao dorsal.

62
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4.4 - A Colchicina como Agente Mitostatico

A Colchicina é um agente mitostatico utilizado experimentalmente para
estudar a multiplicacdo celular. Em virtude de se ligar a tubulina, a colchicina
interfere com a funcdo dos fusos mitdticos e causa a despolimerizacdo e a nao
formacao dos microtubulos fibrilares bloqueando a seqiéncia da divisdo celular em
metéfase.

A colchicina pode interromper a divisao das células animais e vegetais in vitro
e in vivo. A mitose é interrompida em metéafase, devido a impossibilidade de formar

fusos.

H.CO
sl NHAC

Figura 8 — Estrutura Quimica da Colchicina.

O objetivo do uso da colchicina é de avaliar a quantidade de células com seu
ciclo mitético bloqgueado em metéafase e para permitir comparacdes entre 0 niamero
de células quando submetidos ao estimulo do Ultra-Som Pulsado de Baixa

Intensidade.
4.4.1 - Uso da Colchicina

Seis horas antes do sacrificio, todos os animais receberam Colchicina via
intramuscular, na proporcao de 0,10 miligramas para cada 100 gramas de massa
corporal, tempo necessario para interromper a divisao das células bloqueando o seu

ciclo mitético em metafase.
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4.5 - Coleta do material

Os grupos experimentais | e Il de ratos pré-puberes foram sacrificados 24

horas ap0s a ultima sonicacao.

Os grupos experimentais Il e IV de ratos sexual mente maduros foram
sacrificados trinta dias apds a ultima sonicacao, a fim de poder avaliar a progresséo
do ciclo espermatogenético.

Os animais foram sacrificados, sem sofrimento, com a administracdo
excessiva de anestésico, Rompum® (Cloridrato de xilazina) e Ketalar® (Cloridrato
de Cetamina), procedendo-se a seguir a coleta, dos testiculos, epididimo (cabeca e
cauda), préstata e vesiculas seminais, identificados, colocados em frascos
separados com solucéo fixadora (formaldeido neutro 10%), por um periodo de 4
horas, e a seguir foram ligeiramente secos em papel de filtro, pesados em balanca
de precisdo e recortados, e reconduzidos ao fixador até completar uma fixacao
adequada (cerca de 48 horas). Apds processamento de rotina para inclusdo em

parafina, cortes de 7um foram obtidos e corados com Hemalumem e Eosina (HE).
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A figura 9 mostra os testiculos de ratos pré-puberes e ratos adultos
estimulados e nao estimulados com Ultra-som Pulsado de Baixa Intensidade.

Figura 9: Fotografias de testiculos de ratos pré-puberes e adultos estimulados ou nédo
(A.ca. de 3x).

Fotografia A: testiculo de rato pré-pubere , o 6rgdo marcado com um asteristico é
de animal controle, dois asteristicos correspondem a testiculo estimulado.

Fotografia B: testiculo de ratos adultos , o érgdo marcado com um asteristico €
de animal controle, dois asteristicos correspondem a testiculo estimulado.
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4.6 - Analise Morfométrica e Estatistica

A analise morfométrica foi executada em fotografia de cortes histolégicos do
testiculo de animais dos dois grupos experimentais estimulados ou néo. As
fotografias foram obtidas sob microscopia de luz e aumento de 40x.

As é&reas dos tubulos seminiferos foram estimadas morfometricamente em
testiculos de animais de todos 0s grupos experimentais, estimulados ou néo.

Estimou-se também a frequéncia dos estadios VII, VIII e XIV do ciclo
espermatogenético de todos os animais estimulados ou néo.

Para a morfometria das areas foram medidas apenas aquelas cujos tubulos
seminiferos apareciam nas preparacdes histologicas cortados transversalmente, de
ratos adultos e pré-puberes estimulados ou ndo. As avaliagcdes das areas foram
executadas sobre 62 (sessenta e duas) fotomicrografias de cortes histologicos.

As fotomicrografias foram analisadas com auxilio de um programa de
computador especifico para andlise de imagens chamada Image Tool.

Mediram-se areas de cerca de 144 (cento e quarenta e quatro) tubulos de
ratos adultos estimulados e ndo estimulados, e cerca de 116 (cento e dezesseis)
areas de tubulos de ratos pré-puberes estimulados e néo estimulados.

O segundo parametro analisado foi o da frequéncia dos estadios VII, VIl e
XIV do ciclo espermatogénico nas mesmas fotomicrografias dos cortes histoldgicos
dos testiculos de todos os animais.

Foram avaliados também em balanca de precisdo os pesos dos testiculos dos
animais componentes dos grupos experimentais Ill e IV (sexualmente maduros), ou

seja, apenas dos animais adultos.
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A sequéncia de micrografias da pagina 68 a 82 tem por finalidade ilustrar a
caracterizacdo dos estadios do ciclo espermatogenético, sobre os quais foram feitas
as morfométrias e a frequiéncia dos mesmaos, no ciclo.

Procura-se assim, demonstrar a exequibilidade do que fora proposto para a

avaliacao dos efeitos do Ultra Som Pulsado de Baixa Intensidade.
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FiguralO : Fotomicrografias de cortes transversais de tabulos seminiferos de animais pré-puberes (A e
B) e adultos (C e D) , onde (A e C) controle e (B e D) estimulado  caracterizando o estadio VII do cic
espermatogenético.

Fotomicrografia de cortes transversais de tubulos seminiferos de animais pré-
puberes e adultos estimulados ou ndo. (A): Espermatozdéides jovens no terco
superior do epitélio do tdbulo seminifero, caracterizando o estadio VII do ciclo
espermatogenético de ratos pré-puberes controle. (B) : Espermatozéides jovens no
terco superior do epitélio do tubulo seminifero, caracterizando o mesmo estadio de
ratos pré-puberes estimulado. (C): Espermatozoéides jovens no terco superior do
epitélio do tubulo seminifero, caracterizando o estadio VII de ratos adulto controle.
(D): Espermatozoides jovens no terco superior do epitélio do tubulo seminifero,

caracterizando o mesmo estadio de rato adulto estimulado.
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Figura 11 : Fotomicrografia de cortes transversais de tubulos seminiferos de animais pré-puberes (A
e B) e adultos (C e D) onde (A e C) controle e (B e D) estimulado  caracterizando o estadio VIII
do ciclo espermatogenético.

