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RESUMO

A estimulagdo ultra-sénica de baixa intensidade (7,5 Mhz), fornecida por
aparelhos comerciais de diagnéstico por imagem, quando aplicada no abdémen de
camundongas nos dltimos 10 dias de gestagdo e na regido urogenital dos filhotes nos 15
dias seguintes ao parto, diariamente, por cinco minutos, levou a um aumento significativo
dos pesos corporais e das glandulas vesiculares e da concentragao sérica de testosterona nos
animais adultos. Aumentou também a proporcdo volumétrica, o volume e o nimero de
c€lulas de Leydig por testiculo e o volume individual da célula de Leydig, embora somente
o tltimo parametro de forma estatisticamente significativa. A influéncia do ultra-som
perinatal, em doses de diagnéstico clinico no testiculo de camundongos, referiu-se
principalmente a estimulo no crescimento individual da célula de Leydig antes de sua

proliferacdo, o que refletiu em significativo aumento no nivel sérico de testosterona.

Influenciou ainda, positivamente, a propor¢do volumétrica de tecido conjuntivo intertubular
e, negativa e significativamente, a propor¢io de vasos linfaticos.

Palavras-chave: espaco linfético, intertiibulo, testosterona, ultra-sonografia.

! Aceito para publicacio em 25.03.2004.
* Setor de Morfologia, Departamento de Veterindria, Universidade Federal de Vigosa.
36570-000 Vigosa, MG. E-mail: tarcizio@ufyv.br

> Departamento de Biologia Geral, Universidade Federal de Vigosa. 36570-000 Vicosa,
© MG.



446 REVISTA CERES

ABSTRACT

EFFECT OF LOW INTENSITY ULTRASOUND EXPOSURE IN
PERINATAL PERIOD ON THE LEYDIG CELL AND OTHER
COMPONENTS OF THE INTERTUBULAR SPACE IN ADULT

- MOUSE TESTIS

Low intensity ultrasound stimulation (7.5 Mhz) provided by image diagnosis
commercial devices, when applied to female mouse abdomen in the final 10 days of
gestation and to the urogenital organs of their offspring in the following 15 days for 5 min.
daily, significantly increased body weight, vesicular glands and serum testosterone level in
the adult animals. The volumetric proportion, the Leydig cell volume and number per testis
and the individual volume of Leydig cell were also increased, although only the last
parameter being significantly affected. The effect of ultrasound stimuli of therapeutic doses
on the mouse testis was mainly correlated to the individual growth of the Leydig cell, rather
than to its proliferation, reflecting a significant increase of the serum level of testosterone.
It had a positive effect on the volumetric proportion of the intertubular connective tissue
and a negative and significant effect on lymphatic vessel proportion, a$ well.

Key words: lymphatic vessel, interstitial space, testosterone, ultrasonography.

INTRODUCAO

O ultra-som tem ampla gama de utilizacdo na biologia animal, sendo
rotineiramente empregado em diagndstico por imagem. com finalidades
clinicas € no monitoramento em pesquisa e procedimentos de rotina. Mais
recentemente, seu uso tem sido preconizado em terapias especificas,
devido a sua capacidade de estimulacdo na regeneragdo de diferentes
tecidos danificados (17, 23, 29). A exposic¢io de tecidos de mamiferos ao
ultra-som de baixa intensidade apresenta efeitos estimulatérios ou
deletérios no metabolismo celular, dependendo do tecido, dose e
freqiiéncia do tratamento (1, 2, 6, 7, 12, 13, 14, 19, 30, 31).

O compartimento intertubular do parénquima testicular € composto
por vasos sanguineos e linfaticos, nervos, células e fibras conjuntivas,
leucdcitos e células de Leydig. Nas diferentes espécies de mamiferos sao
observados dois tipos de células de Leydig: as fetais, que se originam no
periodo pré-natal, produzindo andrégenos requeridos para a
masculiniza¢io fetal e persistem durante toda a vida adulta (/5); e as
adultas, que se originam no periodo pos-natal, a partir de um precursor
indiferenciado, a célula mesenquimal (4).

H4 grande variabilidade entre os mamiferos quanto a propor¢do
volumétrica dos elementos constituintes do compartimento intertubular do
testiculo, sendo a célula de Leydig o elemento que apresenta maior
variacdo percentual (27). Esta célula € a principal responsavel pela
producio de esterdide, principalmente a testosterona, que, além da fungio
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moduladora dos caracteres sexuais secundarios, atua diretamente no
processo espermatogénico (27). A fungido esteroidogénica e a estrutura da
célula de Leydig apresentam correlacdo direta com o volume ocupado pelo
reticulo endoplasmatico liso € com o numero de células de Leydig por
testiculo (3, 32). Dentre os fatores que podem influenciar na quantidade de
células de Leydig por animal estdo a quantidade de LLH disponivel, o
numero de receptores de LH por célula, a quantidade de testosterona que a
célula de Leydig € capaz de secretar em dado tempo e a velocidade pela
qual a testosterona deixa o testiculo (27).

