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RESUMO

CIOFFI, M. C. Efeitos do diabetes mellitus sobre a funcé&o testicular em ratos
Wistar. [Study of the diabetes mellitus on testicular function of Wistar rat]. 2006. 55 f.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2006.

Utilizaram-se 27 ratos Wistar, machos com 98 dias de idade, originados do Biotério
da FMVZ-USP, com o objetivo de avaliar os possiveis efeitos do diabetes mellitus,
sobre a funcdo reprodutiva relacionada ao macho.Os animais foram divididos em
trés grupos, grupo A (GA) constituido de 10 animais sadios, grupo B (GB) constituido
de oito ratos Wistar, com diabetes mellitus induzida quimicamente através da
administracdo intraperitonial de estreptozotocina (65mg/Kg) e grupo C (GC)
constituido por nove animais com diabetes mellitus induzida quimicamente pela
administracdo intraperitonial de estreptozotocina (65mg/Kg), associada a
insulinoterapia (3Ul/rato por dia). ApGs quatro dias da administracéo da droga (GB e
GC), os animais pertencentes ao grupo C (GC) receberam insulinoterapia (trés
IU/rato/dia) durante 42 dias. No final do experimento (46 dias apds a administracao
da estreptozotocina), os animais foram sacrificados e foram observados os seguintes
resultados; O diabetes mellitus leva ao aumento da glicemia, diminuicdo do peso
corpéreo, diminuicdo do peso e tamanho testicular, diminuicdo das concentracfes
séricas de testosterona e FSH. Porém através da avaliacdo dos niveis séricos de
inibina B, foi constatado que o diabetes ndo promove nem reducdo, nem aumento
das concentracdes séricas desse horménio. Conclui-se também que a reposicao
exdgena de insulina foi capaz de impedir a diminuicdo do peso corporal, reducéo do
peso testicular, diminuicdo dos niveis de testosterona e FSH, porém apesar da
insulinoterapia ter impedido a diminuicdo do peso corpéreo, ndo foi capaz de

proporcionar o mesmo desenvolvimento corporal observado nos animais controle.

Palavras-chave: Diabetes. Espermatogénese. Estreptozotocina. Inibina.
Testosterona



ABSTRACT

CIOFFI, M. C. Study of the diabetes mellitus on testicular function of Wistar rat.
[Efeitos do diabetes mellitus sobre a funcéo testicular em ratos Wistar]. 2006. 55 f.
Dissertacdo (Mestrado em Medicina Veterinaria) — Faculdade de Medicina
Veterinéria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, S&o Paulo, 2006.

The objective of the present experiment was to evaluate the possible effect of
diabetes mellitus, on the reproductive function in male rats. Towards this end, 27
male Wistar rats (98 days old), housed at the FMVZ-USP animal holding facility, were
randomly assigned into three groups: Group A (GA) consisting of 10 healthy animals;
Group B(GB) consisting of eight Wistar rats, with diabetes mellitus chemically
induced through the intraperitoneal administration of estreptozotocin (65mg/Kg); and
C group (GC) constituted by nine animals with diabetes mellitus chemically induced
by the intraperitoneal administration of estreptozotocin (65mg/Kg), associate to an
insulin treatment (3IU/rat per day for 42 days) that begun 4 days after the
streptozotocin administration. Animals were euthanized 46 days after the
administration of the estreptozotocin and the following results were obtained:
diabetes mellitus led to an increase of the glicemia, reduction of the corporeal weight,
decreased testicular wheight, serum concentrations of testosterone and FSH. No
effect of diabeted were found for the serum levels of inhibin B. Results suggested
that the exogen replacement of insulin was capable of hindering the reduction on
corporal weight, reduction of testicular weight and reduction of the testosterone levels
and FSH. On the other hand despite the fact that insulin treatament was capable of
avoiding the reduction on bofy weight, it was not capable to provide similar body

development observed in the normal animals.

Key words: Diabetes. Spermatogenesis. Streptozotocin. Inhibin. Testosterone.
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1 INTRODUCAO

A estreptozotocina é um antibiotico sintetizado pela bactéria Streptomyces
Achoromogenes. Essa droga vem apresentando um seletivo efeito citolitico sobre as
células B das ilhotas de Langerhans do pancreas. Devido as suas propriedades
diabetogénicas, a estreptozotocina vem sendo utilizada como droga de elei¢éo para
a inducdo do diabetes mellitus em animais experimentais (BRENNA; QUIGSTAD;
BRENNA; WALDUM, 2003).

Inimeros estudos ja realizados demonstraram que o diabetes mellitus esta
associada a alteracfes na funcéo sexual e reprodutiva, tanto em homens como em
modelos experimentais, porém os mecanismos fisiopatoldgicos dessas disfuncdes
reprodutivas permanecem ainda inconclusivos (CALVO et al., 1982; FAERMAN et
al., 1972; STEGER et al.,, 1989). Os gondcitos em ratos machos permanecem
inativados até a puberdade, que ocorre por volta de 50 dias de vida. ApGs a
puberdade, os gondcitos comecam a se dividir e tornam-se espermatogonias, a
partir dai as espermatogbnias continuam se dividindo até que o animal perca a

capacidade de produzir espermatozdides (KRINKE, 2000).

No rato, 14 estagios do ciclo espermatogénico sao reconhecidos nos tubulos
seminiferos. Os tdbulos seminiferos possuem uma organizagdo segmentada, logo
em cada corte transversal do tabulo, sdo vistos de forma homogénea, os estagios
envolvendo quatro a cinco geracfes de células germinativas em sincronia. Em ratos,
sdo necessarios 12 dias para se ter um ciclo completo constituindo esses 14
estagios mencionados. Porém, nos ratos sdo requeridos quatro ciclos para a
formacao final do espermatozéide, logo sdo requeridos 48 dias para completar toda
espermatogénese (KRINKE, 2000).
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2 OBJETIVO

Esperamos que os dados a obtidos neste experimento, possam vir a contribuir
para um melhor entendimento e compreensdo de possiveis fenémenos
fisiopatolégicos relacionados aos processos reprodutivos no macho que
acompanham o diabetes mellitus, caso vier a ser constatada alguma das alteragbes
descritas, temos como objetivo também avaliar se a insulinoterapia é capaz de

retardar ou amenizar essas alteracfes patoldgicas decorrentes do diabetes mellitus.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O diabetes mellitus € uma doenca endocrina que se caracteriza pelo
comprometimento da funcédo das células B das ilhotas de Langerhans do pancreas,
levando a uma perda progressiva, e eventualmente completa, da secrecdo de
insulina. Uma vez instalado o quadro de hipoinsulinismo ocorre uma falha nas
funcbes orgéanicas do tecido adiposo, muscular e hepatico, alterando com isso o
metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas. Logo, uma deficiéncia relativa ou
absoluta de insulina resulta numa diminuicdo da utilizacéo de glicose, aminoacidos e
acidos graxos pelos tecidos periféricos (hepatécitos, midcitos e adipdcitos), com isso
a glicose obtida da dieta ou da gliconéogenese hepética acumula-se no sangue
causando hiperglicemia. (BIRCHARD; SHERDING, 1998).

A hiperglicemia crbnica presente no diabetes mellitus estd associada em
longo prazo a danos, disfungdes ou faléncia de vérios 6rgaos, especialmente os
olhos, os rins, nervos, coracdo e vasos sanguineos. Os sintomas mais comuns da
hiperglicemia séo; polidria, polifagia e perda de peso (NICOLAU et al., 2005).

