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RESUMO - Avaliaram-se através de histologia testicular quantitativa os efeitos da agdo do Dimetil
Sulféxido (DMSO) na espermatogénese de 28 ratos adultos albinos da raga Wistar. Os animais foram
divididos em dois grupos - Controle e Experimental - e submetidos a dois tipos de tratamento: no
primeiro tratamento, o Grupo Experimental (10 animais) recebeu aplicagbes tdépicas de DMSO no
jarrete, duas vezes ao dia, na dosagem de 1 g/kg'1 de peso vivo, durante sete dias consecutivos; no
segundo tratamento, o Grupo Experimental (7 animais) recebeu aplicagbes tépicas de DMSO no
escroto duas vezes ao dia, na dosagem de 1 g/kg'1 de peso vivo, durante 54 dias consecutivos; os
Grupos Controles (8 e 3 animais) receberam aplicagbes de solugdo salina friccionada na pele do
jarrete e do escroto duas vezes ao dia, por periodo equivalente ao dos tratamentos, respectivamente.
Proporgbes volumétricas dos componentes do parénquima testicular, diametro dos tubulos
seminiferos, contagem dos elementos celulares do epitélio seminifero e rendimento intrinseca da
espermatogénese nao apresentaram diferenga significativa entre os grupos Controles e
Experimentais. O processo espermatogénico ndo sofreu alteragéo apos a aplicagao do DMSO.

Palavras chaves: espermatogénese, cinética, quantificagdo, ciclo do epitélio seminifero, dimetil
sulféxido.

ABSTRACT - In order to provide a more accurate analysis on the effects of dimethyl sulfoxide
(DMSO) on spermatogenesis in mammals, an experiment was carried out with albino Wistar rats. A
total of 28 rats, 78 days old and average weight of 325 g were divided in one control group and two
experimental groups - G1 and G2. Rats from G1 were treated with topic applications of DMSO in the
hock twice a day at a dosage of 1.0 g/kg of live weight for 7 consecutive days. Rats from G2 received
topic applications of DMSO at the scrotum twice a day at a dosage of 1.0 g/kg of live weight for 54
consecutive days. The control group was swabbed with saline on the hock and the scrotal skin twice a
day for the same period as the treatment of G1 and G2 groups. Volumetric proportions of the testicular
parenchyma, diameter of the somniferous tubules, counting of cell types in the somniferous epithelium
and intrinsic spermatogenesis yield showed no significant differences (P<0.05) between the groups
studied. According to the results of the present study, applications of DMSO and saline solution did
not appear to affect anyone of the major spermatogenesis processes.

Key words: spermatogenesis, kinetics, quantification, seminiferous epithelium cycle, dimethyl
sulfoxide.

Introdugao

Dimetil sulféxido (DMSO), de férmula
(H3C),0, é um liquido incolor originalmente
utilizado como solvente industrial (ALSUP,
1984; BRAYTON, 1986).

A partir de 1964, quando foi relatada a sua
habilidade de penetrar a pele integra,
pesquisas e uso clinico tém revelado sua
ampla variedade de propriedades
farmacoldgicas e terapéuticas (ALSUP, 1984),
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entre as quais a agao antiinflamatdria é a mais
utilizada em clinica. O mecanismo primario da
acdo do DMSO na inflamagdo aguda ¢é
provavelmente a eliminacdo de radicais
hidroxila (De La TORRE, 1983; GOROG e
KOVACS, 1975; ROSENBLUM, 1983).

A toxicidade do DMSO é considerada baixa
e seus principais efeitos toxicos derivam da
combinagdo com outros elementos que sao
transportados ou potencializados ou ambos
(BRAYTON, 1986; DAVID, 1972; KNOWLES,
1967; RUBIN, 1975; SCHUCH et al., 1988).

Essas propriedades e eventuais efeitos
téxicos tém gerado muita controvérsia, e nao
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existe consenso quanto aos beneficios e
desvantagens de seu wuso na clinica
veterinaria.

