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RESUMO

Efeitos da vitamina B12 e 6mega 3 na temperatura do escroto, concentragao de
testosterona, qualidade espermatica e histologia testicular de ratos Wistar
submetidos a dose toxica de ciclofosfamida

O dano aos tubulos seminiferos e aos espermatozoides causados pelo farmaco
ciclofosfamida € um dos fatores limitantes para seu uso, podendo levar a
infertilidade, devido a toxicidade marcante nos Orgaos associada ao estresse
oxidativo, sendo necessario o uso de substancias antioxidantes como € o caso do
Omega 3 e da vitamina B12. Objetivou-se estudar a influéncia da vitamina B12 e
Omega 3, na histologia e fungbes dos testiculos de ratos tratados com
ciclofosfamida. Foram utilizados 96 ratos Wistar, divididos em oito grupos; controle,
Omega 3, ciclofosfamida, 6mega 3 e ciclofosfamida, vitamina B12, émega 3 e
vitamina B12, vitamina B12 e ciclofosfamida, 6mega 3 com vitamina B12 e
ciclofosfamida; recebendo alimentacdo padrdao, e os respectivos tratamentos e
suplementacdes durante 30, 45 e 60 dias, a dose téxica de ciclofosfamida foi
aplicada no 59° dia. Foram realizadas analises histologica e morfométrica, dos
tubulos seminiferos, determinando-se o didmetro, didmetro da luz, altura do epitélio,
motilidade e morfologia espermatica, com leituras em microscopio Optico
considerando o numero de espermatozoides normais, com patologia de cabeca e
cauda, com gota distal e proximal e o numero total de defeitos, concentracdo de
testosterona, e imagens termograficas do escroto para mensurar a temperatura. Os
resultados foram submetidos a analise de variancia, seguido de teste de Tukey, com
significancia de 5% (P<0,05). Foram obtidos valores de diferengas significativas para
diametro da luz do tubulo seminifero e ciclofosfamida (valores médios de 155,40 +
19,45 ym no grupo controle sem a ciclofosfamida, 112,00 + 24,29 ym no grupo
controle com a ciclofosfamida); didmetro da Iluz do tubulo seminifero e
suplementagdes (valores médios de 136,90 + 11,96 ym no grupo vitamina B12 sem
ciclofosfamida, 104,80 + 8,10 um no grupo 6mega 3 sem ciclofosfamida, 119,00 +
7,17 um no grupo vitamina B12 e 6mega 3 sem ciclofosfamida); diametro da luz do
tubulo seminifero e suplementagcdes com ciclofosfamida (valores médios de 116,30 +
20,48 pm no grupo vitamina B12 com ciclofosfamida, 119,80 £ 11,69 ym no grupo
Omega 3 com ciclofosfamida, 119,90 + 9,58 ym no grupo vitamina B12 e dmega 3
com ciclofosfamida); altura do epitélio do tubulo seminifero e suplementagdes
(valores médios de 77,08 + 3,43 um no grupo vitamina B12 sem ciclofosfamida, 81,8
+ 14,01 ym no grupo dmega 3 sem ciclofosfamida, 82,15 + 4,58 ym no grupo
vitamina B12 e 6mega 3 sem ciclofosfamida); altura do epitélio do tubulo seminifero
e suplementagdes com ciclofosfamida (valores médios de 75,58 + 6,60 um no grupo
vitamina B12 com ciclofosfamida, 70,14 + 4,15 ym no grupo édmega 3 com
ciclofosfamida, 73,72 + 4,92 pm no grupo vitamina B12 e O6mega 3 com
ciclofosfamida); motilidade espermatica e ciclofosfamida; espermatozoides com gota
distal e suplementacado; e espermatozoides com gota distal e suplementagdo com
ciclofosfamida. A suplementacéao realizada com émega 3 demonstra eficiéncia para
diminuir o numero de espermatozoides com gota distal (12,50 + 11,30%) dos grupos
tratados com a ciclofosfamida. E a vitamina B12 tem melhor influéncia para baixar a
incidéncia de espermatozoides com gota proximal (0,25 £ 0,46%) e com patologia de
cauda (11,40 = 4,70%), demonstrou ser a melhor para os niveis de testosterona no
sangue dos ratos, quando comparados com as demais suplementagdes, se
destacou na manutengao da altura do epitélio do tubulo seminifero (77,08 + 3,43 um,