Com o objetivo de estudar mais a fundo os mecanismos fisiopatolégicos do
diabetes mellitus, sobre os diferentes sistemas do organismo, iniciou-se 0
desenvolvimento de protocolos experimentais de inducdo do diabetes. O Primeiro
método de inducédo experimental do diabetes foi descrito por Banting e Bast (1923),
promovendo uma remocao cirdrgica parcial ou total do pancreas em cées. Por volta
de 1937, a pancriectomia como método de inducdo experimental do diabetes
mellitus passou a ser substituido por um método experimental mais simples e muito
menos traumatico. Nos meados de 1937 a utilizacdo de uma droga diabetogénica
(Aloxana), passou a substituir a pancriectomia como método experimental de
inducdo do diabetes. A inducdo quimica, além de muito mais simples do que a
cirirgica € também muito menos traumatica. A Aloxana causa o diabetes mellitus,
pois leva a destruicdo das células B das ilhotas de Langerhans do pancreas, porém
essa droga tem um forte efeito nefrotdxico. Por volta de 1963 foi descoberta uma
segunda droga (estreptozotocina) com propriedades diabetogénicas, porém com
menos efeitos tdxicos do que a Aloxana. Desde entéo a estreptozotocina vem sendo



17

a droga diabetogénicas experimental de eleicdo. Antes da descoberta da
estreptozotocina, a aloxana era a unica op¢ao para a realizacdo de uma inducao
quimica do diabetes mellitus experimental (KALTER, 1996).

A estreptozotocina € um antibiético de amplo espectro, com fun¢bes anti-
neoplasicas e diabetogénicas (BOLZAN; BIANCHI, 2002). Essa droga vem sendo
muito utilizada para induzir diabetes mellitus em animais experimentais, devido a sua
acao direta e toxica nas células B das ilhotas de Langerhans do pancreas (KONRAD
et al., 2001).

A estrutura molecular da estreptozotocina foi primeiramente descrita por Herr
et al.,1967. Essa droga induz a morte celular por apoptose e necrose. A morte
celular por apoptose foi observada em culturas de células B pancreaticas logo apés
o tratamento com a estreptozotocina (MORGAN et al.,, 1994). Sain et al.,1996
demonstrou que a estreptozotocina em doses baixas induz a apoptose das células B
pancreaticas ao passo que, em doses altas, causa necrose das mesmas.

Lee et al. (2003) avaliou a agao da estreptozotocina sobre a morfologia, o
namero (volume e massa) e a funcdo das ilhotas de Langerhans no pancreas de
ratos Wistar, observando que essa droga apresenta uma toxicidade seletiva sobre as
células B das ilhotas, pois constataram em ratos diabéticos (diabetes induzida
guimicamente pela estreptozotocina) que essa droga causa uma diminui¢cdo tanto do
namero, como da funcéo das ilhotas. A estreptozotocina leva também a alteracbes
morfologicas das ilhotas, enquanto que ilhotas normais sao circulares, compactas e
se coram bem com dithizone, aquelas lesionadas pela acdo da estreptozotocina se
apresentam colabadas, amorfas e se coram mal com a dithizone.

O mecanismo pelo qual a estreptozotocina induz a morte celular das células B
envolve fragmentacdo do DNA, seguida de ativacdo da enzima nuclear Poly (ADP-
RIBOSE) Polimerase (PARP). A ativacdo dessa enzima leva a uma forte reducdo do
NAD+ celular. De qualquer forma, a sensibilidade das células B a acdo toxica da
estreptozotocina € espécie especifica. Tem sido demonstrado que as ilhotas de
humanos, em contraste com as ilhotas de ratos ou camundongo, sdo muito mais
resistentes ao efeito toéxico da estreptozotocina (ELSNER; TIEDG; LENZEN, 2003).
Essa diferenga na suscetibilidade das células B aos efeitos toxicos da
estreptozotocina, provavelmente seja devida a diferentes niveis de expressao celular
do transportador GLUT 2 (HOSOKAWA; DOLCI; THORENS, 2001).
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As células B de humanos expressam niveis menores GLUT 2 do que as
células B dos roedores (RAKIRTEN et al., 1963). Porém a estreptozotocina nao
demonstra ter efeito téxico particular nas células hepéaticas e renais, ou seja, a
expressao pela célula do transportador GLUT 2 nao significa necessariamente que a
estreptozotocina € citotoxica para a célula, pois o transportador GLUT 2 é também
expressado nos hepatdcitos e nas células tubulares renais. Além disso, ndo existem
evidéncias de citotoxidade nessas células apos administracdes de estreptozotocina.
(BRENNA et al., 2003).

As disfuncbes patologicas observadas em animais tratados com a
estreptozotocina, possivelmente sejam resultado da acdo toxica direta da droga
sobre as células B das ilhotas de Langerhans, porém algumas dessas disfuncdes
podem nédo ter relagdo com a destruicdo das células B, mas sim com um efeito
toxico da estreptozotocina em outras células de outros tecidos. Porém, ainda nao foi
descrita nenhuma forma de distincdo entre essas acfes da estreptozotocina. Até a
presente data, ndo se tem estudos realizados que comprovem que a
estreptozotocina tenha uma agéo direta sobre a funcdo reprodutiva.

Hosokawa, Dolci e Thorens (2001), demonstraram em camundongos
modificados geneticamente, que as células B que expressam GLUT 2 sdo sensiveis
aos efeitos toxicos da estreptozotocina, ao passo que as células B que expressam
GLUT 1 sdo completamente resistentes a acdo dessa mesma droga. Dessa forma,
conclui-se que a acao toxica (nas células B) da estreptozotocina é estritamente
dependente da expressao do transportador GLUT 2. Dessa maneira, acredita-se que
o transporte da estreptozotocina para dentro da célula seja feito seletivamente pelo
transportador GLUT2 (HOSOKAWA; DOLCI; THORENS, 2001).

A associacao entre diabetes mellitus e problemas reprodutivos no homem, foi
primeiramente relatada em 1797, porém o mecanismo exato de como leva a essas
alteracdes reprodutivas permanecem inconclusivos. Porém, varias hipdteses tem
sido estudadas e levantadas (WABREK, 1979). A incidéncia de ejaculagcéo
retrograda em homens diabéticos € baixa e 0 exato mecanismo patologico desse
problema nao é totalmente conhecido. Uma das etiologias mais defendidas € que a
neuropatia causada pelo diabetes mellitus seja responsavel, tanto pela ejaculagédo
retrograda, como pela dificuldade de ere¢do. O sistema nervoso simpatico pode ser
afetado pelo diabetes mellitus, logo se acredita que o mecanismo patolégico na

reproducdo seja causado pela neuropatia simpatica. Dentre homens diabéticos, a
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infertilidade € um problema ainda pouco estudado e a avaliacao do estado funcional
das gbnadas nestes casos ndo esta claramente estabelecida (CAIl et al., 2000).
Distdrbios na erecdo € uma das complicagbes mais reconhecidas no diabetes
mellitus em homens (ALTAY et al., 2003).

Ratos machos adultos com diabetes mellitus induzida pela estreptozotocina,
produzem um modelo experimental interessante e relevante para o estudo dos
efeitos do diabetes sobre a reproducdo masculina, isso devido a esses animais
exibirem severos déficits na funcdo reprodutiva, que sdo similares aos observados
no homem diabético (HASSAN et al.,1993). As altera¢cdes reprodutivas em ratos que
recebem o tratamento de inducdo do diabetes com estreptozotocina incluem;
diminuicAo no peso dos oOrgdos reprodutivos, diminuicdo nos niveis das
gonadotropinas e baixos niveis plasmaticos da testosterona (BUCHOLTZ et al.,
2003; CAGNON et al., 2000; JACKSON et al., 1984; TANAKA et al., 2000; SUDHA
et al.,1999). O rato diabético apresenta também menor responsividade ao “feed
back” negativo da testosterona, ja a resposta hipofiséria a estimulacdo com GNRH,
aparentemente ndo é afetada pelo diabetes (STEGER, 1990).

Steger (1989), levantou a hipétese de que o foco da acdo do diabetes
mellitus, provavelmente seria ao nivel de hipotdlamo ou em nivel de SNC, logo com
iISso ocorreria uma reducgao da liberacdo de GNRH. Esse mesmo autor, concluiu, que
as alteracdes na secrecdo das gonadotropinas, aparentemente, se devem a uma
diminuicdo na liberacdo de GNRH, provavelmente devido a uma secundaria
diminuicdo no metabolismo da noroepinefrina no hipotalamo.

Bucholtz et al. (2000) demonstrou indicios que a insulina é capaz de modular
a secrecao de LH e de estimular a producdo de esterdides. Com isso, esse mesmo
autor levantou a hipotese de que o hipoinsulinismo observado no diabetes contribua
para a diminui¢do dos niveis sericos de LH e de testosterona.

