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RESUMO

A ampliacdo dos servicos em saude humana e animal, e a utilizacdo das novas técnicas
diagnosticas tém aumentado a perspectiva de vida do homem e dos animais domésticos.
Consequentemente, o nimero de diagndsticos oncoldgicos nessas especies tem crescido na
mesma propor¢do. A quimioterapia tem se destacado como alternativa importante no
tratamento de diversos tipos de tumores. Apesar da eficacia terapéutica de muitos protocolos
quimioterapicos, a utilizacdo dessas drogas apresenta severas limitacBes, as quais estdo
relacionadas aos seus efeitos adversos. As drogas antineoplasicas agem durante o processo de
divisdo celular impedindo a multiplicacdo das células neoplésicas, e consequentemente, 0
crescimento e expansao das neoplasias. Todavia, muitos tecidos normais apresentam alto grau
de proliferacdo celular, tornando-os alvo da acdo dos quimioterapicos, razdo de origem de
muitos efeitos adversos limitantes ao uso das drogas antineoplasicas. A avalia¢do de substancias
citoprotetoras tem se tornado cada vez mais frequente e necessaria para garantir a integridade
dos tecidos normais de pacientes submetidos a quimioterapia. Entre os fatores que impactam a
capacidade reprodutiva, a manutencdo da integridade da gdnada masculina de pacientes
oncolégicos tem grande importancia, sobretudo em individuos pré-puberes, cuja imaturidade
reprodutiva inviabiliza a conservagdo de gametas para emprego posterior em biotecnias da
reproducdo assistida. L-carnitine tem demostrado efeitos protetores promissores sobre o
testiculo submetido a acdo de diversos agentes agressores, inclusive quimioterapicos. O
objetivo desse estudo foi compilar informac6es referentes ao uso de antineoplasicos e
substancias que protegem as gonadas masculinas dos efeitos adversos destas drogas e analisar
os efeitos do sulfato de vincristina e a agcdo protetora da L-carnitina sobre as gonadas masculinas
de ratos albinos. Este trabalho compreende uma revisédo sistematica que agrupa os trabalhos que
abordam diretamente a tematica e dois experimentos cientificos cujo o objetivo foi determinar
os efeitos citoprotetores de L-carnitine sobre os testiculos de ratos tratados com sulfato de
vincristine na fase pré-pubere. Os resultados indicam severo grau de danos ao epitélio
seminifero e as células de Sertoli causados pela agdo do antineoplésico. L-carnitine reduziu 0s

efeitos deletérios do antineoplasico sobre as variaveis testiculares estudadas.

Palavras-chave: L-carnitine; antineoplasico; testiculo.



ABSTRACT

The expansion of services in human and animal health, and the use of new diagnostic techniques
have increased the life expectancy of man and domestic animals. Consequently, the number of
oncological diagnoses in these species has grown at the same rate. Chemotherapy has emerged
as an important alternative in the treatment of various types of tumors. Despite the therapeutic
efficacy of many chemotherapy protocols, the use of these drugs has severe limitations, which
are related to their adverse effects. Antineoplastic drugs act during the process of cell division,
preventing the multiplication of neoplastic cells, and consequently, the growth and expansion
of neoplasms. However, many normal tissues present a high degree of cell proliferation, making
them the target of the action of chemotherapeutics, the reason for the origin of many adverse
effects that limit the use of antineoplastic drugs. The evaluation of cytoprotective substances
has become increasingly frequent and necessary to ensure the integrity of normal tissues in
patients undergoing chemotherapy. Among the factors that impact reproductive capacity,
maintaining the integrity of the male gonads of cancer patients is of great importance, especially
in prepubertal individuals, whose reproductive immaturity makes it impossible to conserve
gametes for later use in assisted reproduction biotechnologies. L-carnitine has shown promising
protective effects on the testis subjected to the action of several aggressive agents, including
chemotherapy. The aim of this study was to compile information regarding the use of
antineoplastics and substances that protect the male gonads from the adverse effects of these
drugs and to analyze the effects of vincristine sulfate and the protective action of L-carnitine on
the male gonads of albino rats. This work comprises a systematic review that groups works that
directly address the subject and two scientific experiments whose objective was to determine
the cytoprotective effects of L-carnitine on the testes of rats treated with vincristine sulfate in
the prepubertal phase. The results indicate a severe degree of damage to the seminiferous
epithelium and Sertoli cells caused by the action of the antineoplastic. L-carnitine reduced the

deleterious effects of the antineoplastic on the testicular variables studied.

Keywords: L-carnitine; antineoplastic; testis.



TABELA 1:

TABELA 1:

TABELA 2:

TABELA 1:

LISTA DE TABELAS

Resumo dos artigos incluidos na revisdo sistematica contendo
primeiro autor e ano de publicagdo (PAP), desenho do estudo
(DE), N amostral (NA), cronograma de avaliacdo (CDA),
medida avaliativa (MA), resultados (R) e pontuacdo de

resumo de qualidade

Peso corporeo (PC), peso testicular absoluto (PTA), peso
testicular relativo (PTR), volume testicular total (VTT), eixo
testicular maior (ETMA\) e eixo testicular menor (ETME) em
grupos de ratos albinos controles (GC) e tratados (GV) de 40,
64 e 127 dias de idade (GCao, GVa0, GCss, GVes, GC127 €

Densidade de volume dos tubulos seminiferos (DVT),
densidade de volume do tecido intersticial (DVI), volume dos
tabulos seminiferos (VT), volume tecido intersticial (VI),
densidade de volume da célula de Sertoli (DVS), volume da
célula de Sertoli (VS), densidade de volume de
espermatogdnia (DVE), volume de espermatogbnia (VE) e
densidade de comprimento (DC) em grupos de ratos albinos
controles (GC) e tratados (GV) de 40, 64 e 127 dias de idade
(GCao, GVao, GCos, GVes, GC127 € GV127) cevvvvveirierciiiennen,
Diametro do tdbulo seminifero (DT), altura do epitélio
seminifero (ALES), diametro do limen tubular (DL), eixo
menor do tdbulo seminifero (EMTS), area do tubulo
seminifero (ART), area do limen tubular (ARL) e area do
epitélio seminifero (AREP) com o0s respectivos desvios
padrdes (£ DP) em grupos de ratos albinos controles (GC),
tratados com sulfato de vincristine (GV) e tratados com L-
carnitine e sulfato de vincristine (GCV) de 40, 64 e 127 dias

Pagina

27

57

58

86



TABELA 2:

TABELA 3:

de idade (GC40, GV40, GCV40, GC64, GV64, GCV64,
GC127 € GV127, GCVI127) oo
Valores percentuais médios das frequéncias dos tipos
celulares espermatogbnia A (GA), espermatogdnia
intermediaria e B (GIB), espermatécito primario (EP),
espermatide jovem (SJ), espermétide tardia (ST) e células de
Sertoli (S) e desvio padréo (£DP) nos tabulos seminiferos em
grupos de ratos albinos controles (GC), tratados com sulfato
de vincristine (GV) e tratados com L-carnitine e sulfato de
vincristine (GCV) de 40, 64 e 127 dias de idade (GC40,
GV40, GCV40, GC64, GV64, GCV64, GC127 e GV127,
GCVL27) ottt
Médias das frequéncias dos estadios do ciclo do epitélio
seminifero e respectivo desvio padrdo (£DP) nos tubulos
seminiferos de grupos de ratos albinos controles (GC),
tratados com sulfato de vincristine (GV) e tratados com L-
carnitine e sulfato de vincristine (GCV) de 40, 64 e 127 dias
de idade (GC40, GV40, GCV40, GC64, GV64, GCV64,
GC127 € GV127, GCVI127) ..o

93



FIGURA 1:

FIGURA 2:

FIGURA 3:

FIGURA 4:

LISTA DE FIGURAS

Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos tratados com L-carnitine e sulfato de vincristine e
sacrificados aos 127 dias de vida (GCV1i27). Coloragéo
Hematoxilina-Eosina. Objetiva de 20x. Observa-se aumento
das vacuolizacdes do epitélio seminifero. Céapsula testicular
(C); tecido intersticial (Ti); lamen tubular (Lt); vacuolizacdo
(V)

Fotomicrografia de secdes tubulares dos testiculos de ratos
albinos tratados com sulfato de vincristine e sacrificados aos
127 dias de vida (GV127). Coloragdo Hematoxilina-Eosina.
Obijetiva de 20x. Evidencia-se comprometimento severo dos
tibulos seminiferos, desorganizacdo e vacuolizagbes do
epitélio seminifero. Capsula testicular (C); tecido intersticial
(Ti); [imen  tubular  (Lt);  vacuolizacdo (V)
Fotomicrografia de seces tubulares dos testiculos de ratos
albinos do grupo controle e sacrificados aos 127 dias de vida
(GC127). Coloragdo Hematoxilina-Eosina. Objetiva de 20x.
Cépsulatesticular (C); tecido intersticial (Ti); nucleo da célula
de Sertoli (S); lumen tubular (Lt); espermatécito primario
(Ep); espermatide jovem (Sj); espermatide tardia (St)
Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos tratados com L-carnitine e sulfato de vincristine e
sacrificados aos 64 dias de vida (GCVes). Coloragéo
Hematoxilina-Eosina.  Objetiva de 20x. Observa-se
vacuolizacdo, porém, em menor grau. Tecido intersticial (Ti);

lUmen tubular (Lt); vacuolizagdo V)
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Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos tratados com sulfato de vincristine e sacrificados aos
64 dias de vida (GVes). Coloragdo Hematoxilina-Eosina.
Objetiva de 20x. Observam-se restos celulares oriundos da
descamacédo do epitélio seminifero. Tecido intersticial (Ti);
lamina limitante (Lm); célula multinucleada (CM);
vacuolizacdo (V); restos celulares da descamacao do epitélio
seminifero (DC)
Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos do grupo controle e sacrificados aos 64 dias de vida
(GCe4). Coloracdo Hematoxilina-Eosina. Objetiva de 20x.
Cépsula testicular (C); tecido intersticial (Ti); espermatogdnia
(G); lumen tubular (Lt); célula mioide (M); lamina limitante

Fotomicrografia de secdes tubulares dos testiculos de ratos
albinos tratados com L-carnitine e sulfato de vincristine e
sacrificados aos 40 dias de vida (GCVao). Coloragédo
Hematoxilina-Eosina. Objetiva de 20x. Observa-se reducéo
dos efeitos deletérios no epitélio seminifero. Tecido
intersticial (Ti); célula mioide (M); espermatide jovem (Sj);
vacuolizagéo V)
Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos tratados com sulfato de vincristine e sacrificados aos
40 dias de vida (GVao). Coloragcdo Hematoxilina-Eosina.
Objetiva de 20x. Observam-se efeitos deletérios no epitélio
seminifero. Tecido intersticial (Ti); espermatogbnia (G);
celula multinucleada (CM); restos celulares da descamagéo
do epitélio seminifero (DC)
Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos do grupo controle e sacrificados aos 40 dias de vida
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FIGURA 1:

FIGURA 2:

FIGURA 3:

(GCa0). Coloracdo Hematoxilina-Eosina. Objetiva de 20x.
Cépsula testicular (C); 1tmen tubular (Lt); tecido intersticial
(Ti); espermatocito primario (Ep); nucleo da célula de Sertoli
(S); espermatide jovem (S))
Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos do grupo controle e sacrificados aos 40 dias de vida
(GC40). Reacdo de acido periodico de Schiff. Obj.20x.
Cépsula testicular (C); 1tmen tubular (Lt); tecido intersticial
(Ti). Destaque (a direita) para sec¢do tubular em estadio VI,
espermatocito primério (Ep); nlcleo da célula de Sertoli (S);

espermatide  jovem (S)); espermatogonia (G).

Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos do grupo controle e sacrificados aos 64 dias de vida
(GC64). Reacdo de acido periddico de Schiff. Obj.20x.
Cépsula testicular (C); tecido intersticial (Ti); lGmen tubular
(Lt); célula mioide (M); lamina limitante (Lm). Destaque (a
direita) para seccdo tubular em estadio IX, espermatogbnia
(G); nucleo da celula de Sertoli (S); espermatide jovem (Sj);

espermatocito primario (Ep).

Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos do grupo controle e sacrificados aos 127 dias de vida
(GC127). Reacdo de &cido periddico de Schiff. Obj.20x.
Cépsula testicular (C); tecido intersticial (Ti); limen tubular
(Lt); célula mioide (M); lamina limitante (Lm). Destaque (a
direita) para sec¢édo tubular em estédio VIII, ndcleo da célula
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FIGURA 4:

FIGURA 5:

FIGURA 6:

Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos tratados com sulfato de vincristine e sacrificados aos
40 dias de vida (GV40). Reacdo de &cido periodico de Schiff.
Obj.20x. Observam-se efeitos deletérios no epitélio
seminifero. Cépsula testicular (C); tecido intersticial (Ti);
limen tubular (Lt); 1dmina limitante (Lm); vacuolizacéo (V).
Destaque (a direita) para seccdo tubular em estadio VII,
nucleo da célula de Sertoli (S); espermatogénia (G); célula
mioide (M); célula multinucleada (CM); limen tubular (Lt);
espermatocito primario (Ep); espermatide jovem (Sj).

Fotomicrografia de secdes tubulares dos testiculos de ratos
albinos tratados com sulfato de vincristine e sacrificados aos
64 dias de vida (GV64). Reacdo de acido periddico de Schiff.
Obj.20x. Observam-se restos celulares oriundos da
descamacdo do epitélio seminifero. Tecido intersticial (Ti);
lamina limitante (Lm); lamen tubular (Lt). Destaque (a
direita) para seccdo tubular em estddio XII-XIII, restos
celulares da descamacao do epitélio seminifero (DC); nlcleo
da célula de Sertoli (S); espermatogonia (G); espermatocito
primario (Ep); espermatide tardia (St); espacos existentes

entre células do epitélio seminifero (Seta vermelha).

Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos tratados com sulfato de vincristine e sacrificados aos
127 dias de vida (GV127). Reacdo de acido periodico de
Schiff. Obj.20x. Evidencia-se vacuolizagdo severa dos
tibulos  seminiferos,  descaracterizacdo  celular e
desorganizacao do epitélio seminifero. Capsula testicular (C);
tecido intersticial (Ti); lamen tubular (Lt); vacuolizacao (V);
lamina limitante (Lm). Destaque (a direita) para secgédo

tubular em estadio X1I-XI111, vacuolizagéo (V); Iimen tubular
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FIGURA 7:

FIGURA 8:

FIGURA 9:

(Lt); espermatdcito priméario (Ep); espermétide tardia (St).

Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos tratados com L-carnitine e sulfato de vincristine e
sacrificados aos 40 dias de vida (GCV40). Reacdo de acido
periodico de Schiff. Obj.20x. Observa-se reducdo dos efeitos
deletérios no epitélio seminifero, observa-se vacuolizagéo,
porém, em menor grau. Capsula testicular (C); tecido
intersticial (Ti); lumen tubular (Lt); vacuolizacdo (V); lamina
limitante (Lm). Destaque (a direita) para secc¢do tubular em
estadio VII, espermatécito primario (Ep); espermatide jovem

(Sj); nicleo da célula de Sertoli (S); célula mioide (M).

Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos tratados com L-carnitine e sulfato de vincristine e
sacrificados aos 64 dias de vida (GCV64). Reacdo de acido
periodico de Schiff. Obj.20x. Observa-se vacuolizacdo,
porém, em menor grau. Cépsula testicular (C); tecido
intersticial (Ti); lumen tubular (Lt); vacuolizacdo (V).
Destaque (a direita) para secc¢do tubular em estadio VII,
nicleo da célula de Sertoli (S); lumen tubular (Lt);
espermatocito primario (Ep); espermatide jovem (Sj);
vacuolizagéo V), tecido intersticial (Ti).

Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos
albinos tratados com L-carnitine e sulfato de vincristine e
sacrificados aos 127 dias de vida (GCV127). Reacéo de acido
periédico de Schiff. Obj.20x. Observa-se aumento das
vacuolizacgdes do epitélio seminifero. Cépsula testicular (C);
tecido intersticial (Ti); lomen tubular (Lt); vacuolizagdo (V).
Destaque (a direita) para seccéo tubular em estadio X, limen
tubular (Lt); espermatdcito priméario (Ep); espermatide jovem
(S]). OBJ.B0X. ... vttt
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INTRODUCAO

Os estudos cientificos das ultimas décadas evidenciam um aumento no nimero de casos
de tumores em humanos e em animais domésticos. A quimioterapia antineoplasica ou
antiblastica tem sido, em muitos casos, a alternativa mais indicada para o tratamento curativo
de diferentes tipos de tumores (Almeida et al., 2005; Faro et al., 2008).

Os primeiros quimioterapicos foram descobertos em 1946 quando, na Segunda Guerra
Mundial, observou-se que pessoas expostas ao gas mostarda (até entdo arma de guerra)
desenvolviam hipoplasia medular e linfoide. A partir dai iniciaram-se pesquisas com objetivo
de empregar essas substancias no tratamento de linfomas malignos. A cada periodo, uma nova
gama de antineoplasicos quimioterapicos é descoberta ou desenvolvida em laboratérios,
possibilitando a elaboracdo de diversos protocolos e estratégias de tratamento, os quais
permitem maior efetividade e seguranga no uso destes medicamentoso, com reducdo dos seus
efeitos indesejados (Costa-Lotufo et al, 2010; Ferdinandi & Ferreira, 2009; Maciel et al., 2013).

O alvo das drogas quimioterapicas é a célula neoplasica, com o intuito de promover a
sua destruicdo, porém, o mecanismo de acdo dessas substancias esta ligado aos ciclos celulares
de divisdo e a alta capacidade proliferativa das células tumorais. Desta forma, tecidos saudaveis
com niveis elevados de divisdo celular, podem ser alvo da acdo dos antineoplasicos
quimioterapicos (Akay et al., 2005).

O organismo animal possui diversos tipos de tecidos normais que apresentam altos
indices de replicacdo celular, incluindo tecido hematopoiético, epitélio da mucosa
gastrointestinal e epitélio seminifero. Em alguns casos, o indice de replicacao celular pode ser
igual ou até superior ao observado em alguns tipos de células neoplésicas, tornando essas
células e tecidos altamente suscetiveis a acdo de farmacos quimioterapicos, que tem como alvo
moléculas existentes no processo de divisao celular. A partir desse mecanismo se originam
grande parte dos efeitos adversos existentes na quimioterapia, considerados fatores limitantes
ao uso de drogas quimioterapicas (Maciel et al, 2013).

A necessidade de controlar, mitigar ou anular os efeitos deletérios dos quimioterapicos
sobre as células e tecidos normais tem justificado a realizagdo de estudos que investigam as
capacidades citoprotetoras de diversas moléculas, capazes de impedir ou amenizar os efeitos
adversos das drogas antineoplasicas sem interferir na acdo farmacologica existente junto as
células cancerosas (Costa-Lotufo et al, 2010).

Dentre inimeras substancias estudadas, a I-carnitine tem sido empregada, com esta

finalidade, em associacéo a diversos protocolos anticancer, no intuito de amenizar ou anular os
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efeitos deletérios sobre os tecidos testiculares. A literatura tem apontado para uma mitigacao
dos efeitos adversos das drogas quimioterapicas sobre os tecidos testiculares tratados com L-
carnitine. Efeitos citoprotetores de L-carnitine em maior ou menor grau tem sido relatados em
gbnadas tratadas com diversos farmacos quimioterapicos (Sampaio & Mancini, 2007).

Esse estudo teve por objetivo analisar os efeitos citoprotetores de L-carnitine sobre o
testiculo tratado com drogas antineoplasicas.
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CAPITULDO I: Efeitos citoprotetores de L-carnitine sobre testiculos de ratos submetidos
a tratamento com drogas antineoplasicas: Uma revisao sistematica

Edson Vinicius Leite Veloso, José Emanuel de Souza Sales, Ruthyanna Camila Medeiros da
Silva, Maria Eduarda Camargo Caldeira, Paula Paglia Braga Aradjo, Raul Anderson de Souza
Machado, Otavio Brilhante de Sousa, Danilo José Ayres de Menezes
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ABSTRACT. - Veloso E.V.L., Sales J.E.S., Silva R.C.M., Caldeira M.E.C., Araujo P.P.B.,
Machado R.A.S., Sousa O.B. & Menezes D.J.A. 2022. Cytoprotective effects of L-carnitine
on the testes of rats undergoing treatment with antineoplastic chemotherapy: A
systematic review. Pesquisa Veterinaria Brasileira, 2022. Unidade de Medicina Veterinéria,
Universidade Federal de Campina Grande, Avenida Universitaria, s/n, Cx Postal 61 - Patos/PB.

CEP: 58708-110, Brazil. E-mail: araujo.paglia@gmail.com

Chemotherapy is an indispensable therapeutic tool in the treatment of different types of
neoplasms. However, antineoplastic chemotherapy drugs do not have selectivity for tumor
cells, indistinctly reaching normal and cancer cells that are in the process of cell replication.
Germ cells and other testicular cell components are affected by the action of these drugs,
compromising their functionality. Ensuring the reproductive capacity of the male gonads of
cancer patients has proved to be an important challenge for the biomedical sciences. L-carnitine
and several other substances have shown beneficial effects in the preservation of normal
testicular tissues exposed to anticancer drugs. A search in multiple databases (ScienceDirect,

PubMed, Scopus, Web of Science) without distinction of publication date was performed,
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identifying 1380 unique articles, of which 35 fully met the established inclusion criteria. Of the
35 studies, 24 (68.5%) were cross-sectional and 11 (31.4%) were longitudinal in design. Most
studies included a healthy control group in the study design, 5.8% were randomized trials. There
was diversity in the methodologies used in the administration of drugs and evaluation methods.
Overall, all studies pointed to some beneficial effect of L-carnitine administration on the testes
of individuals undergoing chemotherapy. The review found widespread heterogeneity in the
use of dosages, routes of administration and methods to assess the cytoprotective effects of L-
carnitine on testicular tissues undergoing chemotherapy. This research highlights the need to
standardize appropriate methods to quantitatively and qualitatively assess the effects of L-

carnitine on testicular tissues.

INDEX TERMS: Male gonads, cytoprotection, anticancer therapy.

RESUMO. - [Efeitos citoprotetores de L-carnitina sobre testiculos de ratos submetidos a
tratamento com quimioterdpicos antineoplasicos: Uma revisdo sistematica.] A
guimioterapia é uma ferramenta terapéutica indispensavel no tratamento de diversos tipos de
neoplasias. Todavia, 0s quimioterapicos antineoplasicos ndo possuem seletividade para células
tumorais, atingindo indistintamente células normais e cancerosas que se encontrem em processo
de replicacdo celular. As células germinativas e outros componentes celulares testiculares séo
afetados por acdo destas drogas, comprometendo suas funcionalidades. Assegurar a capacidade
reprodutiva da gbnada masculina de pacientes oncologicos tem se revelado um importante
desafio para as ciéncias biomédicas. A L-carnitina e diversas outras substancias tém
demonstrado efeitos benéficos na preservacdo dos tecidos testiculares normais expostos aos
antineoplasicos. Uma busca em multiplas bases de dados (ScienceDirect, PubMed, Scopus,
Web of Science) sem distingédo de data de publicacdo foi realizada, identificando 1380 artigos
unicos, dos quais 35 preencheram integralmente os critérios de incluséo estabelecidos. Dos 35
estudos, 24 (68,5%) eram transversais e 11 (31,4%) eram longitudinais em delineamento. A
maioria dos estudos incluiu grupo controle saudavel no desenho de estudo, 5,8% foram ensaios
randomizados. Houve diversidade nas metodologias empregadas na administragdo dos
farmacos e métodos avaliativos. No geral, todos os estudos apontaram para algum efeito
benéfico da administragdo de L-carnitina sobre os testiculos de individuos submetidos ao
tratamento quimioterapico. A revisdo encontrou heterogeneidade generalizada no emprego de
posologias, vias de administracdo e métodos avaliativos dos efeitos citoprotetores de L-

carnitina sobre os tecidos testiculares submetidos a quimioterapia. Esta pesquisa destaca a
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necessidade de se padronizar métodos apropriados para avaliar quantitativamente e
qualitativamente os efeitos de L-carnitina sobre o0s tecidos testiculares.

TERMOS DE INDEXACAO: Gonada masculine, citoprotecéo, terapia anticancer.