Fotomicrografia de cortes transversais de tubulos seminiferos de animais preé-
puberes e adultos estimulados ou néo. (A): Os espermatozoides maduros formam
uma camada continua em vias de expulsdo na luz do tubulo seminifero e as caudas
apresentam-se formando vortices, caracteristicas do estadio VIII do ciclo
espermatogenético dos ratos pré-pubere controle . (B): caracterizando o estadio
VIl de rato pré-pubere estimulado . (C): caracterizando o mesmo estadio VIl de
rato adulto controle . (D): caracterizando o mesmo estadio de rato adulto

estimulado .



5 - RESULTADOS 70

Figura 12: Fotomicrografia de cortes transversais de tibulos seminiferos de animais pré-puberes (A
e B) e adultos (C e D) onde (A e C) controle e (B e D) estimulado, caracterizando o estadio XIV do
ciclo espermatogenético.

Fotomicrografias de cortes transversais de tubulos seminiferos de animais
pré-puberes e adultos estimulados ou ndo. (A) : A presenca de mitoses
reducionais, caracteriza o estadio XIV do ciclo espermatogenético de rato pre-
pubere controle. (B) : A presenca de mitoses reducionais, caracteriza 0 mesmo
estadio de rato pré-pubere estimulado. (C) : Caracteriza mesmo estadio de rato
adulto controle. (D) : Caracteriza o0 mesmo estadio de rato adulto estimulado.
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A sequéncia de figuras as péginas 71 a 82 apresenta cortes histoldgicos de
testiculos de ratos pré-puberes e adultos estimulados e ndo estimulados ilustra o
conjunto de tubulos seminiferos apresentando diferentes estadios do ciclo
espermatogenético.

Figura 13: Fotomicrografia de tibulos seminiferos em cortes transversais de testiculo de rato pré-
pubere controle . As setas indicam os tabulos que representam o estadio VII do ciclo

espermatogenético.

Figura 13: mostra cortes de tubulos seminiferos no estadio VIl de ratos pré-
puberes controle, portanto expostos a uma estimulagéo ficticia, na qual pode-se
notar a presenca de espermatozoéides jovens no terco superior do tubulo seminifero,
formando uma camada continua.
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Figura 14: Fotomicrografia de tibulos seminiferos em cortes transversais de testiculo de rato pré-
pubere estimulado. As setas indicam os tabulos que representam o estadio VII do ciclo
espermatogenético.

Figura 14 : Cortes de tubulos seminiferos no estadio VIl de rato pré-pubere
estimulado.
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Figura 15: Fotomicrografia de tibulos seminiferos em cortes transversais de testiculo de rato adulto

controle. As setas indicam os tabulos que representam o estadio VII do ciclo espermatogenético.

Figura 15: Cortes de tubulos seminiferos no estadio VIl de rato adulto
controle, portanto exposto a uma estimulacao ficticia.
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Figura 16: Fotomicrografia de tibulos seminiferos em cortes transversais de testiculo de rato adulto
estimulado. As setas indicam os tubulos que representam o estadio VII do ciclo espermatogenético

Figura 16: Cortes apresentando um predominio do estadio VII nos tubulos
seminiferos de testiculo de rato adulto estimulado.
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Figura 17: Fotomicrografia de tibulos seminiferos em cortes transversais de testiculo de rato
pré-pubere controle . As setas indicam os tubulos que representam o estadio VIl do ciclo

espermatogenético.

Figura 17: Mostra um predominio do estadio VIII nos tabulos seminiferos de

testiculo de rato pré-pubere controle.
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Figura 18: Fotomicrografia de tibulos seminiferos em cortes transversais de testiculo de rato pré-
pubere estimulado . As setas indicam os tabulos que representam o estadio VIII do ciclo
espermatogenético

Figura 18: Embora as fotomicrografias tivessem sido obtidas de maneira
aleatéria pode-se notar predominio do estadio VIII nos tdbulos seminiferos de

testiculo de rato pré-pubere estimulado.
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Figura 19: Fotomicrografia de tibulos seminiferos em cortes transversais de testiculo de rato

adulto controle. As setas indicam os tubulos que representam o estadio VIII do ciclo
espermatogenético.

Figura 19: Cortes de tubulos seminiferos no estadio VIII de testiculo de rato
adulto controle.
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Figura 20: Fotomicrografia de tibulos seminiferos em cortes transversais de testiculo de rato

adulto estimulado. As setas indicam os tubulos representando o estadio VIII do ciclo
espermatogenético.

Figura 20: Mostra um predominio do estadio VIII nos tubulos seminiferos de
testiculo de rato adulto estimulado.
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Figura 21: Fotomicrografia de tibulos seminiferos em cortes transversais de testiculo de rato
pré-pubere controle . As setas curtas indicam os tibulos que representam o estadio XIV do
ciclo espermatogenético.

Figura 21: Mostra cortes de tubulos no estadio XIV de rato pré-pubere
controle, submetido a estimulagé&o ficticia. As setas curtas indicam os cortes dos
tubulos seminiferos que representam o estadio XIV. As setas longas indicam as
mitoses reducionais.
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Figura 22: Fotomicrografia de tibulos seminiferos em cortes transversais de testiculo de rato

pré-pubere estimulado. As setas curtas indicam os tubulos que representam o estadio XIV
do ciclo espermatogenético

Figura 22: Mostra cortes de tubulos no estadio XIV de rato pré-pubere
estimulado . As setas curtas indicam os tubulos seminiferos que representam o
estadio XIV. As setas longas indicam mitoses reducionais.
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Figura 23: Fotomicrografia de tibulos seminiferos em cortes transversais de testiculo de rato adulto
controle. As setas curtas indicam os tubulos que representam o estadio XIV do ciclo

espermatogenético

Figura 23: Mostra cortes de tubulos no estadio XIV de rato adulto controle
As setas curtas indicam os cortes dos tubulos seminiferos que representam o

estadio XIV. As setas longas indicam as mitoses reducionais.
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Figura 24: Fotomicrografia de tibulos seminiferos em cortes transversais de testiculo de rato

adultos estimulado. As setas curtas indicam os tubulos que representam o estadio XIV do ciclo
espermatogenético.