Seethalakshmi et al. (1987) demonstrou experimentalmente que ratos
diabéticos apresentam uma reducao significativa do peso testicular, da motilidade
espermatica e da contagem dos espermatozoides. Esse mesmo autor encontrou,
diminuicbes dos niveis séricos de testosterona, mostrando ainda,
experimentalmente, alteracfes na espermatogénese em ratos diabéticos. Cameron
et al., 1985 realizou bidpsia testicular e examinou a morfologia testicular de ratos e
homens diabéticos, detectando aumento na espessura da parede tubular e replecao

das células germinativas. Atlay (2003), acredita que provavelmente a neuropatia
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diabética provoque uma faléncia testicular secundaria, e ainda sugere, que a
neuropatia diabética cause anormalidades em receptores hormonais, sendo assim
responsavel por alteracfes funcionais no hipotdlamo e na adenohipoéfise. Analises
testiculares em homens diabéticos demonstraram uma diminuicdo do diametro dos
tubulos seminiferos, hialinizacao das paredes tubulares, oclusado do lumen por debris
celulares, vacuolizacéo das células de Sertoli e Leydig, alteracbes microvasculares e
invasdo de colageno extracelular no compartimento intersticial testicular (CAMERON
et al., 1985).

Alguns experimentos vém demonstrando a ocorréncia de alteracdes neuro-
enddcrinas no eixo hipotalamo, hipofise e gbnadas, tanto em homens como em ratos
diabéticos. Segundo Seetialakshmi et al. (1987), o diabetes mellitus em ratos, além
de induzir a uma significativa diminuicdo do peso corpéreo, também leva a
diminuicdo do peso dos Orgdos reprodutivos (testiculos, epididimo, prostata e
vesiculas seminais) e diminuicdo do diametro dos tubulos seminiferos, da contagem
de espermatozodides, da motilidade espermatica, dos niveis séricos de FSH, LH e
testosterona. Seethalakshmi et al. (1987), testaram trés tipos diferentes de
tratamento no rato diabético. Um grupo de animais diabéticos recebeu
insulinoterapia isolada, outro grupo recebeu administracdes de testosterona exdgena
e o Ultimo grupo recebeu um tratamento realizado com uma associagéo de insulina e
testosterona. Com esse estudo, esses autores observaram que os ratos diabéticos
gue receberam insulinoterapia isolada, demonstraram reversao do peso corporeo, do
diametro dos tubulos seminiferos, da contagem de espermatozoides, da motilidade
espermética, dos niveis séricos de FSH, LH e testosterona e, por fim, apresentaram
também reversdo do peso dos 6rgdos reprodutivos, com excecdo da prostata. Os
ratos diabéticos que receberam a associacdo de insulina e testosterona,
apresentaram praticamente 0os mesmos resultados obtidos nos animais que
receberam a insulinoterapia isolada. Houve apenas uma diferenga entre esses dois
grupos estudados; no tratamento com a associagdo da insulina e testosterona,
observou-se reversdo do peso prostatico, enquanto que, no tratamento com a
insulinoterapia isolada ndo foi observada reversdo dessa alteracdo. Os animais que
receberam apenas testosterona exdégena, ndo apresentaram ganho de peso
significativo, ndo ocorreu reversdo da motilidade espermética e nem dos baixos
niveis de LH e FSH. Porém, esse grupo apresentou reversdo do peso dos 6rgaos

reprodutivos, inclusive da prostata, do diametro dos tubulos seminiferos e contagem
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do ndmero de espermatozoides. Ainda, segundo esses autores, permanecem
inconclusivos, se as alteracdes no peso dos oOrgaos reprodutivos causada pelo
diabetes, ocorre devido a alteracbes no metabolismo da glicose ou devido a
diminuicdo dos hormonios androgénios. Eles promoveram cultura de células
hipofisarias de ratos diabéticos, e mostraram que a secre¢ao de gonadotropinas in
vitro, foi significativamente menor nos animais diabéticos do que nos animais
normais. Promoveram também estimulagdo de GNRH na cultura de células
hipofisérias, com isso, a secre¢do de gonadotropinas aumentaram no grupo controle
(animais sadios), porém essa mesma estimulacdo com o GNRH sobre a cultura de
células hipofisarias de ratos diabéticos, ndo levou ao aumento da secrecdo das
gonadotropinas. Com todas essas observagfes, concluiram, que ocorre uma
diminuicdo da resposta hipofisarias ao GNRH em ratos diabéticos. Assim, essas
altimas informacgdes sugerem que provavelmente os ratos diabéticos desenvolvam
uma disfuncéo hipofisaria secundaria ao diabetes mellitus e com isso observam-se
alteracdes no eixo neuro-enddcrino hipotalamo, hipofise e gbnadas. Provavelmente,
essa disfuncdo hipofisaria induzida pelo diabetes mellitus, seja responsavel pelas
alteracOes reprodutivas encontradas nos ratos diabéticos.

Alteracbes na funcdo sexual e reprodutiva sdo freqliientemente associadas
com o diabetes mellitus, tanto em homens como em animais experimentais (CALVO
et al., 1982). Foram observadas em ratos diabéticos significativas reducfes de
noroepinefrina e mudancas no metabolismo da dopamina em regides cerebrais
envolvidas com a regulacdo da libido e com a secrecdo de gonadotropinas
(STEGER, 1990). Este autor demonstrou, que o diabetes mellitus est4 associado
com marcadas reducgdes na libido nos machos, acompanhados com mudancas nos
niveis plasmaticos hormonais e com alteracées no “feed back” hipotalamico.

O diabetes mellitus induzida pela estreptozotocina resulta em reducdes dos
niveis séricos de testosterona, porém esse fato isolado ndo parece ser o
responsavel pela diminuicdo da libido, pois Steger (1990), administrou testosterona
em animais diabéticos e notou que ndo houve reversdo do comportamento sexual.
Com isso, supbs que, os ratos diabéticos provavelmente apresentem essa
diminuicdo de libido devido a uma diminuigdo na resposta da testosterona
secundaria a alteracBes nos receptores esterdides.

Steger (1990), observou, que os ratos diabéticos induzidos com

estreptozotocina apresentaram uma reducdo no metabolismo da dopamina ao nivel
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de hipotalamo anterior e com essas informagdes supbs que alteracdes no
metabolismo das catecolaminas no hipotadlamo anterior, talvez sejam responsaveis
pelas mudancas no comportamento sexual (libido) de ratos com diabetes mellitus.
Demonstrou também que o0s ratos com diabetes mellitus que recebem
insulinoterapia apresentam reversao da diminuicdo do metabolismo da dopamina no
hipotalamo anterior e com isso, tiveram uma reversdo completa do comportamento

sexual (libido).

A inibina € uma molécula de proteina, produzida pelas células de Sertolli, que
possui subunidades que estéo ligadas por pontes dissulfito. Uma alfa — subunidade
com peso molecular de cerca de 18.000 daltons, que € comum a ambas as formas
de inibina (inibina A e inibina B) e uma beta — subunidade que varia em peso
molecular de 13.000 até 14.700 (SALARDI et al., 2002). A inibina produzida nos
testiculos age nas células hipofisarias, (Gonadotropicos), suprimindo a secrecdo de
FSH (ANDERSSON et al., 1998; KISHI et al.,, 2000), portanto a alta atividade da
célula de Sertolli estd relacionada as concentracdes baixas de FSH, logo um dos
sinais de que o processo espermatogénico esta diminuido; pelo menos no que
concerne & atividade da célula de Sertolli, € um elevado nivel de FSH no macho
(SWENSON; REECE; DUKES, 1996).

Buzzaard et al. (2004) observaram, que a Inibina B é a forma predominante
na circulacdo sanguinea e logo é a forma mais produzida pelos testiculos. Portanto,
uma das hipoteses levantadas, € de que a Inibina A possui, predominantemente,
uma funcdo paracrina, atuando no proprio testiculo e tendo como principal funcao,
suprimir o numero de espermatogbnias. Quanto a Inibina B (forma
predominantemente na circulacdo sanguinea) € a forma de Inibina mais produzida
pelas células de Sertolli e tem como principal funcéo inibir a secrecéo hipofisaria de
FSH.
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4 MATERIAL E METODOS

Esse estudo analisou se as alteracBes fisiopatolégicas decorrentes do
diabetes mellitus sdo capazes de alterar a funcédo reprodutiva de ratos machos.
Considerando que o rato macho atinge a puberdade aos 50 dias de vida, foram
utilizados 27 ratos Wistar, machos com 98 dias de vida, oriundos do Biotério da
FMVZ-USP. Essas alteragdes, uma vez constatadas, foram estudadas, na tentativa

de tentar compreender os seus mecanismos fisiopatoldgicos.