Ndo existem estudos relacionando
eventuais efeitos toxicos do DMSO sobre a
espermatogénese de machos de qualquer
espécie, o que limita seu uso em situagdes
clinicas especificas em animais destinados a
reproducao.

No estudo da fertilidade de machos,
especial énfase deve ser dada a sua
capacidade espermatogénica. Essa
capacidade pode ser avaliada por diferentes
métodos, incluindo, entre outros, analises
quantitativas de sémen obtido por ejaculagao;
estimativas de reservas  espermaticas
gonadicas e extragonadicas, através de
contagens hemocitométricas e epididimarias, e
estudos histologicos quantitativos do epitélio
seminifero (BERNDTSON, 1977).

A expressao cinética da espermatogénese
designa o conjunto de todos os processos
citologicos (multiplicacdo, diferenciagdo e
metamorfose das células germinativas) e
histolégicos (evolugdo dos grupos celulares)
que ocorrem dentro dos tubulos seminiferos)
(CLERMONT e HARVEY, 1967). No estudo da
cinética da espermatogénese, € necessario o
reconhecimento morfolégico dos diferentes
tipos celulares que compdem o epitélio
seminifero, incluindo-se ai tanto células
germinativas (espermatogénicas) como
células de sustentagao somatica (de Sertoli).

A avaliagdo  histolégica do epitélio
seminifero € um componente essencial para
determinar eventuais efeitos toxicos de uma
droga na fertilidade de machos (RUSSEL et
al., 1990).

Estudos de FERRARI (1995) revelaram que
o DMSO nao apresentou efeito negativo nas
caracteristicas reprodutivas de machos da
espécie ovina.

Visando um melhor conhecimento dos
efeitos do DMSO sobre a fertilidade de
machos, decidiu-se realizar o presente estudo
com o objetivo de avaliar a espermatogénese
de ratos tratados com DMSO.

Material e Métodos

Utilizaram-se 28 ratos albinos da raga
Wistar, com 75 dias de idade e peso vivo
médio de 325 gramas, oriundos do Biotério
Central da Universidade Federal do Parana.
Os animais foram divididos em:

Tratamento | - Aplicacéo de 1 g/kg'1 de peso
vivo de DMSO gel friccionado na pele da

Archives of Veterinary Science v.5, p.129-135, 2000

regido do jarrete, duas vezes ao dia, durante 7
dias consecutivos.

- Grupos Controles | e Il - Aplicagédo de
solucdo salina embebida em algoddo e
friccionada na pele da regiao do jarrete, duas
vezes ao dia, durante 7 dias consecutivos.

- Grupo Experimental | (GEI) (5 animais) e
Grupo Controle | (GCIl) (4 animais) foram
sacrificados 23 dias apdés o inicio do
tratamento (periodo equivalente a metade da
duragédo completa da espermatogénese).

- Grupo Experimental Il (GEIl) (5 animais) e
Grupo Controle Il (GCIl) (4 animais) foram
sacrificados 50 dias apdés o inicio do
tratamento (periodo equivalente ao final da
duragéo completa da espermatogénese).

Tratamento Il - Aplicagdo de 1 g/kg” de
peso vivo de DMSO gel friccionado na pele do
escroto, duas vezes ao dia, durante 54 dias
consecutivos.

- Grupo Controle Il (GCIIl) (3 animais) -
Aplicacdo de solugdo salina embebida em
algodao e friccionada na pele do escroto, duas
vezes ao dia, durante 54 dias.

- Grupo Experimental 1l (GEIIl) (7 animais)
foi sacrificado 1 dia apdés o término do
tratamento.

Todos os animais foram anestesiados com
éter e sacrificados. Mediante incisdo mediana
ao longo do eixo longitudinal do escroto,
colheram-se os testiculos, que em seguida
foram seccionados transversalmente e
colocados em liquido de Bouin. Apds essa
prefixagdo, procedeu-se ao corte de
fragmentos do parénquima de
aproximadamente 2 mm de didmetro. Apos
fixagdo por 3 horas no liquido de Bouin, os
fragmentos foram colocados em recipiente
contendo formol a 10% (aldeido férmico), onde
permaneceram por 24 horas.