INTRODUCAO

Os diagnosticos de cancer em humanos e animais domesticos tém crescido
geometricamente nas Ultimas décadas. Em muitos casos, a quimioterapia antineoplasica ou
antibléastica compreende a alternativa mais indicada para o tratamento curativo ou paliativo de
diferentes tipos de cancer, podendo ser indicada de forma adjuvante a outras medidas
terapéuticas como radioterapia, crioterapia e intervencdes cirurgicas (Almeida et al. 2005;
Wagner et al. 2006; Munson & Moresco 2007; Faro et al. 2008; Schirrmacher 2019).

O principal objetivo dos protocolos quimioterapicos é a destruicao especifica das células
cancerigenas, porém, o mecanismo de acdo de grande parte dessas substancias esta diretamente
ligado aos ciclos de divisdo celular e a alta capacidade proliferativa das células tumorais. Desta
forma, os tecidos normais com niveis elevados de divisao celular, podem ser alvo da acdo dos
antineoplasicos quimioterapicos. (Akay et al. 2005).

O organismo animal possui diversos tipos de tecidos normais que apresentam altos
indices de replicacdo celular, incluindo tecido hematopoiético, epitélio da mucosa
gastrointestinal e epitélio seminifero. Em alguns casos, o indice de replicacdo celular pode ser
igual ou até superior ao observado em alguns tipos de células neoplasicas, tornando essas
células ndo cancerosas e tecidos normais altamente suscetiveis a acdo de farmacos
quimioterapicos que tem como alvo as moléculas existentes no processo de divisdo celular. A
partir desse mecanismo se originam grande parte dos efeitos adversos, considerados fatores
limitantes ao uso de drogas quimioterapicas (Faro et al. 2008; Munson & Moresco 2007).

A necessidade de controlar, mitigar ou anular os efeitos deletérios dos quimioterapicos
sobre as celulas e tecidos normais tem justificado a realizacdo de diversos estudos que
investigam as capacidades citoprotetoras de diversas moléculas, capazes de impedir ou
amenizar os efeitos adversos das drogas antineoplasicas sobre células saudaveis, sem interferir
na agdo farmacologica existente entre o farmaco e as células cancerosas (Almeida et al. 2005;
Wagner et al. 2006; Schirrmacher 2019).

Dentre inlmeras substancias estudadas, L-carnintine tem sido empregada em associagdo
a diversos protocolos anticancer, no intuito de amenizar ou anular os efeitos deletérios sobre 0s

tecidos normais, incluindo os tecidos testiculares. A literatura tem apontado para uma mitigacéo
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dos efeitos adversos das drogas quimioterapicas sobre os tecidos testiculares tratados com L-
carnitina. Efeitos citoprotetores em maior ou menor grau tem sido relatados em gonadas tratadas
com diversos farmacos quimioterapicos (Okada et al. 2009; Cabral et al. 2018; Yaman &
Topcu-Tarladacalisir 2018).

Este trabalho tem por objetivo compilar, por meio de uma revisdo sistematica ampla da
literatura publicada, os principais resultados dos estudos cientificos que dispdem sobre os
efeitos de L-carnitina sobre os tecidos das gbnadas masculinas tratados com farmacos
antineoplasicos, considerando aspectos farmacoldgicos, clinicos, morfoldgicos e funcionais das
celulas e tecidos testiculares. Com o detalhamento do nivel de conhecimento sobre o assunto,
espera-se jogar luz sobre o tema, por meio da indicacdo de procedimentos metodol6gicos mais
eficientes de investigacdo e novos protocolos terapéuticos que assegurem a integridade

morfoldgica e funcional das gdnadas de pacientes submetidos a quimioterapia antineoplésica.

MATERIAIS E METODOS

A revisao sistematica foi conduzida de acordo com as recomendac6es PRISMA para 0s
principais itens relatados em revisdes sistematicas integrativa (Page et al. 2021).

Critérios de elegibilidade. Foram considerados estudos publicados em inglés, que
abordam diretamente o tema objeto dessa revisdo, pesquisas cujo desenho experimental
incluiram ensaios clinicos randomizados, estudos comparativos, estudo multicéntrico, estudos
prospectivos e estudos experimentais com grupo controle pareado foram consideradas dentro
dos critérios de inclusdo. Medidas de resultados especificos ndo foram critérios de inclusdo. Os
principais critérios de exclusdo foram trabalhos que ndo apresentaram claramente os métodos e
ferramentas avaliativas e artigos de reviséo.

A indisponibilidade do texto completo, relatos de caso, editoriais, capitulo de livro e
resumo de conferéncias foram considerados critérios de exclusdo adicionais. Estudos em
duplicata também tiveram cépia excluida. Quando os artigos de revisdao continham dados
relevantes, os artigos originais eram analisados e incluidos na presente Reviséo Sistematica se
preenchessem os critérios de elegibilidade. Para artigos que atenderam aos nossos critérios de
inclusdo, foram rastreadas referéncias listadas identificando publica¢bes ausentes na sequéncia
de pesquisa. Quando Vvarias publicacdes relatavam dados de um Unico estudo, 0 manuscrito com
os dados de acompanhamento mais completo foi selecionado para incluséo.

Estratégia de busca. Artigos originais adequados foram identificados nas bases de
dados ScienceDirect, PubMed, Scopus e Web of Science. A busca utilizou as palavras-chave

“carnitine”, “chemotherapy”, “cytoprotective effect” e “testis”. As palavras-chave foram
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combinadas usando os operadores booleanos AND e OR. Dois revisores autdonomos
examinaram todos os titulos e resumos recuperados pelas pesquisas para identificar estudos
potencialmente elegiveis. Qualquer registro considerado potencialmente elegivel por pelo
menos um dos revisores foi recuperado na integra e avaliado por ambos os revisores em relacéo
aos critérios de elegibilidade. Um terceiro revisor resolveu quaisquer divergéncias. Foram
adicionados limites restringindo os estudos aos conduzidos em humanos e animais. A busca foi
feita em pares e revisada por um terceiro autor, no periodo entre julho de 2021 a fevereiro de
2022,

Selecdo das publicacGes. Os titulos obtidos a partir da estratégia de busca foram
revisados pelo primeiro autor e decidiu-se proceder a revisdo do resumo. Quando atendidos aos
critérios de elegibilidade, titulo, e os resumos foram considerados relevantes, copias do texto
completo dos artigos foram obtidas e revisadas pelo primeiro autor (EVLV) e outros membros
da equipe de pesquisa. Qualquer discordancia quanto a elegibilidade do estudo foi resolvida por
consenso e o envolvimento de todos os autores.

Os dados dos estudos incluidos foram recuperados usando formulario proprio aplicado
pelos autores. Um revisor, trabalhando independentemente, de forma padronizada ndo cega,
procurando por literatura relevante, extraiu os dados dos estudos incluidos. A coleta dos dados
foi concluida pelo primeiro autor (EVLV). Decis6es finais sobre as incluses de estudos foram
tomadas apds conclusdo da coleta dos dados, casos de divergéncia foram discutidas com os
autores séniores (OBS e DJAM) e o segundo autor (JESS).

Quando disponiveis, foram recuperados dados referentes a detalhes da publicacéo,
primeiro autor, ano de publicacdo, desenho da pesquisa, numero amostral, drogas
quimioterapicas empregadas, cronograma de avaliagdo, incluindo o momento da primeira
avaliacdo em relacdo ao inicio do tratamento; as ferramentas avaliativas empregadas para medir
os efeitos dos farmacos utilizados e resultados principais descritos no estudo.

Avaliacao das caracteristicas dos estudos e analise dos dados. A qualidade de cada
estudo foi avaliada usando critérios de avaliagdo de qualidade padrdo para estudos
guantitativos. Os critérios avaliativos foram determinados pelas diretrizes PRISMA (Page et al.
2021). Um total de cinco itens foram avaliados e pontuados: Descri¢do do objetivo; se houve
cegamento ou intervencdo dos investigadores; descricdo dos métodos avaliativos;
aplicabilidade dos resultados; concluses apoiadas nos resultados. Uma pontuacdo total foi
calculada para cada estudo, somando a pontuacdo total nos itens relevantes e dividindo pela
pontuacéo total possivel (Kmet et al. 2004). Por critério que foi atendido, um ponto foi dado e

as pontuacdes gerais foram posteriormente subdivididas em 5 categorias diferentes (A — E),
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onde A representa um estudo que cumpriu (quase) todos os critérios e estudos E que ndo o
fizeram (Linschoten, 2018).

RESULTADOS

A busca resultou em 1380 artigos, sem distincdo de data de publicacdo, que
posteriormente, passaram por etapas de filtragem considerando os critérios de incluséo e
exclusdo acima descritos. Dos 1380 estudos identificados, apenas 35 pesquisas contemplaram
todos os critérios de incluséo estabelecidos nesse estudo.

Das 1380 pesquisas identificadas nas bases de dados, 10 (0,66%) eram duplicatas, 26
eram revisoes (1,7%). Do total de estudos compilados, 114 (7,5%) artigos abordavam os efeitos
protetores de L-carnitina em outros 0rgaos ou tecidos, enquanto que 24 (1,5%) empregaram
injarias fisicas ou outras drogas ndo quimioterdpicas no intuito de avaliar o potencial
citoprotetor de L-carnitina, demonstrando que o potencial cientifico e terapéutico dessa
substancia néo se limita ao paciente quimioterapico (Figura 1).

Dos 35 estudos incluidos, todos apontaram algum efeito benéfico em maior ou menor
grau do uso de L-carnitina sobre o testiculo submetido a quimioterapia, todavia, a intensidade
dos efeitos citoprotetores parece estar diretamente relacionado a duracdo e intensidade de

exposicao tanto ao quimioterapico como também a L-carnitina.

O resumo dos artigos selecionados incluindo nome do primeiro autor, ano de
publicacdo, desenho do estudo, numero amostral, cronograma de avaliacdo, medidas

avaliativas, resultados e pontuacdo estabelecida estdo dispostos no Quadro 1.

DISCUSSAO

A L-carnitina € um aminoacido ndo essencial ramificado sintetizado a partir de
sucessivas metilagdes da lisina, por racdo da S-adenosil-metionina no hepatécito. Também pode
ser adquirida de forma exdgena, farmacolégica ou dietética pelo consumo de carne e leite (Tein
et al. 1996; Vaz & Wanders, 2002; Gomes et al. 2020).

A quase um século L-carnitina tem sido considerada importante na fisioloia tecidual,
sem que, no entanto, seu papel tenha sido mensurado e registrado com exatiddo pelos
pesquisadores. As atividades de cofator no transporte de &cidos graxos, reducdo da oxidacao e
aumento na producdo de energia tem sido aceitas como desempenhadas por L-carnitina. A alta

concentracdo dessa substancia em tecidos com alta demanda energética como musculos, células
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de Sertoli, células do epididimo e espermatozoides aponta importante participacdo de L-
carnitina na geracao de energia e no desenvolvimento e maturacdo dos gametas masculinos. A
beta-oxidacdo de &cidos graxos € uma das principais vias metabdlicas de geracdo de energia
dos espermatozoides (Menchini-Fabris et al. 1984; Jarow, 2003; Lenzi et al. 2003; Caviglia et
al. 2004; Aboul-Naga et al. 2020).

A necessidade de mais estudos para esclarecer as reais atividades de L-carnitina sobre
células e tecidos é reconhecida. Todavia, acumulam-se as pesquisas relatando efeitos benéficos
da substancia em diversos tipos de células e tecidos submetidos a diferentes agentes agressores.
Ja foram descritos efeitos protetores de L-carnitina sobre cardiomidcitos submetidos a isquemia
(Shug et al. 1991). Efeitos antiapoptoticos foram descritos em linfocitos (Moretti et al. 2002),
hepatdcitos (Revoltella at al. 1994), midcitos (Arrigoni-Martelli & Caso, 2001), neurdnios (Ishii
et al. 2001) e células germinativas (Costa et al. 1994). Muito embora 0 mecanismo exato pelo

qual a apoptose € evitada permanece desconhecido.

Um dos mecanismos reconhecidamente desencadeadores da apoptose celular passa pela
ativacdo do Ligante ao receptor “associated death domain” (FASL). Estudos in vitro sugerem
que L-carnitina interfere na producdo de componentes do sistema FAS-FASL, além de inibir
algumas das caspases recombinantes, impedindo o estabelecimento do apoptose celular. Em
células submetidas a apoptose, constatou-se que 0s niveis de L-carnitina eram menores que 0
normal (Andrieu-Abadie et al. 1999; Mutomba et al. 2000; Vescovo et al. 2002).

Estudos sugerem que L-carnitina também altera a permeabilidade da membrana celular
por meio da interacdo com cardiolipina, é antioxidante, protegendo mitocéndrias e outras
organelas da acdo de moléculas exdgenas, preservando funcgdes celulares (Di Marzio et al. 1999;
Arrigoni-Martelli & Caso, 2001; Solarska et al. 2010).

A preservacdo das mitocondrias impede a liberacdo do citocromo C no citoplasma, o
que ativaria caspase 9, que por sua vez resultaria na ativacéo das caspases 3, 6 e 7; responsaveis
pela clivagem do DNA e consequente ativacao da apoptose (Hikim et al. 2003). O aumento da
capacidade de geracdo de energia, também atribuida a acdo de L-carnitina, pode resultar em
uma velocidade maior de restauracdo de alteracdes na molécula de DNA, reduzindo assim as

chances de apoptose celular (Amendola et al. 1991).

As concentracGes de L-carnitina no sémen e nos espermatozoides parece ser diretamente
proporcional a contagem de espermatozoides e ao aumento de variaveis do espermograma como

motilidade e grau de maturagdo, havendo testes promissores em pacientes portadores de
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infertilidade (Menchini-Fabris et al. 1984; Costa et al. 1994; Vitali et al. 1995; Goumenou et
al. 2000; Jarow, 2003; Lenzi et al. 2003).

A administracdo prévia de L-carnitina em ratos tratados com doxorrubicina mostrou-se
eficaz na preservacdo do acrossomo, amenizou os danos ao DNA dos espermatozoides e
atenuou outras alteracdes de longo prazo causadas pela acdo do quimioterapico sobre as células

da linhagem germinativa (Cabral et al. 2018).

Outro estudo avaliou o efeito citoprotetor de L-carnitina sobre os testiculos de ratos
tratados com cisplatina, por meio da quantificacio do indice de apoptose de células
germinativas e analise da morfologia, motilidade, quantidade e vitalidade dos espermatozoides
no epididimo. A L-carnitina reduziu significativamente o nimero de células em apoptose, com
melhoras na contagem de espermatozoides epididimarios e sua viabilidade (Yaman & Topcu-
Tarladacalisir 2018).

A L-carnitina mostrou-se eficaz na preservacdo dos niveis séricos de LH, FSH e
testosterona de ratos tratados com cisplatina. Também se observou uma diferenca nos niveis de
marcadores antioxidantes (malondialdeido) e de catalases, sendo forte indicio da acédo
antioxidante de L-carnitina, impedindo a formacao de radicais livres com potencial de interagdo
com moléculas de DNA que podem induzir a apoptose. Houve mitigacdo de danos ao DNA e
dos efeitos deletérios sobre a contagem de espermatozoides, viabilidade e motilidade (Aboul-
Naga et al. 2020).

Uma avaliacdo da expressao génica dos efeitos antioxidantes de vitamina E, melatonina,
L-carnitina e atorvastatina em ratos tratados com busulfan revelou que vitamina E foi mais
eficaz que os demais antioxidantes na amenizacdo dos efeitos deletérios de busulfan sobre a
expressao génica e melhoria da espermatogénese, embora também tenha sido observados
efeitos antiapoptoticos de algumas dos outros antioxidantes estudados (Salehinezhad et al.
2019).

Os efeitos citoprotetores de L-carnitina ndo se limitam as drogas quimioterapicas, sendo
igualmente eficazes na reducdo de danos testiculares causados pelo estresse oxidativo resultante
da ingestdo de cobre. Nestes casos, a L-carnitina conserva o diametro de tubulos seminiferos,
as funcoes testiculares, a espermatogénese e os parametros relativos a qualidade do esperma e

dos espermatozoides (Khushboo et al. 2018).

A existéncia de diferentes mecanismos de atuacdo sugeridos para L-carnitina na
literatura advém de pardmetros distintos aferidos por metodologias igualmente diferentes,
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aplicadas em diversos modelos animais submetidos a condic¢des proprias. O mecanismo de acdo
da droga tem sido investigado através de estudos que condensam diferentes doses, via de
aplicacdo e duracdo do tratamento diversos, e a selecdo de numero amostral adequado para a
realizacdo de cada pesquisa, 0 que contribui para disparidade de resultados e interpretacdes
pelos diferentes grupos de pesquisadores. Muito embora haja a possibilidade de L-carnitina
exercer seus efeitos sob varias frentes, mais pesquisas sdo necessérias para determinar quais
dessas hipdteses cientificas tem real peso sobre a protecdo de células submetidas a um agente

agressor.

Ainda que os mecanismos de citoprotecdo desempenhados por L-carnitina ndo estejam
bem definidos, o efeito protetor sobre células do epitélio germinativo, em maior ou menor grau,
parece estar consolidado por varios grupos de estudo ja citados. Muitos experimentos
descrevem reducdes de efeitos deletérios sob condi¢des especificas, tornando o esclarecimento
do mecanismo de acdo ainda mais necessario para que estudos futuros possam estender os

efeitos protetores a protocolos quimioterapicos mais adequados a atuacao de L-carnitina.

CONCLUSAO
A realizacdo de mais estudos laboratoriais in vitro e in vivo, além de ensaios clinicos

cegos randomizados, sdo necessarios para esclarecer as duvidas expostas nessa revisao,
possibilitando o emprego mais eficaz de L-carnitina na protecéo de células da linhagem
germinativa e células somaticas de pacientes submetidos ao tratamento quimioterapico,
sobretudo em casos de pacientes pré-puberes, 0s quais ndo possuem alternativas viaveis de
preservacao de gametas por biotécnicas da reproducdo, assegurando assim sua capacidade
reprodutiva quando alcangada a vida adulta.
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Figure Legends

Fig.1. Fluxograma da busca, selecéo e inclusdo dos estudos no processo de revisdo sistematica.
Patos/PB, 2022.
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Primeiro autor e anos de publicagdo (PAP), desenho do estudo (DE) transversal (T) ou longitudinal (L), N amostral (NA), cronograma de avaliagdo
(CDA), medida avaliativa (MA), resultados (R) e pontuacéo de resumo de qualidade (PRQ).

PAP | DE | NA CDA MA R PRQ
Abd- | T | 60 ratos Dose Unica de L- Histopatoldgico. Bioguimica. A L-carnitina melhora parametros B
Allah albinos carnitina em animais motilidade e a contagem de testiculares por mecanismos
, 2009 suicos com 200-250g, espermatozoides. O estresse oxidativo | antioxidantes e / ou antiinflamatorios,
machos avaliacdo em fase foi avaliado medindo teor glutationa sugerindo um papel protetor contra a
aguda de tratamento. reduzida (GSH), malondialdeido infertilidade masculina
(MDA) e 8-hidroxidesoxiguanosina
(8-HDG) no DNA. Oxido nitrico (NO)
a atividade de lactato desidrogenas
(LDHXx). O nivel de interlucina (IL) -2
Abd- | T | 20 ratos Dose Unica de L- Contagem, motilidade e velocidade de | Melhora significativa na morfologia, A
Elraz adultos carnitina em ratos com | espermatozoides. Morfologia dos motilidade, velocidade e contagem dos
ek, machos 180g. Avaliacdo ap0os espermatozoides. Metabdlitos de espermatozoides nos grupos tratados
2018 Sprague 28 dias. DNA, estresse oxidativo e pardmetros | com L-arginina e L-carnitina.
Dawley de energia celular
Abo- | T | 60 ratos Dose Unica de L- Contagem, motilidade e viabilidade de | Efeitos positivos foram observados no | A
Ghan albinos carnitina em ratos com | espermatozoides. Reducdo da grupo que recebeu a combinacdo de
ema machos 85¢. Avaliacdo apds um | glutationa, catalase, superéxido gengibre e L-carnitina. A
2012 adultos més do inicio do dismutase e capacidade antioxidante administracdo combinada de gengibre
tratamento. total. Niveis de testosterona, hormonio | e L-carnitina pode ser benéfico para o
foliculo estimulante (FSH) e horm6nio | desempenho sexual masculino.
luteinizante (LH)
Abou | L | 96 ratos pré- | Dose Unica de L- Analises bioguimicas, moleculares e L-Carnitina melhora a B
- puberes carnitina com 8 histopatoldgicas. Avaliacdo da espermatogénese melhora a atividade
Naga, machos semanas de vida motilidade, viabilidade, morfologiae | antioxidante, a atividade hormonal, a
2020 Sprague (agudo), avaliacdo aos | fragmentacdo do DNA dos qualidade do esperma e a integridade
Dawley com espermatozoides do DNA
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trinta dias de
idade

37, 60 e 90 dias de
idade

Aliab
adi,
2012

30
camundongos
machos

Dose Unica de L-
carnitinaem 0,2 ml de
esperma. Avaliacdo aos
30, 90 e 180 min apos a
incubacao

Motilidade espermatica e a qualidade
da cromatina dos espermatozoides

L-carnitina e Acetil L-carnitina
aumentaram a motilidade espermética
e qualidade da cromatina dos
espermatozoides

Alm-
Eldee

2020

18 ratos
albinos
Wistar

machos

14 doses consecutivas
de L-carnitina, uma vez
ao dia comecando um
dia apos aplicacédo de
cisplatina

Histopatologico e anélise
morfométrica. Niveis de
malondialdeido (MDA) e glutationa
reduzida (GSH).

Comprometimento da
espermatogénese induzido pela
cisplatina, diminuicdo no peso dos
testiculos, do nimero de
espermatozoides, aumento de MDA e
diminuicdo de GSH. Degeneracéo,
necrose, parada da espermatogénese,
congestdo e diminuicdo do diametro
dos tubulos seminiferos. Os ratos que
receberam cisplatina e L-carnitina ndo
diferiram significativamente em
relacdo ao peso dos testiculos em
comparagdo com o controle e
restauraram o nivel de MDA e GSH.

Alsha
bana

2010

60 ratos
albinos
Wistar

machos
adultos

Dez doses consecutivas
de L-carnitina uma vez
ao dia. Avaliacdo 24
apos o término do
tratamento

Alanina transaminase, fosfatase
alcalina, bilirrubina total, &cido
tiobarbitarico (TBARS), nitrato /
nitrito total (NOx), glutationa (GSH),
superdxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GSHP x),
glutationa-s-transferase (GST),
glutationa redutase (GR) e atividade
da catalase (CAT)

L-carnitina reverteu completamente
alteracOes bioquimicas e de expressao
génica induzidas pela doxorrubicina

Altun
, 2014

Linha celular
House Ear

Dose Unica de L-
carnitina em cultura de

Avaliacéo de genes apoptoticos com
matriz de PCR para apoptose e 0s

Morte celular apoptotica foi reduzida
em 22% com com acetil- 1 -carnitina-
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Institute- celulas in vitro. niveis de citocinas pro-inflamatorias cisplatina em comparagdo com a
Organ of Avaliacdo em fase medidas por ELISA. cisplatina isolada.
Corti 1 aguda.
Amen 24 Dose Unica de L- Anélise de citometria de fluxo do L-carnitina promoveu recuperagao
dola, camundongos | carnitina em conteudo de DNA celular mais rapida do epitélio germinativo,
1989 machos camundongos de 8 desde tetraploides até espermatides
adultos. semanas. Avaliacéo aos redondas e alongadas. L-carnitina
28,35, 40,45, 50, 55 e contribui para a recuperacéo das
60 dias apos tratamento espermatogonias
Amen 24 Dose Unica de L- Citometria de fluxo. Frequéncias L-carnitina promoveu recuperagao
dola, camundongos | carnitina em relativas dos tipos de células mais rapida da espermatogénese
1991 machos camundongos de 8 testiculares. Histopatoldgico normal
adultos. semanas. Avaliacéo aos
8, 14, 21, 28, 35, 40, 45
e 60 dias apds o
tratamento
Aoui Cultura de Dose Unica de L- Western Blotting. Analise RT-PCR. L-carnitina protegeu as células NT2 /
da, células NT2/ | carnitina em cultivo Captacdo de F-BLM e microscopia de | D1 dos efeitos letais da bleomicina-A5
2010 D1 in vitro. celular in vitro. fluorescéncia
Avaliacdo em fase
aguda
Ayou 30 ratos Avaliacdo duas Peso e dimensdes testiculares. L-carnitina e vitamina E podem ser
b, machos semanas apos Histopatol6gico. Nimero de usados como agentes protetores contra
2019 adultos tratamento espermatozoides toxicidade reprodutiva induzida por
ciclofosfamida
Cabr 48 ratos Dose Unica de L- Densidade numérica de células parametros testiculares e espermaticos
al, machos de 30 | carnitina aos 30 dias de | germinativas apoptéticas (método em ambas as idades melhoraram em
2014 dias de vida | vida. Avaliacdo aos 64 | TUNEL). Contagem de espermatides | ratos tratados com L-carnitina antes da

e cem dias de vida

maduras (19 estagios) e producao
diéria de espermatozoides por
testiculo; numero de espermatozoides
e tempo de transito através do caput /

doxorrubicina. L-carnitina reduziu os
danos testiculares e espermaticos
tardios
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corpus epididimal e cauda; frequéncia
de espermatozoides morfologicamente
anormais (do liquido epididimal),
integridade do DNA do esperma
(ensaio Cometa).