Os animais foram pesados e divididos em trés grupos, respectivamente,
Grupo A (GA) — Grupo controle constituido de 10 ratos Wistar sadios; Grupo B (GB)
— constituido de oito ratos Wistar, com diabetes mellitus induzida quimicamente,
através, da administracdo intraperitonial de estreptozotocina, 65mg/kg
(SEETHALAKSHMI; MENON; DIAMOND, 1987). Grupo C (GC) - constituido de nove
ratos Wistar, com diabetes mellitus induzida quimicamente, através, da
administracdo intraperitonial de estreptozotocina, 65mg/kg, com administracdo de
insulina NPH 3 Ul/Rato (SEETHALAKSHMI; MENON; DIAMOND, 1987).

Os animais pertencentes aos grupos GB e GC foram avaliados no que diz
respeito a condicdo diabética, 48 horas apds a aplicacdo de estreptozotocina, foi
realizado a mensuracdo dos niveis séricos de glicose e somente 0s animais que
apresentaram glicemia superior a 200 mg/dl foram incluso no experimento, 0S

demais ratos foram descartados.

Todos os animais do experimento foram pesados a cada quatro dias para
avaliacdo da evolugcdo da massa corporal. Apds passados quatro dias da aplicacao
da estreptozotocina, os animais pertencentes ao GC foram tratados com insulina
(3Ul/rato/dia), durante 42 dias ver figura 1, para verificar se a insulinoterapia por si
s6 foi capaz de amenizar ou até mesmo impedir as alteragBes fisiopatoldgicas
decorrentes do diabetes mellitus. Depois de terminado o experimento (46 dias apés
a administracdo da estreptozotocina), todos os ratos (GA/GB/GC) foram pesados e

sacrificados por administracdo de ultradose de tiopental intraperitonial. Procedeu-se
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entdo, as avaliacdes das possiveis alteracdes de peso corporeo, peso dos testiculos

e dosagens dos niveis séricos de testosterona, FSH e inibina B.

Figura 1 — Administragéo de insulina por via subcutanea. S&o Paulo — Sdo Paulo — 2006

Os testiculos foram removidos e pesados para determinacédo do peso umido

ver figura 2.

Figura 2 — Exposicao e extragéo testicular. Sdo Paulo — S&o Paulo — 2006
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4.1 AVALIACAO DOS NIVEIS DE TESTOSTERONA E FSH

As amostras de sangue foram obtidas por puncédo cardiaca, e as dosagens de
testosterona foram determinadas a partir do soro pelo método de radioimunoensaio
(kits DPCMEDLAB®).

As dosagens de FSH foram determinadas a partir do soro pelo método de EIA
(kits ALPCO®).

Foram realizadas avaliagbes em duplicata para obter uma melhor precisao

nos resultados (diminuigdo das margens de erros).

4.2 AVALIACAO DOS NIVEIS DE SERICOS DE INIBINA B

As amostras de sangue foram obtidas por puncao cardiaca, e as dosagens de
Inibina B foram determinadas pelo método de enzimaimunoensaio (ELISA — Kits
DSL - GENESIS®).

Foram realizadas avaliagbes em duplicata para obter uma melhor precisao

nos resultados (diminuicdo das margens de erros).

4.3 AVALIACAO DOS NIVEIS SERICOS DE GLICOSE

As amostras para a realizacdo da mensuracao de glicemia foram obtidas

através de picotes realizados na regido distal da cauda dos animais ver figuras 3 e 4.



Figura 3 — Coleta de sangue, através de picote de cauda. S&o Paulo — Sdo Paulo - 2006

Figura 4 — Administracdo de anti-séptico na cauda do animal. Sdo Paulo — So Paulo — 2006
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A dosagem dos niveis séricos de glicose ver figuras 5 e 6, foram realizadas a
partir de sangue total e mensurados pelo aparelho ACCU-CHEK ADVANTAGE®
(Roche Diagnostics©, SP, Brasil).

Figura 5 — Dosagem de glicemia S&o Paulo — Séo Paulo — 2006

Figura 6 — Leitura da gliemia pelo monitor. S&o Paulo — S&o Paulo — 2006



28

4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados através do programa SAS System for Windows,
2000.

Através do aplicativo Guided Data Analisys, os dados foram testados quanto a
normalidade dos residuos e homogeneidade das variancias. Caso nao
obedecessem a estas premissas foram transformados (logaritmo na base 10 -
Log10X; Raiz quadrada - RQ X; Quadrado - X?) e se a normalidade no fosse obtida
empregava-se entdo, o procedimento NPARIWAY de analise de variancia néo
paramétrica.

Para descricdo dos resultados, foram empregados os desvios padrées e as
médias (média + erro padrdo da média) dos dados originais e 0s niveis de
significancia (p) dos dados originais, quando obedecessem as premissas; dos dados
transformados, quando necessaria a transformacao; e dos dados analisados através
da andlise ndo paramétrica, quando ndo obedecessem as premissas € nao
houvessem transformacdes possiveis.

O nivel de significancia utilizado para rejeitar HO (hipétese de nulidade) foi de
5%, isto &, para um nivel de significAncia menor que 0,05, considerou-se que
ocorreram diferencas estatisticas entre as varidveis classificatorias (tratamentos)
para uma determinada variavel resposta. As variaveis classificatorias utilizadas
foram Dias (para peso e glicemia) e tratamentos (A= controle; B= diabetes induzida;
C= diabetes induzida associada a insulinoterapia; para todas as variaveis). As
variaveis resposta avaliadas foram peso corpoéreo, glicemia, peso testicular, niveis
séricos de inibina, testosterona e FSH.

As variaveis peso e glicemia foram submetidas ao PROC MIXED de medidas
repetidas no tempo. Para isso, primeiramente foi analisado o efeito da interagao
tempo (Dias) e tratamentos (A, B e C). Na presenca de interacdo, as variaveis foram
analisadas avaliando-se o efeito do tratamento dia a dia ou do tempo (Dia) em cada
um dos tratamentos.

Na andlise das variaveis peso testicular e concentragdes sérica de inibina,
testosterona e FHS, foi utilizado o PROC GLM, utilizando-se o teste de Duncan para

verificar diferencas entre os tratamentos A, B e C.
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As varidveis respostas peso corporeo, glicemia, peso testicular e niveis
séricos de inibina e FSH obedeceram as premissas. A variavel resposta niveis
séricos de testosterona ndo obedeceu a normalidade dos residuos, sendo a mesma

obtida através da transformacédo para o logaritmo de seus valores na base 10.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O beneficio do presente trabalho foi constatar experimentalmente algumas
alteracOes reprodutivas relacionadas ao macho, decorrentes do diabetes mellitus e
conseguintemente avaliar se a insulinoterapia, foi capaz de impedir ou a0 menos
amenizar o aparecimento das mesmas. Foi encontrada interagcéo entre tempo (Dias)
e tratamentos (A, B e C) tanto para peso (p<0,0001) como para glicemia (p<0,0001).
Sendo assim, estas variaveis foram analisadas verificando o efeito do tempo (Dias)
em cada um dos tratamentos e o efeito dos tratamentos dia a dia. Os resultados dos

pesos corporeos dos trés grupos estudados estédo listadas na tabela 1.