O uso de ultra-som na intensidade de dose terapéutica (1 watr/cmz)
diretamente sobre o testiculo de gato, cao, macaco e humano adultos, por
10 minutos, tem efeito deletério na espermatogénese, sem influenciar as
células de Leydig e os niveis séricos de testosterona (7). Observou-se,
porém, aumento significativo do crescimento e da atividade secretora das
glandulas vesiculares em ratos pré-puberes com a aplicacdo prévia de
ultra-som de baixa intensidade em dose recomendada para reparacao
tecidual (/4). Nao se observou o mesmo efeito em animais adultos (74,
31), e efeito inverso foi1 verificado em ratos idosos (72).

O presente trabalho objetivou avaliar os constituintes do espago
intertubular de camundongos no periodo perinatal, em especial a célula de
Leydig, a exposicdo ao ultra-som de baixa intensidade fornecido por
aparelhos comerciais. Este estudo fol motivado pela crescente utilizagao de
aparelhos de diagnéstico por imagem no acompanhamento clinico em
diferentes espécies domésticas ¢ silvestres e de sua utilizagdo no
monitoramento € coleta de dados em experimentos e procedimentos
rotineiros envolvendo os 0rgaos reprodutivos.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas seis camundongas adultas, separadas
aleatoriamente em dois grupos de trés, sendo uma unidade experimental
controle ¢ uma unidade de tratamento com estimulos ultra-sénicos. Todas
as fémeas foram acasaladas naturalmente, € o grupo de tratamento recebeu
estimulo ultra-sOnico diario, através de um aparelho de ultra-sonografia
comercial para diagndstico por imagem, com probe de 7,5 MHz,
diretamente sobre o abddomen, usando gel de contato, por cinco minutos,
nos 10 ultimos dias de gestagcdo. Apds o nascimento, tratamento
semelhante foi realizado em todos os filhotes, na regido urogenital, até os

15 dias de idade. Os animais do grupo-controle receberam tratamento
semelhante com o aparelho desligado. Apés o desmame, os filhotes
machos foram agrupados até 160 dias de idade, quando foram sacrificados.
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O seu peso e o das fémeas foram verificados semanalmente durante todo o
periodo.

Apé6s o sacrificio, com inalagdo continua de éter sulfirico, os
animais foram perfundidos via artéria aorta tordcica, a temperatura
ambiente, com solugdo salina a 0,9% contendo heparina (125 Ul/litro),
durante trés minutos. Para circulacio eficiente em todo o metimero caudal,
a vela cava caudal foi seccionada préximo ao coragdo. Em seguida, foi
utilizada solucdo fixadora de glutaraldeido a 3%, em tampdo fosfato 0,1
mol L e pH 7,4, durante 10 minutos. Apés a perfusdo, os testiculos foram
removidos € pesados, assim como as glandulas vesiculares. Aleatoriamente,
um dos testiculos foi dissecado para estabelecimento da propor¢io ocupada
pela albuginea testicular e o testiculo contralateral foi segmentado e refixado
por imersio por duas horas em solu¢io de glutaraldeido 4%, em tampao
fosfato 0,1 mol L e pH 7,4. Estes fragmentos foram desidratados em séries
de concentragdes crescentes de 4lcoois e incluidos em resina polimerizdvel do
tipo glicol metacrilato. Foram obtidos cortes de quatro micrémetros de
espessura, montados sobre laminas de vidro e corados em solucdo de azul de
toluidina/borato de sédio a 1% .

Utilizando-se microscépio de luz foi feita, com o auxilio de uma
ocular integradora dotada de 441 pontos, em aumento de 400 vezes, a
avaliagdo da propor¢do volumétrica dos componentes do parénquima
testicular. Foram computados, em 20 campos aleatoriamente distribuidos
para cada animal, pontos correspondentes a tiibulos seminiferos, nicleo e
citoplasma de células de Leydig, vasos sanguineos, vasos linfaticos e
tecido conjuntivo. Inferindo-se a estas propor¢des o volume total do
parénquima testicular, calculado previamente, foram obtidos os volumes
ocupados por componente.