Cabr 48 ratos Dose Unica de L- Avaliagédo da motilidade dos L-carnitina atenuou as alteracGes de
al, Wistar carnitina aos 30 dias de | espermatozoides, da integridade longo prazo causadas pela
2018 machos vida (agudo), avaliagdo | acrossomica, atividade mitocondrial, doxorrubicina nas células
adultos aos 100 dias analise da estrutura da cromatina germinativas e melhorou a capacidade
espermatica (SCSA) e avaliacdo do reprodutiva dos machos na fase adulta.
estresse oxidativo e da competéncia
reprodutiva
Cao, 60 Cinco doses Analise de espermatozoides e L-carnitina promove conservacao de
2017 Camundongo | consecutivas de L- imunohistoquimica, RT-PCR e expressoes de occludina e GDNF,
s machos carnitina uma vez ao Western blot para as avaliacdes de TGF-B3. Protege as células de Sertoli
adultos dia. Avaliacdo ap6s 24 | occludina, fator neurotréfico derivado | do testiculo dos danos causados pelo
horas de tratamento de células gliais (GDNF) e TGF-B3 CTX e promove a espermatogénese
MRNA e expressdo de proteinas.
Cosk 24 ratos Dose Unica de L- Diametro do tabulo seminifero e a Perda de peso, degeneracéo dos
un, albinos carnitina em ratos espessura da parede. Método terminal | tubulos seminiferos na regido
2013 Wistar machos adultos. de desoxinucleotidil transferase dUTP | periférica, separacdo de células
machos Avaliacdo apos 72 nick end-labeling (TUNEL). Anélise espermatogénicas da parede tubular,

horas de tratamento

de sémen. Imunohistoquimica.

detritos celulares no limen e edema
intersticial central. Morfologia do
esperma anormal. O diametro tubular
e a espessura da parede diminuiram, e
0 numero de células positivas para
TUNEL e caspase ativa aumentou. Os
achados histologicos no estudo com L-
carnitina foram melhores do que
aqueles apenas com quimioterapico
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Dehg 20 ratos Dose Unica de L- Volume e didmetro dos testiculos, L-carnitina e THT diminui os efeitos
hani, machos carnitina em ratos tubulos seminiferos e tecido colaterais do bussulfan no sistema
2013 adultos machos adultos. intersticial, comprimento dos flagelos, | reprodutor masculino. No entanto, em
Avaliacdo 48 dias ap0s | altura do epitélio germinativo e nosso estudo, o THT é mais eficaz do
0 tratamento numero de células que a L-carnitina e leva a recuperacao
espermatogénicas. A andlise do da estrutura do testiculo e dos
sémen. parametros do espermatozoide
Eid, 40 ratos 15 doses consecutivas Peso dos 6rgdos reprodutivos, a L-carnitina atenuou a leséo induzida
2016 Sprague- de L-carnitina uma vez | contagem de espermatozoides, a por cisplatina por supressao de
Dawley ao dia. Avaliacéo 24 motilidade espermatica e o nivel de estresse oxidativo / Nitrosativo e
machos horas ap0s o término do | testosterona serica. Histopatoldgico inflamacdo, alteracdo das defesas
adultos tratamento antioxidantes, bem como melhora da
esteroidogénese, espermatogénese e
caracteristicas histologicas
testiculares.
Evag 101 homens | Analise da presenca de | Espermiograma e quantidade de L- A determinacéo dos valores de L-
eliou, tiverem o L-carnitina. Avaliacdo | carnitina no plasma seminal carnitina seminal pode fornecer ao
2000 sémen obtido | em fase aguda. médico um meio adicional de avaliar a
por infertilidade masculina.
masturbacao
Hassa 20 ratos Dose Unica de L- Volumes dos testiculos, tabulos L-carnitina e tecido testicular
npou machos carnitina em ratos seminiferos e tecido intersticial, 0 homogeneizado com busulfan diminui
r, adultos machos adultos. comprimento e diametro dos tubulos alguns efeitos colaterais dessa droga.
2012 Avaliacdo 48 dias apos | seminiferos, a altura do epitélio No entanto, o tecido testicular
0 tratamento germinativo, comprimento dos homogeneizado é mais eficaz do que a
flagelos e o numero total de algumas L-carnitina
linhagens
celulares espermatogénicas
Hu, Cultura de Dose Unica de L- Excrecdo de L-carnitina e Etoposideo pode inibir a funcdo do
2012 células carnitina sobre cultura | acetilcarnitina foi medida na urina hOCTNZ2, perturbar a homeostase da
transfectadas | de células in vitro. coletada de camundongos e pacientes | L-carnitina e contribuir para as

semeadas 48

toxicidades do tratamento
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horas antes

Avaliagdo em fase

pediatricos com cancer antes e apos a

de cada aguda administracao de etoposideo.
experimento
Khus 70 ratos Dose Unica de L- Pesos de corpos e 6rgdos, consumo de | L-carnitina em doses de 50 e 100 mg /
hboo, albinos carnitina e de sulfato de | comida e agua, kg protege o testiculo contra o dano
2018 Wistar cobre (agudo), ensaios de danos aos tecidos do figado | induzido por cobre
machos avaliacdo apos 2 e rim, avaliacdo de testiculo e esperma
adultos (3 semanas epididimario, histologia do testiculo,
meses de pontuacdo de dano e
idade) histomorfometria, imunohistoguimica,
Lenzi 86 homens 2 g/dia de L-carnitina Analise microscépica e L-carnitina foi eficaz em aumentar a
, 2003 inférteis, com | durante 2 meses. computadorizada do sémen, qualidade do sémen.
idade entre Avaliacdo em fase concentracdo seminal de L-carnitina,
40 e 60 anos. | aguda concentracdo de alfa-glicosidase
seminal, potencial de peroxidacéo
lipidica espermatica.
Monc 20 homens 4 g/dia de Densidade espermatica e motilidade Cinco prenhez ocorreram durante o
ada, com acetilcarnitina durante | total de espermatozoides tratamento e apenas 2 durante os 4
1992 oligoastenosp | 60 dias. Avaliacao apds meses de acompanhamento apds a
ermia 0 término do tratamento descontinuacao da terapia.
Nabil Ratos Doxorrubicina 2 mg/kg | Os danos testiculares e cardiacos Diminuicdo relativa nas reacoes de
a, machos 2X ha semana por 2 foram determinados histologicamente | DNA, proteina e PAS, nos midcitos
2003 albino com semanas e como dose e histoquimicamente por microscépios | cardiacos e nas células
peso entre Unica de 15 mg/kg, 200 | de luz e eletrénicos de transmissédo espermatogénicas e intersticiais de
150a180¢g mg/kg de L-carnitina e ratos tratados com Doxorrubicina.
30 mg/kg caroteno AlteragOes tornaram-se menos graves
durante duas semanas. nos grupos com L-carnitina, sugerindo
Avaliagdo um dia apds L- carnitina e B- Caroteno como
0 termino do tratamento protetores desses tipos celulares
Okad 120 ratos 250 mg/kg de L- Analises histopatoldgicas e L-carnitina
a, Wistar carnitina, 40 mg/kg histomorfométricas, sendo esta ultima
2009 machos com | etoposideo através da medicdo do diametro do
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25 dias de (5mg/kg/dia), 250 tubulo seminifero e a altura do epitélio | protege parcialmente o testiculo contra
vida mg/kg de L-carnitina seminifero por meio de microscépio danos causados pelo etoposide,
mais 40 mg/kg binocular embora 0 mecanismo
etoposido (5 mg/kg/dia) seja desconhecido.
durante 8 dias.
Avaliacdo aos 32, 64 e
95 dias ap0s o
tratamento.
Okad 100 ratos 2 g/kg de L-carnitina, Volume testicular e volume total do L-carnitina melhora a auto-renovacéo
a, Wistar 40 mg/kg de etoposideo | epitélio seminifero com das espermatogonias indiferenciadas e
2020 machos com | (5 mg/kg/dia), 2 g/kg de | imunomarcacdo das proteinas UTF1, promove
25 dias de L-carnitina mais 40 SOX2 e PLZF. Medigéo de uma protecédo parcial sobre elas,
idade mg/kg de etoposido (5 | parametros espermaticos e DNA dos aliviando os efeitos tardios
mg/kg/dia) durante 8 espermatozoides. prejudiciais do etoposideo
dias. Avaliacdo aos 32, e levando a um aumento dos
64 e 95 dias ap6s 0 parametros dos espermatozoides.
tratamento.
Saleh 30 ratos 24 h apds o tratamento | Avaliagfes moleculares Antioxidantes usados em diferentes
inezh albinos com busulfan, combinacgdes nao tiveram efeitos de
ad, machos administracdes intra- melhoria na espermatogénese em ratos
2019 peritoneais diarias por machos tratados com busulfan,
6 semanas de diversos embora houve efeitos positivos de
citoprotetores. alguns antioxidantes na reducédo da
Avaliacdo em fase apoptose.
aguda
Salla 28 ratos 100 mg/kg/dia por 30 Medicdes bioguimicas, imagens L-carnitina
m, machos dias de L-carnitina mais | histolégicas e medicoes ameniza estresse oxidativo
2021 solucgdo salina via oral, | imunohistoquimicas induzido por Cisplatina em ratos.

dose Unica de cisplatina
com 7,5 mg/kg

intraperitoneal, dose de
L-carnitina e cisplatine.
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Avaliagdo em fase
aguda

Topc 42 ratos 200 mg/kg de L- Analise microscépicas dos testiculos L-carnitina
u- Wistar carnitina comegando 1 é eficaz na protecédo
Tarla albinos dia antes do tratamento contra danos testiculares de ratos,
dacali machos e 21 dias apds (3 vezes melhora a qualidade de vida do
sir, por semana). Avaliacao paciente ap0s a terapia
2009 21, 44 e 70 dias ap0s
tratamento
Trem Linha celular | Administragéo Culturas de células, medicdo de ROS e | L-carnitina reduz estresse oxidativo
blay, GC-6Spg e antioxidante 24 h antes | GSH intracelular, imunofluorescéncia | induzido por doxorrubicina
2018 linha celular | e durante o tratamento. | para 8-oxodeoxyguanosine (8-0xoDG)
Ser-W3 em Avaliacdo 3 horas e 6
meio de horas apds tratamento
cultura de (agudo)
Eagle
modificado
(In vitro)
Velos 90 ratos Dose Unica de L- Variaveis biométricas, estereoldgicas e | L-carnitina previne a reducao do peso
0, Wistar carnitina. Avaliacdo aos | histologicas e volume testicular, volume das
2022 machos 35,49 e 112 dias apds a células de Sertoli e volume dos
aplicacao tabulos seminiferos de ratos tratados
com quimioterapico
Vicar 98 homens L-carnitina ou Variaveis de sémen, producéo de L-carnitina € eficaz em pacientes com
I, com antiinflamatdrios néo espécies reativas de oxigénio e PVE abacteriano e concentragdes
2002 prostatovesic | esteroidais por 4 meses, | resultados de gravidez foram avaliados | aumentadas de leucAcitos seminais, se
uloepididimit | antiinflamatorios néo antes e apos o tratamento e apos um esses pacientes foram pré-tratados
e (PVE) e esteroidais por 2 meses, | periodo de eliminacdo de 3 meses com antiinflamatorios néo esteroides
com média seguido de tratamento
de idade de por L-carnitina por 2
31 anos meses, ou tratamento

antiinflamatorio ndo
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esteroidal administrado
concomitantemente por
4 meses. Avaliacdo
apos 3 meses de
tratamento

Yama 44 Ratos Injecdo dose Unica de Avaliacdo da morfologia, motilidade, | Melhora na contagem de
n, Wistar L-carnitina uma hora quantidade e vitalidade dos espermatozoides epididimarios e a
2018 machos antes da administracdo | espermatozoides no epididimo viabilidade em ratos tratados com L-
da cisplatina e durante carnitina e cisplatina. L-carnitina pode
os 3 dias seguintes. reduzir o dano espermatico testicular
Eutanésia aos 31 ou 90 tardio causado pela cisplatina, além de
dias de vida induzir a proliferagdo de células
germinativas em ratos pré-puberes e
prevenir a apoptose.
Zhu, 24 ratos Ciclofosfamida (CP) na | Avaliacao da mobilidade e viabilidade | Reducdo da autofagia em células
2015 Wistar dose de 35 mg/kg por dos espermatozoides, utilizacdo de germinativas, L- carnitina influencia
machos, com | um periodo de 5 dias, ELISA para a medicdo dos niveis positivamente na infertilidade
180-200 g de | por injecéo plasmaéticos de testosterona, extracdo | masculina.
Peso e seis intraperitoneal. O grupo | de RNA e PCR, anélise de Western
semanas de CP mais L-carnitina Blot, imunohistoquimica para LC3 e
idade recebeu a dose de 2,1 Beclin-1, marcacdo terminal de

ml/kg/dia via oral de
solucdo de L-carnitina.
Avaliagéo cinquenta
dias ap0s o tratamento

desoxinucleotidil transferase dUTP
nick and TUNEL
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CAPITULO II: Efeitos citoprotetores de L-carnitine sobre a biometria e estereologia

testicular de ratos albinos, tratados com sulfato de vincristine na fase pré-pubere

Edson Vinicius Leite Veloso, José Emanuel de Souza Sales, Wanesk Kerly Barbosa Lucena,
Maria Eduarda Camargo Caldeira, Paula Paglia Braga Araujo, Ruthyanna Camila Medeiros
da Silva, Raul Anderson de Souza Machado, Otavio Brilhante de Sousa, Danilo José Ayres de
Menezes

Trabalho submetido a revista Research, Society and Development (A3)
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Efeitos citoprotetores de L-carnitine sobre a biometria e estereologia testicular de ratos
albinos, tratados com sulfato de vincristine na fase pré-pubere

Cytoprotective effects of L-carnitine on testicular biometry and stereology of albino rats
treated with vincristine sulfate in the prepubertal stage

Efectos citoprotectores de la L-carnitina en la biometria y estereologia testicular de

ratas albinas tratadas con sulfato de vincristina en la fase prepuberal

Resumo

Esta pesquisa avaliou os efeitos citoprotetores de L-carnitine sobre os testiculos de ratos albinos
tratados com sulfato de vincristine na fase pré-pubere. Foram utilizados 90 animais, sendo 30
animais controles, 30 tratados com sulfato de vincristine e 30 animais tratados com L-carnitine
e sulfato de vincristine. As aplicacfes das drogas ocorreram aos 15 dias de vida, e a eutanasia
aos 40, 64 e 127 dias de vida, possibilitando a analise da génada em diferentes fases de
desenvolvimento. Foram realizadas medidas biométricas (peso corpéreo, peso testicular
absoluto, peso testicular relativo, volume testicular, eixos testiculares maior e menor) e medidas
estereoldgicas (densidade de comprimento, densidades de volume dos tibulos seminiferos e do
tecido intersticial). Os resultados demonstraram que 0 uso preventivo da L-carnitine pode
reduzir os efeitos deletérios testiculares provocados pelo sulfato de vincristine, uma vez que
variaveis como peso testicular absoluto, peso testicular relativo e eixo menor testicular
apontaram mitigacdo dos danos decorrentes da acdo do antineoplasico, principalmente em fase

aguda e subaguda.

Palavras-chave: L-carnitine, sulfato de vincristine, testiculo.

Abstract

This research evaluated the cytoprotective effects of L-carnitine on the testes of albino rats
treated with vincristine sulfate in the prepubertal phase. Ninety animals were used, being 30
control animals, 30 treated with vincristine sulfate and 30 animals treated with L-carnitine and
vincristine sulfate. Drug applications occurred at 15 days of life, and euthanasia at 40, 64 and

127 days of life, enabling the analysis of the gonads at different stages of development.
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Biometric measurements (body weight, absolute testicular weight, relative testicular weight,
testicular volume, major and minor testicular axes) and stereological measurements (length
density, seminiferous tubule and interstitial tissue volume densities) were performed. The
results showed that the preventive use of L-carnitine can reduce the harmful testicular effects
caused by vincristine sulfate, since variables such as absolute testicular weight, relative
testicular weight and testicular minor axis pointed to mitigation of damage resulting from the

action of the antineoplastic agent, mainly in acute and subacute phase.

Keywords: L-carnitine, vincristine sulfate, testis.

Resumen

Esta investigacion evalud los efectos citoprotectores de la L-carnitina en los testiculos de ratas
albinas tratadas con sulfato de vincristina en la fase prepuberal. Se utilizaron noventa animales,
siendo 30 animales control, 30 tratados con sulfato de vincristina y 30 animales tratados con L-
carnitina y sulfato de vincristina. Las aplicaciones de los farmacos ocurrieron a los 15 dias de
vida y la eutanasia a los 40, 64 y 127 dias de vida, lo que permiti¢ el analisis de las gonadas en
diferentes etapas de desarrollo. Se realizaron medidas biométricas (peso corporal, peso
testicular absoluto, peso testicular relativo, volumen testicular, ejes testiculares mayor y menor)
y medidas estereoldgicas (densidad de longitud, tabulo seminifero y densidades de volumen de
tejido intersticial). Los resultados mostraron que el uso preventivo de L-carnitina puede reducir
los efectos nocivos testiculares provocados por el sulfato de vincristina, ya que variables como
el peso testicular absoluto, el peso testicular relativo y el eje menor testicular apuntaban a
mitigar el dafio resultante de la accion del antineoplasico, principalmente en fase aguda y

subaguda.
Palabras clave: L-carnitina, sulfato de vincristina, testiculo.
1. Introducgéao
O sulfato de vincristine € um quimioterapico largamente utilizado na medicina humana,
sendo eficaz contra varios tipos de neoplasias de pacientes pediatricos, jovens e adultos. Na

Medicina Veterinaria o sulfato de vincristine é a droga de elei¢do no tratamento de Tumor

Venéreo Transmissivel em cées e integra varios protocolos quimioterapicos contra leucemias e
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linfomas, entretanto a ndo seletividade por células neoplésicas faz com que tecidos e células
normais em processo de replicacdo sejam afetados pelo fa&rmaco, sendo este um fator limitante
a terapéutica (Borges et al., 2021; Groth et al., 2021; Jark et al., 2020; Lima et al., 2021; Morais
et al., 2021; Miranda et al., 2021; Oliveira et al., 2021). Varios estudos ja descreveram efeitos
deletérios de sulfato de vincristine sobre os testiculos (Daleck et al., 1995; Delbes et al., 2010;
Diniz et al., 1999; Hodel, Ettlin & Zschauer, 1984; Martins et al., 2011; Vaisheva et al., 2007).

L-carnitine ¢ um derivado do aminoacido lisina encontrado em mitocondrias
contribuindo com o processo de oxidacao lipidica (Gomes et al., 2020). L-carnitine tem sido
apontado como uma substancia com potencial citoprotetor para tecidos expostos a drogas
quimioterapicas. Minimizar ou neutralizar os efeitos danosos dos quimioterdpicos sobre os
tecidos normais é crucial para pacientes jovens que pretendem se reproduzir e ainda ndo podem
conservar os gametas devido a imaturidade sexual (Okada, Stumpp & Miraglia, 2009;
Salehinezhad et al., 2019; Zarbakhsh et al., 2019; Zhu et al., 2015).

Esta pesquisa objetiva avaliar a capacidade citoprotetora de L-carnitine sobre testiculos
de ratos albinos tratados com sulfato de vincristine na fase pré-pubere, e eutanasiados nas fases

pré-pubere, pabere e adulta.

2. Metodologia

A pesquisa foi executada na Unidade Académica de Medicina Veterinaria (UAMV) do
Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina Grande
(UFCG). O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
mesma Instituicdo, sob o protocolo CEUA/CSTR N° 099/2018.

2.1 Obtencgéo dos animais

Noventa (90) ratos Wistar machos (Rattus norvegicus albinus) oriundos do
acasalamento de matrizes do biotério do CSTR/UFCG, e tratados com sulfato de vincristine,
foram utilizados para avaliar os efeitos citoprotetores de L-carnitine. Os acasalamentos
ocorreram no periodo noturno e no dia seguinte foram realizados esfregacos vaginais para
averiguar a presenca de espermatozoides, atestando assim a cobertura. Este dia foi considerado
dia O de gestacéo.

Os animais foram desmamados aos 21 dias e mantidos em gaiolas de 06 (seis) animais

cada, sob maravalha, e monitorados quanto a higiene e satude. As condi¢des de criacdo foram
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padronizadas e mantidas durante todo o experimento, com regime diario de 12 horas luz
(circadiano), sob temperatura controlada, e sendo alimentados com ragcdo comercial e 4gua ad

libitum.

2.2 Formacao dos grupos experimentais e controles

Ap0s o desmame os animais foram distribuidos em trés grupos principais: Grupo C (GC)
(controle) de 30 animais, Grupo V (GV) (tratados com sulfato de vincristine) de 30 animais e
Grupo CV (GCV) (tratados com L-carnitine e sulfato de vincristine) de 30 animais.

O grupo GC recebeu solucéo salina por via intraperitoneal na mesma dose empregada
no grupo GV e GCV aos 15 dias de idade. Com isso objetivou-se simular as condicdes de
manipulacdo dos grupos tratados, efetuando-se os mesmos procedimentos em todos 0s grupos.
Os animais do grupo GV receberam 0,05 mg/kg de peso vivo de sulfato de vincristine em dose
Unica por via intraperitoneal aos 15 dias idade (Hodel, Ettlin & Zschauer, 1984). O grupo GCV
recebeu 250mg/kg de peso vivo de L-carnitine “inner salt” SIGMA® em dose Unica por via
intraperitoneal aos 15 dias de idade, em processo semelhante ao descrito por outros autores
(Okada, Stumpp & Miraglia, 2009), ap6s uma hora mantidos sob observacao, esses animais
receberam a mesma dose de sulfato de vincristine empregada no grupo GV. O dia de
administragdo da droga foi escolhido com base no desenvolvimento das células de Sertoli e da
barreira hematotesticular, visto que até 18° dia de vida essas células ainda ndo estdo
completamente maduras e a barreira hematotesticular ainda esta em formacédo (Clegg, 1960;
Zarbakhsh et al., 2019).

Os grupos GC, GV e GCV foram divididos em trés subgrupos de dez animais cada, de
acordo com as idades em que foram eutanasiados: 40 dias de vida (subgrupos GC40, GV40 e
GCV40); 64 dias de vida (subgrupos GC64, GV64 e GCV64) e 127 dias de vida (subgrupos
GC127,GV127 e GCV127). Os grupos experimentais de mesma idade foram comparados entre
si. As idades foram escolhidas com base nas fases de desenvolvimento do aparelho reprodutor
masculino da espécie (Clegg, 1960), onde os ratos de 40 dias sdo considerados pré-pubere, com
64 dias sdo puberes, mas ndo sdo sexualmente maduros, e com 127 dias sdo sexualmente
maduros. Nas idades especificadas os animais foram anestesiados com Tiopental Sodico (89
mg/kg de peso corporeo) (Brilhante et al., 2012) e efetuada a eutanasia seguida de remogéo de

ambos os testiculos para posterior avaliacdo estereoldgica.