Tabela 1 — Curva de ganho de peso (gramas) dos animais dos grupos controle (A), diabéticos
(B) e diabéticos submetidos a insulinoterapia (C), durante 48 dias em ratos
Wistar machos (98 dias de idade) — Sdo Paulo — Sao Paulo - 2005-2006

Tratamentos X Peso Corporeo

Dias A B C

1 310,0+ 11,15F 313,75 + 16,03 343,33+ 6,677
2 311,0 + 10,59 312,5+ 11,46 323,33 + 5,0"

4 404,0 + 8,97*CP 313,75 + 16,36° 323,33 + 5,53P¢H
8 400,0 + 7,89%P 323,75 + 11,64° 351,11 + 8,24°FF
12 458,0 + 10,20%48 313,75+ 11,17° 371,11 + 6,76°PF
16 432,0 + 11,33*BCD 315,0 + 9,82° 384,44 + 10,42°¢P
20 438,0 + 10,52248C 325 + 12,39° 413,33 + 577248
24 446,0 + 10,468 312,5 + 10,65° 400,0 + 7,26%B¢
28 422,0 + 11,72%BCP 280 + 9,26° 376,67 + 9,72°P
32 434,0 + 9,91*BCP 302,5 + 17,09° 424,44 + 10,42%78
36 436,0 + 9,80%"BC 302,5 + 17,09° 423,33 + 10,2728
40 443,0 + 10,658 295 + 17,42° 427,78 + 8,30%"
44 470,0 + 13,8284 278,75 + 15,52° 421,11 + 5,64°8
48 458,0 + 15,04*48 287,5 + 15,44° 423,33 + 7,45%48

&5¢ | etras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos em

cada dia (Duncan, p<0,05)
A B.C.D.EF.G) otras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os dias,
em cada tratamento (Duncan, p<0,05)
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Através dos resultados de peso corpéreo obtido nesse experimento,
observamos que o0s animais do grupo controle (GA), estavam em fim de
crescimento, sendo que se observou ganho de peso até o dia 12. A partir do dia 12,
0 peso se manteve constante, caracterizando um platd. Isto indicaria que 0s animais
atingiram seu crescimento corporeo total (Grafico 1). Ja o grupo B ndo apresentou
ganho ou perda de peso estatisticamente significante durante todo o periodo
experimental (Gréfico 2). Os animais diabéticos tratados com insulina (GC) por sua
vez, apresentaram um ganho de peso que durou até o dia 20, sendo que, com
excecdo de uma queda no dia 28, se manteve constante até o final do experimento
(Grafico 3).

500

450 -

400

Peso (g)

350 1

300 1

250
1 2 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48

Dias

A B.C | etras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os dias nos animais do tratamento A

(Duncan, p<0,05)

Gréafico 1 — Curva de ganho de peso de ratos Wistar machos (98 dias de idade) pertencentes
ao grupo controle (Grupo A). Efeito dos dias sobre o peso dos animais a cada 4
dias, durante 48 dias — Sao Paulo — Séo Paulo - 2005 - 2006
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Peso (g)

Grafico 2 — Curva de ganho de peso de ratos Wistar machos (98 dias de idade) pertencentes
ao grupo com diabetes induzida através de estreptozotocina (Grupo B). Efeito
dos dias sobre 0 peso dos animais a cada 4 dias, durante 48 dias — Sdo Paulo —
Sé&o Paulo - 2005 — 2006
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C (Duncan, p<0,05)

Gréfico 3 — Curva de ganho de peso de ratos Wistar machos (98 dias de idade) pertencentes
ao grupo com diabetes induzida através de estreptozotocina e submetidos a
insulinoterapia (Grupo C). Efeito dos dias sobre o peso dos animais a cada 4
dias, durante 48 dias — Sdo Paulo — S&o Paulo - 2005 — 2006
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Na comparacdo do efeito dos tratamentos dia a dia, pode se verificar que o
grupo diabético (GB), em comparacao ao grupo controle, ndo apresentou ganho de
peso corpdreo, sendo que a partir do dia 4 ja se observa um déficit em relacdo ao
grupo controle, déficit este que se manteve até o final do periodo experimental. Por
fim, os animais diabéticos que néo receberam insulinoterapia (GB), demonstraram
auséncia de crescimento corporal quando comparados com os grupos A e C. Ao se
comparar o grupo B e C, observa-se também um ganho de peso estatisticamente
maior no grupo C a partir do dia 8, sendo que também neste caso, 0s niveis
permaneceram diferentes até o final do experimento. Na comparagdao entre 0s
grupos A e C, observa-se que houve uma menor velocidade, ou um atraso do ganho
de peso no grupo C quando comparado aos animais controle, sendo que apenas a
partir do dia 20 os pesos apresentaram semelhanca. Neste caso, a partir deste dia,
excetuando-se os dias 24, 28 e 44, nao foi possivel verificar diferencas estatisticas
entre os grupos A e C, mostrando que a insulinoterapia conseguiu impedir nos
animais do grupo C a auséncia de crescimento corporal observada nos animais do
grupo B, porém a insulinoterapia ndo foi capaz de impedir o atraso no crescimento
corporeo observado nos animais do grupo C nos primeiros 20 dias do experimento.
Verificou-se nesse caso, que além deste atraso no crescimento, a maioria dos dias
em que foi mensurado o0 peso, 0s animais apresentaram diferencas estatisticamente
significantes. Além disto, em nenhum momento, as médias encontradas nos animais
do grupo C foram numericamente comparaveis ao grupo A. Isto indicaria que caso o
numero de animais utilizados fosse ligeiramente aumentado, talvez fosse possivel
verificar as diferencas estatisticas entre os grupos A e C, semelhante as diferencas
encontradas nos niveis glicemicos. Porém, ndo foi possivel provar diferencas

estatisticas entre os grupos A e C no presente experimento (Grafico 4).
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ab.¢ | etras diferentes em um mesmo dia indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos em
cada dia (Duncan, p<0,05)

Gréfico 4 — Efeitos dos tratamentos A, B e C (controle, diabéticos e diabéticos submetidos
a insulinoterapia, respectivamente) sobre o peso de ratos Wistar machos (98
dias de idade) a cada 4 dias, durante 48 dias — Sao Paulo — S&o Paulo - 2005 -
2006

Enfim, quando comparados os resultados de peso corpéreo dos trés grupos,
do inicio ao término do experimento ver figura 7, considerando mesma dieta (racao
comercial), espécie, raca e idade, pode-se concluir que o diabetes causa uma
auséncia de crescimento corporal significativa, conforme observado nos animais
diabéticos do Grupo B, porém os resultados obtidos a partir dos animais do Grupo C
demonstraram que a insulinoterapia impediu essa auséncia de crescimento corporal.
E importante ressaltar que a insulinoterapia instituida nesses animais nao foi capaz
de impedir o atraso no crescimento corpéreo observados nos animais do grupo C

nos primeiros vinte dias do experimento.
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Figura 7 — Comparacdo do Animal saudavel (esquerda), animal diabético com insulinoterapia
(meio), com animal diabético sem insulinoterapia (direita). Observar diferenca
em relacdo & massa corpdrea (Quadragésimo oitavo dia). Sdo Paulo — Séo
Paulo — 2006.

No que tange as alteracbes de peso corpdreo encontradas nesse
experimento, conclui-se que, a auséncia de crescimento corporeo observada nos
animais diabéticos (GB) seja decorrente da deficiéncia grave de insulina que, resulta
em mobilizacdo de substratos do musculo (aminoacidos, lactato e piruvato) e do
tecido adiposo (AGL e glicerol) para o figado, aonde sao ativamente convertidos em
glicose através da gliconeogenese, tendo como resultado final a hiperglicemia, perda
de peso corpéreo ou diminuicdo da formacdo de massa muscular e de tecido
adiposo (SHERWIN, 1997).
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Os resultados dos niveis séricos de glicose dos trés grupos estudados, estao

listadas na tabela 2.