O numero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo
fo1 calculado pela correlacdo do volume médio do nicleo de uma célula de
Leydig ao volume ocupado pelo total de niicleos de células de Leydig por
testiculo. O volume individual foi estimado de acordo com a férmula 4/3xr,
em que r corresponde ao raio nuclear médio, mensurado pelo uso de ocular
micrométrica com aumento de 100 vezes em 20 células por animal.

Foram calculados os indices gonadossomdtico e l.eydigossomatico
pelo percentual do peso corporal, alocados respectivamente em peso
testicular e células de Leydig.

No momento do sacrificio foram coletadas amostras de sangue, as
quais foram centrifugadas e o soro analisado em laboratério pelo método
Elisa, com quimioluminescéncia em imunoensaio de dois sitios, para
mensuracao do nivel de testosterona.

Os dados foram apresentados em médias e desvios-padrio e
analisados pelo teste t de Student, para comparacio de médias (26).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste experimento, camundongos tratados com ultra-som de baixa
intensidade, em dosagens de diagndstico clinico, no periodo perinatal, ndo
apresentaram variacao do peso corporal até o desmame; porém, aos 160
dias de idade, o grupo de machos tratados apresentou peso corporal
superior (p < 0,05) ao de machos-controle (Quadro 1) que, por sua vez,
apresentou peso corporal superior (p < 0,05) ao das fémeas, as quais, nesta
idade, nao diferiram entre as tratadas e controle.

Ratas tratadas durante o periodo de gestagdo com altas doses de
ultra-som, acima das intensidades recomendadas para o uso terapéutico (/,
2), apresentaram aumento no numero de reabsorcdes fetais e filhotes
natimortos por sitio de implantac¢io, assim como os filhotes sobreviventes
apresentaram peso corporal abaixo do de animais-controle. Ja a exposi¢do
de camundongas gestantes ao ultra-som de baixa intensidade, no periodo
perinatal, nao influenciou o tamanho da ninhada ou o peso dos filhotes. O
peso corporal de ratos machos, aos 50 dias de idade, submetidos a
exposigdo a ultra-som de alta intensidade durante a gestacdo, apresentou
comportamento variado em resposta ao periodo e dose do tratamento.
Contudo, nas mesmas condi¢des, as fémeas ndo apresentaram variacao do
peso corporal aos 50 dias de idade (2).

QUADRO 1 - Peso corporal, peso do testiculo, indice gonadossomadtico
(IGS), percentual de tinica albuginea, percentual de
parénquima, peso da glandula vesicular e niveis séricos
de testosterona de camundongos aos 160 dias de idade,
controle e tratados perinatalmente com ultra-som de
baixa intensidade. Valores apresentados em média +
desvio-padrao

Tratado Controle
n 11 11
Peso corporal (g) 44,04 + 2,94%* 40,93 £ 1,56*
Peso dos testiculos (g) 0,253 + 0,01 0,247 = 0,007
IGS % 1,15+£0,1 1,18 £0,09
Tunica albuginea % 6,92 £ 2.27 6,43 + 3,04
Parénquima % 93,08 2,27 94,18 £2,91
Glandula vesicular (g) 0,566 + 0,05%* 0,426 £ 0,066*
| Concentragdo sérica de 5,66 + 5,46% 0,74 £+ 0,11%

testosterona (ng/mi)

* valores na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05).
l n = namero de animais.
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O estimulo ultrassGnico perinatal induziu em camuidongos machos,
aos 160 dias de idade, a aumento (p < 0,05) da concentra¢do plasmética de
testosterona (Quadro 1). O aumento no peso corporal dos animais tratados
provavelmente deveu-se a aumento da massa muscular esquelética, que €
uma resposta comumente observada em animais com aumento da
testosterona endégena (16, 20). O aumento significat vo do peso das
glandulas vesiculares nos camundongos machos tratados (p < 0,05) foi
uma resposta esperada, visto gue a concentracao de testouterona circulante
estd diretamente implicada com o desenvolvimento ¢ manutengao destas
glandulas (28). Ratos piiberes expostos a ultra-som de jaixa intensidade
apresentaram aumento da glandula vesicular (p < 0,05) sem alteragao da
concentragao sérica de andrdégenos, sugerindo, assim, urna acao direta do
ultra-som sobre o desenvolvimento da glandula vesiculir (/4). Em ratos
pré-puberes o estimulo ultra-sénico de baixa intensicade, diretamente
sobre 0 escroto, também induziu aumentos na ativiclade androgénica
testicular e no crescimento da glandula vesicular (/4). Por outro lado, o
ultra-som de baixa intensidade nas mesmas condi¢Oes, em ratos idosos,
falhou em restabelecer a funcao esteroidogénica testicular (12).