2.3 Coleta e processamento das amostras
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Nas idades especificadas, os ratos foram pesados e submetidos a eutanasia. Os testiculos
foram removidos e pré-fixados por imersdo em Bouin. Ap6s 30 minutos foram seccionados e
as seccgdes retornaram a solucdo de Bouin, permanecendo por 24 horas. Apés a fixacdo as
amostras foram lavadas e conservadas em alcool 70%, depois foram cortadas, desidratadas em
alcool em concentracdes crescentes, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina (Michalany,
1960). Foram obtidas seccbes de 5um de cada testiculo (direito/esquerdo) por meio do
micrétomo manual LEICA RM2125 RT e navalhas descartaveis Easy Path DURAEDGE. As
amostras foram coradas com Hematoxilina e Eosina (HE), possibilitando a realizacdo da
avaliacdo estereoldgica e do parénquima testicular.

2.4 Biometria e estereologia

A biometria incluiu o peso corpéreo no momento da eutanasia. Também foi aferido o
peso dos testiculos, apés a remocdo, em balanca semi analitica de precisdio BG 1000
GEHAKA®, o0 peso testicular relativo foi calculado segundo a formula (peso testicular/100g
de peso vivo) (Brilhante, Stumpp & Miraglia, 2011). Os eixos maiores e menores foram
mensurados com auxilio de um paquimetro MITUTOYO. O volume testicular foi aferido pelo
método de Scherle (Mandarim-de-Lacerda, 1995; Scherle, 1970). O volume testicular total foi

obtido a partir da seguinte formula:

VOLUME=Densidade X Massa

A média do volume testicular total de cada grupo foi obtida por meio do célculo das
médias ponderadas dos volumes dos dois testiculos de cada animal dos seus respectivos grupos
controles e experimentais.

A anélise estereologica foi realizada em cortes dos testiculos esquerdos e direito, as
seccOes foram submetidas a analise da densidade de volume (Vv) tubular e do tecido intersticial
testicular. As variaveis estereoldgicas de densidade de volume (Vv) foram obtidas por meio da
contagem dos pontos por alocacdo sistematica e aleatdria das imagens obtidas através do
software IMAGE-PRO EXPRESS 6.0 em computador acoplado em microscépio binocular de
luz OLYMPUS BX40 no aumento de 20x e posteriormente empregada no software IMAGEJ
para a contagem dos pontos totalizando 840 pontos por testiculo para a densidade de volume
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dos tecidos e 3190 pontos para densidade de volume das células de Sertoli e espermatogdnias
(Mandarim-de-Lacerda, 1995; Gundersen et al., 1988).

A densidade de volume dos tecidos intersticiais e dos tubulos seminiferos em mms3 foi

calculada a partir do percentual obtido na densidade de volume (Vv) de cada tecido, a densidade
de volume das células de Sertoli e espermatogdnias tambeém foi aferida por meio da mesma
metodologia (Miraglia & Hayashi, 1993). Os volumes tubulares e intersticiais médios por
animal também foram obtidos através do calculo com os dados obtidos para o volume total dos
testiculos direito e esquerdo.
A densidade de comprimento dos tabulos seminiferos (Lv) foi obtida utilizando a férmula
Lv=2Qa, sendo Qa a somatdria das seccdes tubulares existentes na area teste gravada em escala
de 1mm e intervalos do sistema métrico de 10um. Desta forma Qa=} perfis/At (Gundersen et
al., 1988).

2.5 Analise estatistica

Os dados foram avaliados pelo teste ndo paramétrico ANOVA de Kruskal-Wallis, que
se aplica a comparagdes pareadas entre grupos tratados e seus respectivos controles. Os
resultados foram considerados significantes quando p<0,05. A analise estatistica foi realizada
com o auxilio do software Bioestat 5.0.

Os resultados das variaveis avaliadas foram obtidos mediante o calculo da média
ponderada dos dados individuais de cada testiculo (direito e esquerdo), de cada animal e por
conseguinte, de cada grupo (40, 64 e 127 dias). Os resultados foram dispostos em tabelas
contendo trés grupos tratados com sulfato de vincristine (GV), trés grupos tratados com L-
carnitine e sulfato de vincristine (GCV), e seus respectivos controles (GC). A pesquisa abrangeu

avaliacdes de carater biométrico e estereoldgico.

3. Resultados

Os pesos corpéreos (Tabela 1) dos animais do grupo GCV127 ndo diferiram
estatisticamente (p>0,05) quando comparado ao grupo controle GC127 e ao grupo tratado
GV127. Nos grupos GC64, GV64 e GCV64 também n&o foram observadas diferencas (p>0,05).
Porém, o grupo GC40 diferiu dos grupos GV40 e GCV40. Quando comparados os grupos GC40
e GV40 p=0,0023; quando comparados os grupos GC40 e GCV40 resultado foi p=0,0096.
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Tabela 1: Peso corporeo (PC), peso testicular absoluto (PTA), peso testicular relativo (PTR),
volume testicular total (VTT), eixo testicular maior (ETMA) e eixo testicular menor (ETME)
em grupos de ratos albinos controles (GC), tratados com sulfato de vincristine (GV) e tratados
com L-carnitine e sulfato de vincristine (GCV) de 40, 64 e 127 dias de idade (GC40, GV40,
GCV40, GC64, GV64, GCV64, GC127, GV127 e GCV127).

GRUPOS
PC (g) PTA (g) PTR (%) VTT (mm?) ETMA (mm)  ETME (mm)
GC127 308,7a+27,2 1,8a%£0,06  0,59a*+0,04  1657,16a*+88,6  17,02a*+0,3 7,73a*+0,4
GV127 283,0a+39,8 0,9b*+0,18  0,34b*+0,05  1081,11b*+323 12,55b*+1,1 5,460*+0,6
GCV127 277,4a+40,3 1,2b*+0,2  0,44b*+0,08  1172,17b*+197 13,17b*+2,5 6,520+0,9
GC64 228,2a+17 1,6a*£0,04  0,71a*+0,05  1450,12a+131 16,88a*+0,4 6,79a*+0,3
GV64 225,0a+23,2 1,2b*+0,06  0,56b*+0,08  1293,01b+109 13,43b*+0,8 5,550*+0,5
GCV64 226,7a+45,6 1,3b*+0,1 0,60b+0,11  1297,09a+211 13,56b*+2,4 6,07b+0,7
GC40 136,4a*+9,1 0,6a*+0,03  0,51a*+0,03 600,16a+69 16,88a*+0,4 4,41a*+0,3
GV40 116,6b*+6,2 0,4b*+0,02  0,42b*+0,04 517,11b+58 6,430*+0,7 2,280*+0,4
GCV40 114,2b*+25,6 0,5a+0,3 0,45a+0,02 527,17a+288 9,49b*+4,6 3,27c+1,1

Fonte: Arquivo do autor.

Letras diferentes-Médias diferiram entre si pelo teste ANOVA de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Letras diferentes com “*” -Médias diferiram entre si pelo teste ANOVA de Kruskal-Wallis (p<0,01).
Letras iguais-Médias ndo diferiram entre si pelo teste ANOVA de Kruskal-Wallis (p>0,05).

Os pesos testiculares absolutos e relativos apresentaram tendéncia de diminuicao
progressiva. Vale salientar que em todos os grupos experimentais (GV40, GV64 E GV127)
tratados apenas com sulfato de vincristine houve reducées significantes (p<0,01) do peso
testicular absoluto. O peso testicular relativo também reduziu (p<0,05) em todos os grupos
tratados com o quimioterapico.

Os volumes testiculares totais acompanharam a tendéncia de redugdo observada nas
demais variaveis biométricas, todavia, tal reducdo s6 se consolidam no grupo tratado de 127
dias (G127). Os animais dos grupos GV127 e GCV127 mostraram reducdes significativas
(p<0,01) em comparagdo com o grupo GCI127, mostrando que os efeitos citotdxicos do
quimioterapico incidem sobre o volume do testiculo de forma tardia.

Os animais dos grupos GC40, GV40, GCV40, GC64, GV64 e GCV64 ndo apresentaram
reducgdes significantes (p>0,05) do volume da génada. Ao mesmo tempo ndo houve diferenca
(p>0,05) entre os grupos GV127 e GCV127, comprovando que o emprego de L-carnitine ndo
foi eficaz na preservagéo do volume testicular total de ratos tratados com sulfato de vincristine.

Os eixos testiculares maiores e menores se mostraram diminuidos nos animais dos

grupos tratados com sulfato de vincristine (Eixo maior p=0,0001, eixo menor p=0,0001) e
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tratados com sulfato de vincristine e L-carnitine (Eixo maior p=0,0004, eixo menor p=0,0448)
quando comparados a seus respectivos controles.

O eixo testicular menor apresentou tendéncia de reducdo em todos os grupos tratados,
porém no grupo GCV40 verificou-se mitigacdo (p=0,0308) nessa tendéncia de reducdo em
relacdo ao grupo GV de mesma idade (GV40), esse resultado € forte indicativo de efeito
citoprotetor de L-carnitine nos primeiros dias ap6s a aplicagéo.

Constatou-se que as densidades de volume dos tubulos seminiferos (Tabela 2) dos
grupos G64 e G40 tiveram discretas oscilacdes quando comparados 0s grupos experimentais

com seus relativos controles, porém, tais varia¢des ndo diferiram significativamente (p>0,05).

Tabela 2: Densidade de volume dos tabulos seminiferos (DVT), densidade de volume do tecido
intersticial (DVI), volume dos tubulos seminiferos (VT), volume tecido intersticial (VI) em
grupos de ratos albinos controles (GC), tratados com sulfato de vincristine (GV) e tratados com
L-carnitine e sulfato de vincristine (GCV) de 40, 64 e 127 dias de idade (GC40, GV40, GCV40,
GC64, GV64, GCV64, GC127, GV127 e GCV127).

GRUPOS

DVT (%) DVI (%) VT (mm?) VI (mm3)
GC127 71,42a*+11,7 28,57a*+11,7 1185,55a*+219,3 471,6a+191
GV1i27 37,42b*+5,6 62,57b*+5,6 407,13b*+141,1 673,97b+206
GCV-127 43,42b*+3,7 59,57b*+3,7 521,16b*+70,3 687,85b+142
GC64 73,42a+9,4 26,57a+9,4 1058,81a*+119,7 391,31a+148
GV64 69,14a+8 30,85a+8 891,43b*+105,7 401,57a+119
GCV-64 69,71a+4,7 30,28a+4,7 907,23b+176,6 389,85a+68
GC40 77,42a+12,5 22,57a+12,5 462,72a*+77,2 137,44a+75
GV40 72,57a%7,9 27,42a+7,9 375,1b*+58,7 142a+44
GCV-40 72,28a+5 27,71a+5 385,75a+217,3 141,4a+81

Fonte: Arquivo do autor.

Letras diferentes-Médias diferiram entre si pelo teste ANOVA de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Letras diferentes com “*” -Médias diferiram entre si pelo teste ANOVA de Kruskal-Wallis (p<0,01).
Letras iguais-Médias ndo diferiram entre si pelo teste ANOVA de Kruskal-Wallis (p>0,05).

A comparacdo entre os grupos GC127 e GV127 (p=0,0001), e entre os grupos GC127 e
GCV127 (p=0,0022), demonstra que os efeitos deletérios de sulfato de vincristine sobre a
densidade de volume dos tabulos seminiferos foram tardios e incidiram significativamente em
animais adultos (127 dias). Em contrapartida, ndo houve diferencas entre GV127 e GCV127.

Entretanto, os animais do grupo GCV127 (Figura 1) apresentaram médias de densidade

de volume dos tubulos seminiferos estatisticamente diferentes em relagdo ao GV127 (Figura 2)
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e a0 GC127 (Figura 3). E provavel que o efeito citoprotetor da L-carnitine n&o se estenda até a

vida adulta dos animais.

Figura 1: Fotomicrografia de secdes tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com L-
carnitine e sulfato de vincristine e sacrificados aos 127 dias de vida (GCV127). Coloragédo
Hematoxilina-Eosina 20x. Observa-se aumento das vacuoliza¢bes do epitélio seminifero.
Capsula testicular (C); tecido intersticial (Ti); lamen tubular (Lt); vacuolizacdo (V).

W LR O N B I R D
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Fonte: Arquivo do autor.

Figura 2: Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com
sulfato de vincristine e sacrificados aos 127 dias de vida (GV127). Coloracdo Hematoxilina-
Eosina E 20x. Evidencia-se comprometimento severo dos tabulos seminiferos, desorganizacéo
e vacuolizacdes do epitélio seminifero. Céapsula testicular (C); tecido intersticial (Ti); limen

tubular (Lt); vacuolizagéo (V).
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Fonte: Arquivo do autor.

Figura 3: Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos do grupo controle
e sacrificados aos 127 dias de vida (GCi27). Coloragdo Hematoxilina-Eosina 20x. Céapsula
testicular (C); tecido intersticial (Ti); nucleo da célula de Sertoli (S); Iimen tubular (Lt);

espermatdcito primario (Ep); espermatide jovem (Sj); espermatide tardia (St).
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Fonte: Arquivo do autor.

As densidades de volume do tecido intersticial acompanharam as tendéncias observadas
na densidade de volume dos tdbulos seminiferos, porém, de forma inversa, visto a relagdo de
proporcionalidade existente entre as duas variaveis. Desse modo, 0s grupos GV127 e GCV127
demonstraram aumento significante (p=0,0001) da densidade de volume do tecido intersticial

testicular quando comparado ao seu controle respectivo (GC127).

O volume dos tabulos seminiferos apresentou tendéncia de reducdo das meédias,
semelhante a observada no volume testicular total, mostrando diferencas significantes (p<0,05)
nos grupos experimentais GCV64 (Figura 4), GV64 (Figura 5), GC64 (Figura 6), GCV127,
GV127 e GC127; quando comparados 0s grupos tratados com seus controles respectivos.

Figura 4: Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com L-
carnitine e sulfato de vincristine e sacrificados aos 64 dias de vida (GCVes). Coloragdo
Hematoxilina-Eosina 20x. Observa-se vacuolizag¢do, porém, em menor grau. Tecido intersticial

(Ti); lamen tubular (Lt); vacuolizacao (V).
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Fonte: Arquivo do autor.

Figura 5: Fotomicrografia de se¢Ges tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com
sulfato de vincristine e sacrificados aos 64 dias de vida (GVes). Coloragcdo Hematoxilina-Eosina
20x. Observam-se restos celulares oriundos da descamacdo do epitélio seminifero. Tecido
intersticial (Ti); lamina limitante (Lm); célula multinucleada (CM); vacuolizacdo (V); restos

celulares da descamacédo do epitélio seminifero (DC).
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Fonte: Arquivo do autor.

Figura 6: Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos do grupo controle
e sacrificados aos 64 dias de vida (GCes). Coloracdo Hematoxilina-Eosina 20x. Capsula
testicular (C); tecido intersticial (Ti); espermatogdnia (G); lumen tubular (Lt); célula mioide

(M); lamina limitante (Lm).



O 00 N o Uu B~ W N BB

N e T
w N » O

62

Fonte: Arquivo do autor.

O volume do tecido intersticial testicular mostrou variagdes nao significantes (p>0,05)
nos grupos GCV64, GV64, GC64, GCV40 (Figura 7), GV40 (Figura 8) e GC40 (Figura 9);
guando comparados 0s grupos tratados e controles respectivos. Porém, os grupos GV127 e
GCV127 demonstraram aumento significativo (p<0,05) do volume do tecido intersticial
testicular quando comparados ao grupo controle (GC127) de mesma idade.

Figura 7: Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com L-
carnitine e sulfato de vincristine e sacrificados aos 40 dias de vida (GCVao). Coloracdo
Hematoxilina-Eosina 20x. Observa-se reducdo dos efeitos deletérios no epitélio seminifero.

Tecido intersticial (Ti); célula mioide (M); espermatide jovem (Sj); vacuolizagdo (V).
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Fonte: Arquivo do autor.

Figura 8: Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com
sulfato de vincristine e sacrificados aos 40 dias de vida (GVao). Colora¢do Hematoxilina-Eosina
20x. Observam-se efeitos deletérios no epitélio seminifero. Tecido intersticial (Ti);
espermatog6nia (G); célula multinucleada (CM); restos celulares da descamacdo do epitélio
seminifero (DC).
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Fonte: Arquivo do autor.

Figura 9: Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos do grupo controle
e sacrificados aos 40 dias de vida (GCaso). Coloracdo Hematoxilina-Eosina 20x. Cépsula
testicular (C); limen tubular (Lt); tecido intersticial (Ti); espermatécito primario (Ep); nicleo

da célula de Sertoli (S); espermatide jovem (Sj).
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As densidades de volume das células de Sertoli (Tabela 3) e das espermatogdnias

apontaram reducdo quando comparados 0s grupos controle e tratados de 127 dias de vida.

Tabela 3: Densidade de volume da célula de Sertoli (DVS), volume da célula de Sertoli (VS),

densidade de volume de espermatogbnia (DVE), volume de espermatogénia (VE) e densidade

de comprimento (DC) em grupos de ratos albinos controles (GC), tratados com sulfato de
vincristine (GV) e tratados com L-carnitine e sulfato de vincristine (GCV) de 40, 64 e 127 dias

de idade (GC40, GV40, GCV40, GC64, GV64, GCV64, GC127, GV127 e GCV127).

GRUPOS

DVS (%) VS (mm3) DVE (%) VE (mm?) DC (um?)
GC127 1,77a*+0,2 29,41a*+5,2 1,37a*+0,1 22,93a*+3,8 28,34a*+2,2
GVv127 1,03b*+0,1 11,33b*+4 0,86b*+0,1 9,25h*+3,1 34,31b*+1,7
GCV-127 1,55a*+0,1 18,79¢c*+3,9 0,76b*+0,1 9,26b*+2,1 32,7b*+2,6
GC64 0,92a+0,1 13,37at1,8 0,94a+0,1 13,70a+2,5 20,74a+2,2
GV64 0,95a+0,1 12,34a+1,9 0,92a+0,1 11,93a+1,6 23,67b+2,7
GCV-64 0,90a+0,1 11,85a+3,3 0,95a+0,1 12,39a+2,4 23,04b%1,7
GC40 1,64a+0,1 9,90a+1,7 0,75a+0,1 4,55a+1,1 37,88a*+2,9
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GV40 1,58a+0,1 8,19a+1,2 0,73a+0,1 3,82a+0,9 43,69b*+3
GCV-40 1,75a+0,1 9,36a+5,2 0,72a+0,1 3,77a+2,2 43,73b*+2,3
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Fonte: Arquivo do autor.

Letras diferentes-Médias diferiram entre si pelo teste ANOVA de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Letras diferentes com “*” -Médias diferiram entre si pelo teste ANOVA de Kruskal-Wallis (p<0,01).
Letras iguais-Médias ndo diferiram entre si pelo teste ANOVA de Kruskal-Wallis (p>0,05).

A densidade de volume das células de Sertoli mostrou-se diferente quando comparados
0s grupos GC127 e GV127 (p=0,0001) e os grupos GCV127 e GV127 (p=0,0016), entretanto
ndo houve diferenca quando comparados os grupos GC127 e GCV127. A densidade de volume
das espermatogdnias apontou reducdo quando comparados os grupos GC127 e GV127
(p=0,0007), e os grupos GC127 e GCV127 (p=0,0001), porém ndo houve diferenca ao se
comparar 0s grupos GV127 e GCV127 (p=0,44). Os grupos experimentais de 64 e 40 dias ndo
apresentaram diferencas quanto a densidade de volume das células de Sertoli e
espermatogonias.

Os volumes das células de Sertoli e espermatogdnias acompanharam a tendéncia de
reducdo observada na densidade de volume desses tipos celulares. O volume das células de
Sertoli demonstrou diferencas entre os trés grupos experimentais de 127 dias de vida quando
comparados entre si, inclusive quando comparados os grupos GC127 e GCV127 (p=0,0119).
Também houve diferencas ao se comparar o volume das espermatogdnias dos grupos GC127 e
GV127 (p=0,0002), e os grupos GC127 e GCV127 (p=0,0001), respectivamente. Todavia, ndo
houve diferencas entre os grupos GV127 e GCV127 nessa variavel (p=0,91).

Quanto a densidade de comprimento, ndo houve diferencas entre 0s grupos
experimentais de 40 (G40) e 64 (G64) dias de vida, respectivamente. Os grupos GV127 e
GCV127 diferiram do grupo controle de mesma idade, sendo que essa diferenca foi significante
(p=0,0001).

4. Discussao

As oscilagdes de peso corporeo dos animais tratados em relacdo aos seus respectivos
controles, neste experimento, apresentam semelhanca com os dados apresentados em outros
estudos (Daleck et al., 1995; Delbés et al., 2010; Diniz et al., 1999; Hodel, Ettlin & Zschauer,
1984; Martins et al., 2011; Vaisheva et al., 2007).
E sabido que sulfato de vincristine, assim como outros quimioterapicos, produzem efeitos
deletérios sobre o epitélio e glandulas intestinais, interferindo indiretamente no processo

digestdrio e reduzindo a capacidade de absor¢do de nutrientes, e consequentemente o ganho de
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peso. Dados semelhantes foram relatados por outros autores (Moura et al., 2006; Peixoto Junior
et al., 2009; Russell & Franga, 1995; Vendramini, Sasso-Cerri & Miraglia, 2010).

Os pesos corpdreos dos animais tratados e eutanasiados aos 40 dias de vida (GV40 e
GCV40) revelaram diferencas significativas (p<0,01) quando comparados ao controle de
mesma idade (GC40). Entretanto, estes mesmos grupos (GV40 e GCV40), quando comparados
entre si, ndo diferiram em relacdo aos pesos corporeos. Estes resultados confirmam que o uso
prévio da L-Carnitina ndo impede a ocorréncia dos efeitos adversos da vincristina sobre a
variavel peso corpéreo, ou seja, o citoprotetor ndo conseguiu, a curto prazo, impedir ou mitigar
a acao deletéria do quimioterapico sobre a mucosa digestiva, fato expresso pela manutencgéo da
reducdo do peso corpdreo dos animais do grupo GCV40. Este fato tem sido relatado em estudos
realizados com outros quimioterapicos em associacao com a L-carnitine, 0s quais apresentaram
caracteristicas semelhantes quanto a variavel peso corpéreo (Cabral et al., 2014; Cao et al.,
2017; Coskun et al., 2013; Dehghani et al., 2013; Okada, Stumpp & Miraglia, 2009; Yaman &
Topcu-Tarladacalisir, 2018).

Em contrapartida, as oscila¢fes ndo significantes observadas nos grupos de 64 e 127
dias sugerem que a ampliacdo do tempo entre a aplicacdo do quimioterapico e a idade de
eutandsia, possibilitou a recuperacdo do trato digestivo. A capacidade regenerativa das células
das glandulas intestinais e do epitélio intestinal ja foi descrita (Dekaney et al., 2009), e essa
caracteristica possibilita a recuperacdo do peso corporeo perdido na fase aguda do tratamento
com sulfato de vincristine. Reducbes nos pesos corporeos de animais tratados com
quimioterapicos tém sido relatadas como alteracbes comuns nao s6 com o uso de sulfato de
vincristine, mas, com outras drogas antineoplésicas (Brilhante, Stumpp & Miraglia, 2011;
Coskun et al., 2013; Dehghani et al., 2013; Hodel, Ettlin & Zschauer, 1984; Okada, Stumpp &
Miraglia, 2009; Vasiliausha et al., 2016; Vendramini, Sasso-Cerri & Miraglia, 2010).

