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RESUMO

LISBOA NETO, A. F. S. Efeito do Letrozol sobre areproducéo de machos da
espécie ovina. 2020. 112 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2020.

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar o efeito de um inibidor de aromatase néo
esteroidal (letrozol) sobre os niveis séricos de testosterona e estradiol, circunferéncia
escrotal, morfologia testicular, qualidade seminal, imunolocalizacdo e expresséao da
enzima P450 aromatase em testiculos de carneiros adultos. Para isso 12 animais
foram aleatoriamente divididos em quatro grupos: G1: controle de 30 dias, G2:
controle de 60 dias, G3: tratado de 30 dias e G4: tratado de 60 dias. O experimento
foi dividido em duas etapas: na primeira etapa 9 carneiros adultos foram
aleatoriamente divididos em 3 grupos, cada um contendo 3 animais. Cada grupo
tomou por via oral uma dose de 0,1mg/kg, 0,5mg/kg e 1,0mg/kg de letrozol,
respectivamente. Antes da aplicacéo das doses, uma amostra de sangue foi coletada
através de puncao da veia jugular e apés 30 minutos, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h,
24h, 48h, 72h, 96h, 120h, e 144h da administracdo do medicamento. A dosagem dos
horménios foi feita por radioimunoensaio. No segundo experimento a dose de 0,5
mg/kg foi administrada para os grupos diariamente por via oral e 0s grupos controles
receberam placebo também por via oral. Foram feitas medidas de circunferéncia
escrotal e coleta de sémen antes do inicio do experimento, bem como aos 30 e 60
dias apos aplicacédo diaria do letrozol. As amostras de testiculos foram submetidas ao
processamento para imunohistoquimica, histologia, microscopia eletrénica de
transmissao e extracado de RNA para realizacdo de PCR em tempo real e o sémen foi
avaliado por meio de testes convencionais, funcionais e microscopia eletronica de
transmissdo. Os resultados mostraram que a aplicacdo de apenas uma dose do
inibidor da aromatase por via oral causou modificacdes significativas nos niveis
séricos de estradiol. A circunferéncia escrotal foi aumentada com o tratamento, bem
como o diametro dos tubulos seminiferos. Nao foram observadas altera¢cdes nos
parametros de cinética espermatica e nem alteracbes ultraestruturais. A
imunolocalizacdo da P450 arom nos testiculos dos animais tratados com letrozol foi
mais forte nas células de Leydig e nos espermatdécitos. A expressao do gene CYP19
aumentou aos 30 dias de tratamento e aos 60 dias o0s niveis relativos de expressao

da aromatase tiveram uma diminuicdo. Conclui-se com base nos resultados



encontrados na presente pesquisa que o tratamento com o inibidor de aromatase néo
esteroidal (letrozol) por via oral causa modificacdes nos niveis séricos de estradiol,
aumenta os parametros de circunferéncia escrotal, aumenta o didametro dos tubulos
seminiferos, causa modificacdes na expressdo do gene CYP19, mantém ativos os
sitios de imunolocalizacdo da aromatase nos testiculos, ndo interferindo na qualidade

seminal de carneiros adultos tratados com 0,5mg/kg.

Palavras-chave: Avaliacdo seminal. CYP19. Estradiol. Imunohistoguimica. PCR em

tempo real.



ABSTRACT

LISBOA NETO, A. F. S. Effect of letrozole on the reproduction of males of the
sheep species. 2020. 112 f. Tese (Doutorado em Ciéncias) — Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Sao Paulo, 2020.

Positive immunolocalization and expression of the enzyme P450 aromatase (P450
arom) in the testicles is indicative of local estradiol synthesis. The aim of this research
was to evaluate the effect of a nonsteroidal aromatase inhibitor (letrozole) on serum
testosterone and estradiol levels, scrotal circumference, testicular morphology,
seminal quality, immunolocalization and expression of the enzyme P450 aromatase in
adult sheep testicles. For this12 animals were randomly divided into four groups: G1:
control of 30 days, G2: control of 60 days, G3: treated of 30 days and G4: treated of
60 days. The experiment was divided into two stages: in the first stage 9 adult sheep
were randomly divided into 3 groups, each containing 3 animals. Each group took orally
a dose of 0.1mg/kg, 0.5mg/kg and 1.0mg/kg of letrozole, respectively. Before the
application of doses, a blood sample was collected through puncture of the jugular vein
and after 30 minutes, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 10am, 12h, 24h, 48h, 72h, 96h, 120h, and
144h after. The dosage of hormones was performed by radioimmunoassay. In the
second experiment the dose administered to the groups was 0.5 mg/kg daily orally and
the control groups received placebo also orally. Measurements of scrotal
circumference were taken before the beginning of the experiment and semen
collection, as well as at 30 and 60 days of daily application of letrozole. Test samples
were submitted to processing for immunohistochemistry, transmission electron
microscopy and RNA extraction for real-time PCR and semen was evaluated by
conventional and functional tests and transmission electron microscopy. The results
showed that the application of only one dose of the aromatase inhibitor orally caused
significant changes in serum estradiol levels. The scrotal circumference was increased
with treatment, as well as the diameter of the seminiferous tubules, however, no
alterations in the parameters of sperm kinetics were observed. The immunolocalization
of P450 arom in the testicles of animals treated with letrozole was stronger in Leydig
cells and spermatocytes. Cypl9 gene expression increased at 30 days of treatment,
but at 60 days the relative levels of aromatase expression decreased. It is concluded
based on the results found in the present research that treatment with nonsteroidal

aromatase inhibitor (letrozole) orally causes changes in serum estradiol levels,



increases the parameters of scrotal circumference, increases the diameter of the
seminiferous tubules, causes changes in the expression of the CYP19 gene, keeps
active the immunolocalization sites of aromatase in the testicles, not interfering in the

seminal quality of adult sheep treated with 0.5mg/kg.

Keywords: Seminal evaluation. CYP19. Estradiol. Immunohistochemistry. REAL-time
PCR.
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1 INTRODUCAO

As biotecnologias aplicadas a reproducéao animal contribuiram com o avanco
do melhoramento genético de rebanhos destinados a producdo. Nesse sentido, a
ovinocultura vem se destacando em todos os continentes, com excecao da Antartida,
principalmente por apresentarem facilidade de adaptacdo aos diferentes tipos de
relevo, clima e vegetacdes (VIANA, 2008; LISBOA NETO, 2015). Apesar da evolucao
de biotecnologias relacionadas a inseminacao artificial em animais domésticos nos
altimos anos, essa técnica ainda é pouco difundida nos pequenos ruminantes (MAIA,
2015).

A selecdo do reprodutor é feita através da determinacdo da libido e de sua
capacidade fecundante, caracteristicas seminais e consequentemente a viabilidade
espermética. Os 6rgdos do sistema reprodutor masculino incluem um par de gbnadas,
os testiculos, responsaveis pela espermatogénese e esteroidogénese (GABALDI e
WOLF, 2002); o epididimo que possui a funcdo de armazenamento, transporte e
maturacdo dos espermatozoides; o ducto deferente e as glandulas genitais
acessoOrias; a uretra que transporta tanto o sémen quanto a urina; e 0 pénis
(ELLENPORT, 1986; DYCE et al., 2004). No testiculo ocorre a producao,
armazenamento e transporte de espermatozoides, configurando sua funcao exdécrina,
e a producdo dos horménios andrégenos regulados por uma atividade enddécrina,
(MURTA et al., 2013).

A espermatogénese é um processo complexo de extrema importancia para a
fertilidade masculina (SCHLATT et al.,, 2016), envolvendo interacdes entre os
elementos estruturais dos testiculos e o sistema endécrino (MCLACHLAN, 2000), em
gue as espermatogonias sofrem mitose, meiose e espermiogénese (SURESH et al.,
2015). Esse processo é mediado por horménios que interagem com 0 eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal, tendo seu inicio na vida pré-natal e continua na
puberdade até a vida adulta (MCLACHLAN, 2000). Um hormdnio é uma substancia
guimica organica, produzido pelo tecido glandular enddcrino em parte do corpo ou em
um 6rgao e transferido pelo sangue, linfa ou fibras nervosas a uma distancia de seu
local de ac&o para outra parte do corpo ou para outro 6rgdo que ele excita ou inibe
(VENZKE, 1986; HAFEZ e HAFEZ, 2004).
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O desenvolvimento reprodutivo normal em mamiferos € criticamente
dependente de propriedades reguladas pela biossintese dos hormdnios esteroides,
sendo que o balanco entre a producdo de andrégenos e estroégenos, além de estar
relacionado com esse desenvolvimento, relaciona-se diretamente com o estado
fisiologico e bem-estar em ambos os sexos (CONLEY e HINSHELWOOD, 2001).

O colesterol é o precursor dos hormdnios esteroides sexuais (SANTOS et al.,
2015). Os andrégenos e estrégenos séo sintetizados pelas enzimas microssomais
17a-hidroxilase/17,20-liase (P450c17) e aromatase citocromo P450 (P450arom),
respectivamente (PRAPORSKI et al., 2009). Uma possivel falha nesse balanco pode
causar alteracbes no desenvolvimento normal levando a varias alteragcdes no
desenvolvimento da genitalia externa (YANG et al., 2010).

A maioria das enzimas esteroidogénicas sdo membros do grupo oxidase
citocromo P450, que sdo enzimas oxidativas, possuindo cerca de 500 aminoacidos e
contém um unico grupo heme (MILLER, 2009). A P450 arom esta presente no reticulo
endoplasmatico de grande parte dos tecidos do corpo. Estudos em seres humanos,
tem enfatizado seu papel no processo de diferenciacdo sexual, na formacdo da
estrutura éssea e no metabolismo lipidico (CARREAU et al., 2006). Em adicao, a P450
arom é um complexo enzimético que catalisa a sintese de estrogenos a partir de
androgenos, tendo um potencial Unico que influencia o equilibrio entre hormdnios
esteroides sexuais (CONLEY e WINSHELWOOD, 2001).

Nas gonadas masculinas a P450 arom desempenha um papel importante na
conversdo de andrégenos em estrogenos. Esse processo € crucial para a
manifestacdo do potencial de fecundacao dos espermatozoides. Carreau et al. (2012)
estudaram o papel da sintese de estrogeno sobre a fertilidade do macho e relataram
o papel da P450 arom no processo espermatogénese e na qualidade do sémen. Além
disso, a biossintese de estrdgenos em espermatozoides ejaculados € um processo
autdbnomo que pode influenciar a funcdo espermética (SAID et al., 2014).

Durante muito tempo os estrogenos foram considerados hormonios exclusivos
do sexo feminino, entretanto seu papel na diferenciacdo, espermatogénese e
esteroidogénese é apoiado por investigacdes feitas em humanos e roedores, sendo
necessarios para a realizacdo das fungfes testiculares normais (LARDONE et al.,
2010).

Os estrégenos possuem 18 atomos de carbono e sdo substancias que podem

ser produzidas a partir de androgenos em células da camada granular do foliculo
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ovariano. Além disso, podem ser sintetizados a partir dos testiculos por intermédio da
aromatase (SIMPSON et al., 2002), nos tubulos seminiferos e células germinativas
(HESS, 2003; SIMPSON et al.,2005; CARREAU et al., 2006).

O estudo pioneiro sobre a presenca de estrégenos em machos foi
documentado por Zondek em 1934, mostrando a presenca de estrégenos na urina de
garanhdes (CARREAU et al., 1999).

Através da diminuicdo dos niveis de estrégeno enddgeno no intervalo poés-
natal, & possivel aumentar o nimero de células de Sertoli e consequentemente a
capacidade de producédo de espermatozoides pelos testiculos (BERGER e CONLEY,
2014). Esses efeitos podem ser obtidos através da utilizacdo de agentes que
blogueiam a biossintese de estrégeno pela supressao da atividade da aromatase
(BUZDAR et al.,, 2006). Os inibidores da aromatase tém sido utilizados em
experimentos para avaliar os efeitos do estradiol no organismo (BERTELLI, 2005).
Eles foram primariamente desenvolvidos como uma estratégia comprovadamente
eficaz, no sentido de reduzir os niveis séricos de estrogenos em mulheres apds a
menopausa. Eles impedem a aromatizacdo dos andrégenos em estrogenos,
especificamente a conversdo de testosterona e androstenediona em estradiol e
estrona, respectivamente (SAAD et al., 2002).

O primeiro inibidor de aromatase utilizado em estudos clinicos foi a
aminoglutetimida, desenvolvida inicialmente para tratar mulheres com céncer de
mama (MASAMURA et al, 1995). Estudos realizados por Haynes et al. (2003); Lonning
(2003) e Bhatnagar (2007), comparando os diversos inibidores de aromatase
demonstraram que o letrozol é o mais potente, atuando de forma seletiva e impedindo
a sintese de estrégeno intracelular, podendo reduzir seus niveis em até 99%. O
letrozol inibe a sintese de estrégenos por meio do bloqueio da P450 arom de forma
seletiva, ndo afetando outras vias esteroidogénicas e pode reduzir significativamente
esses niveis hormonais (BHATNAGAR, 2007).

Apesar da existéncia de trabalhos testando a acdo do letrozol sobre a
esteroidogénese e espermatogénese em suinos (RAMESH et al., 2007; BERGER et
al., 2013; ZAMARATSKAIA e BERGER, 2014), garanhdes (STEIN et al., 2002), peixes
(SHEN et al., 2013) e seres humanos (RONDE e JONG, 2011), os estudos envolvendo
a atuacao desse inibidor da aromatase sobre aspectos reprodutivos em ovinos nao
foram encontrados na literatura. Dessa forma, a presente pesquisa mostra, pela

primeira vez, o efeito do letrozol sobre os parametros reprodutivos, tais como
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circunferéncia escrotal, microscopia de luz e eletrénica de transmissao, cinética
espermatica, imunolocalizacéo e expressdo da P450 arom nos testiculos de machos
da espécie ovina, além de um estudo sobre a atuacdo desse medicamento sobre 0s

niveis séricos de testosterona e estradiol.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 REVISAO ANATOMICA

A reproducdo dos mamiferos é regulada e controlada pelos sistemas nervoso
e enddcrino que se relacionam com o hipotalamo, formando o eixo porta-hipotalamo-
hipofisario, coordenando a fungéo das gbnadas. Assim estes sistemas funcionam no
sentido de iniciar, coordenar ou regular as fungbes do sistema reprodutivo. O
hipotalamo compreende a regido do terceiro ventriculo cerebral, estendendo desde o
guiasma oOptico aos corpos mamilares. As conexdes neurais existentes nesta regiao
sdo responsaveis pela comunicacdo entre o hipotalamo e o lobo posterior através do
trato hipotalamo-hipofisério e conexdes vasculares entre o hipotdlamo e o lobo
anterior da hipéfise (HAFEZ e HAFEZ, 2004).

A hipdfise € uma glandula pequena, presente em todos os vertebrados. Ocupa
a fossa hipofisaria da sella tarcica no corpo do osso basisfenoide. Sua parte distal
secreta somatotropina, tirotropina, adrenocorticotropina, prolactina e gonadotropinas,
que exercem efeitos sobre as goOnadas, regulando a espermatogénese e a
esteroidogénese (VENZKE, 1986).

Os oOrgaos genitais masculinos compreendem os testiculos, epididimo, ducto
deferente, glandulas acessoérias, pénis e as modificacdes cutaneas escroto e prepucio.
Os testiculos sé@o responsaveis pela formacéo dos espermatozoides e pela sintese de
horménios esteroides sexuais. O epididimo realiza a maturacdo espermatica.
Enquanto o ducto deferente é encarregado pelo transporte dos espermatozoides
prontos até a uretra. As glandulas acessorias secretam os fluidos seminais e o0 pénis
desempenha a funcao de 6rgéo copulador.