O uso de ultra-som em doses terapé€uticas, duranie a vida fetal em
camundongos, embora leve a diminuicdo do peso testicular dos animais
adultos (2), em baixa intensidade, em doses de diigndstico clinico,
aplicado no periodo gestacional, ndo alterou (p > 0,05) o peso dos
testiculos nos camundongos adultos, assim como ndo alterou oS
percentuais de albuginea e do parénquima testiculares (Quadro 1). O indice
gonadossomatico, que representa o percentual de massa corporal alocado
em testiculos, apresentou—se ligeiramente menor nos animais tratados,
refletindo, assim, apenas um acompanhamento parcial dc peso testicular ao
aumento observado na massa corporal, nestes animais (C uadro 1).

O compartimento intertubular do parénquima testicular € composto
por vasos sanguineos ¢ linfaticos, nervos, c€lulas conjuntivas e células de
Leydig. A organizacio destes componentes pode seguit padrdes distintos:
(8, 24), nos quais as células de Leydig podem ocupar pequena porcentagem —
cerca de 2% no rato (10), ou até de 60% na capivara (z'1). Deste modo, a
célula de Leydig € o elemento constituinte do compartimenito intertubular que
apresenta maior variagcdo percentual dentre as espécies ja estudadas.

Células mesenquimais indiferenciadas, no testiculo no periodo
perinatal, t€m origem provavel na crista neural, e durante a gestacdo
algumas destas células transformam-se nas células de Leydig fetais, que
suprem oS andrégenos necessdrios para a masculinizagdo do feto.
Entretanto, outras células permanecem indiferenciadas até o periodo pOs-
natal, quando, no inicio da maturacido testicular, se desenvolvem em
células de Leydig adultas (117).
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Neste experimento, os camundongos apresentaram 7,3% de células
de Leydig no parénquima testicular, chegando a 8,3% quando estimulados
perinatalmente (p > 0,05) com ultra-som de baixa intensidade (Quadro 2).
Este aumento, embora ndo-significativo, explica o aumento na
concentracio plasmatica de testosterona, concordando com © observado
em coelhos adultos, em que a concentracdo de testosterona plasmaética €
positivamente correlacionada com o volume percentual de células de
Leydig no testiculo (3). A propor¢do volumétrica e o volume total das
células de Leydig apresentaram valores maiores (14,24 e 7,2%,
respectivamente) nos animais tratados. Acompanhando esta tendéncia, o
indice Leydigossomatico, que reflete o percentual da massa corporal
alocada em células de Leydig, alcancou cerca de 0,095% nos
camundongos tratados, enquanto nos animais-controle este foi de 0,082%
da massa corporal (p>0,05, Quadro 2).

Em coelhos adultos, foi observada correlacao positiva e significativa
entre 0 nimero de células de Leydig por grama de testiculo e as concentragdes
plasmaticas e testiculares de testosterona (3). Camundongos estimulados
perinatalmente com ultra-som de baixa intensidade apresentaram concentracao
mais elevada de testosterona plasmatica (p < 0,05), embora o niimero de
células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo ndo tenha mostrado
diferencas entre os grupos (p>0,03, Quadro 2).

Estudos correlacionando a estrutura e a fungdo das células de Leydig
em varias espécies de mamiferos mostraram que as variagOes na secrecao
de testosterona resultam mais da capacidade individual desta célula em
secretar testosterona do que de diferengas do seu volume total no testiculo
(5). Esta capacidade esta altamente associada com a quantidade de reticulo
endoplasmatico liso na célula de Leydig (32). O tamanho desta célula é
mais importante que o seu numero para explicar as diferencas na
capacidade de secrecdo de testosterona (/8). Nos camundongos tratados
deste experimento, o tamanho médio de uma célula de Leydig foi maior (p
< 0,05) cerca de 17,6% que em animais-controle (Quadro 2). Nao foi
possivel a diferenciagdo entre populagdes de células de Leydig de origem
fetal ou pds-natal, uma vez que as primeiras permanecem durante toda a
vida do animal (/5). A influéncia do ultra-som perinatal, em doses de
diagnéstico clinico, no testiculo de camundongos adultos, estimulou o
crescimento individual das células de Leydig antes de sua proliferacdo, o
que refletiu num aumento significativo no nivel sérico de testosterona. O
aumento do volume das c€lulas de Leydig néo se refletiu no volume total e
no tamanho dos testiculos, porque elas passaram a ocupar mais espago, em
detrimento dos vasos linfaticos, que reduziram a sua propor¢ao.