Figura 24: Mostra cortes de tubulos no estadio XIV de rato adulto
estimulado . As setas curtas indicam tubulos seminiferos no estadio XIV. As setas

longas indicam mitoses reducionais.



5 - RESULTADOS 83

A sequéncia de graficos e os quadros resumidos as paginas 83 a 89 dos
dados para os calculos estatisticos tém por funcdo representar os valores obtidos
quanto a frequéncia dos estadios; medidas das areas tubulares e o peso dos

testiculos de ratos adultos.

a0
45 -
40
35
30 -
25
20 H
15 4
10 ~
B

B Aduto Edimulado
O Adulto Cortrale

Fregiiencia (")

W W N
Estadios

Representacao grafica da freqiiéncia dos estadios VII, VIll e XIV em testiculos de animais

adultos estimulados e ndo estimulados  com ultra-som pulsado de baixa intensidade.

O gréfico (1) representa um aumento (10,42 %) na frequéncia do estadio VIl
do ciclo espermatogenético de ratos adultos estimulados comparados com a
frequéncia dos estadios de ratos adultos controle

Tabela 3 - ANOVA (a=0,05) Estadios do Ciclo Espermatogenético de Ratos

Adultos Estimulados e nao Estimulados.

FREQUENCIA DOS ESTADIOS DE RATOS ADULTOS ESTIMULADO S OU NAO.

Estadios  Contagem Soma Média Variancia Desvio padréo

Vi 2 63 31,5 60,5 7,78
VIII 2 101 50,5 12,5 3,53
XV 2 84 42 162,0 12,73

Adulto Adulto

Estadio | Estimulado | Controle

VIl 26 37

VIl 53 48

XIV 33 51
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O Gréfico 2, representa a frequéncia estimulada dos estadios do ciclo

espermatogenético de testiculos de ratos pré-puberes estimulados ou nao.

80
70 - W Pré-Plbere Estimulado

O Pré-Pabere Controle

60 -

50 -
40 -
30 -

Frequéncia (%)

20 -
10

VI Vil XV
Estadios

Representacéo gréafica da freqiiéncia dos estadios VII, VIIl e XIV em testiculos de animais pré-

puberes estimulados e ndo estimulados com ultra-som pulsado de baixa intensidade.

Constata-se um aumento de (75,67 %) do estadio VIII do ciclo
espermatogenético também nos ratos pré-puberes estimulados guando

comparados com a de ratos pré-puberes controle

Tabela 4 - ANOVA (a=0,05) Frequéncias dos Estadios do Ciclo

Espermatogenético de Ratos Pré-Puberes Estimulados e Ratos Pré-Puberes Controle

FREQUENCIA DOS ESTADIOS DE RATOS PRE-PUBERES ESTIMULADOS OU

NAO.
Estadios = Contagem Soma Média Variancia Desvio padrédo
Vi 2 31 15,5 180,5 13,43
VI 2 102 51,0 392,0 19,80
X1V 2 38 19,0 2,0 1,41
Pré- Pré-

Pubere Pubere
Estadios | Estimulado | Controle

Vi 6 25
VIII 65 37
XIV 20 18
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Expressa o Gréfico 3,

espermatogenético nos animais dos diferentes grupos estimulados ou nao.

85

os dados da frequéncia dos estadios do ciclo

50
70 1
B0
a0
40
a0 A
20
10 1

Freqiiéncia (%)

Rl

Wl
Estadios

W Adulto  Estimulado

O Adulto Cortrole

B Pré-Pikere Estimulada
O Pré-Pukere Controle

A

Representacéo gréafica da freqiiéncia dos estadios VII, VIIl e XIV em testiculos de animais

adultos e pré-puberes estimulados ou néo

com ultra-som pulsado de baixa intensidade.

Observa-se a frequéncia maior do estadio VIII em testiculos de ratos pré-

puberes e adultos estimulados , em comparacao a frequéncia do estadio VIII do

ciclo espermatogenético de testiculos de ratos pré-puberes e adultos controles

Tabela 5- ANOVA (a=0,05), Frequéncia dos Estadios do Ciclo Espermatogenético
de Ratos Pré-Puberes e Adultos Estimulados ou néo.

FREQUENCIA DOS ESTADIOS DE RATOS PRE-PUBERES ADULTOS

ESTIMULADOS OU NAO.

Estadio VII
Contagem Soma Média Variancia Desvio padréo
PPE - PPC 2 31 15,5 180,5 13,43
AE - AC 2 63 31,5 60,5 7,79
Estadio VIII
Contagem Soma Média Variancia Desvio padréo
PPE - PPC 2 102 51,0 392,0 19,80
AE - AC 2 101 50,5 12,5 3,53
Estadio XIV
Contagem Soma Média Variancia Desvio padréo
PPE - PPC 2 38 19,0 2,0 1,41
AE - AC 2 84 42,0 162,0 12,73
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Grafico 4, representacdo dos valores da morfometria das areas dos tubulos e a

freqiéncia das mesmas em testiculos de ratos pré-puberes estimulados em

comparacao com a area de tubulos de ratos nédo estimulados.
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30-40 40-50
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Area de Tabulo ( p?)

60-70 70-80

80-90

90-100

Representacéo grafica da morfométria das areas dos tubulos seminiferos de testiculos de

ratos pré-puberes estimulados ou ndo

Constata-se um aumento significativo (22,38%)

seminiferos dos testiculos de ratos pré-puberes estimulados

com ultra-som pulsado de baixa intensidade

na area dos tubulos

com ultra-som

pulsatil de baixa intensidade. Os dados foram agrupados a intervalos de valores de

10p2 em 10p?, iniciando-se com 30u2 e finalizando com 1002 dispostos no eixo

horizontal no grafico, no eixo vertical estd representada a percentagem (%) de

frequiéncia do namero total analisado da area dos tubulos.

Tabela 6 - ANOVA (a=0,05) Area dos Tubulos Seminiferos dos Testiculos de

Ratos Pré-Puberes Estimulados e Controle.