Do ponto de vista morfofuncional, os testiculos sao divididos em dois
compartimentos (MARTINS, 2006): no parénquima testicular localizam-se os tubulos
seminiferos que contém o epitélio germinativo, que ocupa 77 a 86% do volume
testicular (QUEIROZ e CARDOSO, 1989; WROBEL et al., 1995), e o tecido intersticial,
formado por tecido conjuntivo ou espaco interlobular onde se localizam as células de
Leydig produtoras de androgenos (EVANS e MAXWEL, 1990).
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O epididimo é dividido em cabeca, corpo e cauda, com fungcéo de transporte,
maturacao e estocagem de espermatozoides. A estocagem acontece na cauda, sendo
que o transporte é feito pelo epitélio ciliado dos ductos eferentes e das contragbes do
ducto epididimario. A maturagdo acontece durante a passagem no epididimo e a
motilidade vai aumentando a medida que os espermatozoides entram no corpo e a
capacidade de fertilizacdo aumenta quando entram em contato com o ambiente da
cauda do epididimo e s6 termina quando os espermatozoides alcangcam o trato genital
feminino (EVANS e MAXWEL, 1990; HAFEZ e HAFEZ, 2004). Durante o processo de
maturacdo o0s espermatozoides sofrem reacdes bioquimicas, além da troca e
reabsorcdo de fluidos, favorecendo a maturacdo e capacitacdo (HAFEZ e HAFEZ,
2004).

As glandulas vesiculares, préstata e glandulas bulbouretrais séo as glandulas
sexuais acessorias (CAMPOS et al., 2003). Juntas formam o plasma seminal, sendo
este um fluido de extrema importancia para a qualidade seminal. As ampolas dos
ductos deferentes sao dilatagBes na sua extremidade uretral, que também possuem a
funcdo de armazenar os espermatozoides antes da ejaculacao (BARIL et al., 1993).

O 6rgao copulador do macho € o pénis. Ele pode ser do tipo musculocavernoso
em carnivoros e equideos ou fibroelastico em suinos e ruminantes (ELLENPORT,
1986), de aspecto cilindrico, estendendo-se desde o arco isquiatico até a regiao
umbilical. Em pequenos ruminantes seu tamanho pode variar de 30 a 40 cm e parte
do seu corpo forma uma estrutura chamada flexura sigmoide (NUNEZ, 1993). O pénis
possui grande inervacgao e € cheio de fibras sensoriais. Sua extremidade possui uma
estrutura denominada apéndice filiforme ou processo uretral, presente apenas nos
pequenos ruminantes. No momento da ejaculacdo o processo uretral gira rapidamente
projetando e aspergindo o sémen na parte anterior da vagina (EVANS e MAXWELL,
1990).
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2.2 CONTROLE DA ESPERMATOGENESE

O controle da espermatogénese se da em trés niveis: 1) fatores reguladores
hipotalamicos, que alcancam a hipdéfise anterior através do sistema de vasos porta-
hipofisarios, comecando com a a¢do do hormoénio liberador de gonadotrofina (GnRH);
2) os hormonios secretados pela hipofise: Hormoénio Luteinizante (LH) e o Horménio
foliculo-estimulante (FSH). Estes horménios estimulam as células de Leydig a
secretarem testosterona e, assim, regular a espermatogénese, respectivamente; 3)
hormdnios sexuais secretados pelos testiculos, que séo coletivamente chamados de
androgénios, como a testosterona em maior quantidade, diidrotestosterona e
androstenediona (GONCALVES et al., 2008). O processo de formacdo dos gametas
masculinos que sao o0s espermatozoides € dividido em trés etapas: a
espermatogoniogénese, a espermatocitogénese e a espermiogénese. A
espermatogoniogénese ocorre ainda durante a fase embriondria, onde certas células
sdo selecionadas como progenitoras de gametas. Nesta fase as células, que sao
diploides e indiferenciadas, comegcam a se multiplicar por sucessivas mitoses
originando as espermatogbnias. A primeira divisdo origina duas outras
espermatogbnias também diploides, sendo que uma delas permanecera de reserva
substituindo a espermatogdnia que iniciou 0 processo, chamada de espermatogdnia
tronco. A outra espermatogénia (do tipo A) sofrera varias transformacoes, até o tipo
intermediaria e espermatog6nia do tipo B (GONCALVES et al., 2008).

Na fase de espermatocitogénese, 0s espermatdicitos primarios resultantes da
divisdo das espermatogdnias do tipo B entram em meiose, que se inicia a partir da
puberdade (GONCALVES et al., 2008). Os espermatocitos primarios duplicam seu
DNA e passam por progressivas modificagdes nucleares da profase meiética que se
subdivide em cinco fases denominadas de pré-leptoteno, leptoteno, zigoteno,
paquiteno e dipléteno antes da divisdo para formar os espermatécitos secundarios.
Esses espermatdcitos secundarios se dividem para formar as espermatides, que séo
células haploides (GONCALVES et al., 2008; HAFEZ e HAFEZ, 2004; O’'DONNEL et
al., 2001; GRIER et al., 2000).

Na espermiogénese, as espermatides arredondadas séo transformadas em

espermatozoides por meio de uma série de transformagbes morfologicas
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progressivas, incluindo a condensacao da cromatina nuclear, formacéo da cauda do
espermatozoide e desenvolvimento do acrossoma (HAFEZ e HAFEZ, 2004),
remodelacdo e alongamento do nucleo e a remocdo do citoplasma antes do
lancamento da espermatides durante a espermiacdo (LEBLOND e CLERMONT,
1952).

A espermiacdo consiste na liberacdo dos espermatozoides no limen dos
tubulos seminiferos (RUSSELL, 1993). Apos a liberacdo dos espermatozoides, 0s
residuos sdo fagocitados pelas células de Sertoli, reciclando os componentes
protoplasmaticos. Este evento garante a constante liberacdo e transporte de
espermatozoides (HAFEZ e HAFEZ, 2004; JOHNSON, 1991).

Assim, a espermatogénese ocorre em ciclos divididos em diferentes segmentos
do epitélio seminifero, sendo que é possivel constatar a presenca da mesma
associacao celular em um dado segmento do epitélio seminifero, ocorrendo dessa
forma, pelo menos um ciclo espermatogénico completo em cada segmento. O
processo completo da espermatogénese varia de acordo com a espécie
(GONCALVES et al., 2008).

O controle da espermatogénese é feito de modo enddocrino ou paracrino. A
secrecdo de GnRH pelo hipotalamo estimula a hipdéfise a sintetizar FSH e LH e uma
acao da testosterona, produzida pelas células de Leydig nos testiculos (KRETSER et
al., 1998). Esses horménios sdo responsaveis pela diferenciacdo sexual, ciclo
reprodutivo dos mamiferos (SANTOS et al., 2015) e pelos mecanismos de feedback
positivo e negativo entre as gbnadas e o0 eixo hipotalamico-hipofisario (COSTANZO,
1998; NORMAN e LITWACK, 1997).

Assim, para o inicio e manutencdo da espermatogénese € necessaria a
secrecao de gonadotrofinas provenientes da hipéfise, sendo que o eixo hipotalamico-
hipofisario-testicular faz parte desse mecanismo (O’'DONNEL et al., 2001). A
testosterona € produzida pelas células de Leydig em resposta a estimulacédo pelo
horménio luteinizante (LH) e atua como um fator paracrino que se difunde para dentro
dos tubulos seminiferos. De forma contraria, a testosterona que € necessaria para a
manutencdo da espermatogénese e fertilidade dos machos (SMITH e WALKER,
2014), envia um feedback negativo sobre o hipotdlamo e a hipdfise, regulando a
secrecdo de gonadotrofinas (O'DONNEL et al., 2001). A inibina, produzida pelas
células de Sertoli, exerce feedback negativo para a producédo de FSH, bloqueando
sua producao pela hipéfise (STANBENFELD e EDQVIST, 1996).
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2.3 ATUACAO DOS INIBIDORES DE AROMATASE SOBRE OS TESTICULOS

Os testiculos de adultos possuem dois papéis importantes que sdo a producao
de espermatozoides e a secrecao de testosterona, que é necessaria também para a
expressdo das caracteristicas sexuais secundarias. Essas funcdes sdo dependentes
de um estimulo produzido pelas gonadotrofinas, que sdo o Hormonio Foliculo
Estimulante (FSH) e o Horménio Luteinizante (LH) produzidos pela hipdfise,
estimulados pelo Horménio Liberador de Gonadotrofinas (GnRH), produzido pelo
hipotalamo. Dessa forma, em machos vertebrados, a testosterona que é secretada
pelas células de Leydig induzida pelo estimulo de LH, é critica para a
espermatogénese e estimula outros tragos reprodutivos (MCLACHLAN et al., 1996).

Dentre as varias caracteristicas importantes que esse hormonio exerce sobre
o corpo, desde a manifestacdo das caracteristicas sexuais secundarias, a
testosterona possui papel importante na manutencdo da barreira hemato-testicular
(MENG et al., 2005), induz a meiose e o desenvolvimento pés-meiético de células
germinativas (DOHLE et al., 2003) e inibe a apoptose de células germinativas (SINGH
et al., 1995).

A aromatase € uma enzima que catalisa a etapa final da biossintese de
estrogenos (BHATNAGAR, 2007) e estd presente no reticulo endoplasmatico de
grande parte dos tecidos do corpo (CARREAU et al., 2006), incluindo as gbnadas
masculinas (CARREAU et al.,, 2012), tendo um potencial Unico que influencia o
equilibrio entre os hormdnios esteroides (CONLEY e WINSHELWOOD, 2001),
responsaveis pelo mecanismo de feedback positivo e negativo entre as gbnadas e o
eixo hipotalamico-hipofisario (COSTANZO, 1998).

Os hormonios esteroides sdo substancias essenciais no controle endécrino e
estdo envolvidos na diferenciacdo sexual e nos processos reprodutivos em mamiferos
(CONLEY e HINSHELWOOD, 2001), podendo ser produzidos pelas gonadas
masculinas e femininas, glandulas adrenais, e durante a gestacdo pela placenta
(SANTOS et al., 2015). Esses hormbnios sdo responsaveis pelo mecanismo de
feedback positivo e negativo existente entre as gbnadas e o eixo hipotalamico-
hipofisario (COSTANZO, 1998).

Os testiculos sdo compostos pelos tubulos seminiferos e o espago intersticial,

situado entre os tubulos. As células germinativas sdo rodeadas e nutridas pelo
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citoplasma das células de Sertoli nos tubulos seminiferos. As células de Leydig que
sintetizam testosterona estdo presentes somente no espaco intersticial. A enzima
priméria envolvida na esteroidogénese testicular, a 3B3-HSD (hydroxysteroid
dehydrogenase), € um marcador para a capacidade funcional das células de Leydig.
No entanto, é tradicionalmente bem aceito que em machos adultos as células de
Leydig também sintetizam estrogenos, no entanto em animais imaturos, as células de
Sertoli séo as responsaveis pela sintese de estrégenos (TSAI-MORRIS et al., 1985).

Dentro dos testiculos de ratos, as células de Leydig expressam aromatase, bem
como células de Sertoli imaturas. As células de Leydig séo o maior sitio de sintese de
estrogenos em testiculos de ratos adultos, contudo em ratos jovens existe baixa
atividade de aromatase nessas células (TSAI-MORRIS et al., 1985).

No entanto, muitos estudos envolvendo a inibicdo da aromatizacdo tem
mostrado um consistente e rapido aumento nas concentracfdes de testosterona, com
aproximadamente 50% em humanos (BHATNAGAR et al., 1992; TRUNET et al. 1993;
HAYES et al., 1999), primatas (ELLINWOOD et al., 1984; SHETTY et al., 1998) e caes
(JUNIEWICZ et al., 1988).

O primeiro inibidor de aromatase utilizado em estudos clinicos foi a
aminoglutetimida, que foi desenvolvida inicialmente para tratar mulheres com cancer
de mama (MASAMURA et al., 1995), contudo esse medicamento mostrou pouca
seletividade para o bloqueio da aromatase (HAUSLER et al., 1989), inibindo a sintese
de cortisol, aldosterona e hormonio tireoide (PITTMAN e BROWN, 1966) e induzindo
a sintese de enzimas hepaticas (MURRAY et al., 1993).

A segunda geracdao de inibidores de aromatase inclui o inibidor ndo esteroidal
fadrozole e o inibidor esteroide formestano (BHATNAGAR, 2007). O fadrazole foi
considerado superior a aminoglutetimida em termos de poténcia, seletividade e
seguranca (SANTEN et al., 1991).

Winter et al. (1983) estudaram a importancia da conversao da testosterona em
estradiol sobre o controle da secrecdo de gonadotrofinas em caes usando o inibidor
de aromatase aminoglutetimida. Os autores perceberam que a aromatizacdo da
testosterona em estradiol € um passo necessario para a regulacéo dos niveis de LH.

Os niveis da relacdo testosterona-estradiol melhoram em homens inférteis
durante o tratamento com inibidores de aromatase. Um estudo realizado em homens
inférteis, testou os efeitos do inibidor de aromatase anastrozole e testolactona sobre

0s parametros seminais e perfis hormonais com relacdo testosterona-estradiol



32

anormais. Os resultados mostraram um aumento na concentragao espermatica, indice
de motilidade dos espermatozoides. Além disso, um melhoramento nos parametros
hormonais também foi notado. Essas mudancas sugerem que homens inférteis com
uma baixa relagéo testosterona-estradiol sérica podem ser tratados com inibidores de
aromatase, como anastrozole e testolactona (RAMAN e SCHLEGEL, 2002).

Em peixes o0 sexo pode ser revertido na fase indiferenciada pela administracéao
de estrégeno exdgeno ou bloqueio da sintese de estrogénio endégeno com inibidores
de aromatase. Isso pode ser amplamente utilizado para o controle do sexo na
aquicultura (LI et al., 2018).

Homens com defeitos na producdo espermatica possuem excesso de atividade
de aromatase, refletida por baixa concentracdo de testosterona e elevados niveis de
estradiol sérico. Dessa forma os inibidores de aromatase podem aumentar a producéo
de testosterona enddgena e niveis de testosterona sérica (SCHLEGEL, 2012).

Estudos envolvendo a inibicdo crénica da aromatizacdo em ratos, caes ou
primatas tiveram resultados diferentes. A administragéo de letrozol em ratos machos
adultos por 6 meses foi relatada néo ter efeitos sobre os testiculos, mas o tratamento
de cdes por 3 meses resultou em hiperplasia/hipertrofia das células de Leydig e
blogueio da espermatogénese (JUNKER WALKER e NOGUES, 1994). Isto estd em
contraste com o tratamento de cédes com fadrozole por 6 meses, em que nao teve
efeito sobre a contagem esperméatica ou morfologia testicular (JUNIEWICZ et al.,
1988). Tratamento de macacos adultos a longo prazo com um analogo do letrozol
resultou em uma reducao de 90% na producdo espermatica depois de um tratamento
por 55 dias; a analise de citometria de fluxo demostrou uma reducdo no nimero de
esperméatides alongadas e arredondadas, implicando um defeito na espermiogénese
(SHETTY et al., 1998).