Tabela 2 — Curva de glicemia (mg/dl) de animais dos grupos controle (A), diabéticos (B) e
diabéticos submetidos a insulinoterapia (C), durante 48 dias em ratos Wistar

machos (98 dias de idade) — Sdo Paulo — S&o Paulo - 2005-2006

Tratamentos X Glicemia

Dias A B C

1 74,90 + 3,17°P 83,87 + 2,90F 76,33+ 1,57

2 73,60 + 2,52°P 82,25 + 3,365 75,00 + 1,837

4 78,10 + 2,463ABC 433,25 + 56,45°A8C 358,78 + 19,47
8 73,50 + 1,11#CP 371,12 + 28,33PECD 422,22 + 28, 77°A
12 71,50 + 1,39%P 358,75 + 18,83>CP 391,89 + 18,40°"B
16 76,30 + 1,43*BCP 383,62 + 17,73PABCP 235,33 + 25,50%P
20 75,30 + 1,97%BCP 325,50 + 23,23”P 180,44 + 28,28%PF
24 78,60 + 1,27*ABC 370,75 + 24,06°ECP 157,33 + 11,08°E
28 83,20 + 1,36*" 380,75 + 20,49°ABCP 192,78 + 25,06%<PE
32 81,50 + 1,78*"8 432,62 + 28,25°ABC 224,56 + 14,16%°P
36 77,80 + 1,73*ABCD 412,75 + 31,46°ABCP 244,56 + 20,70°¢
40 77,40 + 2,09>ABCP 451,62 + 33,09°4BC 216,11 + 12,67P
44 76,50 + 2,06%BCP 475,87 + 28,78°A 202,22 + 6,27%CPE
48 76,90 + 2,0*ABC 467,0 + 56,1648 215,78 + 10,14°°P

&1 ¢ | etras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos em

cada dia (Duncan, p<0,05)
A B.C | etras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas entre os dias, em
cada tratamento (Duncan, p<0,05)

Através dos resultados de glicemia obtidos nesse estudo, observamos que 0s
animais controle (GA) apresentaram niveis de glicemia relativamente constantes,
com apenas alguns dias diferindo entre si. Sendo que apenas os dias 28 e 32
diferiram dos dois primeiros dias, considerados como basais para os animais de
todos os grupos (Gréfico 5). Ja os animais pertencentes ao grupo B, apresentaram
niveis de glicemia semelhantes aos do controle nos dois primeiros dias, porém, no
quarto dia do experimento, 0S animais pertencentes a esse grupo apresentaram um
aumento abrupto da glicemia, que se manteve até o termino do experimento (Grafico

6). Isto pode ser explicado, pois, a indu¢cdo quimica da diabetes iniciou-se no
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segundo dia, logo ap6s a mensuracdo da glicemia. Os resultados indicaram que a
aplicacdo da estreptozotocina foi eficiente para a inducdo do diabetes, sendo este

efeito observado até o final do experimento.
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A B.C Letras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os dias nos animais do tratamento A
(Duncan, p<0,05)

Gréafico 5 — Efeitos dos dias sobre a glicemia de ratos Wistar machos (98 dias de idade)
normais (grupo A = controle) — S&o Paulo — S&o Paulo - 2005 - 2006
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Gréafico 6 — Efeitos dos dias sobre a glicemia de ratos Wistar machos (98 dias de idade) com
diabetes induzida através de estreptozotocina (Grupo B) — Séo Paulo — Sdo Paulo -
2005 - 2006

Os animais do grupo C apresentaram niveis de glicemia semelhantes aos
do controle nos dois primeiros dias. A partir do quarto dia do experimento, o0s
animais pertencentes ao grupo C apresentaram um aumento abrupto da glicemia,
gue se manteve até o décimo segundo dia do experimento. Isso pode ser explicado,
pois, a inducdo quimica do diabetes nos animais do grupo C, assim como no grupo
B, foi iniciada no segundo dia, logo apdés a mensuracdo da glicemia, sendo que a
insulinoterapia so6 foi iniciada a partir do sexto dia. A partir do 16° dia observou-se
um declinio da glicemia nos animais do grupo C, sendo gque 0s niveis mantiveram-se
abaixo dos niveis encontrados entre os dias 4 a 12 até o final do experimento. Isso
indicaria que os efeitos da insulina, aplicada no dia 6, levaram cerca de 10 dias para
provocarem a diminuicdo dos niveis de glicemia, sendo, porém eficientes para até o

final do periodo experimental (Grafico 7).
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Gréfico 7 — Efeitos dos dias sobre a glicemia de ratos Wistar machos (98 dias de idade) com
diabetes induzida através de estreptozotocina e submetidos a insulinoterapia
(grupo C) — Séo Paulo — S&o Paulo - 2005 - 2006

Comparando os trés grupos dia a dia (Grafico 8), verificamos que todos os
grupos do experimento apresentaram niveis semelhantes de glicemia nos dois
primeiros dias. A partir do quarto dia do experimento, observamos um aumento
abrupto da glicemia dos animais dos grupos B e C. Isto pode ser explicado, pois, a
inducdo da diabetes através da aplicacdo de estreptozotocina ocorreu apenas no
segundo dia do experimento, sendo este efeito imediatamente observado nestes
grupos. Os grupos B e C, apresentaram um perfil idéntico de glicemia até o décimo
segundo dia. A partir do décimo segundo dia, os animais do grupo B mantiveram os
niveis de glicemia constantes até o término do experimento. No entanto, a partir do
décimo sexto dia, os animais do grupo C apresentaram uma queda dos niveis de
glicemia em comparacgéo ao grupo B (consequente a insulinoterapia), essa queda na
glicemia, porém nao chegou a ser suficiente para que o grupo C chegasse aos
niveis glicemicos dos animais do grupo A. A queda de glicemia do grupo C indicou

qgue a insulina foi eficiente para diminuir os niveis glicemicos de animais com
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diabetes induzida. Porém, na dose administrada, tal dose nado foi suficiente para

levar os niveis glicémicos a normalidade (situacdo comumente observada na rotina
clinica).
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Gréfico 8 — Efeitos dos tratamentos A, B e C (controle, diabéticos e diabéticos submetidos a
insulinoterapia, respectivamente) sobre a glicemia de ratos Wistar machos (98
dias de idade) a cada 4 dias, durante 48 dias — S&o Paulo — S&o Paulo - 2005 -
2006

Quanto aos resultados dos pesos testiculares (Tabela 3), foi verificado que os
animais do grupo B demonstraram o menor peso testicular (média de peso testicular
= 2,84 £ 0,41 gramas), quando comparados com 0s animais dos demais grupos (GA
— média de peso testicular = 3,58 £+ 0,15 gramas / GC — média de peso testicular =
3,36 + 0,15 gramas). Ver figura 8.
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Figura 8 — Comparacdo de tamanho testicular entre animal diabético sem insulinoterapia
(esquerda) e animal saudavel (direita), 48 dias apds o inicio do periodo
experimental. S&o Paulo — S&o Paulo — 2006.

Através da avaliacdo dos niveis séricos de testosterona (Tabela 3), foi
constatado que os animais diabéticos do Grupo B, apresentaram niveis séricos de
testosterona inferiores aos niveis observados nos animais normais (GA), sugerindo
gue ocorre uma diminuicdo na secrecdo de testosterona nos animais diabéticos
(GB). Os valores de testosterona séricos obtidos a partir dos animais diabéticos com
insulinoterapia (GC) se mostraram dentro dos padrbes da normalidade quando
comparados aos animais controles do Grupo A (Grupo C — média dos niveis de
testosterona = 112,12 + 16,98 ng/ml / Grupo A — média dos niveis de testosterona =
104,66 £ 22,87 ng/ml).

Os resultados obtidos através das dosagens de inibina B estdo listados na

tabela 3. Nao foi possivel verificar diferengas estatisticas entre os grupos A, B e C.
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Através da avaliacdo dos niveis séricos de FSH (Tabela 3), foi constatado que
0s animais diabéticos do Grupo B, apresentaram niveis séricos de FSH inferiores
aos niveis observados nos animais normais (GA), sugerindo que ocorre uma
diminuicdo na secrecdo de FSH nos animais diabéticos (GB). Os valores de FSH
obtidos a partir dos animais diabéticos com insulinoterapia (GC) se mostraram
proximos, mas ndo iguais estatisticamente, aos valores de FSH dos animais

controles do Grupo A.