Depois de desidratados pela passagem em
alcool de concentragcbes crescentes e
diafanizados em xilol, foram incluidos em
parafina, segundo a técnica rotineira
(MICHALANY, 1980). Procedeu-se entdao a
microtomia, obtendo-se cortes com 4 um de
espessura, 0s quais foram corados por
hematoxilina de Harris + eosina alcodlica.

A andlise histoldgica quantitativa dos
testiculos compreendeu os seguintes itens:

1) didmetro tubular médio, obtido pela
medida do didmetro de 20 secgdes
transversais de tubulos seminiferos, em cada
testiculo. As medidas foram feitas com
microscopio Leitz® Dialuz 22, com ocular
micrométrica 10X, acoplada a objetiva de 16X;

2) proporgdo volumétrica de tubulos
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seminiferos, estimada pelo método
estereométrico, segundo ELIAS et al. (1971),
utilizando ocular integradora Zeiss® kpl, 8X,
acoplada a objetiva de 45X. Foram
computados, para a obtengdo do volume
percentual de tdbulos seminiferos, 1.000
pontos por testiculo, 2.000 por animal e
56.000 nos 28 animais;

3) populagdo celular dos tubulos
seminiferos, estimada pela contagem de
nucleos de células espermatogénicas e de
células de Sertoli em 10 secgbes transversais
de tdbulo contendo um mesmo estagio do
ciclo do epitélio seminifero (CES), em cada
testiculo. Os seguintes tipos de células
espermatogénicas foram contados:
espermatides arredondadas nos estagios poés-
divisionais (de 5 a 8); espermatdcito |, na fase
de paquiteno, no estagio 3 do CES; células de
Sertoli, contadas com base na presenga de
seus nucléolos, no estagio 3 do CES. Os
estagios do ciclo do epitélio seminifero foram
estudados segundo o método da morfologia
tubular, utilizando-se como critérios a
morfologia nuclear das células espermaticas, a
presenca de divisbes meidticas e a posigao
das espermatides no epitélio seminifero

(ORTAVANT et al., 1984; ROOSEN-RUNGE e
GIESEL, 1950). Todos os numeros de células
espermatogénicas, exceto o0s numeros de
células de Sertoli, foram corrigidos em cada
testiculo, para o didmetro nuclear e para a
espessura do corte histolégico, utilizando-se a
féormula de ABERCROMBIE (1946). Os
didmetros nucleares foram medidos com
microscopio Leitz® Dialuz 22, com ocular
micromeétrica 10X acoplada a objetiva de 40X.
Para a analise estatistica dos dados, foram
feitos calculos da média aritmética e do desvio
padrdo para os parametros numero de células
espermatogénicas, didmetro dos tubulos
seminiferos e proporgdo volumétrica, com o
software Sigmastat (Jandel Scientific, Co.).
Para comparacao dos grupos Experimentais e
Controles utilizou-se o teste "t" de Student, e
analise de variancia para detectar diferengas
entre tratamentos. O teste de Dunnet foi
empregado para isolar o0s grupos que
apresentavam diferengas significativas.

Resultados

Os resultados obtidos no presente trabalho
estdo sumariados nas TABELAS 1, 2 e 3.

TABELA 1 — DADOS DA HISTOLOGIA QUANTITATIVA DOS TESTiCpLOS DE RATOS WISTAR TRATADOS
COM DMSO GEL E SACRIFICADOS 23 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO | 1996 (N=9).

Parametro

Grupo Experimental I  Grupo Controle |
(xts) (xt£s)

Proporgéo volumétrica dos tubulos seminiferos (%)

83,90+1,01 82,75+0,50

Diametro dos tubulos seminiferos (um) 285,50+11,82 277,67+4,77
Numero corrigido* de células espermatogénicas/ secgéo

transversal de tubulo seminifero:

- espermatocito primario em paquiteno (SPTI PQ) 21,37+0,92 22,02+1,55

- espermatide arredondada (SPD-ar) 67,46+2,69 69,82+2,42

- células de Sertoli 19,60+0,79 20,05+0,21

- razao** entre 0 numero corrigido de SPTI PO e SPD-ar 1:3,1 1:3,1

*Corregao segundo ABERCROMBIE (1946).