No estudo de Turner et al. (2000), o tratamento com anastrozole em ratos
adultos induziu um aumento de 50% nas concentracdes de testosterona, o que é
similar ao observado em cées, primatas e humanos, sugerindo que o rato macho néo
difere dessas espécies nesse aspecto. O peso dos testiculos foi significativamente
aumentado pelo tratamento crénico com anastrozole, no entanto, para a maioria dos
animais, nao foi observada deficiéncia na espermatogénese. Ocasionalmente foram
observadas anormalidades nos tubulos seminiferos depois do tratamento por 10 ou
19 semanas e 1 ano, mas em geral a espermatogénese permaneceu normal na

maioria dos animais tratados.
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Outros estudos foram incapazes de demonstrar um efeito sobre a secrecao de
testosterona em ratos adultos depois da administracdo de inibidores de aromatase,
incluindo anastrozole e fadrozole, por 1 ou 2 semanas (BHATNAGAR et al., 1992,
PLOURDE et al., 1994). O tratamento com fadrozole em ratos puberes por 60 dias
seguidos de um periodo de recuperacdo de 30 dias, ndo teve efeito subsequente
sobre a fertilidade (NUNEZ et al., 1996).

MensuragOes das concentracdes de testosterona na veia testicular de ratos
tratados por 19 semanas com anastrozole demonstraram que a concentracdo de
testosterona intratesticular foram também significativamente aumentadas em
comparacao com os animais do grupo controle (TURNER et al., 2000).

Em Javalis, a administracdo do letrozol no comeco do periodo neonatal
promove a proliferacdo de células de Sertoli em 25% e aumento da producéo
espermatica (BERGER e CONLEY, 2014).

Para avaliar os efeitos sobre a espermatogénese em galos, Adeldust et al.
(2017) fizeram um estudo randomizado utilizando letrozol, extrato vegetal a base de
Tribulus, Cinnamomum, Zingiber e Sativus ou a combinagé&o do inibidor de aromatase
e 0 extrato vegetal. Os resultados do estudo mostraram que apesar do peso corporal
nao ter sido afetado pelo tratamento, os testiculos dos animais tratados com a
combinacdo do letrozol e extrato vegetal foram mais pesados do que aqueles do grupo
controle. Em adi¢do, os animais tratados com letrozol, ou extrato vegetal ou a
combinacdo destes, mostraram um aumento significante no namero de células
espermaticas dentro dos tubulos seminiferos e epididimos do que os animais do grupo
controle, concluindo que, tanto o letrozol como o extrato vegetal podem melhorar a
producédo de células espermaticas em galos adultos.

O primeiro caso de inducdo da espermatogénese em homens com
azoospermia ndo obstrutiva usando letrozol foi relatado por Patry et al. (2009). O
tratamento foi feito durante quatro meses e teve como resultado o aumento do nimero
de espermatozoides nesse paciente.

Cavallini et al. (2011) avaliaram se o tratamento com letrozol melhora a
contagem espermatica em homens com azoospermia ndo obstrutiva, tratados
diariamente durante 3 meses. Os resultados mostraram que todos o0s pacientes
apresentaram espermatozoides no ejaculado, aumentando 0s niveis seéricos de

gonadotropinas e testosterona, diminuindo os niveis de estradiol. Os autores
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concluiram que o tratamento com letrozol pode melhorar a contagem espermatica em
pacientes com azoospermia hao obstrutiva.

Um estudo realizado com o objetivo de examinar se o letrozol pode normalizar
0s niveis séricos de testosterona em homens severamente obesos com
hipogonadismo gonadotropico mostrou que apos seis semanas de tratamento 0s
niveis de estradiol diminuiram e os niveis de LH e testosterona aumentaram (BOER
et al., 2004). Além disso, 0 uso do letrozol em homens inférteis com baixa relagédo
testosterona-estradiol pode aumentar a contagem espermética no ejaculado e o indice
de massa corporea (SAYLAM et al., 2011). Contudo, ndo houve uma melhora nos
parametros seminais como volume e motilidade em homens azoospérmicos,
criptozoospérmicos ou normozoospérmicos quando tratados com anastrozole, apesar
de mostrarem um aumento nas concentragdes de testosterona e uma diminui¢cao nas
concentracfes de estradiol (SHOSHANY et al., 2017).
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2.4 ACAO DOS INIBIDORES DE AROMATASE NO CEREBRO

Os testiculos sdo 6rgdos reprodutivos multifacetados que exercem fungdes
enddcrinas e exdcrinas, notavelmente espermatogénese e esteroidogénese. Ambas
as funcdes interagem intimamente para manter a fertilidade. A producdo de
espermatozoides esta sob regulacdo hormonal do eixo hipotalamico-hipofisério-
gonadal: a atividade testicular est4 sob controle do LH e FSH, que por sua vez estado
sob o controle do GnRH, com diferentes ciclos de retroalimentacéo entre os sistemas
endocrinos envolvidos (MENAD et al., 2017). Este sistema regulatério complexo
permite que 0s organismos ajustem seu esforgo reprodutivo (por exemplo, producao
de espermatozoides, desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias,
comportamentos sexuais) as condicdes ambientais e ao seu estado fisiologico
(WILLMER et al., 2005).

A esteroidogénese também ocorre no cérebro, sendo os produtos desse
processo chamados de neuroesteroides. Os estrogenos e a aromatase Sa0 expressos
em muitas regibes do cérebro, incluindo hipotalamo e area preoptica, que estéao
envolvidas no controle reprodutivo (TSUTSUI et al., 2000). A aromatase cerebral esta
envolvida em varias funcbes neurofisiolégicas e comportamentais, incluindo o
comportamento sexual, cogni¢do, agressao e neuroprotecdo (BIEGON et al., 2010).

A aromatase é a enzima chave para a reproducdo de vertebrados e
desenvolvimento cerebral (MASSARI et al.,, 2010), que catalisa a ultima etapa da
biossintese de estrogeno. Segundo Coumailleau e Kah (2015), a aromatase é o
produto do gene CYP19, que se expressa no cérebro resultando em uma producéo
local de estrégeno considerada importante, ndo somente pelo controle de eventos
relacionados ao comportamento sexual, mas também a regulacdo do
desenvolvimento neural, plasticidade sinaptica e sobrevivéncia celular.

Os estrégenos, possuem um papel importante na fertilidade do macho, no
entanto, quando em altas concentragcbes podem prejudicar a espermatogénese
(CARREAU et al., 2012), exercendo feedback negativo sobre o hipotalamo e hipoéfise,
diminuindo as concentragbes de FSH e LH, resultando em diminuicdo da
espermatogénese (ROBERTSON et al., 1999). Estudos realizados por Hess et al.
(2003) revelam a importancia do estradiol sobre a funcéo dos epididimos, mas esse

hormdnio também influencia o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal e a producéo
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espermatica através da modulacdo da atividade das células de Sertoli, células de
Leydig e células germinativas.

Apesar do estradiol inibir a liberagdo de gonadotrofinas na hipdéfise, os niveis
periféricos desse horménio podem n&o refletir as concentragdes cerebrais de
estradiol. Esse hormdénio possui efeito inibitorio sobre a hipofise, diminuindo a
secrecdo de LH. Contudo, a utilizacdo de inibidores de aromatase podem diminuir os
niveis de estradiol em até 56%, sendo essa diminuicdo dose-dependente (RAVEN et
al., 2006).

De acordo com Veldhuis e Iranmanesh (2005), a administracdo de um
antagonista da aromatase potente e seletivo reduz os niveis de estradiol e eleva as
concentragfes médias de LH de forma equivalente e a secre¢cdo de gonadotrofinas
pode ser potencialmente estimulada.

Antiestrégenos ja foram usados para tratamento de homens com
oligozoospermia idiopatica e/ou astenozoospermia na auséncia de alguma
endocrinopatia. A justificativa sugerida foi que essas substancias interferem no
mecanismo de feedback negativo normal que controla a secrecdo do hormdnio
liberador de gonadotrofinas no hipotalamo e secrecdo de FSH e LH na hipofise,
aumentando seus niveis, estimulando assim a espermatogénese (GHANEM et al.,
2010).

Os inibidores de aromatase reduzem as concentracdes séricas de estrogenos
através do bloqueio da conversdo de testosterona, reduzindo o feedback negativo
sobre o eixo hipotalamo-hipofise, resultando num aumento dos niveis séricos de FSH,
qgue por sua vez pode ter um impacto positivo ha espermatogénese (PATRY et al.,
2009). Dessa forma, os elevados estimulos pulsateis de hormdnio gonadotrofico
estimulam a hipdéfise a produzir mais FSH, estimulando as células de Sertoli,
impactando positivamente na espermatogénese (COLE e ROBINSON, 1990).

Sendo assim, quando a ac¢do do estrogeno enddégeno é suprimida, as
concentracbes de LH e FSH aumentam, em resposta as altas concentracbes de
androgenos (DUNKEL, 2006).

Raven et al. (2006) avaliaram se a aromatizacéo local de testosterona no
hipotalamo e hipdfise possui importancia sobre o efeito do estradiol sobre a secregéo
de gonadotrofinas. Quando o inibidor de aromatase letrozol foi aplicado em homens
jovens e saudaveis, os niveis de estradiol diminuiram em 56%, sendo associada ao

aumento sérico dos niveis de gonadotrofinas e testosterona.
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O uso clinico de inibidores de aromatase tem sido aplicado em casos de
infertilidade idiopatica, com o objetivo de reduzir os efeitos estrogénicos sobre o
sistema reprodutivo masculino, especialmente reduzindo a inibicdo do feedback
negativo no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (SCHLEGEL, 2012). Sendo assim,
a inibicdo da producdo de estrégenos pelos inibidores de aromatase pode ser um
potente estimulante para o aumento da producdo de LH, e consequentemente 0s
niveis circulantes e intratesticulares de testosterona (SANTEN, 1981).

Em ovinos, as variagbes sazonais no comportamento reprodutivo sao
acompanhadas de outras caracteristicas, tais como a secre¢cdo de gonadotrofinas e
testosterona, tamanho testicular e producdo espermatica. Entretanto, apesar dessas
variacdes sazonais, 0s carneiros mostram-se capazes de acasalar em qualquer época
do ano, desde que as ovelhas estejam em estro (TILBROOK e CAMERON, 1990).

Em passaros, a aromatase é expressa em altos niveis em diferentes regides
do cérebro (CORFIELD et al.,, 2012). Dentre as areas cerebrais de expressao da
aromatase, o0 hipotdlamo é uma das regides de maior sintese de estrogenos
(COUMAILLEAU e KAH, 2014).
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HIPOTESE
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3 HIPOTESE

O tratamento com o inibidor de aromatase nao esteroidal (letrozol),
administrado por via oral, melhora a performance dos parametros reprodutivos de

carneiros adultos criados sob condicfes intensivas de manejo no Nordeste brasileiro.
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4 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do tratamento com um inibidor
de aromatase nado esteroidal (letrozol), administrado por via oral sobre os niveis
séricos de testosterona e estradiol, avaliar a circunferéncia escrotal, o diametro dos
tubulos seminiferos, ultraestrutura testicular e espermatica, a qualidade seminal, a
imunolocalizacéo e a expressao génica da enzima P450 aromatase nos testiculos de

carneiros adultos.
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5 MATERIAIS E METODOS

5.1 ETAPAS DA PESQUISA

O experimento foi dividido em duas etapas. A primeira etapa (I) consistiu em
um estudo para determinar a dose ideal do letrozol. Nesta etapa verificou-se o efeito
do letrozol sobre as concentracdes séricas de testosterona e estradiol. As amostras
de sangue foram coletadas por punc¢éao da veia jugular, nos seguintes momentos: (1.1)
antes da administracdo do medicamento, para obter os niveis basais dos hormonios
testosterona e estradiol, e (1.2) em varios momentos apés, para avaliar o tempo que o
medicamento levou para induzir alteracBes nas concentracfes seéricas desses
horménios. As doses do letrozol foram administradas por via oral.

A segunda etapa (ll) foi executada com aplicagdes diérias da dose escolhida
apos a execucdo da primeira etapa. Os dados coletados na segunda etapa do
experimento foram: (11.1) medidas de circunferéncia escrotal (cm), (11.2) amostras de
sangue, (11.3) sémen e (11.4) testiculos. As medidas de circunferéncia escrotal e as
amostras de sémen foram coletadas antes do inicio da segunda etapa, aos 30 dias e
aos 60 dias do inicio do experimento, quando os animais foram castrados. As
amostras de testiculos foram acondicionadas em frascos contendo solu¢ao de Bouin
ou RNA Later, para realizar as analises histolégicas, imunohistoquimicas e PCR em

tempo real. As amostras de sangue foram coletadas aos 30 e 60 dias de tratamento.

5.1.1 Primeira etapa (l)

Nove ovinos machos da raca Dorper, com idade entre nove e doze meses foram
aleatoriamente divididos em trés grupos, cada um contendo trés animais. Antes da
aplicacdo do medicamento, os animais foram individualmente pesados com balanca
digital (Figura 1A) para o calculo da dose a ser administrada. Em seguida, amostras
de 4mL de sangue foram coletadas via punc¢éo da veia jugular (Figura 1B), utilizando-
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se tubos a vacuo. As amostras, foram posteriormente centrifugados a 3000g x 10

minutos (Figura 1C).

Figura 1 - Pesagem dos animais (A), coleta de sangue (B), centrifuga utilizada para separar o soro (C)
e separacéo do soro para estocagem (D).

CHEn
Fonte: (LISBOA NETO, 2020)
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As doses de letrozol testadas foram 0,1mg/kg, 0,5mg/kg e 1,0mg/kg,

administradas por via oral apenas uma vez (Tabela 1).

Tabela 1 - Delineamento do tratamento com trés doses do letrozol (0,1mg/kg, 0,5mg/kg e 1,0mg/kg),
aplicados por via oral em ovinos (Ovis aries).

DOSE ANIMAL
1
0,1mg/kg 2
3

1,0mg/kg 8

Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

Para isso, o0 medicamento foi macerado e diluido em 5mL de solucéo
fisiologica (NaCl 0,9%), homogeneizado e administrado individualmente por via oral

utilizando uma seringa de 10mL (Fig. 2).

Figura 2 - Administrag&o por via oral de dose do letrozol nos ovinos (Ovis aries).

Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

As coletas foram realizadas conforme o esquema da Figura 3, aos 30min, 1h,

2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h e 24h apds a administracdo do letrozol para determinacdo do
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tempo em que as concentracfes de testosterona e estradiol fossem alteradas. As
amostras de sangue ainda foram coletadas 48h, 72h, 96h, 120h e 144h para
determinar a duragdo do tempo que o letrozol continuou induzindo alteracbes nos

niveis desses hormonios.

Figura 3 - Delineamento para a primeira etapa (l) do experimento, com o tempo de aplicacao do letrozol
e das coletas de sangue.

g
]

§
| | | | | | | | | | I
I I I I I I I I I I

Oh  30min 1k 2h 8k &h gh 10h 12k 24h 48h 72k 86h  120h  144h
Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

O soro foi separado em eppendorfs de 1,5mL (Figura 1D) e estocado a -20°C
para realizacdo da dosagem de testosterona e estradiol séricos, através da técnica de
radioimunoensaio. As concentracdes de testosterona foram medidas em ng/mL e
estradiol em pg/mL. Os dados foram submetidos a analise de variancia e ao teste de
Dunnet a 5% de probabilidade, para comparacédo das médias entre 0s grupos controle
(comparando o valor de referéncia, que foi 0 momento antes da administracdo do
letrozol) e os momentos apés a aplicagdo do medicamento. Além disso, com as
meédias das concentracdes foram comparadas entre os grupos utilizando a ANOVA e

o teste t a 5% de probabilidade.
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5.1.2 Segunda etapa (Il)

Foram utilizados 12 carneiros adultos da raca Dorper, criados em sistema de
confinamento, localizados no Estado do Piaui a 4° 30’ 57” de latitude Sul e 42° 37’ 30”
de longitude Oeste, com idade entre 12 e 14 meses, divididos aleatoriamente em
quatro grupos: G1: controle de 30 dias, G2: controle de 60 dias, G3: tratado por 30
dias e G4: tratado por 60 dias. Os animais dos grupos controles tomaram um placebo
por via oral durante o periodo do experimento, enquanto os animais do grupo de 30 e
60 dias tomaram doses diarias de 0,5mg/kg de Letrozol por via oral durante os
respectivos periodos.