O peso testicular é considerado diretamente proporcional a produgdo espermaética,
porém, ndo existe proporcionalidade quanto ao peso testicular e o0 peso corporal, por esse
motivo, nesse estudo ndo se observam correlagbes entre peso corporeo e peso testicular,
evidenciado na diferenca existente no peso relativo do 6rgdo. O tamanho testicular interfere
diretamente no comportamento reprodutivo do animal, individuos com maior tamanho
testicular apresentam maior producdo espermatica e, consequentemente, tendem a apresentar
maior atividade reprodutiva, correlacdo embasada pelo indice gonadossomatico (Amann &
Schanbacher, 1983; Franca & Russell, 1998; Kenagy & Trombulak, 1986; Olar, Amann &
Pickett, 1983).
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A reducéo do peso testicular, assim como das demais variaveis biométricas estudadas
possui relacdo dose dependente na maioria das drogas quimioterapicas, as redugdes observadas
nessa pesquisa estdo em conformidade com outros estudos (Okada, Stumpp & Miraglia, 2009;
Vendramini, Sasso-Cerri & Miraglia, 2010). Ademais, a diminui¢cdo do peso testicular é
considerada um indicio importante de perda de células do epitélio seminifero (Bordallo et al.,
2001; Hacker-Klom, Meistrich & Gohde, 1986; Howell & Shalet, 2001), embora alteragdes do
intersticio também devam ser consideradas.

Nos estudos onde se observa reducdo do volume testicular total, a necessidade de
discriminagdo dos volumes dos tibulos seminiferos e do tecido intersticial se torna evidente
para que seja possivel determinar qual dos integrantes do tecido testicular foi alterado, ou no
caso de ambos terem sido afetados, determinar a gravidade e extensdo das alteracées.

Os animais tratados com L-carnitine e sulfato de vincristine e eutanasiados aos 40 dias
de vida, demonstraram um abrandamento das reducdes dos pesos testiculares absoluto e
relativo, demonstrando que houve efeitos citoprotetores que reduziram os efeitos danosos do
guimioterapico a gébnada masculina. Tais resultados corroboram com outros estudos feitos com
0 citoprotetor associado a outras drogas quimioterdpicas, 0 que sugere que a atividade
citoprotetora de L-carnitine independe das caracteristicas farmacol6gicos dos quimioterapicos
empregados. Todavia, em virtude da diversidade de interagdes quimicas que podem ocorrer
entre farmacos de diferentes classes, tornam-se necessarias mais pesquisas a respeito do
mecanismo de acdo de L-carnitine (Okada, Stumpp & Miraglia, 2009; Zhu et al., 2015;
Dehghani et al., 2013).

Pesquisa que comparou os efeitos citoprotetores de L-carnitine com a protegdo conferida
por tecido testicular homogeneizado (Homogenized Testis Tissue-THT) em testiculos de ratos
tratados com busulfan constatou que THT € mais eficaz na conservacdo de variaveis como
volume testicular, peso testicular, volume tubular e intersticial de tecidos, e contagem de
espermatozoides do que os tratados com a L-carnitine (Dehghani et al., 2013).

A reducéo do peso testicular dos animais tratados com a droga sugere a ocorréncia de
efeitos danosos persistentes sobre a gdnada, os quais se expressam de forma cumulativa, e sdo
evidenciados pela incapacidade de recomposicéo do peso testicular a longo prazo.

Ratos tratados com raios-x podem demonstrar diminuigdes significativas dos volumes
dos tubulos seminiferos e do tecido intersticial com consequente atrofia da gonada, dependendo
das idades em que ocorreu a exposi¢cdo (Cabral, Hayashy & Miraglia, 1997). Todavia, nessa
pesquisa observou-se reducdo do volume testicular total sem que houvesse, necessariamente,

reducdo de componentes do tecido intersticial.
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Reducdes de volume testicular total e eixos maiores e menores de testiculos de animais
tratados com antineoplasicos como sulfato de vincristine corroboram com os achados
encontrados por outros autores e robustecem a constatacdo de que as gbnadas desses animais
foram severamente danificadas pela acédo citotoxica do quimioterapico (Brilhante, Stumpp &
Miraglia, 2011).

Diminuicdo do volume testicular é forte indicativo de dano ao epitélio seminifero, ja
que grande parte do tecido testicular € formada pelos tubulos seminiferos, os quais acomodam
o epitélio germinativo. Entretanto, a auséncia de variacdes no volume testicular ndo significa a
inexisténcia de efeitos danosos sobre as células germinativas, visto que o volume testicular total
é composto pela somatoria do volume dos tbulos seminiferos e do volume do tecido intersticial
testicular, sendo que esses dois componentes teciduais estdo sujeitos a variagdes para mais e
para menos (Amann & Schanbacher, 1983).

As densidades de volume dos tabulos seminiferos e do tecido intersticial sdo variaveis
percentuais das quantificaces dos tubulos seminiferos, estruturas células e matriz intersticiais
vasos sanguineos, linfaticos, inervacao e espacos intersticiais das gdnadas masculinas. Desta
forma, sdo medidas que representam, de forma proporcional, a quantidade de tabulos
seminiferos e tecido intersticial existente no 6rgéo.

L-carnitine foi ineficiente na preservacdo da densidade de volume dos tdabulos
seminiferos de ratos tratados com sulfato de vincristine e eutanasiados na fase adulta. Pesquisa
sobre os efeitos de L-carnitine nos testiculos de ratos tratados com etoposide, relatou um
aumento expressivo no nimero de células germinativas em processo de apoptose (Okada,
Stumpp & Miraglia, 2009). A perda de células dos tabulos seminiferos de testiculos tratados
com sulfato de vincristine ainda precisa ser melhor investigada. Embora a reducéo na densidade
de volume dos tabulos seminiferos seja forte indicativo de reducéo na populagéo de células do
parénquima testicular, sobretudo células de linhagem germinativa por estarem em maior
quantidade.

Neste estudo, a redugdo das densidades de volume dos tubulos seminiferos em ratos
tratados com L-carnitine e sulfato de vincristine, assim como no grupo tratado somente com
sulfato de vincristine, pode ter ocorrido devido a morte de células germinativas, levando a crer
que a L-carnitine ndo foi eficiente na protecdo dessas celulas, e que este fato impactou
indiretamente sobre a densidade de volume dos tubulos seminiferos. Danos a células de Sertoli
também pode resultar, indiretamente, em reducdo da populacdo de células da linhagem
germinativa devido desestruturagdo do epitélio seminifero. Efeitos do sulfato de vincristine

sobre as células de Sertoli ja foram descritos (Salehinezhad et al., 2019).
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Estudos voltados para a dindmica do ciclo do epitélio seminifero revelam que as
espermatogonias sobreviventes aos efeitos agudos do quimioterapico necessitariam de 56 dias
para produzir a primeira geracao de espermatides apds a exposicao a droga (Cabral, Hayashi &
Miraglia, 1997; Clermont & Bustos-Obregon, 1968). Dessa forma, torna-se evidente que alguns
dos efeitos danosos do antineopléasico sobre os tubulos seminiferos (incluindo reducdo da
densidade de volume) ndo puderam ser observados no grupo experimental de 40 dias (GV40).
No que concerne ao grupo GV64, é possivel que a acdo do quimioterapico resulte em retardo
no processo espermatogénico, tornando os efeitos deletérios tardios (Clermont & Hermo, 1975;
Hodel, Ettlin & Zschauer, 1984).

Os resultados estereoldgicos revelaram um aumento da densidade de volume do tecido
intersticial e do volume do tecido intersticial, os quais podem ter ocorrido em virtude do
aumento da dispersdo dos tabulos seminiferos dos animais tratados (GV127 e GCV127). A
ampliac&o das estruturas linfaticas testiculares ¢ efeito comumente descrito em animais sujeitos
ao tratamento quimioterapico (Madhu, Reddy & Reddy, 2016; Nikpour et al., 2018; Rosenthal,
1981; Sherif et al., 2018).

A reducao das densidades de volume das células de Sertoli e espermatogdnias associado
a reducdes dos volumes desses tipos celulares séo fortes indicadores de diminuicdo da
populacédo celular no interior dos tibulos seminiferos.

Houve preservacdo da densidade de volume da célula de Sertoli dos animais do grupo
GCV127, indicando efeito citoprotetor de L-carnitine sobre esse tipo celular, contudo, 0 mesmo
efeito ndo foi observado na densidade de volume das espermatogdnias. A reducdo do volume
das células de Sertoli sdo um sinal de provavel dano estrutural irreversivel aos tubulos
seminiferos, uma vez que ndo héa substituicdo da populagdo perdida desse tipo celular, tornando
crucial a sua preservacao (Salehinezhad et al., 2019).

A densidade de comprimento é tida por alguns autores como o parametro ideal na
avaliacdo de estruturas tubulares com distribuicdo retilinea (Mandarim-de-Lacerda, 1995).
Observou-se que os animais tratados com sulfato de vincristine apresentaram na idade adulta
(127 dias), aumento do numero de perfis em uma determinada area teste em decorréncia da
diminuicdo dos eixos maiores (didmetro) e menores dos tabulos seminiferos.

Substancias com efeitos deleterios para a espermatogénese podem acarretar aumento do
numero de perfis em uma determinada area teste, pois, dentre as alteracGes causadas pelas
substancias destaca-se a diminuicdo do didmetro dos tdbulos seminiferos, dessa forma, as
estruturas ocupam espacos fisicos menores aumentando o ndmero de perfis computados
(Bustos-Obregon & Lopez, 1973; Eboetse et al., 2011).
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5. Conclusédo

A administracdo de sulfato de vincristine causa reducdo de parametros importantes que
demonstram grau severo de dano testicular. A administracéo prévia de L-carnitine na dosagem
utilizada, em associacao ao tratamento com sulfato de vincristine, € uma alternativa viavel que
propicia abrandamento dos danos observado nos tecidos testiculares.

Avaliacdes mais completas da morfofisiologia testicular sdo necessarias para determinar
0S mecanismos citoprotetores da L-carnitine no testiculo tratado na fase pré-pabere. AvaliacGes
morfométricas, moleculares, imuno-histoquimicas e analises do ciclo do epitélio seminifero,
que podem fornecer pistas importantes para a compreensdo dos mecanismos pelos quais se
estabelecem os efeitos deletérios do sulfato de vincristine em células germinativas e células de

Sertoli imaturas, além dos mecanismos L- citoprotetores de L-carnitine nesses tipos de células.
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CAPITULDO IlI: Efeitos de L-carnitine sobre alteragdes morfométricas testiculares e
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ABSTRACT. - Veloso E.V.L., Sales J.E.S., Silva R.C.M., Caldeira M.E.C., Aratjo P.P.B.,
Machado R.A.S., Sousa O.B. & Menezes D.J.A. 2022. Efeitos de L-carnitine sobre alteracdes
morfométricas testiculares e ciclo do epitélio seminifero de ratos tratados com sulfato de
vincristine na fase pré-pubere. Pesquisa Veterinaria Brasileira, 2022. Unidade de Medicina
Veterinaria, Universidade Federal de Campina Grande, Avenida Universitéria, s/n, Cx Postal
61 - Patos/PB. CEP: 58708-110, Brazil. E-mail: araujo.paglia@gmail.com

Vincristine sulfate is a chemotherapy drug used in the treatment of several types of

neoplasms in humans and domestic animals. The drug acts on cell division causing the
precipitation of tubulin and paralyzing the mitotic cycle in the M phase. The action of
vincristine sulfate is non-selective, reaching neoplastic cells and normal cells in the process of
division, making rapidly proliferating tissues sensitive to the action. of the drug; including the
seminiferous epithelium. The appearance of neoplasms in prepubertal patients has become
increasingly frequent, especially in the human species, creating the medical challenge of
performing the treatment of oncological diseases, without compromising the morphological and
functional integrity of normal tissues, such as immature testes, which need to preserve gametes

for a later reproduction process. Thus, the aim of this study was to evaluate the protective action
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of L-carnitine on morphometric parameters and on the cycle of the seminiferous epithelium of
rats treated with vincristine sulfate in the prepubertal phase. Ninety male Wistar rats were
divided into three groups of 30 animals, one group received 0.05mg/kg of vincristine sulfate
intraperitoneally (GV), one group received 250mg/kg of L-carnitine intraperitoneally, after one
hour the same dose of vincristine sulfate (GCV) was administered, another group received only
saline solution (GC). The three groups were subdivided according to the ages for euthanasia,
40, 64 and 127 days of life. After euthanasia both testes were collected and histological sections
were processed. Morphometric measurements were performed (diameter of the seminiferous
tubule, height of the seminiferous epithelium, diameter of the tubular lumen, minor axis of the
seminiferous tubule, area of the seminiferous tubule, area of the tubular lumen and area of the
seminiferous epithelium) and counting of the cell types of the seminiferous tubules and
frequency of the stages of the seminiferous epithelium cycle in 100 tube sections per testis. The
results indicated that vincristine sulfate causes serious deleterious effects in animals treated in
the prepubertal phase that persist and worsen into adulthood. L-carnitine mitigated the
deleterious effects of vincristine sulfate on the seminiferous epithelium in 64-day-old animals,
but was ineffective in preserving these effects in animals in the initial (40 days) and final (127

days) phases of this evaluation.

INDEX TERMS: L-carnitine, vincristine sulfate, cycle of the seminiferous epithelium.

RESUMO. - [Efeitos de L-carnitine sobre alteracdes morfométricas testiculares e ciclo do
epitélio seminifero de ratos tratados com sulfato de vincristine na fase pré-pubere]. O
sulfato de vincristine € uma droga quimioterapica empregada no tratamento de diversos tipos
de neoplasias da espécie humana e de animais domeésticos. O farmaco atua sobre a divisao
celular causando a precipitacdo da tubulina e paralisando o ciclo mitético na fase M. A acéo do
sulfato de vincristine é ndo seletiva, atingindo células neoplésicas e celulas normais em
processo de divisdo, tornando tecidos de rapida proliferacdo sensiveis a acdo da droga;
incluindo o epitélio seminifero. O aparecimento de neoplasias em pacientes pré-puberes tem se
tornado cada vez mais frequentes, sobretudo na espécie humana, criando o desafio médico de
executar o tratamento das doencas oncologicas, sem comprometer a integridade morfoldgica e
funcional dos tecidos normais, a exemplo dos testiculos imaturos, 0s quais necessitam preservar
0S gametas para um posterior processo de reproducgéo. Desta forma, o objetivo desse estudo foi
avaliar a agdo protetora de L-carnitine sobre pardmetros morfométricos e sobre o ciclo do

epitélio seminifero de ratos tratados com sulfato de vincristine na fase pré-pubere. Foram
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utilizados 90 ratos machos da linhagem Wistar divididos em trés grupos de 30 animais, um
grupo recebeu 0,05mg/kg de sulfato de vincristine por via intraperitoneal (GV), um grupo
recebeu 250mg/kg de L-carnitine por via intraperitoneal, ap6s uma hora foi administrada a
mesma dose de sulfato de vincristine (GCV), outro grupo recebeu apenas solucéo salina (GC).
Os trés grupos foram subdivididos de acordo com as idades para eutanésia, 40, 64 e 127 dias
de vida. Apds a eutanasia ambos os testiculos foram coletados e processados cortes
histologicos. Foram realizadas medidas morfomeétricas (Diametro do tubulo seminifero, altura
do epitélio seminifero, diametro do limen tubular, eixo menor do tdbulo seminifero, area do
tibulo seminifero, area do limen tubular e area do epitélio seminifero) e contagem dos tipos
celulares dos tubulos seminiferos e frequéncia dos estadios do ciclo do epitélio seminifero em
100 secc¢des tubulares por testiculo. Os resultados indicaram que sulfato de vincristine provoca
graves efeitos deletérios nos animais tratados na fase pré-pubere que perduram e se agravam na
vida adulta. L-carnitine mitigou os efeitos deletérios de sulfato de vincristine sobre o epitélio
seminifero nos animais de 64 dias de vida, porém foi ineficaz na preservacao destes efeitos nos

animais nas fases inicial (40 dias) e final (127 dias).

TERMOS DE INDEXACAO: L-carnitine, sulfato de vincristine, ciclo do epitélio seminifero.
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INTRODUCAO

O sulfato de vincristine ¢ uma droga quimioterapica largamente empregada no
tratamento de diversos tipos de tumores no homem e em animais domésticos. A droga associa-
se a proteina tubulina, e age na fase M da divisao celular, impedindo a multiplicacéo celular, e
consequentemente, o crescimento das neoplasias (Levéque & Jehl, 2007; Silva et al. 2007; Faro
et al. 2008; Brandé&o et al. 2010; Costa-Lotufo et al. 2010).

Todavia, a ndo seletividade do quimioterapico as células tumorais, faz com que tecidos
normais, com altos indices de proliferacdo, também sejam alvos da droga. Os efeitos adversos
causados pelo sulfato de vincristine sdo considerados fatores limitantes ao tratamento (Almeida,
2005; Nak et al. 2005; Faro et al. 2008; Adao 2013).

O surgimento frequente de neoplasias em pacientes jovens do sexo masculino, muitos
deles ainda na fase pré-pubere, lanca o desafio de assegurar a capacidade reprodutiva desses
individuos, cuja idade precoce impossibilita a coleta e conservacdo de células gaméticas
maturas, capaz de viabilizar o seu posterior emprego nas técnicas de reproducéo assistida. E
justamente nesse periodo que antecede o desenvolvimento da barreira hematotesticular, que o
testiculo estd mais exposto a varios agentes danosos (Bordallo 2001).

Estudos avangam no desenvolvimento e analise de substancias com a¢do citoprotetora,
que impecam as células normais de serem afetadas durante o tratamento, mas, sem interferir
nos efeitos antitumorais da droga (Souza et al. 2000).

O objetivo desse estudo foi investigar se o0 uso da L-carnitine previne os efeitos adversos

produzidos pela terapia com sulfato de vincristine na fase pré-pubere.

MATERIAIS E METODOS

Comité de Etica. Este projeto de pesquisa foi submetido ao Comité de Etica em
Pesquisa da Unidade Académica de Medicina Veterinaria (UAMV), do Centro de Saude e
Tecnologia Rural (CSTR), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de
Patos/Paraiba, sendo aprovado sob protocolo CEUA/CSTR N° 185/2014.

Local do Trabalho. O experimento foi realizado no Biotério e nos Laboratorios de
Pesquisa da Patologia Animal e Morfofisiologia do Centro de Salude e Tecnologia Rural da
Universidade Federal de Campina Grande.

Formacéao dos grupos controle e tratado. Foram utilizados 90 (noventa) ratos albinos
(Rattus norvegicus albinus) machos, pertencentes a linhagem Wistar, com 15 dias de idade, e
peso corpéreo médio de 30 gramas.
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Os animais foram provenientes de acasalamento de progenitores do Biotério do CSTR-
UFCG. Apo6s o nascimento foram separados (sexagem), por meio da inspecdo da genitalia
externa. Grupos de 06 (seis) ratos machos foram acomodados por fémea matriz em gaiolas
plasticas durante o periodo de amamentacdo. Os animais foram desmamados aos 21 dias de
vida e distribuidos em trés grupos principais: O grupo controle (GC) com 30 (trinta) animais;
um grupo tratado com sulfato de vincristine (GV), com 30 (trinta) animais; e um grupo tratado
com L-carnitine e sulfato de vincrisitne (GCV), também com 30 (trinta) animais.

Os grupos GC, GV e GCV foram subdivididos em trés subgrupos de 10 (dez) animais
cada, de acordo com as idades em que foram eutanasiados: 40 (quarenta) dias de vida
(subgrupos GC40, G40 e GCV40); 64 sessenta e quatro) dias de vida (subgrupos GC64, GV64
e GCV64) e 127 (cento e vinte e sete) dias de vida (subgrupos GC127, GV127 e GCV127).

Os grupos foram designados por indices numéricos de acordo com as idades em que
foram submetidos a eutanasia. As idades foram escolhidas com base em fases importantes do
desenvolvimento do aparelho reprodutor masculino da espécie. Segundo Clegg (1960), os ratos
de 40 dias sdo pré-puberes, os ratos de 64 dias sdo puberes, mas nao sexualmente maduros, e
os de 127 dias sdo sexualmente maduros.

Os grupos controles (GC) receberam solucdo salina por via intraperitoneal aos 15
(quinze) dias de idade, na mesma dose empregada nos grupos tratados. Objetivou-se com isso
simular as mesmas condigdes de manipulagéo do grupo tratado. Os animais do grupo tratado
(GV) receberam sulfato de vincristine em dose Unica por via intraperitoneal de 0,05 mg/kg de
peso Vvivo aos 15 (quinze) dias idade (Hodel, 1984). Os animais do grupo GCV receberam L-
carnitine em dose Unica por via intraperitoneal de 250 mg/kg de peso vivo aos 15 (quinze) dias
de idade (Okada, 2009). Uma hora ap6s a aplicacdo, os animais receberam sulfato de vincristine
na mesma dose do grupo GV. O dia da administracdo do quimioterapico foi escolhido com base
no tempo de desenvolvimento da barreira hematotesticular e na maturacdo das células de
Sertoli, visto que até 18° dia de vida essas celulas ainda ndo estdo completamente maduras e a
barreira hematotesticular ainda esta em formacéo (Clegg, 1960; Russell, 1990).

Nas idades especificadas, os animais foram eutanasiados com propofol (Propovan®)
(12,5 mg/kg de peso corporeo) segundo recomendacdes do fabricante; seguida de remogéo de
ambos os testiculos para posterior avaliacéo.

Coleta e processamento das amostras. Nas idades especificadas, os ratos foram
submetidos a eutanasia e os testiculos foram removidos. As amostras foram pré-fixadas por
imersdo em Bouin e, ap6s 30 minutos, foram hemisseccionadas. As hemisseccOes retornardo a

solucédo de Bouin, permanecendo por 24 horas. Apés a fixacdo, as amostras foram aparadas,
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cortadas, desidratadas em solucfes alcoolicas de concentragdes crescentes, imersas em xilol
(diafanizagdo) e incluidas em parafina. O processamento das amostras ocorreu no Laboratorio
de Patologia Animal (LPA) do Hospital Veterinario (HV) do Centro de Saude e Tecnologia
Rural (CSTR), da Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), Campus de Patos,
Paraiba em processo semelhante ao realizado por Michalany (1998).

Foram obtidas sec¢des de 5um de cada testiculo (direito/esquerdo) por meio do
micrétomo manual LEICA RM2125 RT e navalhas descartaveis Easy Path DURAEDGE em
cortes aleatorios uniformemente variados. Trés seccbes transversais, ndo simultaneas e
equidistantes do testiculo direito e outras trés do esquerdo de cada animal foram coradas com
Hematoxilina e Eosina (HE), possibilitando a realizacdo da avaliagdo morfométrica, a
identificacdo dos tipos celulares, e a analise histoldgica dos testiculos. A primeira sec¢cdo de
cada bloco foi obtida de maneira aleatoria, as sec¢des seguintes foram obtidas com distancia de
25 um entre si.

Uma seccéo do testiculo direito e outra do esquerdo de cada animal foram obtidas, e
tratadas histoquimicamente pelo PAS-Reativo de Schiff com contra coloracdo pela
hematoxilina de Harris, possibilitando a avaliacdo da frequéncia dos estadios do ciclo do
epitélio seminifero.

Morfometria e Analise histoldgica. A avaliagdo morfométrica foi realizada com
auxilio do software IMAGE-PRO EXPRESS 6.0 em computador acoplado ao microscdpio
binocular de luz OLYMPUS BX40 com objetiva de 20x. Foram mensurados de forma aleatéria
200 tubulos seminiferos em corte transversal por animal (100 em cada testiculo). As sec¢coes
testiculares foram inteiramente e sequencialmente varridas de maneira aleatéria e
uniformemente variada, evitando-se a analise em duplicidade de uma mesma area ou predilecéo
por areas especificas. Foram mensurados o diametro dos tabulos, diametro do Iimen tubular,
altura do epitélio seminifero, area do tubulo, do Iimen e do epitélio seminifero, e eixos maiores
(diametro) e menores dos tubulos seminiferos. Todos os pardmetros foram mensurados de
forma individual e em seguida calculada a média ponderada de cada grupo.

As frequéncias das linhagens basicas de células germinativas, e das células de Sertoli
foram calculadas em 100 seccdes tubulares por animal, sob objetiva de 100x utilizando critérios
estabelecidos por Leblond & Clermont (1952) e complementados por Russell et al. (1990).
Espermatogonia tipo A, tipo B, intermediaria, espermatocitos primarios, espermatides jovens,
espermatides tardias e células de Sertoli foram observadas. Os espermatdcitos secundarios ndo
foram mensurados, pois, segundo Brilhante (1999), esse tipo celular incide sob baixa frequéncia

nos tubulos seminiferos devido ao curto periodo de ocorréncia.
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Avaliacdo do ciclo do epitélio seminifero. A avaliacdo do ciclo do epitélio seminifero
foi realizada com foco nas células germinativas e nas células de Sertoli. Foram analisadas 200
secOes transversais de tubulos seminiferos em cada animal dos grupos experimentais
eutanasiados aos 40, 64 e 127 dias de vida. Os cortes histologicos foram avaliados em
microscopio de bancada da marca Olympus BX41, utilizando a objetiva de 50x. As seccdes
testiculares foram observadas integralmente e em ziguezague (seis sec¢bes por animal e
sessenta por grupo).