ciclofosfamida ausente, e 75,58 + 6,60 um, ciclofosfamida presente), a temperatura
do escroto no 60° dia. A vitamina B12 e dmega 3 em conjunto geraram um efeito
positivo para o didmetro da luz do tdbulo seminifero (119,00 = 7,17 pm,
ciclofosfamida ausente, e 119,90 £ 9,58 pm, ciclofosfamida presente), e para a
temperatura do escroto. Pode-se concluir que a suplementacdo realizada com
Omega 3 demonstra eficiéncia para diminuir o numero de espermatozoides com gota
distal dos grupos tratados com a ciclofosfamida. Observa-se que a vitamina B12
influenciou de forma benéfica na qualidade do sémen por reduzir a porcentagem de
gota citoplasmatica proximal. Observou-se também que a presente suplementagéo
com vitamina B12 e dmega 3, ndo influenciou para melhoria da qualidade do sémen
com relacado a patologia de cauda, patologia de cabega e concentragdo sérica de
testosterona nos animais tratados ou ndo com ciclofosfamida. Para as temperaturas
do escroto houve influéncia negativa da ciclofosfamida associada ao émega 3 na
temperatura do escroto aos 60 dias do experimento. O diametro do tubulo seminifero
sofreu influéncia positiva da associagao do 6mega 3 com a vitamina B12 aos 45 dias
do experimento em relagcdo a esse mesmo momento para os demais grupos
experimentais.

Palavras chaves: tubulos seminiferos, termografia por infravermelho, motilidade dos
espermatozoides, morfologia espermatica, antioxidantes.



ABSTRACT

Effects of vitamin B12 and omega 3 on the temperature of the scrotum,
testosterone concentration, sperm quality and testicular histology of
Wistar rats submitted to the toxic dosage of cyclophosphamide

The damage to the seminiferous tubules and to the spermatozoa caused by the drug
cyclophosphamide is one of the limiting factors for its use, which can lead to infertility
due to marked toxicity in the organs associated with oxidative stress, being
necessary the use of antioxidant substances as is the case of the omega 3 and
vitamin B12. The aim of this study was to study the influence of vitamin B12 and
omega 3 on the histology and functions of the testes of rats treated with
cyclophosphamide. Wistar rats were divided into eight groups; control, omega 3,
cyclophosphamide, omega 3 and cyclophosphamide, vitamin B12, omega 3 and
vitamin B12, vitamin B12 and cyclophosphamide, omega 3 with vitamin B12 and
cyclophosphamide; receiving standard feeding, and the respective treatments and
supplements during 30, 45 and 60 days, the toxic dose of cyclophosphamide was
applied on the 59th day. Histological and morphometric analyzes of the seminiferous
tubules were performed, determining the diameter, light diameter, height of the
epithelium, motility and sperm morphology, with optical microscope readings
considering the number of normal spermatozoa with head and tail pathology, with
distal and proximal drop and the total number of defects, testosterone concentration,
and thermographic images of the scrotum to measure the temperature. The results
were submitted to analysis of variance, followed by Tukey test, with significance of
5% (P<0.05). Significant differences were obtained for the diameter of the
seminiferous tubule and cyclophosphamide (mean values of 155.40 + 19.45 ym in
the control group without cyclophosphamide, 112.00 £ 24.29 ym in the control group
with cyclophosphamide); seminiferous tubule light and supplements (mean values of
136.90 + 11.96 ym in the vitamin B12 group without cyclophosphamide, 104.80 +
8.10 um in the omega 3 group without cyclophosphamide, 119.00 £ 7.17 um in the
vitamin B12 and omega 3 group without cyclophosphamide); diameter of
seminiferous tubule lumen and supplementation with cyclophosphamide (mean
values of 116.30 = 20.48 pum in the vitamin B12 group with cyclophosphamide,
119.80 £ 11.69 um in the omega 3 group with cyclophosphamide, 119.90 £ 9, 58 ym
in the vitamin B12 and omega 3 group with cyclophosphamide); (mean values of
77.08 = 3.43 ym in the vitamin B12 group without cyclophosphamide, 81.8 £ 14.01
pgm in the omega-3 group without cyclophosphamide, 82.15 + 4.58 ym in the vitamin
B12 and omega 3 group without cyclophosphamide); height of seminiferous tubule
epithelium and supplementation with cyclophosphamide (mean values of 75.58 +
6.60 um in the vitamin B12 group with cyclophosphamide, 70.14 £ 4.15 ym in the
omega 3 group with cyclophosphamide, 73.72 + 4, 92 ym in the vitamin B12 and
omega 3 group with cyclophosphamide); sperm motility and cyclophosphamide;
spermatozoa with distal gout and supplementation; and spermatozoa with distal gout
and cyclophosphamide supplementation. Omega 3 supplementation demonstrates
efficiency in decreasing the number of spermatozoa with distal gout (12.50 £ 11.30%)
in the groups treated with cyclophosphamide. And vitamin B12 has a better influence
in lowering the incidence of spermatozoa with proximal gout (0.25 + 0.46%) and with
tail pathology (11.40 + 4.70%), has been shown to be the best for testosterone in the
rats compared to the other supplements was observed in maintaining the height of
the seminiferous tubule epithelium (77.08 £ 3.43 pm, absent cyclophosphamide and