Ao final de cada periodo, os animais foram castrados e os testiculos
acondicionados em frascos contendo solucédo de Bouin e RNA Later.

Antes do inicio do experimento os animais passaram por uma fase de
condicionamento para coleta de sémen com vagina artificial e foram registradas
informacgdes sobre a circunferéncia escrotal. As amostras de sémen foram coletadas
e congeladas para avaliacdo posterior e comparacdo com os momentos de 30 e 60
dias ap6s a administracdo do inibidor de aromatase. Ainda aos 30 e 60 dias de
administracao do letrozol, amostras de sangue foram coletadas nos grupos tratamento
e controle para comparacédo dos niveis de testosterona e estradiol.

Os dados de circunferéncia escrotal, foram submetidos ao teste t a 5% de
probabilidade comparando as médias antes da administracdo, aos 30 dias e aos 60

dias nos animais dos grupos tratamento e grupos controle.

5.1.2.1 Treinamento dos animais para as coletas de sémen

Antes do inicio da segunda etapa, amostras de sémen foram coletadas por
intermédio de vagina artificial. Para isso, os animais precisaram de treinamentos
diarios por um periodo de 20 dias para o condicionamento dos mesmos durante as

coletas (Fig. 4).
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Figura 4 - Treinamento para o condicionamento e coleta de sémen utilizando vagina artificial.
>T7 _ . 3 z

Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

5.1.2.2 Coleta de sémen

Determinada a dose do medicamento, foram administrados 0,5 mg/kg por via

oral. Antes do inicio do experimento, 30 e 60 dias apds a administracédo do letrozol, o

sémen também foi coletado utilizando vagina artificial (Fig. 4) na presenca de uma

fémea com cio induzido com aplicacéo intramuscular de 5mL de Cipionato de Estradiol
(ECP®).

Em todas as coletas, uma aliquota do sémen foi diluida em tris gema, inserida

palhetas de 0,5mL, lacrada, resfriada utilizando o TK 3000® e acondicionada em
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botijdo de nitrogénio liquido a -196°C para analise dos efeitos do letrozol sobre os
parametros seminais de amostras congeladas e descongeladas.

Logo apds a coleta de sémen os animais foram anestesiados com cloridrato de
lidocaina 5mg/kg. Os testiculos foram removidos, cortados em fragmentos de 3 a 5
mm de espessura e colocados em recipientes contendo solucéo de Bouin e RNA later.
As amostras em RNA Later foram acondicionadas em criotubos e colocadas em
botijdo contendo nitrogénio liquido. As amostras em solu¢do de Bouin foram
acondicionadas em tubos falcon de 15mL e transportadas em gelo seco, juntamente
com o material no botijao de nitrogénio liquido até a Faculdade de Medicina Veterinaria
e Zootecnia para a realizacdo das técnicas de avaliacdo histoldgica,

imunohistoquimica e PCR em tempo real.

5.1.2.2.1 Avaliacdo do sémen

Para a avaliacdo do sémen foram utilizados testes funcionais e testes
convencionais. Duas aliquotas criopreservadas foram descongeladas por imersédo em
agua a 37°C por 30 segundos e ap0s esse periodo, as palhetas foram retiradas, secas
com auxilio de papel toalha, seccionadas na extremidade em que foram vedadas e as

analises foram feitas.

5.1.2.2.1.1 Testes convencionais

A avaliacdo da motilidade total e progressiva, assim como a concentracao
espermatica (avaliada em milhdes de espermatozoides por mL) foram feitos através
do Sistema Computadorizado da Motilidade (CASA-Computer Assisted Sperm
Analysis; Hamilton-Throne). Para estas avaliacGes foi colocada uma aliquota de
sémen contendo 6 pL em uma camara de contagem especifica para o aparelho (Leja
4, Hamilton Throne, USA).

Para avaliacdo da morfologia espermatica, foi colocada uma aliquota de sémen
em um tubo de microcentrifuga contendo formol salino aguecido a 37°C, sendo que a
diluicdo para essa avaliacdo foi variavel dependendo do aspecto do sémen.
Posteriormente uma gota do sémen foi colocada entre lamina e laminula (camara
umida) e a avaliagdo morfologica foi realizada em um microscopio de contraste de

fases em um aumento de 1000x em o6leo de imersdo. Os espermatozoides foram
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classificados como normais, com defeitos menores ou defeitos maiores (FRESHMAN,
2002).

5.1.2.2.1.1.1 Andlise computadorizada da motilidade (CASA)

Além da motilidade total e progressiva que foram avaliados pelo sistema
computadorizado da motilidade (CASA-Computer Assisted Sperm Analysis; Hamilton-
Throne), outros pardmetros de movimento espermatico foram avaliados e estdo

descritos no quadro abaixo:

Quadro 1 - Siglas, caracteristicas do movimento espermatico e seus respectivos significados

SIGLA | TERMINOLOGIA SIGNIFICADO

VAP Velocidade média de percurso | Velocidade média do espermatozoide considerando-se
(um/s) um caminho suavizado

VSL Velocidade retilinea (um/s) Velocidade média em fungéo da linha reta estabelecida

entre o primeiro e o Ultimo ponto da trajetéria do

espermatozoide

VCL Velocidade curvilinea (um/s) Velocidade da trajetéria real do espermatozoide

ALH Amplitude do movimento lateral | Amplitude do deslocamento médio da cabeca do

da cabeca (um) espermatozoide em sua trajetoria real

BCF Frequéncia de batimento | NUmero de vezes que a cabeca do espermatozoide

cruzado (Hz) cruza a direcdo do movimento
STR Retilinearidade (VSL/VAP, %) Qualidade do movimento retilineo suavizado percorrido
LIN Linearidade (VSL/VCL, %) Qualidade do movimento retilineo real percorrido

Fonte: Verstegen et al. (2002) e Goovaerts et al. (2006)
Os espermatozoides também foram classificados em quatro grupos baseando-

se nas velocidades: Rapidos (RAPID; VAP >50 um/s; %), Médios (MEDIUM, 30 um/s
< VAP < 50 um/s; %), Lentos (SLOW; VAP < 30um/s ou VSL < 15 um/s; %) e
espermatozoides imoveis (STATIC; %).

5.1.2.2.1.2 Testes funcionais

Os testes funcionais utilizados nessa pesquisa foram a avaliacao da integridade

acrossomal, integridade da membrana plasmatica e atividade mitocondrial.
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5.1.2.2.1.2.1 Integridade acrossomal

A coloragcdo simples Fast-Green/Rosa-bengala foi utilizada para avaliar a
atividade acrossomal (POPE et al., 1991). Para isso, uma aliquota de cada amostra
(5uL) foi adicionada ao Corante Simples de Pope (5uL) e a mistura foi incubada
durante 60 segundos em mesa aquecida a 37°C. Os esfregacos sobre laminas de
microscopia foram preparados apos a incubacdo e analisados em microscopio
convencional sob aumento de 1250 vezes. Um total de 200 células foram contadas
em cada laminas e classificadas como:

e Acrossomo integro: regido acrossomal de coloracdo lilas a roxa,
levemente mais escura que a regidao pés-acrossomal;
e Acrossomo ndao-integro: regido acrossomal de coloragdo rosa,

levemente mais clara que a regido pés-acrossomal.

5.1.2.2.1.2.2 Integridade de membrana plasmética

Foi utilizada a coloracdo de Eosina-Nigrosina (E/N) para a avaliacdo da
integridade da membrana plasmética, segundo a técnica descrita por Barth e Oko
(1989). A técnica consiste no fato da eosina penetrar nas células e corando-as de
rosa, quando existem alteracbes na permeabilidade das membranas dos
espermatozoides. Os espermatozoides com membranas integras ndo permitem a
entrada do corante, portanto, contrastando com o plano de fundo tomado pela
coloracdo escura da nigrosina, as células aparecem brancas. O procedimento foi
realizado utilizando uma aliquota de 5uL de sémen que foi misturada ao corante, na
proporcao de 1:1 e esfregacos sobre laminas de microscopia foram realizados. As
laminas foram analisadas em microscépio convencional sob aumento de 1250 vezes.
Para essa técnica foram contadas 200 células por laminas, classificadas como células

de membrana integra (ndo coradas) e membrana nao-integra (coradas).
5.1.2.2.1.2.3 Atividade mitocondrial
O teste DAB (diaminobenzidina) foi utilizado para avaliar a atividade

mitocondrial. Uma aliquota de 25uL de amostra foi incubada com 25uL de DAB

(Img/mL de PBS) a 37°C, por uma hora. Apés a incubagéo, foram feitos esfregacos
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em lamina de vidro e estas fixadas em formol a 10% durante 10 minutos. As laminas
foram lavadas e secas ao ar livre sob protecdo da luz. A atividade citoquimica da
mitocondria foi avaliada de acordo com a metodologia proposta por Hrudka (1987). As
laminas foram observadas em microscopio de contraste de fase, sob aumento de 1000
vezes, em imersdo. Foram contados 200 espermatozoides por lamina e classificados
de acordo com o grau de coloracdo da peca intermediaria em quatro classes:

Classe I: células espermaticas com peca intermediaria totalmente corada
indicando alta atividade mitocondrial (DABI);

Classe II: Células espermaticas com mais da metade dos segmentos corados
(ativos) indicando atividade mitocondrial média a alta (DAB II);

Classe lll: Células esperméticas com menos da metade dos segmentos
corados (ativos) indicando alto comprometimento da atividade mitocondrial (DAB I11);

Classe IV: Células espermaticas com peca intermediaria totalmente descorada

indicando auséncia de atividade mitocondrial (DAB 1V).

5.1.2.2.1.2.4 Resisténcia do espermatozoide ao estresse oxidativo

A avaliacdo da resisténcia ao estresse oxidativo foi realizada seguindo o
protocolo desenvolvido por Ohkawa et al. (1979), comumente chamado de “TBARS
induzido”. A peroxidacgao lipidica das amostras é induzida nesse teste no intuito de
avaliar qual dos grupos estudados € mais susceptivel a sofrer o estresse oxidativo.

A peroxidacéo lipidica das amostras foi induzida por incubacdo em 50uL de
acido ascorbico (20mMO e 50uL de sulfato de ferro (4mM) junto a 200uL de sémen
em banho-maria durante uma hora e meia. A inducao da peroxidacao foi uma técnica
adaptada de Gomez et al. (1998).

Apos a inducéo, junto aos 300uL de amostra (sémen com adicao de sulfato de
ferro e acido ascorbico) foram adicionados 600uL de acido tricloroacético a 10% (TCA
10%). A amostra foi entdo centrifugada na capacidade maxima de rotacdo da
centrifuga, durante 15 minutos a uma temperatura de 5°C para que ocorresse
precipitacdo das proteinas da amostra.

Aliquotas de 800uL de sobrenadante foram transferidas para criotubos, nas
quais foram adicionados 800uL de acido tiobarbittrico a 1% (TBA 1%). Estes tubos
posteriormente foram submetidos a fervura durante 10 minutos e posteriormente

foram imersos em gelo para que a reagao nao continuasse a ocorrer.
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ApGs ocorrer a peroxidacao lipidica da membrana espermatica decorrente de
um estresse oxidativo, ocorrera a formacao de alguns produtos que sao consequéncia
desta peroxidacao, sendo o malondialdeido (substancia reativa ao acido tiobarbitarico)
o principal produto formado (NICHI et al. 2006).

Ao adicionar o TBA na amostra, este acido reagiu como malondialdeido
formando uma coloracéo résea. Esta coloracéo rosea das amostras foi quantificada
em um espectrofotometro (Ultrospec 3300 pro®, Amersham Biosciences) com
comprimento de onda de 532 nanOmetros. Sendo assim a avaliacdo da
susceptibilidade ao estresse oxidativo foi expressa em nanogramas de TBARS/10°

espermatozoides.

5.1.2.3 Circunferéncia escrotal

Antes do inicio do experimento a circunferéncia escrotal de todos os animais
do experimento foi mensurada utilizando fita métrica. As medidas foram novamente
mensuradas aos 30 e 60 dias. Os valores foram submetidos & analise de variancia e
ao teste t a 5% de probabilidade para saber se houve diferenca significativa entre as
medidas dos grupos controle, 30 dias e 60 dias. As andlises estatisticas foram feitas

usando o software GraphPad Prism, versao 8.2.1.

5.1.2.4 Dosagem hormonal

As amostras de sangue foram coletadas em tubos a vacuo através de puncao
da veia jugular aos 30 e 60 dias. O material coletado foi centrifugado a 3000g x 10
minutos. Entdo aliqguotas do soro foram estocadas e congeladas a -20°C para
posteriormente serem enviadas em gelo seco para a Universidade do Tennessee nos
Estados Unidos. As dosagens dos horménios testosterona e estradiol foram

realizadas pela técnica de radioimunoensaio.
5.1.2.5 Avaliacéo histologica
As amostras dos testiculos foram coletadas e fixadas em solugéo de Bouin e

posteriormente desidratadas em uma seérie de etanois em concentracdes crescentes

(de 60% a 100%) e diafanizadas duas fracdes em Xilol, para posterior inclusdo em
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parafina (TOLOSA et al., 2003). Foram obtidos cortes dos blocos de parafina com 5
Mm de espessura, em microtomo Leica RM 2155, os quais foram corados em HE
(Hematoxilina/Eosina). Em seguida as laminas foram montadas com laminulas para
observacéo da morfologia celular. As mensuracfes da &rea dos tubulos seminiferos
(um?) foram feitas utilizando o software VS-ASW. A uniformidade foi o critério de
escolha para mensuracéao dos tubulos seminiferos. A fotodocumentacao microscopica
foi feita em fotomicroscopio Olympus® BX61VS. As medidas registradas foram
submetidas a andlise de variancia (ANOVA) e ao teste t a 5% de probabilidade. As

analises estatisticas foram feitas usando o software GraphPad Prism, verséo 8.2.1.

5.1.2.6 Microscopia eletronica de transmissao

As amostras de testiculos fixadas em glutaraldeido a 2,5% e de sémen fixadas
em solucéo de Karnovsky modificada foram utilizadas para microscopia eletrénica de
transmissdo, através da desidratacdo em concentracfes crescentes de éalcoois e
embebidas em resina.

Os cortes ultrafinos com 60nm de espessura foram colhidos em telas de cobre
e contrastadas com acetato de uranila 2% em agua destilada e citrato de chumbo
0,5% em agua destilada por 5 e 10 minutos, respectivamente e as eletromicrografias
foram realizadas no Setor de Biologia Celular e do Desenvolvimento do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-USP).