VALORES DA MORFOMETRIA DAS AREAS DE TUBULOS SEMINIF EROS DE
TESTICULOS DE RATOS PRE-PUBERES ESTIMULADOS E CONTROLE

Grupo N Soma Média Variancia Desvio padrdo
E-P-P 58 3803,65 65,58 113,80 10,67
C-P-P 58 3108,07 53,58 81,28 9,01
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Gréfico 5, representa os valores das areas dos tubulos e a frequéncia das

mesmas em testiculos de ratos adultos estimulados em comparacdo com a area de

tubulos de ratos ndo estimulados.
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25 A

20 A

15

Frequéncia (%)

10 A

Area de Tabulo ( p?)

m Estimulado Adulto
= Controle Adulto

35-40 40-45 45-50 50-55 55-60 60-65 65-70 70-75 75-80

Representacéo grafica da morfométria das areas dos tubulos seminiferos de testiculos de

ratos adultos estimulados ou nao

com ultra-som pulsado de baixa intensidade.

No gréfico (5) pode-se constatar um aumento (11.81 %) nas é&reas dos

tubulos seminiferos dos testiculos de ratos adultos estimulados

Os dados

agrupados a intervalos de valores de 5u2 em 5p2, iniciando com 352 e finalizando

com 80p2 dispostos no eixo horizontal do grafico, no eixo vertical esta representada

a percentagem (%) de freqiiéncia do nimero total de areas dos tubulos.

Tabela 7 - ANOVA (a=0,05) Areas dos Tabulos Seminiferos dos Testiculos

de Ratos Adultos Estimulados e Controle.

VALORES DA MORFOMETRIA DAS AREAS DE TUBULOS SEMINIF EROS DE
TESTICULOS DE RATOS ADULTOS ESTIMULADOS E CONTROLES

Grupo N Soma Média Variancia Desvio padréo
Estimulado Adulto 73 4676,46 64,06 66,76 8,17
Controle Adulto 73 4128,72 56,56 66,56 8,16
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Grafico 6, representa os valores das areas dos tubulos e a freqténcia das
mesmas em testiculos de ratos adultos estimulados e pré-puberes em comparacao

com a area de tubulos de ratos ndo estimulados.
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Area de Tubulo ( p?)

Representacao grafica das areas dos tubulos seminiferos de testiculos de ratos adultos e

pré-puberes estimulados ou ndo  com ultra-som pulsado de baixa intensidade

ANOVA (a=0,05) Areas dos Tubulos Seminiferos dos Testiculos de Ratos

Adultos e Pré-PuUberes Estimulados e Controle.

O grafico (6) representa um aumento dos valores medidos das areas dos
tubulos seminiferos de testiculos de ratos pré-puberes e adultos estimulados com
ultra-som pulsatil de baixa intensidade comparando-os com o grupo de animais nao
estimulados. Os dados foram agrupados a intervalos de valores de 1042 em 10p?,
iniciando com 30u2 e finalizando com 100u2 dispostos no eixo horizontal do grafico,
no eixo vertical esta representada a percentagem (%) de freqiiéncia do numero total

analisado da area dos tubulos.
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Grafico 7, representa os valores do peso dos testiculos de ratos adultos

estimulados

estimulados.

em comparagdo com o0 peso dos testiculos dos animais néo

1,84

1,82

1,8
1,78
1,76
1,74 -
1,72 -

1,7
1,68 -
1,66 -
1,64 -

Peso médio (g)

B Testiculo estimulado adulto direito

| Testiculo estimulado adulto esquerdo
U Testiculo controle adulto direito

= Testiculo controle adulto esquerdo

Representacéo grafica dos pesos dos testiculos de animais adultos estimulados e nao

estimulados com ultra-som pulsado de baixa intensidade

O grafico (7) representa um aumento (5,80 %) no peso dos testiculos dos

ratos adultos estimulados

com ultra-som pulsétii de baixa intensidade em

comparacao aos pesos dos testiculos do grupo controle.

Tabela 8 - ANOVA (a=0,05), Peso dos Testiculos de Ratos Adultos Estimulados

e Controle.

TESTICULO DE RATO ADULTO ESTIMULADO DIREITO E ESQUE RDO

Grupo N Soma Média Variancia | Desvio padréo
TED 10 18,17 1,81 0,00 0,06
TEE 10 18,29 1,82 0,00 0,07

TESTICULO DE RATO ADULTO CONTROLE DIREITO E ESQUERD O

Grupo N Soma Média Variancia | Desvio padréo
TCD 10 17,10 1,71 0,01 0,11
TCE 10 17,36 1,74 0,00 0,10
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6 - Discussao

Nesta pesquisa procurou-se estimar morfometricamente, as areas dos tubulos
seminiferos, bem como a dinamica do ciclo espermatogenético no testiculo de ratos
na pré-puberdade e de ratos adultos com a finalidade de constatar eventuais efeitos
da aplicacéo de radiagao ultra-sbnica. Esta avaliagéo foi baseada na estimativa do
comportamento dos ciclos espermatogenéticos identificando os estadios inicias (XIV)
e finais (VII e VIII). Estimaram-se também os pesos dos testiculos dos ratos adultos
submetidos ou ndo a estimulacao ultra-sénica. Os valores obtidos para as areas dos
tubulos de testiculos estimulados ou ndo foram também avaliados estatisticamente.

Dentre os inumeros beneficios do Ultra-som Pulsado de Baixa Intensidade,
destacou-se a capacidade na transformagcdo de cartlagem em 0sso primario,
acelerando a consolidacdo de pseudo-artroses (DUARTE, 1977, 1983), como a
primeira acao biolégica demonstrada, com a aplicacéo do Ultra-som Pulsado.

N&o ha duavidas, hoje em dia, sobre os seus efeitos benéficos na producgéo e
aceleracdo de reparos em fraturas 6sseas, induzidas experimentalmente ou sobre
pseudo-artroses, para a qual fora inicialmente indicado.

Experimentos posteriores realizados com o Ultra-som mostraram interacao
deste tipo de radiagdo sobre outros tecidos biolégicos.