Os critérios de classificacdo dos estadios foram estabelecidos por Leblond & Clermont,
1952 e Hess, 1990. Considerando que a identificacdo dos estadios | a IV é dependente de boa
visualizacdo da regido do acrossomo (correspondente ao aparelho de Golgi) em espermatides
redondas iniciais, e dada a dificuldade em diferenciar alguns estadios, os estadios Il e 111 foram
agrupados devido a dificuldade de distincdo entre eles, conforme Russell et al. (1990) e Wing
& Christensen (1982). O mesmo foi feito com os estaddios XII e XIII, que segundo alguns
estudos, podem também ser agrupados (Hoyt et al. 1995).

A frequéncia em que se verificam os estadios foi calculada usando a formula (Nakai et
al. 2004):

Frequéncia de estadio = NUmero de sec¢des tubulares no estadio X 100

Total de seccOes tubulares classificadas

Anélise Estatistica. As varidveis foram confrontadas e os dados foram submetidos ao
teste de normalidade. As variaveis com distribuicdo ndo-paramétrica foram submetidas ao teste
de Kruskal Wallis. A anélise foi completada com o teste de comparacdo mdaltipla (Student
Newman-Keuls). Os resultados foram considerados significantes quando p<0,05. Os testes

foram realizados por meio do software Bioestat 5.0.

RESULTADOS

Nenhum animal dos grupos experimentais veio a 6bito durante o experimento. De forma
geral, os animais permaneceram clinicamente higidos e com caracteristicas comportamentais
dentro do padrdo de normalidade para a espécie durante o experimento. Apds uma semana da
utilizacdo de sulfato de vincristine, os animais dos grupos GV e GCV apresentaram alopecia
no local da aplicacao.

Os resultados foram comparados por meio das médias aritméticas dos grupos GC, GV
e GCV. Os dados morfométricas incluiram as médias do didmetro do tubulo seminifero, altura
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do epitélio seminifero, didmetro do limen tubular e eixo menor do tubulo seminifero dos grupos
GC, GV e GCV (Tabela 1).

Os diametros dos tubulos seminiferos revelaram-se diminuidos nos grupos tratados com
sulfato de vincristine quando comparados aos seus referentes controles. A média do grupo
GV127 foi 23% menor (p=0,0001) quando comparado ao controle de mesma idade, j& 0 grupo
GCV127 reduziu 20,6% em relagdo ao grupo GC127 (p=0,0003) e 3,03% em relagdo ao grupo
GV127, mas nao houve diferencas entre os grupos GCV127 e GV127 (p=0,684). O grupo GV64
apresentou diametro do tabulo seminifero 4,88% menor que o grupo GC64 (p=0,0018), ja o
grupo GCV64 variou 0,14% em relacdo ao grupo GC64, ndo havendo diferenca entre ambos
(p=0,819). A média dos tubulos seminiferos do grupo GCV64 foi 4,74% maior (p=0,003) em
relacdo ao grupo GV64. O grupo GV40 obteve média 12,89% menor (p=0,0004) que 0 grupo
GC40, ja o grupo GCV40 obteve média 17,60% menor (p=0,0001) em relacdo ao grupo GC40.
N&o houve diferenca (p=0,611) quando comparados os grupos GCV40 e GV40, havendo
oscilagio de 5,40%. E valido ressaltar que todos os grupos tratados com sulfato de vincristine
apresentaram redugdes significantes (p<0,05) do diametro do tdbulo seminifero quando
comparados aos respectivos controles. J& 0s animais tratados com L-carnitine e sulfato de
vincristine eutanasiados aos 64 dias de vida ndo apresentaram redugdo em relacdo ao controle
de mesma idade.

A altura do epitélio seminifero reduziu em todos os animais dos grupos tratados com
sulfato de vincristine quando comparados aos seus respectivos controles. O grupo GV127
obteve médias 59,52% menores (p=0,0001) que o grupo controle (GC127). Ja o grupo GCV127
apresentou altura do epitélio seminifero 31,43% menor (p=0,006) quando comparado ao grupo
GC127. N&o houve diferenca (p=0,071) em relacdo aos grupos GV127 e GCV127, embora
tenha havido oscilacdo de 40,97% entre esses grupos. O grupo GV64 apresentou média 22,99%
menor (p=0,0001) que o grupo GC64, o grupo GCV64 apresentou variagdo de 1,97% em
relagdo ao grupo GC64, ndo havendo diferenca (p=0,647). Houve reducdo (p=0,0003) de
21,43% na altura do epitélio seminifero dos animais do grupo GV64 quando comparados ao
grupo GCV64. Os animais do grupo GV40 apresentaram média 21,51% menor (p=0,0001) que
0 grupo GC40, ja o grupo GCV40 reduziu (p=0,0013) 17,70% em relacdo ao grupo GC40. Nao
houve diferenca (p=0,242) quando comparados os grupos GCV40 e GV40, havendo oscilagéo
de 4,62%.

Houve aumento das médias dos didmetros dos limens dos tubulos seminiferos nos
animais dos grupos tratados com sulfato de vincristine de 64 (GV64) e 127 (GV127) dias. O
grupo GV127 apresentou didametro do Iumen tubular 24,49% maior (p=0,006) que o grupo
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controle de mesma idade. O grupo GCV127 nédo diferiu (p=0,321) do grupo GC127 nesta
variavel, havendo oscilacdo de 4,16%. O grupo GV127 apresentou média 27,63% maior
(p=0,0002) que o grupo GCV127. O grupo GV64 teve média de diametro de lIimen tubular
20,23% maior (p=0,006) que o grupo GC64, o grupo GCV64 oscilou 2,81% em relacdo ao
grupo GC64, ndo havendo diferenga (p=0,321). Quando comparados os grupos GCV64 e
GV64, houve aumento (p=0,0005) de 17,92% do limen tubular dos animais do grupo GV64.
Ja os animais do grupo GV40 nédo apresentaram diferenca (p=0,416) quando comparado ao
grupo GC40, havendo variacdo de 4,08%. Os animais do grupo GCV40 apresentaram média
17,39% menor (p=0,01) para didmetro do lumen tubular quando comparado ao grupo GC40,
quando comparado ao grupo GV40, a redugéo (p=0,0007) foi de 20,76%.

O eixo menor dos tubulos seminiferos do grupo GV127 reduziu (p=0,0001) 25,29% em
comparagdo ao grupo GC127, o grupo GCV127 reduziu (p=0,0003) 23,68% em relacdo ao
grupo GC127. Quando comparados os grupos GCV127 e GV127, ndo houve diferenca
(p=0,779), com oscilacdo de 2,10%. N&o houve diferenca (p=0,165) quando comparados 0s
grupos GV64 e GC64, com variacdo numérica de 1,3%. Também ndo houve diferenca
(p=0,202) ao comparar GC64 com GCV64, com oscilacdo de 2,2%. Ao comparar GV64 com
GCV64, ndo se verificou diferenca (p=0,352), com variagdo numeérica de 3,48%. Os animais
do grupo GV40 tiveram média menor (p=0,009) para o eixo menor do tabulo seminifero quando
comparado ao controle de mesma idade, com reducgéo de 12,17%. O grupo GCV40 apresentou
média 19,62% menor (p=0,0005) o grupo GC40, ja em relacdo ao grupo GV40 ndo houve
diferenca (p=0,36), com variacdo de 8,47%.

As médias da area do tabulo seminifero, area do lumen tubular e &rea do epitélio
seminifero dos grupos GC, GV e GCV estéo descritas na Tabela 2.

A érea total do tubulo seminifero apresentou forte reducdo (p=0,0001) de 41,20% no
grupo GV127 quando comparado ao grupo GC127. O grupo GCV127 também reduziu
(p=0,0002) 37,53% em relacdo ao grupo GC127. Quando comparados os grupos GCV127 e
GV127 nédo houve diferenca (p=0,839), com oscilacédo de 5,87%. Os animais do grupo GV64
também apresentaram média 5,37% menor (p=0,437) que o grupo GC64, o grupo GCV64
variou 2,53% em relagédo ao grupo GC64, ndo havendo diferenca (p=0,477). O grupo GCV64
apresentou média 7,77% maior (p=0,0103) para a area do tubulo seminifero em relacdo ao
grupo GV64. Os animais do grupo GV40 apresentaram media 23,72% menor (p=0,0011) que
0 grupo GC40, o grupo GCV40 também reduziu (p=0,0001) 33,51% em relagdo ao grupo
GC40. Quando comparados GCV40 e GV40 ndo houve diferenga (p=0,286), com variacdo de
12,84%.
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A é&rea do limen tubular aumentou no grupo experimental GV127 (p=0,0035) quando
comparado ao respectivo controle, com aumento de 39,63%. O grupo GCV127 ndo revelou
diferenca (p=0,274) quando comparado ao controle de mesma idade, com variacéo de 14,14%.
Houve aumento (p=0,0001) de 48,17% na area do limen tubular dos animais do grupo GV127
quando comparado ao grupo GCV127. A éarea do Iimen tubular aumentou (p=0,0001) 41,21%
no grupo experimental GV64 quando comparado ao referente controle. O grupo GCV64
também ndo apresentou diferenca (p=0,684) quando comparado ao seu respectivo grupo
controle, com oscilacdo de 2,94%. Quando comparados os grupos GV64 e GCV64 houve
aumento (p=0,0003) de 39,43% da area do limen nos animais tratados apenas com o
quimioterapico. Quando comparados os grupos GC40 e GV40 nédo houve diferenca (p=0,297),
com variacao de 11,18%. Porém, o grupo GCV40 apontou reducdo da area do lumen tubular
guando comparado ao grupo GC40 (p=0,0052) e GV40 (p=0,0001), com reducdes de 36,43%
e 43,54% respectivamente.

A érea do epitélio seminifero reduziu em todos os grupos experimentais tratados com
sulfato de vincristine (GV127, GV64 e GV40) e nos grupos GCV127 e GCV40. A média da
area do epitélio seminifero do grupo GV127 foi 59,67% menor (p=0,0001) que no grupo
GC127. O grupo GCV127 reduziu (p=0,0018) 41,57% em relacdo ao grupo GC127. N&o houve
diferenga (p=0,17) quando comparados os grupos GCV127 e GV127, embora tenha havido
oscilacdo de 30,97%. Os animais do grupo GV64 tiveram média 16,99% menor (p=0,0004) que
0 grupo GC64. O grupo GCV64 ndo diferiu (p=0,576) em relacdo ao grupo GC64, oscilando
2,47%. Quando comparados os grupos GCV64 e GV64, houve reducdo (p=0,0001) de 19,04%
da area do epitélio seminifero do grupo GV64. Os animais do grupo GV40 apresentaram médias
27,67% menores (p=0,0002) que o grupo GC40. O grupo GCV40 obteve média 33,20% menor
(p=0,0001) que o grupo GC40. N&o houve diferenca (p=0,878) quando comparados 0s grupos
GCV40 e GV40, com variagéo de 7,63%.

As frequéncias dos tipos celulares espermatogonia A, espermatogonia B e intermediéria,
espermatocito primario, espermatide jovem, espermatide tardia e células de Sertoli do epitélio
seminifero foram apresentadas por meio de médias aritméticas dos grupos GC, GV e GCV
(Tabela 3).

Quando comparados aos grupos controles, houve uma reducdo na frequéncia dos
tubulos seminiferos contendo espermatogdnia do tipo A em todos os grupos GV127
(p=0,0001), GV64 (p=0,0001) e GV40 (p=0,0001) tratados com sulfato de vincristine, sem que
houvessem indicios de recuperacdo do epitélio seminifero a longo prazo (127 dias), sugerindo

existéncia de danos permanentes, de carater irreversivel e cumulativo, uma vez que a reducgéo
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foi percentualmente maior no grupo GV127 (52,72%) que nos grupos GV64 (17,41%) e GV40
(19,51%).

As espermatogonia diferenciadas do tipo B e intermediaria tiveram frequéncia reduzida
(p=0,0001) no grupo GV127, com decréscimo de 21,62% quando comparado ao grupo GC127.
O grupo GCV127 também apresentou reducédo (p=0,001) de 18,31% em relacéo ao controle de
mesma idade. N&o houve diferenca (p=0,30) quando comparados os grupos GCV127 e GV127,
havendo variacdo de 4,04%. N&o foram observadas diferencas (p=0,113) na frequéncia de
espermatogonia do tipo B e intermediaria quando comparados os grupos GV64 e GC64, com
oscilacédo de 3,13%. Néao foram observadas diferengas (p=0,099) quando comparados 0s grupos
GCV64 e GC64, com variacao de 1,93%. Também nao foram observadas diferencas (p=0,298)
guando comparados os grupos GCV64 e GV64, com oscilacdo de 1,22%. Quando comparados
0s grupos GV40 e GC40 (p=0,136); GCV40 e GC40 (p=0,113); e GCV40 e GV40 (p=0,325),
nédo foram observadas diferencas, com variacOes de 4,87%; 4,64%; e 0,23%, respectivamente.

Nesse estudo, a frequéncia dos espermatocitos primarios em tubulos seminiferos foi
19,05% menor (p=0,0001) no grupo GV127 que no grupo GC127. O grupo GCV127 também
apresentou reducdo (p=0,0008) de 9,1% no namero de espermatdcitos primarios em relacédo ao
grupo GC127. Nao houve diferenca (p=0,374) quando comparados os grupos GCV127 e
GV127, embora tenha havido oscilagdo de 10,94%. Os grupos experimentais eutanasiados aos
64 e 40 dias ndo apresentaram diferencas quando comparados aos pares respectivos.

Em relacdo as espermatides jovens verificou-se reducdo (p=0,0001) de 59,6% nos
animais do grupo GV127 em comparacdo ao grupo GC127. O grupo GCV127 apresentou
reducdo (p=0,011) de 49,38% em comparacdo ao grupo GC127. Também foram observadas
diferencas (p=0,011) quando comparados os grupos GCV127 e GV127, com variacdo de
20,18%. Né&o foram observadas diferengas (p>0,05) nos grupos eutanasiados aos 64 e 40 dias
vida, quando comparados 0s grupos pareados.

A média dos tubulos seminiferos com espermaétides tardias reduziu (p=0,0002) 60,7%
no grupo GV127 quando comparado ao grupo GC127. Também houve reducédo (p=0,0001) de
60,9% na comparagdo entre os grupos GCV127 e GC127. Quando comparados 0S grupos
GCV127 e GV127 ndo houve diferenca (p=0,878), com variagdo de 0,5%. O grupo GV64
apresentou reducdo (p=0,0002) de 24,43% da frequéncia de espermatides tardias quando
comparado ao grupo GC64. Também houve reducéo (p=0,0001) de 24,93% do grupo GCV64
guando comparado ao grupo GC64. Quando comparados os grupos GCV64 e GV64 ndo houve
diferenca (p=0,819), com oscilagdo de 0,66%. N&o houve diferenca (p>0,05) entre 0s grupos

eutanasiados aos 40 dias de vida.
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As médias dos tubulos seminiferos com células de Sertoli ndo apresentaram alteracoes
(p>0,05) nos grupos experimentais de 40 e 64 dias de vida. Porém, o grupo GVV127 apresentou
reducdo (p=0,0001) de 8,75% quando comparado ao controle de mesma idade. O grupo
GCV127 nédo apresentou diferencas (p=0,0505) quando comparado ao grupo GC127, com
oscilacédo de 2,34%. Os grupos GCV127 e GV127 mostraram-se diferentes (p=0,028) entre si,
com reducdo de 6,56% no grupo tratado apenas com o quimioterapico.

Os grupos controles GC40 (Fig. 1), GC64 (Fig. 2) e GC127 (Fig. 3) apresentaram
caracteristicas morfolégicas normais. As associa¢fes celulares da linhagem germinativa,
caracterizando os estadios do ciclo do epitélio seminifero estavam bem definidas, sem
alteracdes celulares evidentes.

Formacdes multinucleadas oriundas de espermatides jovens, descamacdo do epitélio
seminifero com presenca de restos celulares e de células da linhagem germinativa no Iimen dos
tubulos seminiferos e vacuolizagdes foram alteracfes morfoldgicas comumente observadas nos
testiculos dos animais dos grupos GV40 (Fig. 4), GV64 (Fig. 5) e G127 (Fig. 6) tratados com
sulfato de vincristine.

Os animais tratados com L-carnitine e sulfato de vincristine também apresentaram
alteragBes histoldgicas semelhantes nos grupos GCV40 (Fig. 7), GCV64 (Fig. 8) e GCV127
(Fig. 9), todavia a intensidade foi visivelmente menor, constatacdo corroborada pelos dados
quantitativos desse estudo, que indicam amenizacdo dos efeitos deletérios do antineoplasico
nos animais tratados com L-carnitine.

Os estadios do ciclo do epitélio seminifero foram denominados com algarismos romanos
(I-X1V), seguindo metodologia de trabalhos anteriores (Hess et al. 1990, Leblond & Clermont,
1952). As médias das frequéncias dos estadios do ciclo do epitélio seminifero estdo dispostas
na Tabela 4.

Os animais dos grupos controles (GC127, GC64 e GC40) apresentaram associag0es
celulares bem definidas e frequéncias dos estadios dos tubulos seminiferos em percentuais
adequados para a espécie.

O grupo GV127 apresentou diferencas em 9 dos 12 estddios avaliados quando
comparado ao controle de mesma idade. Houve aumento das frequéncias dos estadios I, 11-11I,
IV e V, com consequente reducdo da frequéncia dos estadios VI, VII, VIII, XI e X11-XIII.

No grupo GCV127, 8 dos 12 estadios (I, HI-111, 1V, VI, VII, VI, IX e XII-XIII) ndo
apresentaram diferengas em relacdo ao controle de mesma idade. Os estadios V e XI
apresentaram frequéncias iguais ao grupo GV127, indicando que as condi¢Ges que resultaram

em alteracdes da frequéncia desses estadios ndo foram impedidas pela acdo de L-carnitine. Foi
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observado o mesmo aumento da frequéncia do estadio V no grupo GCV127 quando comparado
ao grupo GV127. No estadio XI do grupo GCV127 verifica-se queda da frequéncia tal qual
ocorreu no grupo GV127.

O grupo GV64 apresentou diferencas em 8 dos 12 estadios avaliados quando comparado
ao grupo GC64. Houve aumento da frequéncia nos estadios VII, IX e X, ao passo em que as
frequéncias dos estadios I, 11-111, V, X1I-XI1I e X1V reduziram.

No grupo GCV64, 5 dos 12 estadios (V, VII, X, XII-XIII e XIV) ndo apresentaram
diferencas em relacdo ao grupo GC64. Todos os estadios do grupo GCV64 diferiram do seu
congénere no grupo GV64. Todavia, houve aumento das frequéncias dos estadios I, 1I-111, IV e
IX, acompanhadas por reduc¢des das frequéncias dos estadios VI, VIl e XI quando comparado
ao grupo GC64.

O grupo GV40 apresentou diferencas em 6 dos 12 estadios avaliados quando comparado
ao grupo controle de mesma idade. Houve aumento nas frequéncias dos estadios II-111, IV e IX,
acompanhada da reducdo da frequéncia dos estadios VI, VIII e XII-XIII.

O grupo GCV40 apresentou diferencas em 6 dos 12 estadios do ciclo do epitélio
seminifero, com aumento na frequéncia dos estadios Il-111, IV e 1X e reducdo da frequéncia dos
estadios VI, VI e XII-XIII. Apenas no estddio XII-XIIl houve diferenga entre 0s grupos
GCV40 e GV40, onde observa-se uma atenuagao na tendéncia de reducéo no grupo GCV40.

DISCUSSAO

Outras pesquisas utilizando L-carnitine relatam efeitos citoprotetores parciais nos
testiculos de ratos tratados com drogas quimioterapicas, incluindo a conservacao do diametro
dos tabulos seminiferos (Lirdi et al. 2008; Okada 2009; Coskun 2013; Dehghani 2013; Zhu
2015).

A reducdo do didmetro dos tubulos seminiferos nos animais tratados apenas com sulfato
de vincristine ocorreu em consequéncia da reducdo da altura do epitélio seminifero. E valido
ressaltar que a reducdo do didmetro dos tabulos seminiferos foi atenuada pelo aumento do
didmetro do lamen tubular.

N&o foram observadas diferencas (p>0,05) entre os grupos GC64 e GCV64,
corroborando indicios de que os efeitos citoprotetores de L-carnitine ocorreram principalmente
nos animais de 64 dias de vida. Nas fases inicial e final de observacéo, houve reducéo da altura
do epitélio seminifero, indicando que existe uma faixa cronoldgica Otima para acgdo

citoprotetora de L-carnitine contra efeitos deletérios de sulfato de vincristine.
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As substancias citoprotetoras geralmente apresentam mecanismo de agédo que envolvem
a producdo de compostos antioxidantes, reduzindo a interacdo das células normais com 0s
radicais livres produzidos pelas reacfes envolvendo os farmacos quimioterapicos. De outra
forma, os citoprotetores podem reparar o DNA nuclear de células lesionadas, identificando-as
através da leitura de diferencas fisioldgicas existentes nas células saudaveis e ausentes nas
células neoplasicas. H& ainda, substancias que interagem de forma direta com os metabolitos
toxicos de alguns quimioterapicos neutralizando-os (Souza et al. 2000).

Ainda ndo se sabe exatamente como L-carnitine atua na protecdo de células normais
expostas a acdo de drogas quimioterapicas. A determinacdo do seu mecanismo parece ser peca
chave na determinacédo do alcance citoprotetor de L-carnitine sobre efeitos agudos e tardios de
sulfato de vincristine. E possivel que o uso prolongado de L-carnitine venha a maximizar os
efeitos citoprotetores da droga (Okada 2009; Dehghani 2013).

O diametro do tubulo seminifero e a altura do epitélio seminifero sdo variaveis
quantitativas que apresentam relacédo direta com a producgéo de espermatozoides, sendo fontes
importantes de dados para avaliar a atividade espermatogénica de uma espécie (Amann &
Schanbacher 1983; Olar, Amann & Pickett 1983; Kenagy & Trombulak 1986; Franca &
Russell 1998). Desta forma, tais redugdes tratam-se na verdade de um reflexo do
comprometimento das génadas dos animais tratados com sulfato de vincristine, deixando claro
que nos ratos, os efeitos danosos do medicamento se estendem desde o periodo de seu uso até
a vida adulta.

Em contraponto a reducdo do diametro dos tubulos seminiferos dos animais tratados
com sulfato de vincristine, o didmetro do Iumen tubular aumentou nos animais dos grupos
experimentais de 64 e 127 dias de vida tratados apenas com o quimioterapico. A reducdo do
didametro do tabulo seminifero com o aumento concomitante do didmetro luminal tubular sugere
uma diminuicdo da area ocupada pelo epitélio germinativo. O aumento do didmetro do Iimen
dos tubulos seminiferos € um forte indicativo de reducéo populacional das células do epitélio
seminifero. Resultados semelhantes ja foram relatados por outros autores (Vaisheva, 2007;
Tayefi et al. 2012).

Reducdes do didmetro do tubulo seminifero ja foram relatadas em estudos realizados
com outros quimioterapicos, incluindo doxorrubicina (Brilhante 1999), cisplatina (Coskun
2013), busulfan (Vasiliausha 2012; Dehghani 2013), etoposide (Okada 2009), e ciclofosfamida
(Zhu 2015), sendo considerado uma varidvel quantitativa importante na determinagédo de danos
testiculares causados por essa classe de farmacos.
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Ao0s 127 dias e aos 40 dias de vida ndo foram observadas diferencas no diametro tubular
entre os animais tratados com sulfato de vincristine e o grupo tratado com L-carnitine e sulfato
de vincristine. Desta forma, a substancia citoprotetora promoveu a conservacdo do diametro
dos tabulos seminiferos, da altura do epitélio seminifero e do didametro do Iimen do epitélio
seminifero apenas nos ratos de 64 dias de vida. As razdes que explicam a protecdo de L-
carnitine no grupo GCV64 estdo muito provavelmente, relacionadas aos mecanismos de acédo
da substancia sobre as células submetidas as agressfes do quimioterapico. Aparentemente, 0s
efeitos protetores de L-carnitine ndo ocorrem de maneira rapida o suficiente para conservar o
didmetro dos tabulos seminiferos aos 40 dias de vida, sendo esses efeitos observados apenas
aos 64 dias. Ao mesmo tempo, esses efeitos protetores ndo perduram ao longo do tempo,
fazendo com que os efeitos deletérios de sulfato de vincristine ressurjam aos 127 dias de vida.