5.1.2.7 Imunohistoquimica

As amostras foram lavadas 20 vezes em soluc¢éo de alcool a 70% e submetidas
ao procedimento de desidratacfes em séries crescentes de alcoois de 70% até 100%,
em seguida passaram por duas lavagens em Xilol, entdo foram incluidas e
emblocadas em parafina. Cortes de 5um foram obtidos usando micrétomo Leica RM
2155, que em seguida foram desparafinizados em estufa a 70°C por 30 minutos e
duas imersdes em xilol por 10 minutos, reidratadas em graduagédo decrescente de
alcoois de 100%, 90% e 70%, cada uma, durante 5 minutos. As laminas foram lavadas
em agua destilada por 5 minutos e aquecidas em panela de presséo elétrica por 5
minutos em tampéao citrato. Apos esfriar em temperatura ambiente por 20 minutos, 0s

cortes foram lavados duas vezes em PBS por 5 minutos e o bloqueio da peroxidase
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endogena usando Peroxidase Block por 30 minutos foi feito. Logo apés, as laminas
foram novamente lavadas com PBS por 5 minutos e o bloqueio de proteina foi feito
usando o Protein Block por 30 minutos. A incubacéo foi feita com anticorpo primario
anti-aromatase em camara umida por 16 horas (1:200). O anticorpo primario foi
substituido por PBS nos cortes controles. As laminas foram lavadas com PBS por 5
minutos e incubadas com anticorpo secundario por 30 minutos. Em seguida as
amostras foram lavadas com PBS por 5 minutos e incubadas em cromdgeno DAB. As
laminas foram lavadas em agua destilada e contra coradas com hematoxilina, lavadas
em agua corrente por 10 minutos, desidratadas em concentracdes crescentes de
alcoois 70%, 90%, 100%, 100% por 5 minutos cada, diafanizadas em xilol | e xilol II,
por 5 minutos cada e montadas as laminulas. A intensidade da imunomarcacéo foi
definida através de método subjetivo, por meio de observacéo direta no microscopio
optico (RIBEIRO et al., 2013). As fotodocumentacdes foram feitas em microscépio
Olympus® BX61VS.

5.1.2.8 PCR em tempo real

Amostras dos testiculos dos ovinos foram fixadas em solucdo de RNA Later
(Invitrogen) por 12 horas e congeladas a -80°C para posterior processamento. As
amostras foram homogeneizadas com auxilio do Disruptor de células L-Beader 6
(Loccus) e o RNA total extraido com TRIzol™ Reagent (Invitrogen). As amostras de
RNA foram quantificadas por Biodrop ULITE. 1 pg de RNA foi purificado com DNase |
Amplification Grade (Invitrogen) e a retrotranscricao foi realizada pelo SuperScript Il
(Invitrogen). Todos os procedimentos seguiram as instru¢des do fabricante. A
quantificacdo da expressédo génica foi realizada utilizando o Select SYBR Green
Master Mix (Applied Biosystens) e Step One Plus Real Time PCR System (Applied
Biosystems) pelo método de Curva Padrdo com quatro diluicdes em placa Optica de
96 pocos. Cada amostra correu em triplicata juntamente com os controles enddgenos.
GAPDH foi utilizado como controle enddgeno. Os primers especificos de genes da
enzima citocromo P450 aromatase (CYP19) e do controle enddégeno estédo

apresentados na tabela 1.
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Tabela 2 - Primers com as respectivas sequéncias utilizadas para gRT-PCR.

Gene Sequéncia dos Primers N° de acesso no Genbank

Fw 5 — CCCCAGGTTGAAGAGGCAAT -3
CYP19 001123000.1
Rv 5 — CTGGTACCGCATGCTCTCAT -3

Fw 5 — TGAGGACCAGGTTGTCTCCT -3’
GAPDH 001190390.1
Rv 5 — AAGTGGTCGTTGAGGGCAAT -3’

Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

5.1.2.8.1 Andlise estatistica

Os dados da expresséao relativa da aromatase foram submetidos ao teste ndo-
paramétrico Mann-Whitney U. A diferenca significativa foi atribuida quando o valor de
P foi inferior a 0,05. As analises estatisticas foram feitas usando o software GraphPad

Prism, versao 8.2.1.
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6 RESULTADOS

6.1 PRIMEIRA ETAPA (I) - DOSAGEM HORMONAL

Os resultados da presente pesquisa mostram que as 3 doses aplicadas por via
oral causaram modificagdes nos niveis séricos de estradiol. A Figura 5 mostra os
gréaficos de concentracéo de estradiol em pg/mL, nos grupos estudados, utilizando as
doses de 0,1mg/kg, 0,5mg/kg e 1,0mg/kg de letrozol por via oral. E possivel observar
nos trés grupos um aumento nos niveis de estradiol j& nas primeiras horas apos a
aplicacdo do letrozol e, logo em seguida, a diminuicdo desses niveis, chegando a
concentracdo minima no tempo de 24 horas. Logo em seguida esses niveis
comecaram a se elevar novamente.

No grupo de animais que receberam 1,0mg/kg de letrozol por via oral foi
observado um aumento significativo dos niveis de estradiol j& na primeira hora apés a
administracdo do medicamento (p<0,01) (Fig. 5C). JA nos grupos que receberam
0,1mg/kg e 0,5mg/kg, respectivamente, 0 aumento significativo nos niveis de estradiol

foi observado 2 horas apds a administracdo do medicamento (p<0,01) (Fig. 5A e 5B).

Figura 5 - Dosagem da concentragdo sérica de estradiol em carneiros que tomaram uma dose de
letrozol por via oral. A — grupo que recebeu 0,1mg/kg; B — grupo que recebeu 0,5mg/mg; C
— grupo que recebeu 1,0mg/kg. * difere estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste

de Dunnet.
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Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

As médias das concentracdes séricas de estradiol foram comparadas em todos

0S momentos entre o0s trés grupos para saber se houve diferenca significativa. Os
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resultados mostram que no momento O e 30 minutos apds a administracdo do
medicamento as meédias das concentracdes séricas de estradiol ndo foram
estatisticamente diferentes (p>0,05) (Fig. 6A e 6B). A diferenca estatistica foi
observada 1h apdés a administracdo do medicamento, sendo maior no grupo de
animais que recebeu 1,0mg/kg de letrozol, contudo essa diferenca nao foi significativa
guando a média desse grupo foi comparada com a média do grupo de animais que
recebeu 0,5mg/kg (Fig. 5C).

Ainda foi possivel observar que no “momento 2 horas” apds a administragéo do
letrozol a diferenca estatistica foi significativa quando a média desse momento foi
comparada com o primeiro momento (momento 0) nos trés grupos (Fig. 5), contudo
quando os niveis foram comparados entre os trés grupos no “momento 2 horas”, a
diferenca nao foi significativa (p>0,05) (Fig. 6D).

As meédias de concentracdo sérica de estradiol foram gradativamente
diminuindo nos trés grupos (Fig. 5) até as 24 horas, mostrando niveis estatisticamente
iguais (p>0,05) (Fig. 6 E-J), contudo o grupo que recebeu 1,0mg/kg apresentou
diferenca significativamente aumentada no “momento 10 horas”, quando comparado
com o0s grupos que receberam 0,1mg/kg e 0,5mg/kg, respectivamente (Fig. 6H). Ainda
foi observado niveis mais baixos de estradiol no grupo de animais que receberam
0,5mg/kg de estradiol 24 horas apdés a administracdo do medicamento (Fig. 6J),
contudo ndo houve diferenca significativa entre os grupos de doses estudadas
(p>0,05).
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Figura 6 - Médias das concentracdes séricas de estradiol em carneiros que tomaram uma dose de
letrozol por via oral nos momentos 0, 30 minutos, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h, 24h, 48h,
72h, 96h, 120h e 144h. Os graficos mostram a comparacdo entre as doses 0,1mg/kg,
0,5mg/kg e 1,0mg/kg, respectivamente. Letras diferentes diferem estatisticamente pelo teste
t a 5% de probabilidade.
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Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

A Figura 7 mostra os gréaficos de concentracdo sérica de testosterona em
ng/mL, nos grupos estudados, utilizando as doses de 0,1mg/kg, 0,5mg/kg e 1,0mg/kg
de letrozol por via oral. Foi possivel observar que a aplica¢éo do letrozol por via oral
em carneiros causou alterac6es na concentracdo de testosterona nos trés grupos
estudados, contudo a diferenca nao foi significativa em nenhum dos momentos
estudados, quando comparados com o momento O (Fig. 7). Nas primeiras horas apos
a administracdo do medicamento, as concentracbes de testosterona diminuiram,
atingindo o minimo observado em 6 horas (Fig. 7A), 4 horas (Fig. 7B) e 2 horas (Fig.
7C). Entre 8 e 10 horas as concentragdes aumentaram novamente (Fig. 7A e 7B). No
grupo que recebeu a dose de 1,0mg/kg, a concentracdo maxima foi observada 72
horas apds a administragdo do medicamento (Fig. 3C).
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Figura 7 - Dosagem da concentragdo sérica de testosterona em carneiros que tomaram uma dose de
letrozol por via oral. A — grupo que recebeu 0,1mg/kg; B — grupo que recebeu 0,5mg/mg; C
— grupo que recebeu 1,0mg/kg. * difere estatisticamente a 5% de probabilidade pelo teste

de Dunnet.
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Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

As médias das concentracdes séricas de testosterona foram comparadas em
todos os momentos entre os trés grupos para saber se houve diferenca significativa.

A analise estatistica mostrou que as concentracdes nao diferiram entre 0s grupos em
nenhum dos momentos estudados (Fig. 8).
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Figura 8 - Médias das concentracfes séricas de testosterona em carneiros que tomaram uma dose de
letrozol por via oral nos momentos 0, 30 minutos, 1h, 2h, 4h, 6h, 8h, 10h, 12h, 24h, 48h, 72h,
96h, 120h e 144h. Os graficos mostram a comparacéo entre as doses 0,1mg/kg, 0,5mg/kg e

1,0mg/Kkg, respectivamente. Letras diferentes diferem estatisticamente a 5% de probabilidade.

Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

6.2 SEGUNDA ETAPA (Il) - COLETA DE SEMEN
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Os animais utilizados para esta pesquisa foram provenientes de Fazendas de
criagdo localizadas no Estado do Piaui a 4° 30’ 57” de latitude Sul e 42° 37’ 30” de

longitude Oeste. A raca Dorper foi utilizada e o tipo de manejo realizados nos animais

antes do inicio do experimento se concentrava somente em fornecimento de silagem

duas vezes ao dia, racdo comercial prépria para ovinos, sal mineral e 4gua a vontade,

em regime intensivo de confinamento. Devido a0 manejo pouco constante com 0s

animais, foi preciso fazer um esquema de condicionamento diario para serem feitas

as coletas de sémen.
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Inicialmente, foram colocados cabrestos em todos os animais, para que eles se
acostumassem com o0 manejo. Diariamente, no periodo da manha e no periodo da
tarde, os animais foram manejados individualmente até se acostumarem com a
presenca de pessoas. Em um terceiro momento, uma fémea no cio foi colocada
préximo a eles para despertar o interesse sexual e foi feita a aproximacdo sempre
guiada pelo cabresto para evitar cOpula indesejada.

O treinamento consistiu no preparo da vagina artificial e tentativas de coletar o
sémen de todos os animais. ApoOs trés semanas, todos 0s animais estavam
acostumados com 0 manejo e as coletas de sémen com vagina artificial foram feitas

sem dificuldade.

6.2.1 Avaliagdo do sémen

Os resultados da presente pesquisa mostram que o tratamento com letrozol
ndo afetou a concentracao espermatica. Apesar de ter sido observado um aumento
nesse parametro, principalmente aos 30 dias de tratamento, a diferenca nao foi
estatisticamente significativa. A quantidade de espermatozoides com membrana
celular integra, a integridade acrossomal e a resisténcia dos espermatozoides ao
estresse oxidativo também aumentaram em funcdo do tratamento com o letrozol,
porém os valores ndo apresentaram diferenca significativa. O efeito do tratamento
sobre a atividade mitocondrial diferiu entre os grupos, sendo que a quantidade de
espermatozoides com média atividade mitocondrial foi menor nos animais aos 30 dias
de tratamento com letrozol e aumentou aos 60 dias de tratamento. A auséncia de
atividade mitocondrial também diferiu entre os grupos, sendo maior aos 30 dias,
voltando a diminuir aos 60 dias de tratamento. Os valores de espermatozoides com
alta atividade mitocondrial aumentaram com o tempo, porém a diferenca nao foi
significativa. A quantidade de espermatozoides com baixa atividade mitocondrial

diminuiu com o tempo, porém a diferenca também néo foi significativa (Tabela 3).
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Tabela 3 - Efeito do letrozol sobre avaliacdo funcional de sémen criopreservado de carneiros (Ovis
aries) em funcéo do tempo.

Tempos (dias)

Variavel 0 30 60

CONC 170000000+16832508.232  225000000+£40875828.23% 250000000+25658007.202
INTEGRO 30.5+8.762 31.0+1.352 46.66+7.662
ACRO 82.25+2.492 83.5+1.192 90.0+£3.607

DAB | 26.5+5.482 34.5+7.022 36.33+£5.892

DAB Il 52.0+1.082 23.5+6.58° 41.0+1.52¢

DABIII 14.045.332 6.25+1.182 6.0+3.052

DAB IV 7.75+3.11° 35.75+7.582 16.66+4.84P
TBARS 1.45+0.152 1.4+0.182 3.08+1.552

a.b. cletras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos

Testes funcionais: CONC (concentracdo espermética), INTEGRO (integridade da membrana
plasmatica), ACRO (integridade acrossomal), DAB | (alta atividade mitocondrial), DAB Il (média
atividade mitocondrial), DAB Il (baixa atividade mitocondrial), DAB IV (auséncia de atividade
mitocondrial) e TBARS (avaliagéo da susceptibilidade ao estresse oxidativo dos espermatozoides).

As andlises do CASA mostraram que o tratamento com letrozol ndo afetou a
cinética espermatica, representada pela velocidade média de percurso (VAP),
velocidade retilinea do espermatozoide (VSL), velocidade curvilinea do
espermatozoide (VCL), amplitude do movimento lateral da cabeca do espermatozoide
(ALH), frequéncia de batimento cruzado do espermatozoide (BCF), retilinearidade
(STR), linearidade (LIN), motilidade espermatica (MOT), motilidade progressiva
(PROG), espermatozoides rapidos (RAPID), espermatozoides com velocidade média
(MEDIUM), espermatozoides lentos (SLOW) e espermatozoides imoveis (STATIC),
visto que as diferencas nao foram estatisticamente significativas (Tabela 4). Contudo
foi observado que houve um aumento nos valores médios da velocidade média de
percurso, velocidade retilinea, velocidade -curvilinea, frequéncia de batimento
cruzado, retilinearidade, linearidade, motilidade total, porcentagem de
espermatozoides rapidos, porcentagem de espermatozoides com velocidade média,
porcentagem de espermatozoides lentos e diminuicdo de espermatozoides iméveis
aos 30 dias de tratamento. As amostras com 60 dias de tratamento mostraram uma
diminuicdo nas médias dos parametros de velocidade média de percurso, velocidade
retilinea, velocidade curvilinea, amplitude do movimento lateral da cabeca, frequéncia
de batimento cruzado, motilidade progressiva, espermatozoides rapidos e

espermatozoides lentos e aumento em retilinearidade, motilidade total e
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espermatozoides com velocidade média, contudo essas observacfes ndo foram

estatisticamente significativas.