Independentemente dos mecanismos mediante 0s quais 0s estimulos
produzidos pelo Ultra-som Pulsado atuam sobre outros tecidos bioldgicos, o objetivo
principal desta investigacdo € o de verificar os efeitos desse tipo de radiacao ultra-
sbnica em um processo bioldgico, repetitivo e regulado pela intermiténcia de
secre¢des hormonais, como o da espermatogénese do rato. Ja foi demonstrado
clinicamente que a terapia com o Ultra-Som Pulsado promove a cicatrizacdo de
Ulceras cutaneas consequentes a diversos fatores (PAUL, COLS, 1.960; GALITSKY,
LEVINA, 1964).
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Como também a eficacia do tratamento com Ultra-som em Ulceras varicosas
cronicas (DYSON, COLS. 1976); DYSON, SUCKLING, 1978).

Esses mesmos autores constataram que a area ulcerada apoés aplicacdo do
Ultra-som exibia intensa formacao de tecido de granulacdo e estimulava também a
reepitelizacdo do tegumento sobre a area da Ulcera.

E importante notar que o Ultra-som exibe acédo pré-inflamatoria, pois varios
tipos de tecidos submetidos a lesdes experimentais mostraram aumento do namero
de células na fase proliferativa no leito da ferida (LEFAUCHER, SEBILLE, 1995;
KOKUBU et al., 1999).

(KOKUBU et al, 1999), demonstraram que o Ultra-som aumentou a producéo
de prostaglandina via inducdo da ciclooxigenase | e Il, e assim o Ultra-som atuaria
na fase inflamatéria mobilizando macrofagos, mastocitos e neutrofilos, acelerando a
resolugcédo normal da inflamacao. Este fato ocorreria pelo aumento na velocidade de
mobilizagédo celular em fungcdo da movimentagéo do liquido intersticial aumentando
a taxa de fagocitose bem como o movimento de particulas e células, com a liberacéo
de mediadores quimicos como a histamina e a serotonina no processo inflamatorio.

O estimulo induzido pelo Ultra-som Pulsado de Baixa Intensidade leva a
formacao do tecido de granulagcéo, bem como a reepitelizacdo de lesGes cutaneas
(KOKUBU et al, 1999); BAKER et al, 2001),

Por tratar-se de método ndo invasivo o Ultra-som Pulsado de Baixa
Intensidade, torna-se recurso de grande valia para utilizacdo na medicina (MAYER et
al, 2000).

Os fibroblastos podem ser estimulados a produzir um aumento na sintese de
colageno devido ao aumento na permeabilidade da membrana celular, havendo
também a estimulacdo da angiogénese, caracterizados pelo um aumento de
capilares no leito da ferida, estimulando assim a cicatrizagdo da ferida (TIS et al,
2001),

(TIS et al, 2001), confirmaram que o Ultra-som aumenta o niumero de células
no leito da ferida promovendo estimulo a cicatrizacao.

(DUCK et al, 2001), mostraram IN VITRO a degranulacdo de mastdcitos a
gual estaria relacionada com o aumento passivo da permeabilidade das membranas
celulares em virtude da liberacao local de histamina.

(ROBERTSON et al, 2001), consideraram que possivelmente devido ao
mecanismo benéfico da cavitacdo, as particulas poderiam sofrer pequenas vibragdes
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devido a passagem da onda ultra-sénica pelo tecido (dependente da pressao e da
intensidade). Consequentemente, quando a oscilacdo é pequena, ela ndo pode ser
responsavel pelos danos celulares. Ha referéncias de alteracdo na membrana

plasmatica e organelas intracelulares como as dos lisossomos.

(GEBEAUER et al, 2002), demonstraram experimentalmente a efetividade do
Ultra-som no reparo de fraturas mesmo em condi¢bes adversas como em animais
nos quais foi induzido experimentalmente o Diabetes Mellitus.

(ZHANG et al, 2003), estimaram que o Ultra-Som Pulsado de Baixa
Intensidade ndo causa dano a célula. Os resultados apontam que os produtos dos
radicais livres sdo responsaveis por efeitos bioldgicos na estimulagéo do gene.

(SPENCER et al, 2003), estes pesquisadores aplicaram as técnicas do Ultra-
som pulsado de baixa intensidade no transporte de drogas, processo conhecido
como sonoforese. Esta técnica usa o Ultra-som em lugar de agulhas para transportar
drogas como insulina e interferon via transcutanea. O Ultra-som pode abrir poros
minusculos na membrana celular, aumentando a permeabilidade celular, melhorando
a penetracdo das drogas. Este fendmeno aumenta o efeito da droga, reduzindo a
toxicidade, e levando a droga para areas restritas do corpo agindo de maneira
localizada.

(FRANCOMANO et al, 2003), em estudo tentaram aplicar os efeitos biologicos
da porosidade da membrana celular produzida pelo Ultra-Som Pulsado de Baixa
Intensidade. Examinaram parametros da permeabilidade da membrana celular, e
mudancas nas enzimas, caracteristicas morfologicas, e outros fatores de dano
durante a estimulacédo ultra-soénica.

Diante das pesquisas mencionadas e as variadas acfes e mecanismos do
Ultra-som Pulsado sobre diferentes tecidos, acabaram por estimular esta
investigacao.

Sao pouquissimos os trabalhos na Literatura que relacionam o uso do Ultra-
Som Pulsado de Baixa Intensidade e este tipo de radiacdo sobre processos
biolégicos mais complexos como a espermatogénese ou a ovogénese.

Os mecanismos pelos quais o Ultra-som atuaria sobre tecidos ou lesbes
provocadas experimentalmente, modificando por cavitagcdo ou outro mecanismo
qualquer o metabolismo de células e seus meios foi a razéo pela qual foi proposto o

estudo da espermatogénese do rato.
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Esta escolha baseia-se no fato de que a relacdo entre as células e a
dindmica do ciclo espermatogenético sédo altamente interdependentes. O mecanismo
dindmico do ciclo poderia ser investigado a fim de se avaliar os eventuais efeitos da

radiacdo ultra-sonica sobre a espermatogénese.

(HADDAD, 1992), foi um dos poucos autores que pesquisou o efeito do Ultra-
som sobre testiculos de ratos pré-puberes, puberes e adultos, com a finalidade de
estudar as atividades androgénicas e espermatogenéticas bem como outros
parametros hormonais que pudessem expressar eventuais efeitos do Ultra-som
sobre o processo da espermatogénese e androgénese.