75.58 + 6.60 um, cyclophosphamide present) , the temperature of the scrotum on the
60th day. Vitamin B12 and omega 3 together generated a positive effect on the
diameter of the lumen of the seminiferous tubule (119.00 £ 7.17 um, absent
cyclophosphamide, and 119.90 + 9.58 uym, cyclophosphamide present), and for the
temperature of the scrotum. It can be concluded that the supplementation performed
with omega 3 demonstrates efficiency to decrease the number of spermatozoa with
distal gout in the groups treated with cyclophosphamide. It is observed that vitamin
B12 had a beneficial influence on semen quality by reducing the percentage of
proximal cytoplasmic droplet. It was also observed that the present supplementation
with vitamin B12 and omega 3 did not influence the improvement of semen quality in
relation to tail pathology, head pathology and serum testosterone concentration in
animals treated with cyclophosphamide or not. For the scrotal temperatures, there
was a negative influence of omega-3-associated cyclophosphamide at the
temperature of the scrotum at 60 days of the experiment. The diameter of the
seminiferous tubule was positively influenced by the association of omega 3 with
vitamin B12 at 45 days of the experiment in relation to this same moment for the
other experimental groups.

Keywords: seminiferous tubules, infrared thermography, sperm motility, sperm
morphology, antioxidants.
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ARTIGO A SER ENVIADO PARA O PERIODICO ARQUIVO BRASILEIRO
DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

Efeito da vitamina B12 e 6mega 3 nos espermatozoides € concentragdo de testosterona
de ratos Wistar tratados com ciclofosfamida
Effect of vitamin B12 and omega-3 on spermatozoa and testosterone concentration of

Wistar rats treated with cyclophosphamide

Resumo

Objetivou-se estudar a influéncia da vitamina B12 e Omega 3, na motilidade e
morfologia de espermatozoides da cauda do epididimo; e concentracdo sérica de
testosterona de ratos Wistar tratados com uma dose toxica de ciclofosfamida. Foram
utilizados 96 ratos Wistar, divididos em oito grupos, recebendo alimentacio padrio, e
suplementados com vitamina B12 (3ug) e omega 3 (1g/Kg) pela via intraperitoneal,
durante 30, 45 e 60 dias, recebendo uma dose de ciclofosfamida (200mg por Kg de
peso) no 59° dia. Foram avaliadas a motilidade e morfologia espermaticas, € mensurada
a concentra¢do de testosterona presente no soro sanguineo por radioimunoensaio. Os
dados foram submetidos a andlise de variancia, seguido do teste de Tukey, com
significancia de 5% (P<0,05). No presente trabalho, obtive-se correlagdes siginificativas
(P<0,05) para: motilidade espermatica e quimioterapia; espermatozoides com gota distal
e suplementagdo; e espermatozoides com gota distal e suplementagdo com
quimioterapia. A suplementacdo realizada com 6mega 3 demonstrou eficiéncia para
diminuir o niimero de espermatozoides com gota distal (12,50+11,30%) dos grupos
tratados com a ciclofosfamida. A vitamina B12 teve melhor influéncia para baixar a
incidéncia de espermatozoides com gota proximal (0,25+0,46%).