Tabela 4 — Efeito do letrozol sobre as variaveis avaliadas pelo CASA em sémen criopreservado de
carneiros (Ovis aries) em funcdo do tempo.
Tempos (dias)

Variavel 0 30 60

VAP 77.37+9.662 78.9+8.412 65.66+1.792
VSL 62.7+7.492 63.52+5.752 56.1+4.232
VCL 126.17+20.392 128.75+17.092 97.0+4.362
ALH 6.82+0.412 6.57+0.262 5.5+0.732
BCF 28.6+2.532 30.37+3.292 20.7+1.612
STR 78.75+2.532 80.0+1.082 85.0+4.042
LIN 51.0+3.822 52.0+2.042 60.0+6.432
MOTILE 34.0+8.742 41.75+6.152 42.0+13.272
PROGR 13.0+5.812 13.0+1.962 10.33+1.452
RAPID 16.75+6.752 18.25+2.652 14.0000+02
MEDIUM 17.25+4.762 23.25+5.852 27.33+13.862
SLOW 11.75+£3.012 14.25+2.712 4.33+1.202
STATIC 54.25+10.372 44.00+7.592 54.33+15.022

a.b. cletras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos
Variaveis: VAP (um/s, velocidade média de percurso), VSL (um/s velocidade retilinea), VCL (um/s,
velocidade curvilinea), ALH (um, amplitude do movimento lateral da cabega), BCF (Hz, frequéncia de
batimento cruzado), STR (VSL/VAP, %, retilinearidade), LIN (VSL/VCL, %, linearidade), MOT (%,
motilidade), PROG (%, motilidade progressiva), RAPID (%, espermatozoides rapidos), MEDIUM (%,
espermatozoides com velocidade média), SLOW (%, espermatozoides lentos), STATIC (%,
espermatozoides imaveis).

O tratamento com o letrozol ndo mostrou alteracdes na morfologia espermatica,
visto que a porcentagem de defeitos menores, maiores e defeitos totais ndo foram

estatisticamente significativas entre os momentos 0, 30 e 60 dias.

Tabela 5 - Efeito do letrozol sobre a morfologia espermatica em sémen criopreservado de carneiros
(Ovis aries) em funcéo do tempo.

Tempos (dias)

Variavel 0 30 60

DEFMA 4.25+2.712 9.75+8.462 9.0+8.022
DEFME 2.5+2.172 4.75+1.112 2.66+1.762
DEFTOT 6.75+4.812 14.5+9.252 11.66+9.662

ab.cletras diferentes indicam diferenca estatistica entre os grupos

Variaveis: DEFMA (%, defeitos maiores), DEFME (% defeitos menores) e DEFTOT (%defeitos totais).
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6.3 SEGUNDA ETAPA (Il) - CIRCUNFERENCIA ESCROTAL

As medidas de circunferéncia escrotal realizadas nesta pesquisa mostram que

0os animais utilizados no experimento apresentavam inicialmente valores
estatisticamente similares (Fig. 9A). Apos 30 dias de tratamento com letrozol as
medidas de circunferéncia escrotal aumentaram significativamente nos animais do
grupo tratamento, quando comparados como grupo controle (Fig. 9B). O aumento foi
considerado significativo ainda 60 dias apos a administracdo do medicamento (Fig.

9C).

Figura 9 - Médias de circunferéncia escrotal (cm) de carneiros do grupo controle e tratamento nos
momentos: antes do inicio do experimento (A), 30 dias apds o inicio do tratamento com
0,5mg/kg de letrozol por via oral (B) e 60 dias ap6s o inicio do tratamento com 0,5mg/kg de
letrozol por via oral (C). (*) difere estatisticamente pelo teste t a 5% de probabilidade.
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Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

6.4 SEGUNDA ETAPA (II) - DOSAGEM HORMONAL

A dosagem de estradiol sérico mostra que ndo houve diferenga significativa
entre 0s grupos estudados no experimento, entretanto foi possivel observar niveis
mais baixos de estradiol nos animais tratados (Fig. 10A). Os niveis de testosterona
foram mais altos nos animais tratados com o inibidor de aromatase, tanto nos animais
gue receberam o medicamento durante 30 dias como durante 60 dias, entretanto n&o
houve diferenca significativa quando comparados com o0s animais dos grupos
controles (Fig. 10B).
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Os resultados do presente estudo mostram pela primeira vez que é possivel
alterar os niveis séricos dos hormonios estradiol e testosterona através da
administragao de 0,5mg/kg de letrozol por via oral em carneiros. Apesar de nao haver
diferenga estatistica entre 0s grupos controles e tratados nos niveis desses
horménios, sugerimos que sejam feitos mais estudos para comprovar os resultados

encontrados nesta pesquisa.

Figura 10 - Dosagem dos hormonios estradiol (A) e testosterona (B) de carneiros tratados com 0,5mg/kg
de letrozol por via oral durante 30 e 60 dias.
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Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

6.5 SEGUNDA ETAPA (Il) — AVALIACAO HISTOLOGICA

A analise morfométrica feita no presente estudo mostra que o tratamento com
0,5mg/kg de letrozol administrado por via oral durante 30 e 60 dias aumentou as
medidas de area dos tubulos seminiferos. Observe na figura 11 as médias das
medidas de &rea dos tubulos seminiferos dos testiculos dos animais estudados. A
andlise de variancia mostrou que houve diferenca significativa entre as médias das

areas dos tubulos seminiferos dos testiculos dos animais dos grupos estudados
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(p<0,05). O teste t mostrou que houve diferenca significativa das médias das areas
dos tubulos seminiferos dos testiculos dos animais do grupo controle e o grupo de 30
dias (p<0,05), entre o grupo controle e o grupo de 60 dias (p<0,05) e entre o grupo de
30 dias e o grupo de 60 dias (p<0,05).

Figura 11 - Médias da area dos tubulos seminiferos (um?) dos trés grupos estudados. Médias com letras
diferentes diferem estatisticamente pelo teste t a 5% de probabilidade.
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Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

A Figura 12 mostra as fotomicrografias registradas no momento das
mensuracdes das areas dos tubulos seminiferos dos testiculos dos animais dos
grupos estudados. Note que a area dos tubulos seminiferos dos testiculos dos animais
do grupo controle (Fig. 12A e 12B) é menor do que a area dos tubulos seminiferos
dos testiculos dos animais do grupo de 30 dias (Fig. 12C e 12D). De todos 0s grupos
estudados, a area dos tubulos seminiferos dos testiculos dos animais que foram
submetidos a 60 dias de tratamento foi a maior (Fig. 12E e 12F). Além disso, foi
observado que a luz dos tubulos seminiferos foi aumentada pelo tratamento com

letrozol durante 30 e 60 dias.
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Figura 12 - Morfometria dos testiculos de carneiros dos grupos controles (A e B), 30 dias de tratamento
com 0,5mg/kg de letrozol por via oral (C e D) e 60 dias de tratamento com 0,5mg/kg letrozol
por via oral (E e F).

Fonte: (LISBOA NETO, 2020)
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6.6 SEGUNDA ETAPA (ll) — MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO
(MET)

A MET dos testiculos e espermatozoides dos carneiros estudados mostra que
o tratamento com o inibidor de aromatase nao causou alteracbes a nivel
ultraestrutural. Nos testiculos dos animais dos grupos controles foi possivel observar
0s constituintes celulares, como células de Sertoli, espermatoécitos, espermatides
arredondadas e alongadas. A lamina basal dos tubulos seminiferos encontrava-se
bem preservada (Fig. 13). Nas observac¢des ultraestruturais dos testiculos dos animais
gue receberam 0,5mg/kg de letrozol por via oral durante 30 e 60 dias consecutivos
observou-se as células da linhagem germinativa, como espermatogdnia,
espermatdécitos, espermétides arredondadas e alongadas, além de células de Sertoli
(Fig. 14 e Fig. 15). Nestes grupos a morfologia das células estava preservada e nao
apresentaram alteracdes na sua forma e nem nos seus constituintes citoplasmaticos,
sendo assim, o tratamento com letrozol ndo alterou a ultraestrutura das células da
linhagem germinativa dos testiculos de carneiros.

Na MET dos espermatozoides foi possivel observar os constituintes que
formam essas células em todos os grupos, como a cabeca (Fig. 16D), a peca
intermediéaria (Fig. 16A e 16B) e cauda (Fig. 16E e 16F). O tratamento com o inibidor

de aromatase ndo causou alteracdes na morfologia dessas células.



68

Figura 13 - Ultraestrutura dos testiculos dos animais dos grupos controles. (A): S: Célula de Sertoli; Pq:
espermatécito em paquiteno. (B): S: Célula de Sertoli. (C): n: ndcleo da célula de Sertoli.
(D): Zg: espermatdcito em zig6teno. (E): n: nicleo da espermétide arredondada; seta:

acrossomo em formagéo.
Eletromicrografia, método MET.

(F): e: espermatide alongada; seta: corpos residuais.

1um

Fonte: (LISBOA NETO, 2020)
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Figura 14 - Ultraestrutura dos testiculos de carneiros que receberam 0,5mg/kg de letrozol por via oral
diariamente durante 30 dias. (A): Zg: Espermatocito em zigéteno. (B): a: espermatide
arredondada; e: espermatide alongada. (C): a: espermatide arredondada; seta: acrossomo.
(D): n: nacleo da espermatide; e: espermatide arredondada. (E): s: célula de Sertoli; seta:
nucleo da célula de Sertoli. (F): s: célula de Sertoli; a: espermatide alongada; e: espermatide
arredondada. Eletromicrografia, método MET.

%‘% e i e ‘ o A2 om0~ ) [ 4

Fonte: (LISBOA NETO, 2020)



70

Figura 15 - Ultraestrutura dos testiculos de carneiros que receberam 0,5mg/kg de letrozol por via oral
diariamente durante 60 dias. (A): e: Espermatogdnia. (B): a: espermatide alongada. (C): n:
nacleo da espermatide; seta: acrossomo. (D): e: espermatide arredondada; seta branca:
complexo de Golgi. (E): c: cauda do espermatozoide; r: corpo residual. (F): Pq:

Fonte: (LISBOA NETO, 2020)
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Figura 16 - Ultraestrutura dos espermatozoides de carneiros. (A): Grupo controle: setas: mitocéndria.
(B): Grupo controle: m: mitocondria. (C): Grupo 30 dias. (D): Grupo 30 dias: n: ndcleo do
esp

0 dias. Eletrom

T 5
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Fonte: (LISBOA NETO, 2020)
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6.7 SEGUNDA ETAPA (Il) — IMUNOHISTOQUIMICA

Nos animais do grupo controle a aromatase foi imunolocalizada nas células de
Leydig e espermatocitos primarios. Células de Sertoli, células mioides,
espermatogbnias e espermatides nao mostraram imunomarcacdo para P450
aromatase nos animais do grupo controle. Em todas as imunomarcacdes identificadas
no presente estudo, a imunorreatividade foi observada especificamente no citoplasma
das células, na regido correspondente ao reticulo endoplasmaético (Fig. 13A).

No grupo de animais que tomaram letrozol durante 30 dias consecutivos, a
imunomarcacdo foi observada nas células de Leydig, nos espermatécitos e
espermétides. Nao foi observada imunomarcacdo em células de Sertoli, células
mioides e espermatogonias. A intensidade de marcacao foi diferente entre os grupos
de células germinativas, sendo mais forte nos espermatocitos e mais fraca, porém
presente, nas espermatides. A imunomarcacdo também foi fraca nas células de
Leydig (Fig. 13C).
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Flgura 17 - Imunolocallza(;ao da enZ|ma P450 aromatase em testlculos de carnelros (Ovis aries).
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Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

Legenda: A e B grupos controles (G1 e G2): A - imunohistoquimica do grupo controle (seta preta —
imunorreatividade em espermatdcitos; seta branca — imunorreatividade em células de Leydig) e B —
controle negativo do grupo controle; C e D grupo 30 dias tratado com letrozol (G3): C —
imunohistoquimica do grupo 30 dias (seta preta — imunorreatividade em espermatécitos; seta branca
— imunorreatividade em células de Leydig; seta vermelha — imunorreatividade em espermatogonias) e
D — controle negativo do grupo 30 dias; E e F grupo 60 dias tratado com letrozol (G4): E — (seta preta
— imunorreatividade em espermatécitos; seta branca — imunorreatividade em células de Leydig; seta
azul — imunorreatividade em espermatog6nias) e F — controle negativo do grupo 60 dias. Barras: 20um
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Apo6s 60 dias de tratamento diario com letrozol, a imunomarcacao para P450
aromatase foi identificada somente em células de Leydig, espermatogbnias e
espermatdécitos. A intensidade da marcacao foi mais forte nos espermatocitos e mais
fraca nas espermatogobnias e células de Leydig. Nao foi observada imunomarcacéo
nas células de Sertoli, células mioides ou espermatides (Fig. 13E).

Quando o anticorpo priméario foi substituido por PBS, ndo houve

imunomarcacdo em nenhum dos grupos celulares (Fig. 13B, 13D e 13F).

Tabela 6 - Imunolocalizagdo da enzima P450 aromatase em testiculos de carneiros dos grupos
controles e tratados com letrozol durante 30 e 60 dias.

Citocromo P450 aromatase Controle 30 dias 60 dias

Células de Leydig +++ +++ +
Células de Sertoli
Células mioides

Espermatogobnias +
Espermatdcitos +++ +++ ot
Espermatides +

Fonte: (LISBOA NETO, 2020)
Legenda: Imunomarcacao forte (+++), imunomarcacao fraca (+), auséncia de imunomarcacéo (---).

6.8 SEGUNDA ETAPA (Il) - PCR EM TEMPO REAL

A expressao relativa do gene CYP19 foi detectada nos testiculos de carneiros
do grupo controle e o nivel de expresséao entre esses grupos ndo resultou em diferenca
significativa (P=0.99) >0,05 (Fig. 14A).
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Figura 18 - Expressao do gene CYP19 nos testiculos de carneiros entre os grupos controles (A), grupos
tratamentos (B), controle e tratamento por 30 dias (C) e controle e tratamento por 60 dias

(D).
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Fonte: (LISBOA NETO, 2020)

Os animais que tomaram o letrozol durante 30 dias consecutivos tiveram 0s
niveis de expressao relativa da aromatase aumentados, mas quando comparados
com o grupo controle, a diferenca néo foi significativa (P=0,7930) >0,05 (Fig. 14C).

Aos 60 dias de tratamento com letrozol, os animais tiveram uma diminui¢cao dos

niveis de expresséo relativa do gene CYP19 quando comparados com o grupo de
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animais que tomaram o inibidor de aromatase durante 30 dias, porém essa diminui¢ao
nao foi estatisticamente significativa (P=0,7930 >0,05) (Fig. 14B).

Os niveis relativos de expressédo génica do grupo de 60 dias também foram
comparados com o grupo controle, contudo ndo houve diferenca significativa
(P=0,2898 >0,05) (Fig. 14D).
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7 DISCUSSAO

Esta pesquisa inédita investigou os efeitos do letrozol sobre os parametros
seminais, circunferéncia escrotal, morfologia testicular, expressdao génica e a
imunolocalizacéo da enzima P450 aromatase em testiculos de carneiros tratados com
letrozol por via oral, além do efeito de uma Unica aplicacdo do letrozol sobre as
concentragbes séricas de testosterona e estradiol. A seguir, serdo abordados os
aspectos relevantes encontrados nesse estudo, tendo como base as pesquisas
encontradas na literatura.

Na primeira etapa da pesquisa, foi feito um estudo da dosagem hormonal que
consistiu em testar se o letrozol pode causar alteragdes nas concentracdes séricas de
testosterona e estradiol em carneiros, quando administrado por via oral. Para esse
estudo, foram testadas trés doses, que foram administradas apenas uma vez. Nessa
fase, amostras de sangue foram coletadas e submetidas a técnica de
radioimunoensaio, uma técnica que quantifica reacbes antigeno-anticorpo, sendo
possivel se obter medidas com alta precisdo, especificidade e alta sensibilidade
(ZAIDI e KAMAL, 1993).

A dosagem sérica de estradiol mostrou que nas primeiras duas horas apds a
aplicacao do letrozol houve um aumento significativo na concentracao desse horménio
nos trés grupos de animais estudados. O que explica esse fato é que a aplicacdo do
inibidor de aromatase inicialmente gera um aumento nos niveis do mRNA e da
proteina aromatase em resposta ao tratamento (HARADA et al., 1999).