Tabela 3 — Efeitos dos tratamentos A, B e C (controle, diabéticos e diabéticos submetidos a
insulinoterapia, respectivamente) nas concentragdes plasméatica de inibina,
testosterona e FSH e no peso testicular de ratos Wistar machos (98 dias de idade),
48 dias ap0s o inicio do periodo experimental. Sdo Paulo — Sdo Paulo — 2006

A B C
Inibina (pg/mL) 54,28 + 5,67 55,85 + 9,74 42,46 + 6,96
Peso testicular () 3,58 + 0,15° 2,84 +0,41° 3,36 +0,15%
Testosterona (ng/mL) 104,66 + 22,872 67,85 + 27,29° 112,12 + 16,982
FSH (ng/mL) 80,33 £ 0,75% 48,46 + 0,48° 73,48 +0,99°

&P etras diferentes na mesma linha indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos

(Ducan, p<0,05)

No que tange as alteracdes de peso testicular (Grafico — 9), os resultados
demonstraram que os animais diabéticos (GB), apresentaram uma média de peso
testicular inferior aos animais dos outros grupos do experimento (GA — média de
peso testicular = 3,58 + 0,15 gramas / GB — média de peso testicular = 2,84 + 0,41
gramas / GC — média de peso testicular = 3,36 + 0,15 gramas). Através da avaliacao
comparativa entre os trés grupos desse estudo, foi possivel constatar que a
insulinoterapia foi capaz de manter o peso e o tamanho testicular préximos da
normalidade, pois nos animais diabéticos que receberam insulinoterapia (GC —
média de peso testicular = 3,36 + 0,15 gramas), observamos apenas uma discreta
reducdo do peso testicular em relagcdo aos animais do grupo controle (GA — média
de peso testicular = 3,58 + 0,15 gramas). Provavelmente o tamanho e 0 peso

testicular se mostrou inferior nos animais diabéticos (GB), devido a auséncia de
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crescimento corporeo e ou a diminuicdo dos niveis séricos de testosterona

observada nesses animais.
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Gréafico 9 — Efeitos dos tratamentos A, B e C (controle, diabéticos e diabéticos submetidos a
insulinoterapia, respectivamente) sobre o peso testicular de ratos Wistar
machos (98 dias de idade), 48 dias ap0s o inicio do periodo experimental — Sdo
Paulo — S&o Paulo - 2005 — 2006

Os animais diabéticos do presente trabalho apresentaram niveis séricos de
testosterona (GB — 67,85 + 27,29 ng/ml) bastante inferiores em relacdo aos animais
controle (GA - 104,66 £ 22,87 ng/ml) e os animais diabéticos tratados com insulina

(GC -112,11 £ 16,98 ng/ml). (Gréfico 10).

Os mecanismos que levam a reducgdo dos niveis séricos de testosterona nos
ratos diabéticos ainda néo foram cientificamente comprovados e ainda permanecem
inconclusivos, porém um dos mecanismos pertinentes que possa explicar a
diminuicdo dos niveis séricos de testosterona e a diminuicdo da funcgéo testicular,
seria decorrente da acdo direta da hiperglicemia sobre as células testiculares. E
sabido que a hiperglicemia crénica observada no diabetes, desencadeia
mecanismos de lesdo celular (SHERWIN, 1997). O alto nivel de glicose sanguinea
aumenta a glicosilagcao ndo enzimatica de proteinas, ndo apenas da hemoglobina
como também das proteinas séricas, proteinas de membrana, as glicoproteinas de
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baixa densidade (LDL), as proteinas dos nervos periféricos (tubulina) e as proteinas
estruturais. Enfim a hiperglicemia crénica induz modificagcbes disseminadas das
proteinas celulares e estruturais que contribuem no comprometimento da funcgéo
celular. Os produtos finais da glicosilagcao avancada (PFGA), se depositam nos
tecidos levando a consequéncias funcionais adversas nas células (SHERWIN,
1997). Outro mecanismo bioguimico pelo qual a hiperglicemia pode comprometer a
func@o celular, envolve a via do poliol, através da qual a glicose nao fosforilada &
reduzida a sorbitol pela aldose redutase. O acumulo de sorbitol exerce efeitos
osmoticos, podendo resultar em leséo celular. A ativacdo da via do poliol é regulada
pela concentracdo intracelular de glicose, por conseguinte, varia de acordo com 0s
niveis de glicose nos tecidos que ndo dependem de insulina, como por exemplo, 0s
testiculos (SHERWIN, 1997). Logo a diminuicdo dos niveis séricos de testosterona
contatados nos ratos diabéticos desse experimento (GB), podem ser decorrentes de
lesBes nas células testiculares, consequientes da ativacdo dos mecanismos de leséo
celular causado pela hiperglicemia cronica. Contudo observamos que a reposicao de
insulina através da administracdo exdégena impediu a queda dos niveis de
testosterona sérica (GC), contudo conclui-se que; € possivel que a normalizacéo dos
niveis de glicemia seja capaz de amenizar ou talvez até impedir o aparecimento de
lesBes nas células testiculares nos pacientes diabéticos, mantendo dessa forma a
producdo de testosterona dentro dos padrdes da normalidade. Porém outro
mecanismo que explicaria a diminuicdo dos niveis de testosterona e diminuicdo da
funcao testicular nos ratos diabéticos foi sugerido por Atlay et al. (2003). Segundo
esse autor a neuropatia diabética, seria responsavel por alteragbes funcionais no
hipotalamo e hipdfise, levando a uma faléncia testicular secundaria, decorrentes de
disfuncdes no eixo neuroenddcrino hipotalamo, hipéfise e gbnadas. Provavelmente a
disfuncdo do eixo neuroendocrino hipotalamo, hipéfise e gdnadas induzida pelo
diabetes leva a diminuicdo da resposta hipofisaria a0 GNRH, com diminuicdo da
secrecdo de gonadotropinas (FSH e LH) e consequentemente diminuicdo da funcéo
testicular e diminuicdo da producdo de testosterona. Bucholtz et al. (2000)
demonstrou indicios que a insulina é capaz de modular a secrecdo de LH e de
estimular a producéo de esterodides, com isso esse mesmo autor levantou a hipotese
de que o hipoinsulinismo observado no diabetes contribua para a diminuicdo dos

niveis séricos de LH e de testosterona.
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A testosterona produzida nas células de Leydig vai, desde o intersticio que
circunda as células de Leydig, para trés areas; vasos sanguineos, vasos linfaticos ou
tubulo seminifero. A maior parte da testosterona € transportada desde a célula de
Leydig via sistema vascular sanguineo. A presenca de varias proteinas plasmaticas
incluindo a globulina ligadora de horménio sexual € importante ndo s para o
transporte, mas também para a secrecdo de testosterona. Na auséncia ou reducéo
das proteinas plasmaticas ligadoras de testosterona, a producdo de testosterona,
diminui. Isso sugere que concentracfes aumentadas de testosterona no intersticio
inibam a producao de testosterona (STABENFELDT; EDQVIST, 1996). Através das
afirmacdes desses autores, podemos levantar, outra hipétese que possa contribuir
para a explicacdo das baixas concentracbes de testosterona observadas pacientes
diabéticos. E sabido que pacientes diabéticos apresentam um aumento da
glicosilacao de proteinas (SHERWIN, 1997), logo se pressupde que as
concentracdes de proteinas plasmaticas nesses pacientes estejam baixas, devido o
alto consumo necessario para a alta taxa de glicosilacao protéica. Contudo, segundo
esses autores, pode-se levantar a hipdtese de que pacientes diabéticos podem
apresentar uma diminuicdo significativa das proteinas plasmaticas, conseqientes a
alta taxa de glicosilacao protéica. Logo, a reducao das proteinas plasmaticas resulta
na em diminuicdo das proteinas ligadoras de testosterona, que por seguinte
resultam em reducédo da producao de testosterona. Porém, para tornar essa hipétese
verdadeira, serd necessario mais estudos, acerca da fisiopatogenia do diabetes,
envolvendo a comprovacao da ligacdo dessa doenca com a reducdo das proteinas

plasmaticas e por seguinte reducao da producéo de testosterona.
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Grafico 10 — Efeitos dos tratamentos A, B e C (controle, diabéticos e diabéticos submetidos a
insulinoterapia, respectivamente) sobre os niveis plasmaticos de testosterona
de ratos Wistar machos (98 dias de idade), 48 dias ap6s o inicio do periodo
experimental — S&o Paulo — S&o Paulo - 2005 — 2006

Apesar da funcdo hormonal das células de Leydig se mostrarem
comprometida através da diminuicdo dos niveis séricos de testosterona nos animais
diabéticos, a funcdo hormonal das células de Sertoli parecem nao sofrer alteracdes
nos pacientes diabéticos, pois conforme os resultados obtidos neste experimento, 0s
valores de inibina B demonstraram-se dentro da normalidade nos ratos diabéticos.
(GB — média dos niveis séricos de inibina B = 55.85 + 9,74 pg/ml) quando
comparado aos animais controle (GA — média dos niveis séricos de inibina B = 54,28
+ 5,67 pg/ml). (Gréfico 11).