As células de Leydig organizam-se em corddes circundando os
tadbulos seminiferos e seguindo primariamente o curso dos vasos
sanguineos ¢ linfaticos (24), o que reflete a fungio endécrina dessas
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células (27). Embora elas sejam o elemento constituinte do compartimento
intertubular que apresenta maior variacdo percentual entie as espécies ja
estudadas, os outros componentes do espaco interlubular também
apresentam variagcOes, porém menos evidentes, entre as espécies (8). O
tecido conjuntivo, por exemplo, corresponde a 7% do parénquima
testicular do suino Piau (9), 7,5% no cao (22) e 8% em carivaras (21). Por
sua vez, o espaco linfitico ocupa cerca de 3,5% do parér quima testicular
na maioria dos animais estudados (25). Nos camundong os-controle, aos
160 dias de idade observaram-se também cerca de 3,5% d¢: vasos linfaticos
no testiculo, enquanto nos animais tratados perinatalment:: com ultra-som,
em doses de diagnéstico clinico, estes valores corresponderam a 1,17%

(p<0,05, Quadro 3).

QUADRO 2 -Propor¢ao volumétrica de célula de l.eydig, indice
Leydigossomadtico (ILS), volumes m2dio total e
individual de célula de Leydig € nimer> de célula de
Leydig por testiculo € por grama de testiculo, em
camundongos-controle e tratados com ultra-som de
baixa intensidade. Dados apresentados em média =+

desvio-padrao
Tratado Controle
n 11 11

% célula de Leydig 8,34 + 2,08 7,3 +2,45

ILS % 0,095 + 0,02 1,082 £ 0,03

Volume de uma célula de |

Leydig (x 10" ' ml) 3,072 + 0,46* 2,611 + 0,0051*
I Volume total de células de

Leydig (ml) 0,0193 £ 0,005 0,018 £ 0,003

N° de célula de Leydig/
| testiculo (x 10°) 21,34 £ 9,705 20,08 + 5,51

N° de célula de Leydig/

grama de testiculo (x 10°) 84,99 + 37,07 84,84 + 2,33
! * valores na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05).

n = niimero de animais.

Gatos, caes, macaco Cebus apella e humanos, maduros
~ sexualmente, que receberam estimulos em doses terap€uiicas diretamente
sobre o testiculo apresentaram significativa supressdo da ¢ spermatogénese,
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porém nao tiveram afetados as células de Leydig ou os niveis sanguineos
de testosterona (7). Neste trabalho, os camundongos estimulados
perinatalmente com ultra-som de baixa intensidade ndo apresentaram
diferenca na propor¢io volumétrica dos tibulos seminiferos em relacdo
aos animais-controle (p > 0,05). Com excecao dos vasos linfaticos, os
demais componentes testiculares analisados ndo apresentaram diferenca (p
> (0,05) entre controles e tratados (Quadro 3).

QUADRO 3 - Proporgao volumétrica (%) de tiubulos seminiferos,
espaco intertubular, vasos sanguineos, tecido conjuntivo
e vasos linfaticos em camundongos-controle e tratados
com ultra-som de baixa intensidade. Dados apresentados
em média + desvio-padrao

Tratado Controle
n 11 11
Tubulos seminiferos 90,57 + 3,7 88,12+ 2,7
Espaco intertubular 10,76 £ 2,8 11,85 £2,7
Vasos sanguineos 0,57 +0,14 0,54 £ 0,13
| Tecido conjuntivo 0,65 +£0,23 | 0,50 £ 0,1
Vasos linfaticos 1,17 £ 0,65%* 3,48 +0,2%*
* valores na mesma linha diferem significativamente (p < 0,05).
|n= nimero de animais.

CONCLUSOES

| 1) O uso do ultra-som de baixa intensidade no periodo perinatal, em
camundongos, leva a aumento dos pesos corporal e das glandulas
vesiculares e da concentragdo sérica de testosterona. .

2) A estimulagdo por ultra-som de baixa intensidade, no periodo
perinatal, aumenta consideravelmente o volume individual das células de
Leydig de camundongos antes de sua proliferagao.

3) Ha alteracdes na propor¢do volumétrica e no volume total das
células de Leydig por testiculo, no nimero de células de Leydig por
testiculo e por grama de testiculo nos animais submetidos ao ultra-som na
fase perinatal. |

4) Ha redugdo na propor¢do volumétrica dos vasos linfaticos dos
animais submetidos ao ultra-som na fase perinatal.
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