**Numero de espermatides observadas dividido pelo nimero esperado.

Como se pode observar, no grupo de
animais sacrificados 23 dias apds o inicio do
tratamento | ndo  ocorreu variagao
estatisticamente significativa nos valores
médios para a proporgdo volumétrica dos
tubulos seminiferos, para o didmetro dos
tubulos seminiferos e para o numero de
células espermatogénicas (espermatoécito | em
paquiteno no estagio 3 do CES, espermatide
arredondada nos estagios posdivisionais do
CES e células de Sertoli no estagio 3 do CES),
entre o Grupo Experimental e o Grupo
Controle (TABELA1).

No grupo de animais sacrificados 50 dias
ap6s o inicio do tratamento | ndo houve
diferenga estatisticamente significativa nos

valores médios observados na proporgao
volumétrica dos tubulos seminiferos e na
populagdo de espermatide arredondada entre
o Grupo Experimental e o Grupo Controle.
Todos os demais parametros, no entanto,
apresentaram  diferenga  estatisticamente
significativa (p<0,05): o didmetro tubular médio
apresentou valores menores para os animais
tratados, em relagcdo aos valores observados
nos animais controles; a populacdo de
espermatdcitos em paquiteno no estagio 3 do
CES e o numero de células de Sertoli do
Grupo Experimental apresentaram valores
ligeira porém significativamente maiores do
que os obtidos para o Grupo Controle
(TABELA 2).
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TABELA 2 — DADOS DA HISTOLOGIA QUANTITATIVA DOS TESTiCpLOS DE RATOS WISTAR TRATADOS
COM DMSO GEL E SACRIFICADOS 50 DIAS APOS O INICIO DO TRATAMENTO | - 1996 (N=9).

Parametro Grupo Experimental Il Grupo Controle Il

(x£s) (xxs)

Proporgéo volumétrica dos tibulos seminiferos (%) 82,78+1,59 83,42+1,52

Diametro dos tubulos seminiferos (um) 277,81+4,23° 286,64+1,78

Numero corrigido* de células espermatogénicas/ secgéo

transversal de tubulo seminifero:

- espermatocito primario em paquiteno (SPTI PQ) 20,44+0,69° 18,98+0,48°

- espermatide arredondada (SPD-ar) 70,26+1,93° 69,30+0,05

- células de Sertoli 19,8410,74B 18,25+0,21°

- razao0** entre o0 numero corrigido de SPTI PO e SPD-ar 1:3,4° 1:3,6°

* Corregéo segundo ABERCROMBIE (1946).

a b letras diferentes na mesma linha indicam significancia (p<0,05).

No grupo de animais sacrificados 1 dia apos
o término do tratamento Il as diferencas
encontradas ndo foram estatisticamente
significativas nos valores médios para a
proporgao volumétrica dos tubulos
seminiferos, para o didmetro dos tubulos
seminiferos e para o ndmero de células
espermatogénicas  (espermatécito | em
paquiteno no estagio 3 do CES; espermatide
arredondada, nos estagios pos divisionais do
CES e células de Sertoli no estagio 3 do CES)
entre o Grupo Experimental e o Grupo
Controle (TABELA 3).

Discussao

Devido a auséncia de estudos relacionando
0 uso do DMSO com a espermatogénese de

machos de qualquer espécie, o presente
experimento tem carater inédito e os dados
obtidos somente podem ser comparados com
valores médios observados nos animais do
Grupo Controle.

Os valores médios encontrados para a
proporgao volumétrica dos tubulos seminiferos
dos animais do Grupo Controle, tanto do
tratamento | como do tratamento I,
encontram-se ligeiramente inferiores aos
observados em outros roedores, como no
Bolomys lasiurus (PARREIRA, 1990) e em
ratos albinos Sprague-Dawley (ROOSEN-
RUNGE, 1955). Comparados com os de
outras espécies, verifica-se que tais valores
ocupam posi¢ao intermediaria entre os do
gamba Didelphis albiventris (QUEIROZ, 1991)
e os do coelho (AMANN, 1970).