Apesar de termos observado nesse estudo que aparentemente o diabetes
mellitus ndo afeta a funcdo hormonal das células de Sertoli, € extremamente
importante a realizacdo de mais estudos que avaliem se o diabetes é capaz de
provocar algum tipo de lesé&o nessas células e até que ponto a sua funcdo pode ser
comprometida por essa doenca.

As células de Sertoli sdo importantes no controle do desenvolvimento das
células germinativas, tanto a respeito da funcdo nutritiva quanto da funcédo

reguladora (controle da passagem de moléculas). Além disso, a barreira
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hematotesticular, formada principalmente pelos complexos “tight junctional” das
células de Sertoli, tem como funcdo a protecdo das células hapléides. Como o
espermatozoide se torna hapléide durante sua formacgdo, ele ndo € reconhecido
como “proprio” pelos mecanismos gerais de defesa do organismo (STABENFELDT;
EDQVIST, 1996).

E sabido que a insulina protege o corpo contra a hipercalemia pela
estimulacdo da entrada de potdssio nos musculos e adipdcitos. Portanto o0s
pacientes diabéticos com hipoinsulinismo tendem a apresentar altos niveis de
potassio no sangue (DICKSON, 1996). Todavia, em situacdes fisiologicas (animais
sadios), as células de Sertoli secretam seletivamente ions de potassio para dentro
do espaco abluminal, o potdssio é importante nesse caso para a manutencdo dos
espermatozoides em um estado de quiescéncia, altas concentracdes de potassio
sao inibidoras da motilidade espermatica (STABENFELDT; EDQVIST, 1996).

Cameron ect al., 1985 realizou bidpsia testicular e examinou a morfologia
testicular de ratos e homens diabéticos, detectando diminuicdo do diametro dos
tubulos seminiferos, hialinizacdo das paredes tubulares, oclusdo do lGmen por debris
celulares, vacuolizacéo das células de Sertoli e Leydig, alteracbes microvasculares e
invasdo de colageno extracelular no compartimento intersticial testicular (CAMERON
et al., 1985).

Segundo Seetialakshmi et al. (1987), o diabetes mellitus em ratos, leva a
diminuicdo do diametro dos tubulos seminiferos, da contagem de espermatozoides e
da motilidade espermatica. Seethalakshmi et al. (1987), observaram que os ratos
diabéticos que receberam insulinoterapia isolada e associacdo de insulina e
testosterona, apresentaram reversdao do didmetro dos tubulos seminiferos e da
motilidade espermatica, ja os ratos diabéticos que receberam apenas testosterona
exdgena, ndo apresentaram reversao da motilidade espermética. Porém, esse ultimo
grupo apresentou reversdo do didmetro dos tubulos seminiferos e contagem do

namero de espermatozdides.

Portanto considerando as afirmacdes de Stabenfeldt e Edqvist, 1996, sobre a
funcéo reguladora das células de Sertoli e a hipotese de que o diabetes pode causar
alteragbes funcionais nas células de Sertoli, baseado nas alteracbes de
histopatologia testicular de diabéticos observadas por Cameron et al., 1985, pode-se

levantar uma nova hipétese que ajude a explicar a diminuicdo da motilidade
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espermatica demonstrada por Seetialakshmi et al. (1987). Logo, a diminuicdo da
motilidade espermatica em pacientes diabéticos, pode ser decorrente da associagao
entre a hipercalemia e diminuicdo da funcdo reguladora das células de Sertoli.
Contudo, sdo necesséarios mais estudos para avaliar se a funcdo reguladora da
célula de Sertoli é realmente afetada pelo diabetes.

A célula de Sertoli é também a principal fonte do liquido que € secretado para
dentro do liumen do tubulo seminifero (STABENFELDT; EDQVIST, 1996), logo
alteragcfes na funcao reguladora dessas células em diferentes niveis de gravidade,
podem resultar na perda do controle da passagem de moléculas para dentro do
limen do tdbulo seminifero, podendo levar a alteracbes bioquimicas no liquido
luminal. Alteragdes bioquimicas do liquido luminal podem afetar de diversas
maneiras 0s espermatozoéides, ndo s6é podendo levar ao comprometimento dos
processos relacionados a fecundacdo como também podendo até gerar

consequéncias diversas para os respectivos descendentes.
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Gréafico 11 — Efeitos dos tratamentos A, B e C (controle, diabéticos e diabéticos submetidos a
insulinoterapia, respectivamente) sobre os niveis de Inibina B de ratos Wistar
machos (98 dias de idade), 48 dias ap0s o inicio do periodo experimental — S&o
Paulo — S&o Paulo - 2005 — 2006
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Através da avaliacdo dos niveis séricos de FSH (Grafico - 12), foi constatado
gue os animais diabéticos do Grupo B, apresentaram niveis séricos de FSH
inferiores aos niveis observados nos animais normais (GA), sugerindo que ocorre
uma diminuicdo na secrecdo de FSH nos animais diabéticos (GB). Conforme

anteriormente observado por Seethalakshmi et al. (1987).

Os valores de FSH obtidos a partir dos animais diabéticos com insulinoterapia
(GC) se mostraram proximos, porém estatisticamente inferiores, aos valores de FSH
dos animais controles do Grupo A, indicando que a insulina néo foi capaz de evitar a

diminuigc&o dos niveis de FSH de animais com diabetes induzida.
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2| etras diferentes indicam diferencas estatisticas entre os tratamentos (Duncan, p<0,05)

Gréafico 12 — Efeitos dos tratamentos A, B e C (controle, diabéticos e diabéticos submetidos a
insulinoterapia, respectivamente) sobre os niveis plasmaticos de FSH de ratos
Wistar machos (98 dias de idade), 48 dias ap0s o inicio do periodo experimental
— S&o Paulo — S&o Paulo - 2005 - 2006
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Por fim os resultados obtidos neste estudo a partir da avaliacdo dos niveis
séricos de Inibina B e FSH dos animais diabéticos sem insulinoterapia (GB), se
tornam significativamente contraditérios. Pois o estimulo para a producdo de inibina
B pelas células de Sertoli dos testiculos sao principalmente altas concentracdes
sanguineas de FSH, consequentemente, a inibina B produzida nos testiculos age
nas células hipofisarias, (Gonadotropicos), suprimindo a secrecdo de FSH
(ANDERSSON et al., 1998; KISHI et al., 2000), portanto a alta atividade da célula de
Sertoli esta relacionada as concentracdes baixas de FSH, portanto um dos sinais de
que 0 processo espermatogénico esta diminuido; pelo menos no que concerne a
atividade da célula de Sertoli, € um elevado nivel de FSH no macho (SWENSON;
REECE; DUKES, 1996).

Logo serdo necessarios mais estudos para compreendermos melhor o
comportamento e os mecanismos de secrecdo desses dois hormdnios nos animais

diabéticos.
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7 CONCLUSOES

Através dos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que o
diabetes mellitus leva ao aumento da glicemia, auséncia de crescimento corpéreo,
diminuicdo do peso e tamanho testicular e diminuicdo das concentracdes séricas de
testosterona e FSH. Porém através da avaliacao dos niveis séricos de inibina B, foi
constatado que o diabetes ndo promove nem reducdo, nem aumento das
concentracdes séricas desse horménio.

Conclui-se também que a reposicao exdégena de insulina foi capaz de impedir
a auséncia de crescimento corpéreo, reducado do peso testicular, diminuicdo dos
niveis de testosterona e FSH, porém apesar da insulinoterapia ter impedido a
auséncia de crescimento corporeo, nao foi capaz de impedir o atraso no
desenvolvimento corpéreo observado nos animais do grupo C (GC) nos primeiros

vinte dias do experimento.
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