Sabe-se que 0s estrégenos sao sintetizados a partir dos andrégenos pela acao
da enzima P450 aromatase (CONLEY e HINSHELWOOD, 2001). Devido a a¢éo do
letrozol nos momentos seguintes a aplicacdo, a concentracdo de estradiol comecou a
diminuir em todos os grupos estudados a partir de 4 a 6 horas apos a aplicacdo do
inibidor da aromatase, atingindo o minimo em 24 horas. O letrozol quando
administrado in vivo diminui os estrogenos testiculares e circulantes sem modificar as
concentracbes de gonadotrofinas e testosterona (AT-TARAS et al., 2006). Os
resultados encontrados no presente estudo mostram que é possivel bloquear a
aromatase e consequentemente a sintese de estradiol utilizando o letrozol por via oral
em carneiros. Contudo, sugerimos que sejam realizadas mais pesquisas relacionadas

a absorcao desse principio ativo pela via oral em ruminantes.



79

A andlise das concentracbes de testosterona nao mostrou diferencas
significativas quando os momentos apos a administracdo do letrozol foram
comparados com o0 primeiro momento, nem quando as concentracoes foram
comparadas entre os grupos em cada momento. Segundo At-Taras et al. (2008), a
producado de testosterona ndo é afetada pela administracdo de inibidores da enzima
P450 aromatase in vivo. Esses achados corroboram com os resultados encontrados
no presente estudo.

A avaliacdo seminal mostrou que o tratamento com letrozol durante 30 e 60
dias ndo afeta a qualidade espermatica. Nossa pesquisa mostra ainda um aumento
nao significativo na concentracdo, quantidade de espermatozoides integros,
integridade acrossomal e resisténcia ao estresse oxidativo e melhora nos parametros
de cinética espermatica.

Rezaei et al. (2019) estudaram os efeitos do letrozol aplicado por via
intramuscular e subcutdnea sobre os parametros reprodutivos de caprinos. A
concentragcdo espermatica foi aumentada pelo tratamento com inibidor de aromatase,
porém os parametros de motilidade total e progressiva, defeitos, integridade
acrossomatica e integridade da membrana celular ndo foram afetados.

Em bubalino a expressao aromatase no sémen esta relacionada com a maior
motilidade dos espermatozoides. Da mesma forma, foi observado também maior
expressado nos espermatozoides moéveis quando comparados com espermatozoides
imoveis (TIWARI et al., 2008). No presente estudo a expressao da aromatase no
sémen nao foi avaliada, contudo foi possivel observar que o tratamento com inibidor
de aromatase ndo causou altera¢cdes na motilidade espermaética.

A capacidade de producdo espermatica pode ser aumentada utilizando
inibidores de aromatase, segundo estudos realizados por Berger et al. (2008) e At-
taras et al.,, (2006). Os resultados do nosso estudo mostram um aumento na
concentracdo espermédtica de carneiros que tomaram o letrozol, porém esse
parametro ndo apresentou diferenca estatistica.

Em vista dessas observacfes, sugerimos que o tratamento com 0,5mg/kg de
letrozol por via oral diariamente pode causar uma melhora na qualidade espermatica
em ovinos, contudo mais pesquisas sao necessarias para confirmar essa hipoétese.

Na andlise da circunferéncia escrotal dos animais estudados foi observado que
o tratamento com o letrozol induziu um aumento desse parametro, aos 30 e 60 dias

de tratamento. Antes do inicio do experimento foram feitas as medidas da
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circunferéncia escrotal de todos os animais utilizados na pesquisa. Os resultados do
presente estudo mostraram que o tratamento com 0,5mg/kg de letrozol administrado
por via oral durante 30 e 60 dias provoca um aumento desse parametro. Pesquisas
avaliando a inibicao da sintese de estrégenos em javalis mostram que a administracao
do inibidor da aromatase resulta em um aumento do tamanho testicular (AT-TARAS
et al., 2006).

Esses resultados estdo de acordo com pesquisas realizadas em caprinos,
suinos e ratos, que descrevem um aumento do tamanho dos testiculos causado pelo
tratamento com letrozol (REZAEI et al., 2019; AT-TARAS et al., 2006; TURNER et al.,
2000). Ainda vale a pena ressaltar que o tratamento utilizado no presente estudo
aumentou os parametros de circunferéncia escrotal e didmetro dos tdbulos
seminiferos, sem causar modificacdes na ultraestrutura das células da linhagem
germinativa. A morfologia das células manteve-se preservada em todos os grupos
estudados. Os constituintes ultraestruturais dos grupos controles nao evidenciaram
alteracdes da sua morfologia e foram comparados com as descricdes feitas em
carneiros durante o desenvolvimento até a fase adulta adultos por Steger e Wrobel
(1996). Os autores encontraram as células de Sertoli e células germinativas com suas
organelas preservadas. Gastel et al. (1995) encontraram variacdes sazonais sobre a
morfologia testicular de carneiros da raca Corriedalle, afetando principalmente as
células de Sertoli. O didmetro dos tubulos seminiferos foi correlacionado
significativamente com a circunferéncia escrotal e com o0s niveis de testosterona. No
presente estudo diametro dos tubulos seminiferos e a circunferéncia escrotal foram
aumentados significativamente pelo tratamento com o inibidor de aromatase.

Foi observado na segunda etapa do presente trabalho que os niveis de
testosterona se apresentaram mais altos nos animais tratados com letrozol do que os
animais dos grupos controles e que os niveis de estradiol foram mais baixos, quando
comparados com 0s grupos controles. Em todas as comparacbes as diferengas
observadas nado foram estatisticamente significativas, provavelmente devido ao
namero de amostras analisadas na pesquisa, contudo este é o primeiro estudo a
avaliar a influéncia do letrozol sobre os niveis séricos de testosterona e estradiol,
guando administrado por via oral em carneiros.

Em caprinos a administracéo de 0,25mg/kg de letrozol causa um aumento dos
niveis séricos de testosterona e diminuicéo dos niveis séricos de estradiol (REZAEI et

al.,, 2019). Pesquisas utilizando o letrozol administrado cronicamente em ratos
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mostram uma diminuicdo nos niveis séricos de estradiol (KONDAREWICZ et al.,
2011). Bilinksa et al. (1997) observaram o impedimento da converséao de testosterona
e estradiol em testiculos de carneiros, em experimento in vitro usando o fadrazole,
que € um inibidor de aromatase ndo esteroidal menos potente que o letrozol. Nosso
experimento, realizado em carneiros in vivo mostra que é possivel obter o bloqueio da
sintese de estradiol através da administracéo do letrozol por via oral nesses animais.

O tratamento com letrozol induziu um aumento no didmetro dos tubulos
seminiferos aos 30 e 60 dias de tratamento. A morfologia celular se manteve
preservada, indicando que ndo houve degeneracéo testicular. Outros estudos também
indicam um aumento em parametros como tamanho testicular (TURNER et al., 2000),
aumento no numero de células de Sertoli e consequente aumento do tamanho
testicular e capacidade de producéo de espermatozoides (BERGER et al., 2008; AT-
TARAS et al., 2006). Segundo Berger et al. (2013) também é possivel aumentar a
populacao de células de Sertoli e consequentemente obter aumento da capacidade
de producao de espermatozoides com a utilizacdo de antagonistas de receptores de
estrogenos.

A aromatase € um complexo enzimético que catalisa a biossintese de
estrogenos a partir de andrégenos e localiza-se no reticulo endoplasmatico de varios
tecidos do organismo, como gbnadas, cérebro, placenta e tecido adiposo. Pesquisas
realizadas em varias espécies de animais domésticos e silvestres, como ratos, suinos,
equinos, ovinos, ursos também seres humanos, mostraram que o sitio de
imunolocalizacdo da P450 aromatase é em células de Sertoli, células de Leydig e
células germinativas (PILUTIN et al., 2014; CARREAU et al., 2007; SIPAHUTAR et
al., 2003; CONLEY e HINSHELHOOQOD, 2001; BILINSKA et al., 1997; KOMATSU et al.,
1997), entretanto a imunomarcacéo foi observada em todo o citoplasma dessas
células.

Segundo Carreau et al. (2001) a aromatase esta localizada no reticulo
endoplasmatico de varias células do organismo. Nossa pesquisa mostra a
imunomarcacao especifica no citoplasma das células germinativas, sendo possivel
distinguir o tipo de imunomarcacao, que nas células de Leydig foi observada em todo
o citoplasma e nas células germinativas, particularmente esperméatides e
espermatocitos primarios, essa imunomarcacao apareceu como um unico granulo

redondo no citoplasma, corroborando com as informacdes encontradas por Liguori et
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al. (2018). Esses dados demonstram a alta especificidade e qualidade da técnica
imunohistoquimica utilizada no presente estudo.

Nos animais do grupo controle, a imunolocalizacéo da P450 arom foi observada
nas células de Leydig e nos espermatocitos. As células de Leydig sé@o as principais
responsaveis pela sintese de andrégenos, entretanto a conversao de andrégenos em
estrogenos ocorre também em células germinativas (BILINSKA et al., 2000).

De acordo com Sipahutar et al. (2003) a producéo local de aromatase pelas
células de Sertoli em garanhdes esta relacionada com a idade, sendo maior em
animais adultos. Essa producdo € necessaria para a espermatogénese,
particularmente a proliferacdo das espermatogonias, espermiogénese e maturacao
dos espermatozoides. Contudo, em ratos adultos a P450 arom se expressa pelas
células de Leydig que sintetizam estradiol ativamente em uma propor¢do maior do que
a observada pelas células de Sertoli adultas (LEVALLET et al., 1998).

A presente pesquisa foi realizada com carneiros em atividade sexual. A
maturidade sexual € um fator predominante para a imunolocalizacdo de aromatase,
sendo ausente em células de Sertoli e presente em células de Leydig em animais
adultos Carreau et al. (2011); Bilinska et al. (1997). Sendo assim, nossos resultados
corroboram com pesquisas encontradas na literatura que mostram que em ovinos as
células germinativas também séo sitios de sintese de estrogenos (BILINSKA et al.,
1997). Na realizagdo da andlise de PCR em tempo real foi possivel identificar a
expressao do gene CYP19 nos testiculos de carneiros, o que indica que nos ovinos o
gene da enzima responsavel pela biossintese de estrogenos a partir dos andrégenos
também se expressa nas gbnadas masculinas. A expressdo e imunolocalizacdo da
P450 arom também ja foi relatada em outras espécies, como ratos (LEVALLET et al.,
1998; NITTA et al., 1993), equinos (ALMEIDA et al., 2011; ALMADHIDI et al., 1995) e
suinos (CONLEY et al., 1996).

As espermatides apresentaram imunorreatividade ao tratamento com letrozol
durante 30 dias por via oral, o que pode demostrar uma inducdo da ativacédo de novos
sitios de imunolocalizagdo da P450 arom em carneiros. Segundo Pilutin et al. (2014)
em animais tratados com letrozol a imunorreatividade pode ser detectada em
espermatogobnias, espermatocitos e espermatides e células de Sertoli. Nos animais
do presente estudo, as células de Sertoli ndo aprestaram imunorreatividade para P450
arom, entretanto o tratamento com Letrozol durante 30 dias consecutivos estimulou

mais células germinativas a sintetizar estrogenos. Essas informag¢des mostram que a
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aplicacao diaria do letrozol por via oral induz a alteracbes na imunolocalizacdo da
enzima P450 arom nos testiculos de carneiros.

Em relagdo ao gene CYP19, o tratamento realizado com o letrozol durante 30
dias consecutivos induziu um aumento nos niveis relativos de expressdo génica no
grupo de animais tratados quando comparados com os animais do grupo controle. As
aplicacdes diarias do inibidor da aromatase causaram um aumento no nivel de
expressao do mRNA e da proteina nos testiculos. Esse aumento, causado em ambos
0s niveis, pode ser explicado por causa de um aumento na concentracdo de
gonadotropinas em resposta a diminuicdo das concentracdes plasmaticas de estradiol
(HARADA et al., 1999), contudo as alteracGes encontradas nesta pesquisa ndo foram
estatisticamente significativas, talvez porque a quantidade de amostras utilizadas nao
foi o suficiente para identificar alguma diferenca estatistica. Sendo assim, esta
pesquisa é um ponto de partida para estudos futuros, abrindo possibilidades de se
realizar tratamentos com inibidores de aromatase para avaliar efeitos do tratamento a
longo prazo com doses mais baixas, visto que o tratamento com 0,5mg/kg de letrozol
por via oral durante 30 dias consecutivos, aumenta o0s niveis de expressao génica em
testiculos de carneiros, mesmo que nao seja de forma estatisticamente significativa .

Nos testiculos de carneiros tratados com letrozol durante 60 dias consecutivos,
as células germinativas foram os principais locais de imunorreatividade para a enzima
P450 aromatase. As células de Leydig apresentaram imunomarcacéo fraca, diferente
do observado nos animais dos demais grupos. O tratamento com inibidor de
aromatase alterou o0s sitios de imunorreatividade, sendo positivos em
espermatogbnias e espermatdcitos e células de Leydig, porém nessas Ultimas a
imunomarcacao foi fraca. Pilutin et al. (2014) afirmam que que é possivel detectar
imunomarcacao no citoplasma das células de Leydig de testiculos de animais tratados
cronicamente com letrozol, contudo a intensidade da imunorreatividade a aromatase
pode ser menor em animais tratados. Essas informacgdes citadas estao de acordo com
as encontradas analisadas no presente estudo e mostram que, apesar do tratamento
com letrozol alterar a intensidade de imunorreatividade em células de Leydig e células
germinativas, ainda é possivel identifica-las em animais tratados.

No grupo de animais que foram tratados durante 60 dias com letrozol os niveis
de expressdo do gene CYP19 também ndo apresentaram diferencas estatisticas
quando comparados ao seu grupo controle, o que indica que o efeito do tratamento

cronico com o inibidor da aromatase modifica os niveis de expresséo génica da P450
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arom, contudo outros tratamentos com periodos mais prolongados serdo necessarias
para se definir até que ponto os niveis de expressédo do gene CYP19 podem ou nao
interferir na producdo espermética, na qualidade seminal ou na quantidade de
espermatozoides produzidos. Nas analises histoldgicas dos tdbulos seminiferos ndo
foram observadas alteracbes do epitélio seminifero, indicando que néao houve
degeneracéo testicular. Os constituintes intertubulares, como por exemplo as células
de Leydig, também nado apresentaram alterac6es da morfologia tanto dos grupos
controles como tratados. Dessa forma o tratamento com letrozol contribui para uma
melhor performance reprodutiva de carneiros criados no Nordeste do Brasil. Essa
pesquisa serve como um ponto de partida para pesquisas no intuito de obter uma
melhor eficiéncia reprodutiva de pequenos ruminantes, podendo ser testado em
animais de idade avancada ou com patologias esperméticas, abrindo possibilidades
de manter animais de alto valor zootécnico por mais tempo na reproducéo.