TABELA 3 — DADOS DA HISTOLOGIA QUANTITATIVA DOS TESTiCULOS DE RATOS WISTAR TRATADOS COM
DMSO GEL E SACRIFICADOS 1 DIA APOS O TERMINO DO TRATAMENTO I1-1996 (N=10).

Parametro Grupo Experimental Il Grupo Controle IlI

(xts) (xts)

Proporgao volumétrica dos tubulos seminiferos (%) 83,27+0,54 83,03+0,80

Diametro dos tubulos seminiferos (um) 281,57+2,53 282,75+6,40

Numero corrigido* de células espermatogénicas/ secgao

transversal de tubulo seminifero:

- espermatdcito primario em paquiteno (SPTI PQ) 22,32+0,62 22,21+1,09

- espermatide arredondada (SPD-ar) 71,70+2,26 71,02+1,90

- células de Sertoli 20,06+1,42 18,93+1,00

- razdo** entre o numero corrigido de SPTI PO e SPD-ar 1:3,2 1:3,2

*Corregao segundo ABERCROMBIE (1946).

Essas diferengas refletem a maior ou a
menor quantidade de tecido intertubular que
caracteriza o testiculo de uma determinada
espécie. Os valores encontrados para o Grupo
Experimental e para o Grupo Controle foram
muito préximos, variando de 82,78% a 83,90%
e de 82,75% a 83,42%, respectivamente.

Os valores médios gerais obtidos para o
didmetro dos tubulos seminiferos no Grupo
Controle dos animais sacrificados 23 dias apos o
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inicio do tratamento | (GCI) e nos animais
sacrificados 1 dia apés o término do tratamento
I (GCl) revelaram-se comparaveis aos
observados em gamba Didelphis albiventris
(QUEIROZ, 1991) e superiores aos de roedores
silvestres (PARREIRA e CARDOSO, 1993). Ja o
Grupo Controle dos animais sacrificados 50 dias
ap6s o inicio do tratamento | (GCIl) obteve
média geral superior a observada no Grupo
Experimental, sugerindo retracdo tecidual
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resultante do tipo de fixador utilizado, que foi o
bovino.

Segundo SWIERSTRA (1968), os diversos
tempos de fixagdo e inclusdo utilizados no
processamento histolégico de fragmentos do
parénquima testicular resultam em indices médios
de retragao volumétrica similares, havendo porém
diferengas significativas entre animais.

A contagem de células espermatogénicas e
de células de Sertoli em segbes transversais
de tubulos seminiferos permite a obtengéo de
indices que refletem o rendimento intrinseco
da espermatogénese. No presente trabalho,
nos animais sacrificados 23 dias apds o inicio
do tratamento | evidencia-se entre o numero
de espermatécitos primarios em paquiteno e o
numero de espermatides arredondadas a
razao de 1:3,1, tanto para o GCI como para o
GEl, indicando igualdade no rendimento
meiotico e perda de cerca de 25% em relagao
ao numero esperado da divisdo de todos os
espermatocitos. Nos animais sacrificados 50
dias apos o inicio do tratamento |, a contagem
dos espermatocitos primarios em paquiteno
feita no estagio 3 apresentou diferenga
significativa entre o GCIl e o GEIl (TABELA 2).
Com a metodologia utilizada no presente
estudo, nao foi possivel analisar a evolugéo da
populacao de células espermatogénicas desde
espermatogbnias até a formagdo de
espermatocitos primarios, quando se verifica a
ocorréncia, segundo ROOSEN-RUNGE E
GIESEL (1950), de quatro picos de atividade
mitotica - dois referentes a espermatogdnia A
e dois referentes a espermatogbnia B.
CLERMONT (1962) constatou que cerca de
10,6% das espermatogbnias A sofriam
degeneragdo, levando a uma redugdo do
numero esperado de espermatécitos primarios
esperados da divisdo de cada
espermatogdbnia-tronco.