O grupo GCV40 apresentou reducdo do diametro do Iimen tubular em relacdo aos
grupos GC40 e GV40, segundo Zhu (2015), L-carnitine pode aumentar os indices de algumas
variaveis relacionados a génada masculina, incluindo aumento nos niveis de testosterona,
aumento na motilidade e viabilidade dos espermatozoides com diminui¢cdo dos danos gerados
as células da linhagem germinativa. Desta forma, a reducdo do limen dos tubulos seminiferos
observada no grupo GCV40 pode estar relacionada aos efeitos benéficos causados pela L-
carnitine.

As médias dos eixos menores dos tubulos seminiferos se mostraram reduzidas nos
grupos experimentais GV127, GCV127, GV40 e GCV40, quando comparados aos grupos
controles de mesma idade. Contudo, ndo foram observadas diferencas (p>0,05) entre 0s grupos
GC64, GV64 e GCV64. Ou seja, considerando apenas essa variavel aos 64 dias, ndo ha indicios
de efeitos protetores de L-carnitine sobre os tdbulos seminiferos, tampouco hé sinais de efeitos
deletérios de sulfato de vincristine. Entretanto, as demais variaveis ja explicitadas indicam que
L-carnitine foi eficaz na conservagdo dos tubulos seminiferos aos 64 dias de vida.

Ao mesmo tempo em que se observou aumento do diametro do Iimen dos tabulos
seminiferos, os animais dos grupos experimentais de 40 e 127 dias apresentaram reducgdes das
médias dos eixos menores e do didmetro dos tdbulos seminiferos, ou seja, 0 espaco que deveria
ser ocupado por células da linhagem germinativa foi reduzido em trés frontes, eixo maior
(diametro), eixo menor do tubulo seminifero com aumento do limen tubular. Em outras
palavras, os tubulos se tornaram mais finos, o diametro do limen aumentou e a altura do epitélio
seminifero diminuiu.

Cabral et al. (1997), observaram que ratos albinos pré-puberes tratados com dose

localizada de 600-r de raios-x, apresentaram redugdes importantes no peso testicular e eixos
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testiculares maiores e menores em animais eutanasiados aos 35, 65 e 90 dias, ja 0s animais
eutanasiados com 90 e 120 dias apds o tratamento apresentaram reducdo no didmetro dos
tubulos seminiferos e volume testicular total. Os animais que foram eutanasiados dez dias ap6s
0 tratamento também revelaram diminuicdo significativa do volume testicular total,
demonstrando que os efeitos deletérios testiculares crénicos podem ser tdo frequentes e danosos
quanto os efeitos agudos.

A reducdo do eixo maior (didmetro tubular) e do eixo menor dos tubulos seminiferos
sdo considerados fortes indicativos de atrofia dos tabulos seminiferos, em decorréncia da acao
deletéria da droga (Vaisheva, 2007; Tayefi et al. 2012). Ao mesmo tempo, observou-se que a
L-carnitine ndo conferiu protecdo ao tecido testicular tubular nas fases precoce (aos 40 dias) e
tardia (127 dias) do desenvolvimento testicular, fato confirmado pelas variaveis analisadas
neste estudo. Apenas 0s animais eutanasiados aos 64 dias de vida demonstraram preservacao
das varidveis em niveis semelhantes ao grupo controle.

A érea total dos tubulos seminiferos é composta pela area do epitélio seminifero e pela
area do limen tubular. A reducdo da area dos tubulos seminiferos foi observada em todos os
grupos tratados apenas com sulfato de vincristine. Os animais dos grupos GCV127 e GCV40
acompanharam a tendéncia de reducgéo dos grupos tratados apenas com sulfato de vincristine.
Todavia, o grupo GCV64 manteve média estatisticamente igual ao grupo controle de mesma
idade. A manutencdo, em média, da area do tubulo seminifero no grupo GCV64 em relacéo ao
controle respectivo, pode estar relacionada aos efeitos citoprotetores de L-carnitine.

Os aumentos da area do lumen tubular observados nos animais de 127 e 64 dias tratados
com sulfato de vincristine contradizem os resultados descritos por Daleck (1995), que
estudando os efeitos do sulfato de vincristine sobre os testiculos de cées adultos observou
diminuicdo do IGmen tubular. E possivel que as diferencas existentes nas abordagens dos
estudos, mais precisamente entre as doses ministradas e as idades em que foram efetuados os
tratamentos possam ter ocasionado tais disparidades, como sugerido por Bordallo (2001).

Os grupos GCV64 e GCV127 ndo apresentaram diferencas quando comparados aos
respectivos controles, sugerindo que os efeitos citoprotetores de L-carnitine tenham reduzido
os efeitos deletérios do sulfato de vincristine sobre o epitélio seminifero, atenuando 0 aumento
da area do limen. Ja o grupo GCV40 demonstrou reducédo da area do lumen, possivelmente em
virtude dos efeitos positivos da droga citoprotetora, como ja descrito em outras pesquisas (Zhu,
2015).

Paralelamente ao decréscimo da area dos tdbulos seminiferos de todos 0s grupos

experimentais tratados exclusivamente com sulfato de vincristine, a area do lumen tubular dos
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grupos GV64 e GVV127, tratados apenas com o0 quimioterapico aumentaram, consequentemente
a area ocupada pelo epitélio seminifero reduziu drasticamente, fornecendo forte indicio da
mortalidade celular causada pela acéo do antineoplasico.

Na maior parte das variaveis morfométricas analisadas, os grupos GCV127 e
GCV40 ndo diferiram dos grupos GV127 e GV40, indicando que o epitélio seminifero n&o foi
suficientemente protegido dos efeitos danosos do quimioterdpico nas fases precoce e tardia do
desenvolvimento testicular. Todavia, o grupo GCV64 apresentou medias estatisticamente
iguais ao grupo controle de mesma idade em quase todas as variaveis morfométricas,
demonstrando eficacia de L-carnitine nesse intersticio de tempo de maturacdo testicular (49
dias apds a aplicacdo). Esta constatacdo sugere que a L-carnitine possui efeito citoprotetor
limitado, que se expressa mais precisamente a medio prazo, mas que declina em prazos maiores
de sua utilizacéo.

Os resultados desse trabalho corroboram parte com os estudos realizados por Joshi &
Ambaye (1968), que ao analisar os efeitos de vinca rosea sobre os testiculos de ratos, observou
danos as células da linhagem germinativa, principalmente espermatogonia indiferenciadas do
tipo A, sendo esse um dos tipos celulares mais danificados pelo quimioterapico.

Hodel et al. (1984) analisaram testiculos de ratos tratados com procarbazina, sulfato de
vincristine e busulfan e relataram reducdes de pesos testiculares em todos os animais
submetidos ao tratamento, sendo consequéncia direta da morte e perda de células da linhagem
germinativa dos tdbulos seminiferos.

Segundo Parvinen et al. (1978), ratos tratados com altas doses de sulfato de vincristine
podem apresentar destruicao das células de Sertoli através de deplecdo dos seus microttbulos
e mitocobndrias. Além disso, observou-se uma paralisacdo dos processos de divisdo celular
(mitose e meiose) seguida de morte das células da linhagem germinativa.

Reducdes significativas do peso testicular e do didmetro dos tubulos seminiferos
verificadas em animais tratados com radiacao estdo possivelmente ligadas a perdas de células
do epitélio seminifero, sobretudo das células da linhagem germinativa (Monesi, 1962).

Murugavel & Akbarsha (1991) analisaram os efeitos anti-espermatogénicos do
extrato da planta vinca rosea e concluiram que o principio ativo, a vincristina causava
degeneracéo testicular com consequente atrofia dos tubulos seminiferos e danos as células de
Leydig.

Magelssen et al. (2006) afirmaram que a maioria dos pacientes portadores de
doenca de Hodgkin torna-se azoospermicos ap0s o tratamento combinado de mitoxantrona,
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sulfato de vincristine, vimblastina e prednisona, porém, niveis pré-tratamento podem ser
restabelecidos em alguns pacientes.

E provavel que as células multinucleadas tenham sofrido danos no seu DNA decorrente
da acdo de sulfato de vincristine, essa alteracdo foi observada de maneira recorrente no grupo
GV40. Nos casos onde essas células entraram em apoptose, 0s restos celulares depositaram-se
no lumen, a descamacdo do epitélio seminifero com acumulo de restos celulares no lumen
tubular foi uma alteragdo comumente observada no grupo GV64. A morte ou desprendimento
em massa das células da linhagem germinativa resultou na abertura de espacos (vactolos) no
epitélio seminifero, essas alteragdes eram pouco frequentes no grupo GV40, mas foram ficando
mais comuns no grupo GV64 e atingiram seu apice no grupo GV127, onde em algumas secgdes
tubulares ndo haviam células da linhagem germinativa presentes na parede.

Aglomerados de células germinativas e de restos celulares no limen dos tubulos
seminiferos originam-se do processo de descamacdo do epitélio seminifero. Tal descamacao
provém da acdo citotoxica de sulfato de vincristine sobre as células do epitélio seminifero.
Nesse estudo, descamacéo do epitélio seminifero foi observada nos animais do grupo tratado,
principalmente o grupo GV64, nesse grupo, chama a atencao a existéncia de espacos entre as
células da linhagem germinativa, indicando que o mecanismo de adesdo as células de Sertoli
foi comprometido. O fato das espermatides jovens soltas no limen tubular estarem com
morfologia aparentemente normal robustece a ideia de comprometimento da célula de Sertoli e
do seu mecanismo de adesdo celular. Mais estudos sdo necessarios para determinar se o
comprometimento das estruturas de sustentacdo do epitélio seminifero ocorre por parte das
células germinativas, por lesdo as células de Sertoli ou por comprometimento de ambos 0s tipos
celulares. Os animais do grupo GV127 apresentaram danos severos ao epitélio seminifero,
intensa vacuolizacdo e descaracterizagdo dos tipos celulares.

Diversos estudos constataram a ocorréncia de células gigantes, vacuolizagdes e
descamacéo de células do epitélio seminifero em testiculos de ratos tratados com sulfato de
vincristine e outros antineoplasicos (Daleck et al. 1995; Nolte 1995; Cabral et al. 1997;
Vendramini et al. 2010; Vendramini et al. 2012; Veloso et al. 2018).

As associacOes celulares bem definidas e frequéncias dos estadios dos tubulos
seminiferos em percentuais observadas nos grupos controle séo semelhantes a outras pesquisas
(Hess et al. 1990; Brilhante et al. 2012,). As oscilagdes encontradas ao comparar estudos
diferentes podem ser atribuidas a variagdes individuais e de linhagem dos animais integrantes

dos grupos experimentais (Leblond & Clermont 1952, Hess et al. 1990).
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No grupo GV127, é notorio um grave retardo do ciclo do epitélio seminifero com
represamento de grande parte dos tubulos seminiferos nos cinco primeiros estadios, sobretudo
no estadio I, com queda gradual da frequéncia nos estadios seguintes, sobretudo o estadio VIIlI,
e poucas sec¢des conseguindo evoluir para os estadios finais.

Curiosamente, o grupo GCV127 foi o Gnico a apresentar aumento da frequéncia dos
estadios X e X1V, é possivel que as interferéncias do sulfato de vincristine sobre o ciclo do
epitélio seminifero se comportem de maneira distinta quando na presenca do citoprotetor,
fazendo com que se manifestem em outros momentos do ciclo.

Aos 64 dias de vida, aparentemente o retardo do ciclo do epitélio seminifero é observado
nos Ultimos estadios do ciclo, com consequente reducdo da frequéncia dos estadios iniciais. No
rato, o ciclo do epitélio seminifero dura entre 12 a 13 dias para se completar, ja a
espermatogénese dura entre 48 e 53 dias, 0 que corresponde a cerca de 4 ciclos compreendendo
desde a formagdo de células germinativas na base do epitélio até a sua liberagdo no Iimen dos
tibulos, esse processo é considerado uma constante bioldgica (Leblond & Clermont. 1952;
Hess 1990).

No grupo GV64, é provavel que grande parte das células presentes nos tubulos
seminiferos ja existissem no momento da aplicacdo do quimioterapico aos 15 dias de vida, na
forma de espermatdcitos primarios e espermatides jovens, tornando essas células alvo da acéo
direta da droga. Todavia, no grupo GV127 apenas as células precursoras e células de Sertoli
permaneceram presentes desde 0 momento da administracdo da droga até o dia da eutanasia.
Provavelmente, a maioria das células do epitélio germinativo avaliadas aos 127 dias de vida
apresentaram apenas efeitos indiretos e sequelas da acdo de sulfato de vincristine, uma vez que
essas células se originaram a partir da divisao das células tronco dias ap6s a aplicacéo da droga.
Talvez, por essa razdo, as frequéncias dos estadios do ciclo sejam tdo diferentes quando
comparados 0s grupos GV64 e GV127. Ademais, com o passar dos dias, 0 proprio avanco da
espermatogénese e dos estadios do ciclo podem mudar consideravelmente os estadios onde se
observa retardo do processo e estadios com baixa frequéncia.

No geral, é possivel perceber que houve uma distribuicdo mais equénime das
frequéncias dos estadios do grupo GCV64 quando comparado ao grupo GV64, muito embora
a quantidade estadios cuja frequéncia esta alterada se equivale nesses dois grupos.

Aos 64 dias de vida, alguns estadios do ciclo do epitélio seminifero dos animais tratados
com L-carnitine apresentaram diferenca em relacdo aos demais grupos de mesma idade. Neste
caso, a diferenca se refere tanto ao grupo tratado, como ao grupo controle. Considerando que a

diferenca ocorreu em comparagdo a ambos 0s grupos, ndo ha como inferir com exatidéo se a
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acdo protetora da L-carnitine contribuiu para a alteracéo das frequéncias dos estadios no ciclo
do epitélio seminifero aos 64 dias. Contudo, € possivel que a protecéo conferida por L-carnitine
tenha incidido nos mecanismos desencadeadores dos efeitos deletérios de sulfato de vincristine,
impedindo momentaneamente a deflagracdo das alteracfes, a longo prazo, essas alteracGes se
manifestam em tempos diferentes do ciclo do epitélio seminifero em rela¢do ao grupo tratado
exclusivamente como antineoplésico. Resta explicita a necessidade de mais estudos que
determinem com exatiddo a forma como L-carnitine confere protecdo as células do epitélio
seminifero e as células de Sertoli.

Aos 127 dias, os efeitos citoprotetores de L-carnitine sdo mais evidentes quando se
observa o numero de estadios cuja frequéncia manteve-se igual ao grupo controle. Portanto, 0s
resultados dessa pesquisa indicam que L-carnitine fornece alguma protecdo aos testiculos
tratados com sulfato de vincristine na fase pré-pubere e avaliados nas fases pubere e adulta.

Aos 40 dias de vida, assim como observado aos 127 dias de vida, é observado uma
tendéncia de retardo do ciclo com represamento das células da linhagem germinativa nos
primeiros estadios, e concomitante reducdo da frequéncia de alguns dos Gltimos estadios do
ciclo do epitélio seminifero. E vélido ressaltar que ocorreram bem menos alteracdes nas
frequéncias dos estadios aos 40 dias de vida se comparado as idades mais avancadas, indicando
que os efeitos deletérios de sulfato de vincristine ndo s6 perduram no tempo como também se
agravam sobre a dindmica espermatogénica.

Quando comparado ao grupo GC40 e GCV40, o grupo GV40 se destaca por revelar uma
pequena quantidade de sec¢Oes tubulares com as espermatides alongadas, em alguns casos eram
inexistentes. Considerando as associacOes celulares usuais do ciclo do epitélio seminifero, em
varios tubulos seminiferos as espermatides jovens ndo estavam presentes, em outras sec¢oes,
as espermétides eram binucleadas. As alteracdes celulares dificultaram sobremaneira a
identificacdo dos estadios. Independentemente da idade, foram desconsideradas as secc¢des cuja
perda de elementos celulares ou sua descaracterizagao impediu a identificacdo do estadio do
ciclo. Processo semelhante foi feito no grupo GV127, cujas seccOes apresentaram grau
avancado de perda celular. E possivel que a supresséo dessas secgdes tenha amortizado o real
impacto de sulfato de vincristine sobre o ciclo do epitélio seminifero dos grupos GV40 e
GV127, uma vez que os tubulos seminiferos mais danificados, que provavelmente incidiriam
num maior retardo da espermatogénese, ndo puderam ser incluidos no célculo de frequéncia.

Os resultados observados no grupo GCV40 indicam que L-carnitine ndo foi eficaz na
preservacao da frequéncia dos estadios do ciclo do epitélio seminifero aos 40 dias de vida,

muito embora essa tenha sido a idade em que os efeitos do quimioterapico tenham sido mais
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suaves, muito provavelmente devido ao tempo menor entre o dia de aplicacdo das drogas e a
idade da coleta das amostras (25 dias) quando comparado aos demais grupos experimentais.

O sincronismo do ciclo do epitélio seminifero &€ mantido por uma delicada relacdo de
dependéncia funcional mutua, existente entre as células de Sertoli e as células da linhagem
germinativa. Lesfes nas células germinativas podem ocasionar danos funcionais indiretos as
células de Sertoli (Skinner & Griswold 1980; Djakiew & Dym 1988; Pineau et al. 1993), o
inverso também é verdadeiro por razfes mais evidentes, como desestabilizacdo da barreira
hematotesticular, falhas no transporte de nutrientes e outras substancias necessarias a fisiologia
testicular (Abel et al., 2008; Johnson et al. 2008; Papaioannou et al. 2009; Alves et al. 2013).

Componentes produzidos pelas células germinativas testiculares podem estar
envolvidos na regulacdo da funcao das células de Sertoli (Han et al. 1993; Foucault et al. 1994),
de tal modo que alteracGes do epitélio germinativo culminam em mudancas funcionais das
celulas de Sertoli (Abel et al. 2008, Brilhante et al. 2012, Okada et al. 2020).

L-carnitine é uma substancia encontrada em altas concentracdes em células de Sertoli,
espermatozoides e células epididimarias, essa concentracdo aparenta ser diretamente
proporcional as varidveis quantitativas do espermograma, havendo melhora desses parametros
em pacientes inférteis tratados com L-carnitine (Enomoto et al. 2002; Lenzi et al. 2003). Neste
estudo, animais tratados previamente com L-carnitine demonstraram reducdo qualitativa e
quantitativa das alteracdes do ciclo do epitélio seminifero quando comparados ao grupo tratado
exclusivamente com sulfato de vincristine.

O sulfato de vincristine liga-se a proteina tubulina causando sua precipitacdo e
paralisacdo do ciclo celular na fase M (Frei et al. 1964). A espermatogénese consiste nas fases
germinativas, de crescimento, maturacdo e diferenciacdo. As fases germinativa e de maturagéo
incluem sucessivas divisbes mitdticas e meioticas, por parte das espermatogbnia e dos
espermatocitos respectivamente, que perduram por todas as fases do ciclo do epitélio seminifero
(Holstein et al. 2003). Desta forma, € plausivel supor que os efeitos deletérios de sulfato de
vincristine se estenderdo em maior ou menor grau por todos os estadios do ciclo, sendo
espermatog0nia e espermatocitos primarios mais suscetiveis as agressoes diretas da droga. Ndo
obstante, o tratamento quimioterapico pode resultar em outras condic@es teciduais capazes de
lesionar e induzir morte celular, como producdo de radicais livres (Lin et al. 2002) e
peroxidacado lipidica (Martins et al. 2011). Outrossim, 0 meio intratubular € mantido por uma
delicada relacdo de dependéncia funcional mutua entre os diferentes tipos celulares, tornando
as agressoes indiretas téo prejudiciais a espermatogénese quanto a acdo direta da droga. Desta
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forma, até mesmo células que j& concluiram o processo de divisdo como espermatides e células
de Sertoli podem sofrer danos pelo sulfato de vincristine.

As multiplicacBes e diferenciacdes sucessivas da linhagem germinativa tornam as
células tronco e células precursoras essenciais para a manutencéo do processo ciclico. De tal
forma que agressdes incontornaveis que, no entanto, ndo induzam a morte celular imediata,
resultam na extensdo de possiveis erros celulares as fases seguintes de multiplicacdo e
diferenciacdo. Danos as espermatogonia e espermatdcitos primarios podem gerar sequelas que
muitas vezes impactam gravemente a frequéncia dos estadios do ciclo a longo prazo.

Nesta pesquisa, é importante considerar que no momento de aplicagdo de sulfato de
vincristine, as células de Sertoli e a prépria barreira hematotesticular estavam passando por
fases sensiveis de desenvolvimento, tornando-as mais suscetivel a ocorréncia de danos
primarios causados pelo quimioterdpico, bem como aumentando a exposicdo das células
germinativas a acao do antineoplasico. No rato, a multiplicacdo das células de Sertoli encerra
aos 15 dias de vida (Clermont & Perey 1957), e a barreira hemato-testicular comeca a se formar
(Vitale et al. 1973; Weber et al. 2002), a gbnada masculina é altamente suscetivel as agressdes
no periodo pré-pubere, empregado nessa pesquisa.

Nos animais tratados apenas com sulfato de vincristine, a vacuolizagédo, retencédo de
espermatides e ndcleos de células de Sertoli onde o nucléolo ndo era visivel, foram alteraces
observadas nessa pesquisa que sugerem grave dano as células de Sertoli, independentemente
da apoptose das células germinativas. Todavia, ha também a possibilidade de lesdes na barreira
hematotesticular, mediadas pela acdo de radicais livres e peroxidacdo lipidica produzidos pelo
sulfato de vincristine (Cao et al. 2017a; Ye et al. 2019; Jiang et al. 2020), que por conseguinte
exporiam as células germinativas a acdo deletéria do antineoplasico.

A espermatogénese € o processo de formacéao das células gaméticas masculinas, que se
da por meio de uma atividade ciclica do epitélio seminifero por meio de mitoses, meioses e
diferenciacéo das células da linhagem germinativa. O ciclo do epitélio seminifero € um processo
meticulosamente orquestrado pelas células de Sertoli, cujas mudangas na sua funcéo e
morfologia atendem as necessidades do processo espermatogénico, possibilitando sustentacdo
ao epitélio germinativo e o sincronismo dos estadios do ciclo, caracterizados por associacdes
especificas de células germinativas. Desta forma, alteracGes das células de Sertoli podem gerar
falhas no sincronismo e na evolugdo sucessiva dos estadios, promovendo alteragdes no ciclo
como um todo. Ademais, desprendimento das células do epitélio germinativo também pode ser
sequela dos danos as células de Sertoli, uma vez que sua base de sustentacdo foi comprometida
(Russel 1990).
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AlteracBes do ciclo do epitélio seminifero ja foram descritas como efeitos de 1,3
dinitrobenzeno (Hess et al. 1988) e 2,5 hexanodiona (Chapin et al. 1983), substancias
reconhecidamente toxicas para as células de Sertoli (Blackburn et al. 1988; Boekelheide et al.
2003). Outros estudos sugerem toxicidade de quimioterapicos para celulas germinativas e
células de Sertoli, incluindo etoposide (Stumpp et al. 2006; Okada et al. 2009, Okada et al.
2020), doxorrubicina (Brilhante et al. 2012), vincristina (Nikpour & Rad 2016; Nikpour et al.
2018), vimblastina (Parvinen et al. 1978), cisplatina (Wang et al. 2015), busulfan (Xian et al.
2017) e ciclofosfamida (Liu et al.2012; Cao et al. 2017b). Com efeito, alteracdes das células de
Sertoli sugerem danos celulares consideravelmente mais graves do que efeitos primarios e
secundarios decorrentes da morte de células germinativas, sobretudo quando se considera a
auséncia de reposicdo das células de Sertoli apds a maturidade sexual, tornando as sequelas
definitivas para a espermatogénese.