O Ultra-som n&o estimulou a proliferacdo celular do epitélio germinativo nao
alterando mitoses de espermatogonias e a producdo de espermatozoides, avaliada
por sua concentracdo na cauda do epididimo. Embora este tipo de avaliagdo seja
presuntivo, pois o rato exibe uma grande quantidade de espermatozdides no
ejaculado, tornando dificil a avaliacdo histologica ou quantitativa da producdo de
espermatozoides.

A mesma autora admite que seus resultados permitem concluir que, se por
um lado o tratamento com o ultra-som pulsado de baixa intensidade, utilizado
maneira semelhante ao que foi aqui utilizado, ndo estimula a espermatogénese,
provoca, porém um aumento significativo na atividade androgénica em ratos pré-
puberes.

O indice plasmatico de testosterona aumentou 63% favorecendo o
crescimento e a atividade secretora da vesicula seminal, na pré-puberdade e a
transformacdo morfolégica de células hapléides em espermatozoides maduros.

Estes fatos levaram a execucdo desta pesquisa para a constatacdo desses
fatos em relacéo a espermatogénese.

Nossos achados mostraram variacdes significativas no nimero de estadios
VIIl, que representam no ciclo espermatogenético a maturidade final de
espermatozoides. Constatou-se também variacbes no peso de testiculos de ratos
adultos estimulados.

A avaliacdo do ciclo seria compativel com uma aceleragdo da onda
espermatogenética pelo aumento do numero de estadios VIIl, sem que houvesse

aumento simultdneo do estadio XIV, mostrando a nao interferéncia com as mitoses
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reducionais, mas o estimulo na progressdo da maturidade dos espermatozdides
interferindo na velocidade da espermiogénese.

(HADDAD, 1992), constatou também que o peso dos testiculos de ratos
adultos estimulados e n&do estimulados com Ultra-som nao apresentaram variacoes.

Os resultados obtidos na presente investigacdo mostraram de que o Ultra-
som Pulsado de Baixa Intensidade produz aumento significativo no peso dos
testiculos de ratos adultos estimulados.

A mesma autora pesquisou a dinamica do processo espermatogenético,
avaliando as frequéncias dos estéadios VII, VIl e XIV do ciclo espermatogenético em
ratos adultos estimulados e nao estimulados com Ultra-som Pulsado de Baixa
Intensidade, admitindo n&o haver alteragbes na dinamica do ciclo
espermatogenético entre os dois grupos experimentais.

Constatou também que o testiculo e o epididimo, quando submetidos a acao
direta da energia ultra-sGnica, ndo apresentaram quaisquer alteracbes que
pudessem ser observados a microscopia Optica, tanto no testiculo quanto no
epididimo de ratos pré-puberes estimulados e ndo estimulados.

E também que os testiculos de ratos pré-puberes estimulados e nao
estimulados com Ultra-som ndo apresentaram diferengas na espermatogénese que
pudessem ser caracterizadas como decorrentes da estimulacdo. Afirma a mesma
autora no exame histoldgico de testiculos que o ciclo espermatogenético de ratos
adultos estimulados com Ultra-som ndo revelou modificagcbes atribuiveis a
estimulacéo ultra-sonico.

Entretanto, sem explicagbes, observou tubulos seminiferos com
espermatozoides maduros em vias de serem encaminhadas para o epididimo e em
cortes de epididimo grandes quantidades de espermatozoides.

As afirmacbes da autora poderiam estar relacionadas a um aumento na
dindmica do ciclo ou na onda espermatogenética levando a uma maior producéo de
espermatozoides jovens prontos a serem liberados na luz tubular.

Nossos achados caracterizando e avaliando numericamente os estadios VIl e
VIII do ciclo permitiriam explicar esses achados citados pela autora. Nossas
observacbes, mediante as avaliagbes quantitativas, explicariam o aumento de
espermatozoides maduros preenchendo o epididimo.

(LAMANO et al, 1985), descreveram semelhante achado, ou seja, um

aumento na frequéncia de estadios VII e VIl quando da administracao cronica do
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HCG em ratos submetidos a uma denervacdo dos testiculos pela fenolizagdo do
corddo espermatico avaliando a frequéncia dos estadios VII e VIII, como aceleracéo

da espermatogénese.

Nossos resultados mostraram o aumento das areas dos tubulos seminiferos
dos testiculos dos ratos adultos e pré-puberes estimulados quando comparadas as
areas tubulares de ratos controle. Constatou-se também uma consideravel diferenca
na freqléncia dos estadios finais (VII e VII) e iniciais (XIV) do ciclo
espermatogenético de ratos adultos e ratos pré-puberes estimulados em
comparacao aos estadios dos ciclos de animais ndo estimulados. Esses achados
nos permitem admitir que o Ultra-som acelera a onda espermatogenética em
testiculos de animais pré-puberes e adultos, pela predominéancia do estadio VIII do
ciclo espermatogenético, indicativos da influéncia na espermiogénese acelerando a
maturidade dos espermatozoides.

Como se trata de método nédo invasivo poder-se-ia aventar da possibilidade
de aplicagdo do Ultra-som Pulsado de Baixa Intensidade em caso de
subfertilidade ou de incapacitacdo de espermatozoid es.

N&o fizemos a avaliacdo das mitoses de espermatogonias durante os ciclos
espermatogenéticos, mas nossos achados mostram que a acdo do Ultra-som
Pulsado de Baixa Intensidade teria influéncia na dindmica da espermiogénese e

conseqlientemente na onda espermatogenética.
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7 - Conclusao

Os resultados obtidos, mediante a metodologia utilizada, permitiram admitir
que o Ultra-som Pulsado de Baixa Intensidade atua diretamente no ciclo
espermatogenético do testiculo de ratos adultos e pré-puberes, modificando a
velocidade.

A fase de espermiogénese com consequente aumento na maturacdo de
espermatozoides, constatando também aumento da area dos tubulos seminiferos.