O rendimento meidtico, ou seja, a razéo
entre 0 numero de espermatdcitos primarios
em paquiteno e o ndmero de espermatides
arredondadas, foi de 1:3,4 para o GEIll e de
1:3,6 para o GCIl, mostrando que 85% do
ndmero esperado de espermatides foi
alcangado para o Grupo Experimental e 90%
do numero esperado de espermatides foi
alcangado para o Grupo Controle, indicando,
assim, que o processo espermatogénico no
presente estudo foi pouco afetado por
degeneracdes durante as duas divisbes
meioticas, apesar de apresentarem diferenca
significativa. Tal variagdo numérica dentro de
uma mesma espécie foi observada no rato
(CLERMONT, 1962; ROOSEN-RUNGE e
GIESEL, 1950), nos bovinos europeus

(BERNDTSON e DESJARDINS, 1974), no
carneiro deslanado (QUEIROZ, 1985), no
zebu (CARDOSO, 1981 ), no suino 14) e no
roedor silvestre Bolomys lasiurus (PARREIRA,
1990). Nos animais sacrificados 1 dia apds o
término do tratamento IlI, constata-se no
rendimento meidtico a razdo de 1:3,2 tanto
para os animais do GCIll como para os
animais do GEIlll. Isso indica, com base na
razao teorica esperada (1:4,0), perda de cerca
de 20% das espermatides arredondadas.

Degeneracdes celulares na
espermatogénese normal de mamiferos
adultos tém sido observadas por inumeros
autores, ndo s6 na fase de divisdo meidtica
como também durante a fase de proliferagédo
espermatogonial (BERNDTSON, 1977,
ROOSEN-RUNGE, 1973). Abordando o
problema do rendimento da espermatogénese
em mamiferos, COUROT et al. (1970)
afirmaram que, teoricamente, cada
espermatdcito primario da origem a quatro
espermatides, mas isso praticamente nunca
acontece devido a ocorréncia de
degeneracgdes durante as divisbes meidticas.

Em relacdo a populagdo de células de
Sertoli, & sabido que elas ndo se dividem e
mantém o seu numero constante no epitélio
seminifero em animais adultos
(HOCHEREAU-De REVIERS et al., 1987).

Os valores médios observados entre o GCl
e o GEI dos animais sacrificados 23 dias apos
O inicio do tratamento | e nos animais
sacrificados 1 dia apdés o término do
tratamento |1l n&o apresentaram variagédo
significativa. Nos animais sacrificados 50 dias
apos o inicio do tratamento |, os valores
médios observados entre o CGIll e o CEIll
apresentaram variagdo significativa. Os
nameros médios dessas células encontrados
no Grupo Controle sdo comparaveis aos
observados em ratos albinos Sprague-Dawley
(ROSSEN-RUNGE e GIESEL, 1950) e
superiores aos encontrados em roedores
silvestres Bolomys lasiurus (PARREIRA,
1990). Deve-se ressaltar que as discrepancias
encontradas entre o CGIl e o CEIl parecem
resultar do fato de estarem os animais
entrando na puberdade e nao apresentarem a
constancia do numero de células de Sertoli,
caracteristica geral de todos os mamiferos
(ORTAVANT et al, 1984). Segundo
CLERMONT e MORGENTALER (1955), a
populacdo de células de Sertoli mantém-se
estavel em animais adultos, sendo essas
células extremamente resistentes a injUrias
drasticas capazes de afetar os demais tipos
celulares do epitélio seminifero.

Archives of Veterinary Science v.5, p.129-135, 2000
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Conclusoes

Os resultados da avaliagédo da influéncia do
dimetil sulféxido sobre a espermatogénese
permitem a seguinte conclusao: no protocolo
posoldgico empregado, o DMSO né&o interferiu
na contagem dos elementos celulares do
epitélio seminifero, no didmetro dos tubulos
seminiferos, nas proporgdes volumétricas dos
componentes do parénquima testicular e no
rendimento intrinseco da espermatogénese.
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