Rosenthal (1981) descreveu retardo da espermatogénese em animais tratados com
sulfato de vincristine, levando a crer que os efeitos deletérios da droga sobre as células da
linhagem germinativa se manifestem de forma tardia sobre o ciclo do epitélio seminifero.

A inativacdo ou retardo do desenvolvimento das células de Sertoli devido aos efeitos
deletérios dos quimioterapicos pode resultar em alteracGes funcionais da célula, contribuindo
sobremaneira para alteracbes do ciclo do epitélio seminifero (Maymon et al. 2004),
comprometendo a espermatogénese. Nesse estudo, 0 atraso ou interrupgédo da diferenciagéo das
células de Sertoli esclarece em parte, o aumento significativo da frequéncia dos primeiros
estadios do ciclo e a reducdo dos ultimos estadios nos grupos tratados de 40 e 127 dias, quando
comparado aos grupos controle de mesma idade (Russell et al. 1993). Tendéncia inversa foi
observada aos 64 dias de vida, onde os ultimos estadios do ciclo apresentaram aumento da
frequéncia em detrimento dos primeiros estadios, natureza ciclica da espermatogénese e as
diferengas cronologicas existentes entre as idades avaliadas e o tempo de aplica¢do das drogas
estdo provavelmente relacionados a esta diferenca (Leblond & Clermont 1952; Hess, 1990;
Brilhante et al. 2012).

Nesta pesquisa, é possivel que frequéncias dos estadios tenham sido alteradas devido a
acdo direta do sulfato de vincristine sobre as células de Sertoli, muito embora danos diretos as
células germinativas ja tenham sido descritas (Zhang & Sun 1992; Brandriff et al. 1994), sendo
esta uma possibilidade concreta, sobretudo aos 40 dias de vida. Ademais, a administracdo de
sulfato de vincristine em fase pré-pabere parece ser fator decisivo na intensidade e perpetuacdo
das lesdes, principalmente ao se considerar o processo natural de maturacdo das células de

Sertoli.
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Nesta pesquisa, 0s animais tratados previamente com L-carnitine apresentaram menor
retardo do processo espermatogénico que 0s animais tratados exclusivamente com o
antineoplasico, sem, no entanto, equiparar-se ao ciclo normal do epitélio seminifero observado
nos grupos controle. Embora ndo se saiba exatamente por quais mecanismos L-carnitine
desempenha seus efeitos citoprotetores, diversas hipoteses e teorias tem sido levantadas nos
mais distintos grupos de pesquisa, incluindo inibicéo de caspases desencadeadoras da apoptose
(Mutomba et al. 2000; Vescovo et al. 2002), alteracdo da permeabilidade da membrana celular
como forma de isolamento interno das células (Arrigoni-Martelli & Caso 2001), aumento da
geracdo de energia potencializando a capacidade de restauracdo do DNA (Amendola et al.
1991) e efeito antioxidante da substancia, impedindo a formacéao de radicais livres capazes de
lesionar 0 DNA e induzir apoptose celular (Solarska et al. 2010).

Independente do mecanismo de acéo, os efeitos citoprotetores de L-carnitine ja foram
descritos em diversos tipos celulares submetidos e diferentes agentes agressores, fisicos e
quimicos, incluindo outras drogas quimioterapicas (Shug et al. 1991; Revoltella at al. 1994;
Topcu-Tarladacalisir et al. 2009; Kanter et al. 2010; Zare et al. 2011; Ahmed et al., 2014,
Salama et al. 2015; Cabral et al. 2018; Khushboo et al. 2018; Yaman & Topcu-Tarladacalisir
2018).

E necessario considerar a possibilidade de dano indireto as células de Sertoli em
decorréncia de lesbes as células germinativas, entretanto, a administracdo de sulfato de
vincristine em fase pré-pubere associado as alteracGes histoldgicas observadas sugerem dano
direto as células de Sertoli. A L-carnitine reduziu os danos causados por sulfato de vincristine
ao epitélio seminifero, garantindo relativa continuidade do processo espermatogénico na
medida em que os estadios do ciclo continuaram ocorrendo em frequéncia mais similar aos
grupos controle de mesma idade quando comparados aos animais tratados exclusivamente com
0 quimioterapico.

CONCLUSAO

Nesta pesquisa, tornou-se evidente que o sulfato de vincristine apresenta citotoxicidade
para o epitélio seminifero, alterando pardmetros morfométricos e histoldgicos do testiculo, além
de alterar significativamente as frequéncias de varios estadios do ciclo do epitélio seminifero
nas trés idades estudadas, como retardo do ciclo nos primeiros estadios aos 40 e 127 dias e
retardo do ciclo nos ultimos estadios do ciclo do epitélio seminifero aos 64 dias de vida. Os
efeitos estdo intimamente relacionados com o estadio reprodutivo em que se efetua a avaliag&o.

E plausivel considerar que a administragdo cronica de L-carnitine seja benéfica na

mitigacdo dos efeitos deletérios tardios de sulfato de vincristine, sobretudo quando se considera
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1 o tratamento de pacientes na fase pre-pubere, na qual a gébnada masculina estd vulneravel a
2 penetragdo de substancias exdgenas cuja atividade sob as células do parénquima testicular se
3 estende ao longo do tempo. Mais estudos sdo necessarios para determinar a patogénese das
4  lesOes observadas nessa pesquisa, assim como 0s mecanismos pelos quais L-carnitine confere
5  sua protecdo, informacdo crucial para elaboracéo de protocolos clinicos que maximizem seus
6  efeitos sobre os tecidos submetidos a quimioterapia.
7
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Legenda das Figuras

Fig.1. Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos do grupo controle e sacrificados aos 40
dias de vida (GC40). Reacdo de acido periédico de Schiff. Obj.20x. Capsula testicular (C); limen tubular (Lt);
tecido intersticial (Ti). Destaque (a direita) para sec¢ao tubular em estadio V1, espermatocito primario (Ep); ntcleo
da célula de Sertoli (S); espermatide jovem (Sj); espermatogonia (G). Reacdo de acido periddico de Schiff.
Obj.50x. Patos/PB, 2022.
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Fig.2. Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos do grupo controle e sacrificados aos 64
dias de vida (GC64). Reacdo de &cido periddico de Schiff. Obj.20x. Capsula testicular (C); tecido intersticial (Ti);
ldmen tubular (Lt); célula mioide (M); [amina limitante (Lm). Destaque (a direita) para secgdo tubular em estadio
IX, espermatog6nia (G); nlcleo da célula de Sertoli (S); espermatide jovem (Sj); espermatdcito primario (Ep).
Reacao de acido periddico de Schiff. Obj.50x. Patos/PB, 2022.
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Fig.3. Fotomicrografia de secdes tubulares dos testiculos de ratos albinos do grupo controle e sacrificados aos 127
dias de vida (GC127). Reacdo de acido periddico de Schiff. Obj.20x. Capsula testicular (C); tecido intersticial (Ti);
Idmen tubular (Lt); célula mioide (M); lamina limitante (Lm). Destaque (a direita) para seccéo tubular em estadio
VII1, nicleo da célula de Sertoli (S); espermatogonia (G); espermatdcito primario (Ep); espermatide jovem (Sj);
espermatide tardia (St); limen tubular (Lt). Reagao de acido periddico de Schiff. Obj.50x. Patos/PB, 2022.

Fig. 4. Fotomicrografia de se¢Oes tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com sulfato de vincristine e
sacrificados aos 40 dias de vida (GV40). Reacdo de acido periddico de Schiff. Obj.20x. Observam-se efeitos
deletérios no epitélio seminifero. Capsula testicular (C); tecido intersticial (Ti); ldmen tubular (Lt); lamina
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limitante (Lm); vacuolizacdo (V). Destaque (a direita) para seccdo tubular em estadio VII, nicleo da célula de
Sertoli (S); espermatogdnia (G); célula mioide (M); célula multinucleada (CM); limen tubular (Lt); espermatécito
primario Ep e?ermatlde Jovem gSj) Rea@ao de aC|do periddico de Schiff. Obj.50x. Patos/PB, 2022.

X

Fig.

Fig 5. Fotomicrografia de se¢Bes tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com sulfato de vincristine e
sacrificados aos 64 dias de vida (GV64). Reagdo de 4cido periddico de Schiff. Obj.20x. Observam-se restos
celulares oriundos da descamacéo do epitélio seminifero. Tecido intersticial (Ti); ldmina limitante (Lm); limen
tubular (Lt). Destaque (a direita) para sec¢do tubular em estadio XII-XIII, restos celulares da descamacéo do
epitélio seminifero (DC); ndcleo da célula de Sertoli (S); espermatogbnia (G); espermatdcito primério (Ep);
espermatide tardia (St); espacos existentes entre células do epitélio seminifero (Seta vermelha). Reacdo de acido
periodico de Schiff. Obj.50x. Patos/PB, 2022.

Fig 6. Fotomicrografia de se¢des tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com sulfato de vincristine e
sacrificados aos 127 dias de vida (GV127). Reagdo de &cido periddico de Schiff. Obj.20x. Evidencia-se
vacuolizacdo severa dos tubulos seminiferos, descaracterizacdo celular e desorganizacdo do epitélio seminifero.
Cépsula testicular (C); tecido intersticial (Ti); lamen tubular (Lt); vacuolizagdo (V); lamina limitante (Lm).
Destaque (a direita) para secgdo tubular em estadio XI11-XI11, vacuoliza¢do (V); limen tubular (Lt); espermatécito
primario (Ep); espermatide tardia (St). Reacdo de &cido periddico de Schiff. Obj.50x. Patos/PB, 2022.
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Fig 7. Fotomicrografia de secdes tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com L-carnitine e sulfato de
vincristine e sacrificados aos 40 dias de vida (GCV40). Reagdo de acido periédico de Schiff. Obj.20x. Observa-
se redugdo dos efeitos deletérios no epitélio seminifero, observa-se vacuolizagdo, porém, em menor grau. Capsula
testicular (C); tecido intersticial (Ti); lomen tubular (Lt); vacuolizagdo (V); lamina limitante (Lm). Destaque (a
direita) para sec¢do tubular em estadio VII, espermatécito primario (Ep); espermatide jovem (Sj); nicleo da célula
de Sertoli (S); célula mioide (M). Reacéo de acido periddico de Schiff. Obj.50x. Patos/PB, 2022.

gt o

£

Fig 8. Fotomicrografia de se¢Bes tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com L-carnitine e sulfato de
vincristine e sacrificados aos 64 dias de vida (GCV64). Reacdo de &cido periddico de Schiff. Obj.20x. Observa-
se vacuolizagdo, porém, em menor grau. Cépsula testicular (C); tecido intersticial (Ti); ldmen tubular (Lt);
vacuolizagdo (V). Destaque (a direita) para secgdo tubular em estadio VII, nicleo da célula de Sertoli (S); lGmen
tubular (Lt); espermatdcito priméario (Ep); espermatide jovem (Sj); vacuolizagdo (V); tecido intersticial (Ti).
Reacéo de acido periddico de Schiff. Obj.50x. Patos/PB, 2022.
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Fig 9. Fotomicrografia de se¢Ges tubulares dos testiculos de ratos albinos tratados com L-carnitine e sulfato de
vincristine e sacrificados aos 127 dias de vida (GCV127). Reagdao de &cido periodico de Schiff. Obj.20x. Observa-
se aumento das vacuolizagGes do epitélio seminifero. Capsula testicular (C); tecido intersticial (Ti); lmen tubular
(Lt); vacuolizacdo (V). Destaque (a direita) para sec¢do tubular em estadio IX, limen tubular (Lt); espermatécito
primario (Ep); espermatide jovem (Sj). Reacdo de acido periédico de Schiff. Obj.50x. Patos/PB, 2022.

Titulo das tabelas

Tabela 1. Diametro do tdbulo seminifero (DT), altura do epitélio seminifero (ALES), diametro do limen
tubular (DL), eixo menor do tdbulo seminifero (EMTS), com os respectivos desvios padrdes (+ DP) em
grupos de ratos albinos controles (GC), tratados com sulfato de vincristine (GV) e tratados com L-carnitine
e sulfato de vincristine (GCV) de 40, 64 e 127 dias de idade (GC40, GV40, GCV40, GC64, GV64, GCV64,
GC127 e GV127, GCV127). Patos/PB, 2022.

Letras diferentes-Médias diferiram entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Letras iguais-Médias ndo diferiram entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).

VARIAVEIS

GRUPOS DT (um) ALEP (um) DL (um) EMTS (um)

GC127+ DP 416+16,37a 125,4+6,25a 165,2+10,26a 316,07+11,55a
GV127+ DP 320,29+34,67b 50,75+21,17b 218,78+25,02b 236,12+33,45b
GCV127+ DP 330,3+49,39b 85,98+29,17b 158,32+29,93a 241,2+42,98b
GC64+ DP 421,55+10,92a 131,86+8,04a 157,83+14,4a 324,01+15,61a
GV64+ DP 400,94+7,41b 101,54+3,64b 197,8616,7b 319,77+8,14a
GCV64+ DP 420,92+15,06a 129,25+7,00a 162,4+11,88a 331,3+13,20a
GC40+ DP 335,94+10,43a 111,81+4,44a 112,32+10,55a 261,87+18,78a
GV40+ DP 292,62+9,39b 87,7546,23b 117,1+9,63a 229,99+7,57b
GCV40+ DP 276,8+38,58b 92,01+13,11b 92,78+15,98b 210,49+30,26b

Tabela 2. Area do tubulo seminifero (ART), area do IGmen tubular (ARL) e area do epitélio seminifero
(AREP) com os respectivos desvios padrdes (£ DP) em grupos de ratos albinos controles (GC), tratados com
sulfato de vincristine (GV) e tratados com L-carnitine e sulfato de vincristine (GCV) de 40, 64 e 127 dias de
idade (GC40, GV40, GCV40, GC64, GV64, GCV64, GC127 e GV127, GCV127). Patos/PB, 2022.

Letras diferentes-Médias diferiram entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).

Letras iguais-Médias ndo diferiram entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).

VARIAVEIS
GRUPOS ART (um?) ARL (um?) AREP (um?)
GC127+DP 104028,5+7210,53a 15331,4+1730,9a 88697,0+6146a
GV127+ DP 61166,1+14841,3b 25396+4143,6b 35769+15546h
GCV127+ DP 64982,1+19196,76b 13163,06+3749,74a 51819,03+19833,58b
GC64+ DP 107211,05+6306,33a 14295,6+2980,5a 92915,39+4329,8a
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GV64+ DP 101443,67+3304,8b 24318,66+1561,6b 77125,01%2910,8b
GCV64+ DP 109999,78+7676,98a 14729,16+2425,60a 95270,61+7164,88a
GC40+ DP 69636,76+5614,82a 6840,44+1624,45a 62796,3+4147,5a
GV40+ DP 53117,84+2354,55h 7702,29+1236,97a 45415,5+2302,2b
GCV40+ DP 46295,41+11072,27h 4348,11+1342,43b 41947,3+10006,79b
1
2 Tabela 3. Valores percentuais médios das frequéncias dos tipos celulares espermatogbnia A (GA),
3 espermatogbnia intermedi[aria e B (GIB), espermatocito primario (EP), espermatide jovem (SJ),
4  espermatide tardia (ST) e células de Sertoli (S) e desvio padrao (xDP) nos tubulos seminiferos em grupos
5  deratosalbinos controles (GC), tratados com sulfato de vincristine (GV) e tratados com L-carnitine e sulfato
6  devincristine (GCV) aos 40, 64 e 127 dias de idade (GC40, GV40, GCV40, GC64, GV64, GCV64, GC127 e
7  GV127, GCV127). Patos/PB, 2022.
8 Letras diferentes-Médias diferiram entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p<0,05).
9 Letras iguais-Médias ndo diferiram entre si pelo teste de Kruskal-Wallis (p>0,05).
10
VARIAVEIS
GRUPOS GA (%) GIB (%) EP (%) SJ (%) ST (%) S (%)
GC127+DP 97,4+2,3a 71,07+2,6a 100+0a 100+0a 100+0a 100+0a
GV127+DP 46,05+5,3b 55,743,9b 80,95+1,4b 40,443,5b 39,3+2,9b 91,2546,9b
GCV127+DP 50,7£3,22b 58,05+1,44b 90,9+2,06b  50,62+2,1c  39,1+2,59b  97,66+2,68a
GC64+DP 93+3,7a 54,25+3,3a 100+0a 95,55+3,5a  98,85+0,3a 100+0a
GV64+DP 76,8+4,3b 52,55+3,3a 99,45+0,7a  94,15+3,3a 74,743,7h 99,7+0,4a
GCV64tDP 80,45+2.92b 53,241,052 100+0a 95,85+1,85a  74,2+3,12b 100+0a
GC40+DP 74,8+4,1a 44,1+4a 100+0a 66,25+3,2a  54,45+2,8a 100+0a
GV40+DP 60,2+6,8b 41,95+3,1a 99,65+0,6a 66,3+3,2a 54,65+2,8a 100+0a
GCV40+DP 63,8+2,6b 42,05+1,23a 100+0a 65,9+1,22a  54,1+2,28a 100+0a
11

12  Tabela 4. Médias das frequéncias dos estadios do ciclo do epitélio seminifero e respectivo desvio padrao
13 (xDP) nos tubulos seminiferos de grupos de ratos albinos controles (GC), tratados com sulfato de vincristine
14 (GV) e tratados com L-carnitine e sulfato de vincristine (GCV) de 40, 64 e 127 dias de idade (GC40, GV40,
15  GCV40, GC64, GV64, GCV64, GC127 e GV127, GCV127). Patos/PB, 2022.

16 Letras diferentes-Médias diferiram entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (p<0,05).

17 Letras iguais-Médias ndo diferiram entre si pelo teste de Student-Newman-Keuls (p>0,05).

18
GRUPOS

FR (%) GC127 GVv127 GCv127 GC64 GV64 GCV64 GC40 GV40 GCV40
1+DP 13+1a 34+2b 13,3+1,4a 13,1+0,7a 9,3+1,1b 15,8+1,1c 17,8+1,2a 18,7+1,2a 18,8+0,7a
1-111£DP 8+1,2a 12+1,2b 7,3+1,1a 6,6+0,9a 3,3%1,1b 12+0,9c 10+1,1a 15,4+1,6b 15,5+1,7b
IV+DP 5+1,2a 8+1,7b 4,1+0,9a 4,1+0,8a 3,8+1,1a 6+0,8b 6+0,8a 12,2+1,7b 8+2,5b
V+DP 6+0,8a 8+1b 7,5+1,4b 5+1,6a 2,3+0,8b 5,1+1,1a 9+1,6a 7,8+0,7a 7+0,6a
VI+DP 8+0,8a 6+1b 8,3+1,8a 5,9+2,2a 5,8+1a 3,4+1,1b 9+0,6a 5,9+1,3b 5,4+1,1b
VI11£DP 14,6+1,9a 12+1,4b 15,3+1,2a 15+2a 19,5+1,7b 14,8+1,1a 13+la 11,5+1,6a 13+0,6a
VI111£DP 12,9+0,9a 4x1,5b 11,8+1,6a 13,1+3a 13,8+1,4a 9,9+1,1b 8+0,8a 5,8+1b 4,9+1,5b
IX+DP 7+0,8a 6+1,2a 6,4+1a 6,4+2,1a 13,9+2,3b 10,6x1,7¢c 2,4+15a 4,7+0,9b 4,1+0,7b
X+DP 3+0,9a 2+1,2a 4,3+1b 5,1+0,8a 9,3+1,2b 4x1,2a 3+0,8a 3,7¢¥1,3a 3,6+0,5a
XI+DP 7,6+0,8a 4x1,1b 5,4+1,9b 7,4+1,2a 6,7+1,6a 3,1+1,2b 2,5%1,7a 3,9+1,6a 3,5+1,1a
XI-X111+xDP 12,8+1,1a 2+0,9b 11,7+1,8a 12,3+0,6a 8,5+2,1b 11+1,2a 16+2,6a 6,1+1,1b 9+0,6¢
XIV+DP 2,1+14a 2+0,8a 4,6+1,8b 6+1,5a 3,8+3b 4,3+1,4a 3,3%1,3a 4,3+1,2a 34+14a
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos nesse estudo permitiram chegar as seguintes conclusoes:

1. Os fatores fundamentais que colaboram para o aparecimento de altera¢cbes morfoldgicas

irreversiveis sdo a dose total do farmaco administrada e a idade em que os animais sao
submetidos ao tratamento.

A administracdo de 0,05 mg/kg de peso vivo por via intraperitoneal de sulfato de
vincristine em ratos albinos de 15 dias de vida causa reducdo em pardmetros Como peso
corporeo nos animais dos grupos GV40 e GCV40, pesos testiculares absoluto e relativo,
eixos testiculares maiores e menores, volume testicular total, diametro dos tubulos
seminiferos, eixo menor do tibulo seminifero (exceto no GV64), altura do epitélio
seminifero, volumes dos tubulos seminiferos e do tecido intersticial testicular (em
GV127), &rea do tubulo seminifero, area do epitélio seminifero, além de aumento do
didmetro do lumen do tubulo seminifero e da area do liumen do tubulo seminifero
(exceto em GV40).

Ratos albinos tratados com 0,05mg/kg de peso vivo por via intraperitoneal de sulfato de
vincristine na fase pré-pubere demonstram na vida adulta severo grau de atrofia
testicular provocada por graves danos as células do epitélio seminifero, acarretando
diminuicdo do volume dos tabulos seminiferos e do nimero de células da linhagem
germinativa e células de Sertoli. As alteracdes do epitélio seminifero incluem
vacuolizacdo, formacBGes multinucleadas de espermatides jovens, presenca de
fragmentos celulares e células da linhagem germinativa no limen tubular (descamacéo
do epitélio seminifero) e reducdo do didmetro dos tabulos seminiferos.

A administracdo de 0,05 mg/kg de peso vivo por via intraperitoneal de sulfato de
vincristine em ratos albinos de 15 dias de vida provoca danos ao tecido de sustentacao,
incluindo células de Sertoli, promovendo o colapso da estruturagdo morfologica dos
testiculos.

O tipo celular mais frequentemente atingido pela droga ou por seus metabdlitos sdo as
espermatogonias do tipo A, as espermatides tardias e as células de Sertoli.

A administracdo previa de L-carnitine é capaz de conferir mitigacdo dos efeitos
deletérios de sulfato de vincristine sobre os tecidos testiculares nos animais avaliados,
sobretudo aos 64 dias de vida. O ciclo do epitélio seminifero dos animais tratados com

L-carnitine apresentou alteracfes qualitativas e quantitativas menores em relagdo aos
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animais tratados exclusivamente com o quimioterapico. Mais estudos sdo necessarios
para determinar o mecanismo de agdo do citoprotetor, para assim esclarecer quais
protocolos podem ser empregados visando estender os efeitos de L-carnitine,
principalmente aos grupos experimentais avaliados aos 40 e 127 dias de vida.

Mesmo sem o completo conhecimento a respeito dos mecanismos de a¢ao de L-carnitine
sobre células tratadas com antineoplasicos, o efeito protetor sobre o epitélio
germinativo, em maior ou menor grau, parece estar consolidado. Muitos experimentos
descrevem reducbes de efeitos deletérios sob condicBGes especificas, tornando o
esclarecimento do mecanismo de acdo ainda mais necessario para estender os efeitos
protetores aos mais diversos protocolos quimioterapicos.

A realizacdo de mais estudos laboratoriais in vitro e in vivo, além de ensaios clinicos
cegos randomizados, sdo necessarios para esclarecer as ddvidas remanescentes,
possibilitando o emprego mais eficaz de L-carnitine na protecéo de células da linhagem
germinativa e células somaticas durante o tratamento quimioterdpico, sobretudo em
casos de pacientes pré-puberes, assegurando sua capacidade reprodutiva na vida adulta.
Sulfato de vincristine causa grave retardo do ciclo do epitélio seminifero, expresso pelo
represamento de células em fases especificas do processo espermatogénico, causando
aumento da frequéncia de alguns desses estadios. L-carnitine foi capaz de reduzir
substancialmente as alteracdes na frequéncia dos estadios do ciclo do epitélio seminifero

causadas pelo sulfato de vincristine.