N&o foi objetivo dessa pesquisa criar uma nova biotecnologia para a
reproducdo em pequenos ruminantes, contudo, sabendo que € possivel se obter um
aumento na concentracdo espermatica, sem interferir na qualidade seminal, a ideia
de testar essa possibilidade em trabalhos futuros surge como uma 6tima opc¢ao para

pesquisas futuras.
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8 CONCLUSOES

Conclui-se, com base nos resultados encontrados na presente pesquisa que
o tratamento com o inibidor de aromatase ndo esteroidal (letrozol) por via oral causa
modificacbes nos niveis séricos de estradiol, aumenta os parametros de
circunferéncia escrotal, aumenta o didmetro dos tubulos seminiferos, causa
modificacbes na expressdo do gene CYP19, mantém ativos os sitios de
imunolocalizacédo da aromatase nos testiculos, ndo interferindo na qualidade seminal

de carneiros adultos tratados com 0,5mg/kg.
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APENDICE A — Manuscrito submetido para a revista Theriogenology

Gene expression and immunolocalization of the P450 aromatase enzyme
in sheep testes treated with an aromatase inhibitor

Abstract

Positive immunolocalization and expression of the P450 aromatase enzyme
(P450arom) in testes is an indicator of local estradiol synthesis. The objective of the
present study was to evaluate the effect of a non-steroid aromatase inhibitor (letrozole)
on adult sheep testes. Twelve animals were randomly divided into four groups: G1: 30-
day control, G2: 60-day control, G3: 30-day treatment, and G4: 60-day treatment. Daily
doses were administered orally at a 0.5 mg/kg ratio; control groups were administered
a placebo. Testicle samples were processed for immunohistochemistry assays and
subjected to RNA extraction for real-time PCR. Results showed that
immunolocalization of P450arom in letrozole-treated animal testes was stronger in
Leydig cells and germ cells (spermatocytes). The expression of the CYP19 gene were
altered after 30 days of treatment; however, relative levels of aromatase expression
decreased after 60 days. It was concluded that the treatment with the aromatase
inhibitor did not alter the seminiferous epithelium and interstitial cells; aromatase
immunolocalization was positive in Leydig cells while gene expression levels remained
within the normal range, suggesting that at the dosage used in the present study, 0.5
mg/kg administered orally, can stimulate testicular function and contribute to improving
sperm production in sheep reared under intensive management conditions in

Northeast Brazil.

Keywords: CYP19, estradiol, immunohistochemistry, real-time PCR.

1 INTRODUCTION

P450 cytochrome aromatase (P450arom) is an enzyme complex present in the
endoplasmic reticulum of ovarian, testicular, brain, and placental cells, where it is
responsible for the conversion of testosterone to estrogens, an essential step in
reproductive development and fertility [1,2]. In testes, testosterone was considered for
many years as the sole steroid hormone responsible for the spermatogenic process.

However, it has been shown that estrogens play an important role in this process [3,4].
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Positive P450arom immunostaining in mammalian testes has been described in
domestic species, with variations between Leydig cells and germ cells, such as
spermatocytes and spermatids [5—7]. Positive immunoreactivity to P450arom in Leydig
cells of adult sheep testes cultured in vitro was ascribed to both testosterone and
estrogen synthesis sites. Nonetheless, immunoreactivity was negative in Leydig cells
of sexually immature animals [8].

Aromatase inhibitors have been employed to assess the effects of estradiol in
advanced breast cancer [9]. They were primarily developed as a proven effective
strategy to reduce serum estrogen levels in post-menopausal women. They prevent
the aromatization of androgens into estrogens, specifically the conversion of
testosterone and androstenedione to estradiol and estrone, respectively [10].

Prolonged treatment with an aromatase inhibitor pointed towards a direct
influence of estrogens on the morphology of seminiferous tubules and interstitial tissue
in mice [11]. Likewise, high concentrations of estrogens induced morphological and
functional abnormalities in letrozole-treated rat testes; letrozole is a potent, reversible,
competitive inhibitor of aromatase [12]. Estradiol promoted Leydig cell hypertrophy and
hyperplasia, and increased inflammatory cell numbers in transgenic mice expressing
high levels of aromatase [13]. Studies of this nature are important to explain the
mechanisms behind chronic testicular inflammation (orchitis) and infertility in species.
The conversion of testosterone to estradiol in sheep Leydig cells cultured in vitro was
significantly suppressed in a dose-dependent manner in the presence of an aromatase
inhibitor [8]. However, studies evaluating an aromatase inhibitor for a prolonged period
and the effects on ovine reproductive performance under in vivo conditions cannot be
found in the literature.

The aim of the present study was to evaluate the effect of a non-steroid
aromatase inhibitor (letrozole) on the immunolocalization and gene expression of
P450arom in adult sheep testes, reared under intensive management conditions in

Northeast Brazil.

2 MATERIAL AND METHODS

2.1 Animals, treatments, and experimental groups

The research was approved by the Ethics Committee on the Use of Animals
(CEUA/FMVZ) -USP under protocol No. 7512260617.
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Twelve adult Dorper rams aged between 12 and 14 months were used; the
animals were reared in a confinement system, located in the State of Piaui at a latitude
of 4° 30' 57”S and a longitude of 42° 37' 30"W, and were randomly divided into four
groups: G1: 30-day control, G2: 60-day control, G3: 30-day treatment; and G4: 60-day
treatment. The animals in the control groups were administered a placebo orally during
the period of the experiment, while the animals in the 30- and 60-day treatment groups
were orally administered 0.5 mg/kg letrozole daily during the respective periods. At the
end of each period, the groups had their testicles removed and fixed in Bouin's solution.
2.2 Immunohistochemistry

The samples were washed 20 times in a 70% alcohol solution and subjected to
the dehydration procedure in increasing series of alcohol concentrations from 70% to
100%, followed by two washes in Xylol. Samples were subsequently included and
embedded in paraffin. 5um cuts were obtained using a Leica RM 2155 microtome,
which were then deparaffinized in an oven operating at 70 °C for 30 minutes, followed
by two immersions in xylol for 10 minutes, rehydrated in decreasing alcohol
concentrations of 100%, 90% and 70% (5 minutes incubation time each). The slides
were washed in distilled water for 5 minutes, added to citrate buffer, and heated in an
electric pressure cooker for 5 minutes. After cooling at room temperature for 20
minutes, the cuts were washed twice in PBS for 5 minutes, followed by the blocking of
endogenous peroxidase using Peroxidase Block for 30 minutes. Slides were washed
with PBS for 5 minutes and the protein block was done using Protein Block for 30
minutes. Incubation was performed with a primary anti-aromatase antibody or PBS (for
the treatment or control groups, respectively) in a humid chamber for 16 hours (1:200).
The slides were washed with PBS for 5 minutes and incubated with secondary antibody
for 30 minutes. Samples were washed in PBS for 5 minutes and incubated in a DAB
chromogen. The slides were washed in distilled water and stained with hematoxylin,
washed in running water for 10 minutes, dehydrated in increasing alcohol
concentrations (70%, 90%, 100%, 100%; 5 minutes each), diaphanized in xylol | and
xylol Il (5 minutes each), followed by coverslip assembly. The intensity of the
immunostaining was evaluated through a subjective method by observation in an
optical microscope (RIBEIRO et al., 2013). Samples were photodocumented using an

Olympus® BX61VS microscope.
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2.3 Real-time PCR

Sheep testicle samples were fixed in RNA Later (Invitrogen) solution for 12
hours and frozen at -80 °C for further processing. The samples were homogenized
with the aid of L-Beader cell disruptor 6 (Loccus), and the total RNA extracted with
TRIzol™ Reagent (Invitrogen). The RNA samples were quantified in a Biodrop pLITE.
1 pg of RNA was purified with DNase | Amplification Grade (Invitrogen), and
retrotranscription was performed using SuperScript Il (Invitrogen). All procedures
followed the manufacturer's instructions. Quantification of gene expression was
performed using Select SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) and Step One
Plus Real Time PCR System (Applied Biosystems) by the Standard Curve method with
four dilutions in optical 96-well plates. Each sample was prepared in triplicate, together
with the endogenous controls. GAPDH was used as an endogenous control. The
cytochrome P450 aromatase-specific primers specific to the (Cypl9) enzyme and

endogenous control genes are shown in table 1.

Table 1. Primers used for gRT-PCR, and their respective sequences.

Gene Primer sequences GenBank accession

number

Fw 5 — CCCCAGGTTGAAGAGGCAAT -3’

CYP19 001123000.1
Rv 5 — CTGGTACCGCATGCTCTCAT -3
Fw 5 — TGAGGACCAGGTTGTCTCCT -3

GAPDH Rv 5 — AAGTGGTCGTTGAGGGCAAT -3

Source: (LISBOA NETO, 2020)

001190390.1

2.4 Statistical analysis

The relative aromatase expression data were submitted to the Mann-Whitney
non-parametric U test. A significant difference was attributed when the P-value < 0.05.
Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism v. 8.2.1 software.
3 RESULTS
3.1 P450 aromatase enzyme immunolocalization

Aromatase was immunolocalized in Leydig cells and primary spermatocytes,
but not in Sertoli cells, myoid cells, sperm or spermatids in control group animals. All
positive immunoreactivity observed in the present study occurred in the cytoplasm, and
specifically in the endoplasmic reticulum area.

In the 30-day treatment group, immunostaining was observed in Leydig cells,
spermatocytes and spermatids. Immunostaining was not observed in Sertoli cells,

myoid cells, and sperm cells. Staining intensity differed among germ cells: stronger in
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spermatocytes, weaker (but present) in sperm cells. Immunostaining was also poor in
Leydig cells.

After 60 days of daily treatment with letrozole, immunostaining for P450arom
was identified only in Leydig cells, sperm, and spermatocytes. The staining intensity
was stronger in spermatocytes and weaker in spermatogonia and Leydig cells.
Immunostaining was not observed in Sertoli cells, myoid cells, or spermatids.

The intertubular constituents also showed no changes, as demonstrated by the

integrity of Leydig cell morphology in both control and treated groups.

Table 2. Immunolocalization of the P450 aromatase enzyme in the testicles of control, 30-day letrozole
treatment, and 60-day letrozole treatment groups animals.

Cytochrome P450 Control 30 days 60 days
aromatase
Leydig cells +++ o+ +
Sertoli cells
Myoid cells
Spermatogonia +
Spermatocyte +++ +++ 4+
Spermatids +

Source: (LISBOA NETO, 2020)
3.2 Relative gene expression of P450 aromatase (CYP19)

The relative expression of the CYP19 gene was detected in the testicles of
sheep in all groups (control, 30-day treatment, and 60-day treatment); the level of
expression between these groups was not significantly different (P=0.99) > 0.05 (figure
2A).

Animals administered with letrozole for 30 consecutive days showed increased
levels of relative aromatase expression, but not statistically significant when compared
to the 30-day control group (P = 0.7930) >0.05 (Figure 2C).

At 60 days of treatment with letrozole, the animals showed a decrease in relative
CYP19 expression levels when compared to the 30-day treatment; however, the
decrease was not statistically significant (P=0.7930 >0.05) (Figure 2B).

The relative levels of gene expression in the 60-day group were also compared
with the 60-day control group; no significant difference was found (P=0.2889 >0.05)
(Figure 2D).
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4 DISCUSSION

This is the first study addressing P450arom gene expression and
immunolocalization in the testes of sheep orally treated with letrozole. Studies carried
out on rats, swine, equines, ovine, bears and humans showed that the P450arom
immunolocalization sites occur in Sertoli cells, Leydig cells, and germ cells
[1,2,8,12,14,15]. Immunostaining was observed throughout the cytoplasm in these
cells.

According to [16], aromatase is located in the endoplasmic reticulum of several
cell types. Our research shows specific immunostaining in the cytoplasm of germ cells,
being possible to distinguish the type of immunostaining, which in Leydig cells was
observed in all the cytoplasm and in the germ cells, particularly spermatids and primary
spermatocytes. This immunostaining appeared as a single round granule in the
cytoplasm, corroborating the information in [17]. The data demonstrate the high
specificity and quality of the immunohistochemistry technique used in the present
study.

In the control group animals, aromatase was immunolocalized in Leydig cells
and spermatocytes. The former are mainly responsible for androgen synthesis;
nonetheless, conversion of androgens to estrogens also occurs in germ cells [7].

This research was carried out in sexually active sheep. Sexual maturity is a
predominant aromatase immunolocalization factor, being absent in Sertoli cells and
presentin Leydig cells of adult animals [8,18]. Thus, our results corroborate the existing
literature that reports germ cells as also being estrogen synthesis sites in ovine [8]. In
the real-time PCR analysis, it was possible to identify the expression of the CYP19
gene in sheep testes, which indicates that in these animals the expression of the gene
encoding the enzyme responsible for the biosynthesis of estrogens occurs also in male
gonads. The expression and immunolocalization of P450arom has also been reported
in other species, such as rats [19,20], equines [5,21], and swine [22].

Spermatids showed immunoreactivity to a 30-day oral treatment with letrozole,
which may demonstrate that the activation of new P450arom immunolocalization sites
in sheep has been induced. According to [12], immunoreactivity can be detected in
spermatogonia, spermatocytes, spermatids and Sertoli cells in letrozole-treated
animals. In the animals of the present study, Sertoli cells did not show immunoreactivity

for P450arom; however, treatment with letrozole for 30 consecutive days may be
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stimulating more germ cells to synthesize estrogens. This information shows that the
daily oral intake of letrozole induces P450arom immunolocalization changes in sheep
testes.

Regarding the CYP19 gene, the 30-consecutive day letrozole treatment induced
an increase in the relative gene expression levels in the treatment group compared to
its control. Daily administrations of the aromatase inhibitor caused an increase in
MRNA and protein expression levels in testes. Both changes can be ascribed to an
increase in the concentration of gonadotropins as a response to the decrease in
plasma estradiol concentrations [23] however, the differences found in this study were
not statistically significant, which can be attributed to the size of the sample analyzed.
Therefore, this research is a starting point for future studies, opening up possibilities
to carry out aromatase inhibitor treatments to evaluate the effects of long-term
treatments, since the oral treatment with 0.5 mg/kg letrozole for 30 consecutive days
increased gene expression levels in sheep testicles, even if not statistically significant.

Germ cells were the main P450arom immunoreactivity sites in the testicles of
letrozole-treated sheep for 60 consecutive days. Leydig cells showed weak
immunostaining, unlike the other groups. The treatment with the aromatase inhibitor
changed the immunoreactivity sites, now being positive in spermatogonia,
spermatocytes and Leydig cells, although immunostaining was weak in the latter. [12]
state that it is possible to detect immunostaining in the cytoplasm of Leydig cells from
testicles of animals chronically treated with letrozole — but that the intensity of
aromatase immunoreactivity may be lower in treated animals. This information
corroborates the results found in the present study and shows that, despite the
alteration in immunoreactivity in Leydig cells and germ cells upon the letrozole
treatment, it is still identifiable in treated animals.

Studies by [24—-26], comparing different aromatase inhibitors demonstrated that
letrozole is the most potent, acting selectively and preventing the synthesis of
intracellular estrogen, reducing its levels by up to 99%. Letrozole’s function consists of
inhibiting estrogen synthesis by selectively blocking P450arom without affecting other
steroidogenic pathways, and can significantly reduce these hormonal levels [26].

In the 60-day letrozole treatment group, expression levels of the CYP19 gene
also did not show statistical differences when compared to the control group, which
indicates that the effect of chronic treatment with the aromatase inhibitor modifies

P450arom gene expression levels; nonetheless, different treatments throughout longer
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periods of time will be necessary to define to what extent the CYP19 gene expression
levels may or may not interfere with sperm production, seminal quality, or quantity of
sperm produced. Histological analyses of the seminiferous tubules showed no
alterations in the seminiferous epithelium. The intertubular constituents also showed
no changes as demonstrated by the integrity of Leydig cell morphology in both control

and treated groups.

5 CONCLUSION

The results allow concluding that an oral treatment with 0.5 mg/kg of non-
steroidal aromatase inhibitor (letrozole) induces changes in the expression of the
CYP19 gene and keeps aromatase immunolocalization sites active in testes of adult

sheep.
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