Os pesos dos testiculos de ratos adultos estimulados foi maior que o de

testiculos de ratos nao estimulados.
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9 — Apéndice
Areas dos Tubulos Seminiferos dos Testiculos de Rat  os Pré-Puberes Estimulados e
Controle
E PP (0% C PP(0?) SQ EPP SQ CPP

65,659 52,386 0,006241 1,443602
79,717 55,998 199,8548 5,81051
63,303 58,747 5,184729 26,62044

72,57 48,38 48,8601 27,11806
83,566 58,904 323,4962 28,26517
64,795 57,225 0,616225 13,23141
60,868 34,636 22,20294 359,1594
68,172 37,934 6,718464 245,0321
59,376 53,014 38,48962 0,328902
65,737 43,353 0,024649 104,745
69,978 48,773 19,3424 23,17941
53,092 43,196 155,9501 107,9833
75,476 60,868 97,93082 53,00568
81,995 43,353 269,4522 104,745
43,196 49,008 501,0435 20,97182
53,014 52,386 157,9044 1,443602
70,685 59,376 26,06103 33,50673
63,774 55,134 3,261636 2,391662
84,273 59,219 349,4282 31,71379
74,769 54,977 84,43772 1,93071
66,758 66,758 1,387684 173,4621
44,924 54,192 426,6703 0,36542
64,795 70,371 0,616225 281,6859
78,461 57,805 165,9202 17,78731

103



9 - APENDICE

E PP (09 C PP(1? SQ EPP SQ CPP
74,612 41,469 81,57702 146,858
67,387 45,553 3,265249 64,55319
87,964 53,014 501,0435 0,328902
69,978 43,196 19,3424 107,9833
55,292 51,05 105,8429 6,438906
68,329 53,014 7,557001 0,328902
71,471 61,575 34,70388 63,80016
96,603 61,496 962,4265 62,54437
68,722 63,303 9,872164 94,39094
58,904 63,774 44,56898 103,7648
75,555 47,123 99,50063 41,78976
61,261 45,16 18,65376 71,02276
55,998 42,882 91,81472 114,6077
68,329 45,16 7,557001 71,02276
67,858 50,579 5,189284 9,051072

51,05 43,196 211,1209 107,9833
52,386 50,579 174,0816 9,051072
53,014 47,123 157,9044|  41,78976
67,387 68,172 3,265249 212,7076
64,795 49,48 0,616225 16,87156
51,836 52,386 188,8975 1,443602
69,429 42,882 14,8148 114,6077
75,555 59,611 99,50063 36,28255
65,973 46,181 0,154449 54,85624
59,611 50,579 35,62896 9,051072
68,722 55,292 9,872164 2,90532
61,496 60,318 16,67906|  45,29963
59,376 57,019 38,48962 11,77519
60,868 77,44 22,20294 568,9418
63,303 59,376 5,184729 33,50673
60,868 65,973 22,20294 153,4006

45,16 41,547 416,9764 144,9736
52,778 65,973 163,8912 153,4006
62,831 70,607 7,557001 289,6634
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Area dos tubulos seminiferos dos testiculos de rato

s pre-puberes estimulados e controle

Grupo N Soma Média Variancia Desvio padrao
E-P-P 58 [3803,654| 65,58024 113,8038 10,6678
C-P-P 58 [3108,075 53,5875 81,27936 9,0155

ANOVA (a=0,05) Area dos tabulos seminiferos dos testiculos

estimulados e controle

de ratos pre-puberes

Fonte da variacédo SQ Gl MQ F Valor-P F critico
Entre grupos 138,017 1 138,016667 | 16,29565 | 0,00016086 | 4,0068
Dentro dos grupos | 491,233 58 | 8,46954023
Total 629,25 59

Area dos tlbulos seminiferos dos testiculos de rato

s adultos estimulados e controle

EA (09 CA (0?9 SQ EA SQ EA
68,329 65,345 18,215 77,2149
75,476 49,008 130,3 56,9995
77,754 52,778 187,496 14,2869
69,429 49,48 28,8144 50,0953
79,168 46,966 228,218 92,0026
66,758 55,134 7,27327 2,02721
64,795 63,774 0,53861 52,0735
69,429 58,904 28,8144 5,50465
79,717 47,83 245,107 76,1745
76,576 57,805 156,623 1,55551

76,34 65,737 150,771 84,2577
67,387 70,685 11,0616 199,578
66,837 68,172 7,70562 134,89
70,685 72,57 43,8761 256,391
70,371 78,461 39,8148 479,75
68,722 55,134 21,724 2,02721
61,261 58,904 7,84056 5,50465
60,868 65,973 10,1959 88,646
54,977 54,192 82,5209 5,59701

72,57 60,475 72,4014 15,3445
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EA (D7) CA (09 SQ EA SQ EA
57,176 72,57 47,4046 256,391
49,087 60,868 224,224 18,5778
57,255 46,966 46,323 92,0026
61,575 52,778 6,18069 14,2869
61,261 50,265 7,84056 39,5993
58,904 49,087 26,5957 55,8129
53,092 46,181 120,321 107,678
62,203 57,255 3,45254 0,48609
59,219 74,22 23,4459 311,953
54,663 58,904 88,3243 5,50465
56,941 70,685 50,6958 199,578
61,496 54,977 6,57974 2,49893
54,977 62,831 82,5209 39,353
54,977 65,659 82,5209 82,8318
50,579 46,966 181,767 92,0026
55,134 48,773 79,6931 60,6031
80,346 46,966 265,198 92,0026
67,387 57,176 11,0616 0,38217
63,617 51,05 0,19722 30,3359
47,123 57,176 286,899 0,38217
70,607 57,255 42,8488 0,48609
68,329 57,176 18,215 0,38217
56,941 49,48 50,6958 50,0953
63,774 63,303 0,08243 45,4977
61,575 51,05 6,18069 30,3359
63,774 53,014 0,08243 12,5585
63,774 53,092 0,08243 12,0118
57,176 53,014 47,4046 12,5585
65,737 48,773 2,80864 60,6031
55,134 55,134 79,6931 2,02721
61,261 51,05 7,84056 30,3359
63,774 47,123 0,08243 89,0155
59,376 61,575 21,9502 25,1723
70,371 38,013 39,8148 343,91
57,255 68,172 46,323 134,89
61,261 58,904 7,84056 5,50465
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A (09 CA (09 ESQ EA SQ EA
68,329 50,108 18,215 41,5999
82,466 54,977 338,74 2,49893
69,978 53,014 35,0097 12,5585
73,042 46,966 80,6566 92,0026
49,087 49,087 224,224 55,8129
63,774 63,617 0,08243 49,8323

74,22 57,176 103,203 0,38217
65,737 49,087 2,80864 55,8129
55,134 50,579 79,6931 35,746
55,134 51,05 79,6931 30,3359
57,176 68,172 47,4046 134,89
68,722 63,774 21,724 52,0735
63,303 59,376 0,57472 7,94225
65,973 49,087 3,65536 55,8129
59,219 55,134 23,4459 2,02721
60,868 63,617 10,1959 49,8323
79,717 49,087 245,107 55,8129

Areas dos tlbulos seminiferos dos testiculos de rat os adultos estimulados e controle

Grupo N Soma Média Variancia Desvio padrao
EA 73 4676,46 64,0611 66,763 8,1708
CA 73 4128,72 56,5578 66,563 8,1586

ANOVA (a=0,05) Areas dos tbulos seminiferos dos testiculos de rat os adultos
estimulados e controle

Fonte da variacao SQ gl MQ F Valor-P F
critico
Entre grupos 2054,95 1 2054,95 30,8259 1,31945E- 3,90685
07
Dentro dos grupos 9599,47 144 66,663

Total 11654,4 145
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Estadios do ciclo espermatogenético de ratos Pre-Pu

beres Estimulados e Controle

Estadios |[EPP |CPP SQ CPP
SQ EPP SQ estadios
Vil 6 25 1592,0949 2,777889 SQ VIl 90,25 | 90,25
Vil 65 37 [1201,801|106,7771 SQVIIl 196 196
XIV 20 18 /106,770975,11169 SQ XIV 1

108

Estadios do ciclo espermatogenético de ratos Pre-PU

beres Estimulados e Controle

Resumo N Soma Média Variancia Desvio padrao
Al 2 31 15,5 180,5 13,4350
VI 2 102 51 392 19,7989
XIV 2 38 19 2 1,4142

EPP 3 91 30,33333333| 950,3333 30,8274
CPP 3 80 26,66666667 | 92,33333 9,6090

ANOVA (a=0,05) Estadios do ciclo espermatogenético de ratos Pre-PU  beres
Estimulados e Controle
Fonte da variacédo SQ gl MQ F Valor-P F critico
Linhas 1531 2 765,5 2,761876| 0,265825 | 19,00003
Colunas 20,16667| 1 |20,16666667|0,07276 | 0,812642 | 18,51276
Erro 5543333 2 |277,1666667
Total 2105,5 5

Estadios do ciclo espermatogenético de ratos Adulto

s Estimulados e Controle

Estadios EA CA SQCA
SQ SQ estadios
Vil 26 37 |128,4369/69,43889 SQ VIl 30,25 30,25
Vil 53 48 |245,4549/7,112889 SQVII 6,25 | 6,25
XIV 33 51 18,77489 32,11489 SQ XIV 81 81
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s Estimulados e Controle

Estadios do ciclo espermatogenético de ratos Adulto

Resumo N Soma Média Variancia Desvio padrao
VI 2 63 31,5 60,5 7,7781
VI 2 101 50,5 12,5 3,5355
XIV 2 84 42 162 12,7279
Estimulado 3 112 | 37,33333333| 196,3333 14,0119
Adulto
Controle Adulto 3 136 |45,33333333| 54,33333 7,3711

ANOVA (a=0,05) Estadios do ciclo espermatogenético de ratos Adulto

s Estimulados

e Controle
Fonte da variagao SQ gl MQ F Valor-P F critico
Linhas 362,3333] 2 (181,1666667|2,606715| 0,277261 |19,00003
Colunas 96 1 96 1,381295]| 0,360852 [18,51276
Erro 139 2 69,5

Total 597,3333] 5

Peso dos testiculos de ratos adultos estimulados d

ireito (TED) esquerdo (TEE)

TED TEE SQ TED SQ TEE
1,69 1,66 0,016129 0,028561
1,83 1,9 0,000169 0,005041
1,82 1,79 9E-06 0,001521
1,82 1,86 9E-06 0,000961
1,85 1,89 0,001089 0,003721
1,87 1,89 0,002809 0,003721
1,73 1,8 0,007569 0,000841
191 1,87 0,008649 0,001681
1,86 1,88 0,001849 0,002601
1,79 1,75 0,000729 0,006241
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Peso dos testiculos de ratos adultos estimulados d

ireito (TED) esquerdo (TEE)

Grupo N Soma Média Variancia | Desvio padrao
Estimulado (ETD)| 10 18,17 1,817 0,00433 0,0658
Estimulado (ETE)| 10 18,29 1,829 0,0060 0,0780
ANOVA (a=0,05) Peso dos testiculos de ratos adultos estimulados d ireito (TED)

esquerdo (TEE)
Fonte da variacao SQ gl MQ F Valor-P | F critico
Entre grupos 0,00072 1 0,00072 0,1380 0,7145 4,4138
Dentro dos grupos | 0,0939 18 0,005217
Total 0,09462 19

Peso dos testiculos de ratos adultos controle dire ito (TCD) esquerdo (TCE)

TCD TCE SQ TCD SQ TCE
1,96 1,96 0,0625 0,050176
1,62 1,72 0,0081 0,000256
1,67 1,74 0,0016 0,000016
1,65 1,69 0,0036 0,002116
1,81 1,82 0,01 0,007056
1,63 1,61 0,0064 0,015876
1,62 1,64 0,0081 0,009216
1,69 1,71 0,0004 0,000676
1,76 1,78 0,0025 0,001936
1,69 1,69 0,0004 0,002116

Peso dos testiculos de ratos adultos controle dire ito (TCD) esquerdo (TCE)

Grupo N Soma Média Variancia | Desvio padrao
TCD 10 17,1 1,71 0,011511 0,10728
TCE 10 17,36 1,736 0,009938 0,09968
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ANOVA (a=0,05) Peso dos testiculos de ratos adultos controle dire ito (TCD)
esquerdo (TCE)
Fonte da variacédo SQ gl MQ F Valor-P F critico
Entre grupos 0,00338 1 0,00338 0,315168 | 0,581449084 |4,413863

Dentro dos grupos | 0,19304 | 18

Total 0,19642 19

0,010724444