Palavras chaves: termografia por infravermelho, motilidade dos espermatozoides,

morfologia espermatica, antioxidantes, reprodugao.

Abstract
The objective of this study was to study the influence of vitamin B12 and omega 3 on
the motility and morphology of spermatozoa in the tail of the epididymis; and serum

testosterone concentration of Wistar rats treated with a toxic dose of cyclophosphamide.
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A total of 96 Wistar rats were divided into eight groups, receiving standard feed and
supplemented with vitamin B12 (3pg) and omega-3 (1g / kg) intraperitoneally for 30, 45
and in 60 days receiving a dose of cyclophosphamide (200mg per kg of body weight) on
the 59th day. Sperm motility and morphology were evaluated and the concentration of
testosterone present in the blood serum was measured by radioimmunoassay. Data were
submitted to analysis of variance, followed by the Tukey test, with significance of 5%
(P<0.05). In the present study, significant correlations (P<0.05) were obtained for:
sperm motility and chemotherapy; spermatozoa with distal gout and supplementation;
and spermatozoa with distal gout and supplementation with chemotherapy. Omega 3
supplementation demonstrated efficiency in decreasing the number of spermatozoa with
distal gout (12.50 £ 11.30%) in the groups treated with cyclophosphamide. Vitamin B12
had a better influence in lowering the incidence of spermatozoa with proximal gout
(0.25 + 0.46%).

Keywords: infrared thermography, sperm motility, sperm morphology, antioxidants,

reproduction.

Introdugao

A ciclofosfamida ¢ amplamente utilizada como agente antineopldsico e
imunossupressor. E bem absorvida pelo sistema digestorio, amplamente distribuida em
tecidos e fluidos corporais, € metabolizada principalmente no figado. Seu uso clinico ¢
restrito devido sua toxicidade associada ao aumento do estresse oxidativo. Os danos as
células do sistema reprodutor ¢ um de seus efeitos colaterais, e pode levar a infertilidade
pelo aumento das anormalidades espermaticas (Afkhami-Ardakani et al., 2018; Aghaie
et al, 2016; Hegazy et al., 2015; Salimnejad et al., 2018).

Patrick-Iwuanyanwu et al. (2015) relataram que produtos quimicos podem gerar
danos a morfologia espermatica, podendo ocorrer perdas significativas na motilidade, e
o aumento significativos dos defeitos nos espermatozoides.

Os espermatozoides que contém no DNA os materiais gendmicos necessarios para
a reproducdo, isto faz da célula espermdtica o alvo para as lesdes podendo ter
consequéncias adversas na fun¢do do esperma. Danos ao DNA juntamente com outros

danos aos gametas podem afetar a fertilidade masculina (Ita et al., 2019).
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O principal horménio sexual masculino ¢ a testosterona, o qual desempenha
funcdes importantes no crescimento, desenvolvimento, espermatogénese e fertilidade
masculina. Sua producdo inicia-se durante a vida intrauterina € aumenta
acentuadamente na puberdade, e depois diminui com a idade. Em ratos e camundongos
machos com mais de 20 meses de idade, ocorre a queda na produgdo de testosterona, em
conjunto com o declinio na fertilidade (Ayaz e Howlett, 2015; Risso et al, 2016).

Mendeluk et al. (2015) relataram que a maior ingestdo de gorduras Omega-3
influéncia positivamente na morfologia dos espermazoides pela incorporagao da
membrana celular nos espermatozoides, pois podem ser usados para estruturar os
componentes das membranas celulares e a bicamada lipidica, proporcionando fluidez e
permeabilidade. Existem relatos que variam sobre o efeito da suplementagdo com
omega-3 nas concentracdes de testosterona em diferentes espécies, sendo que em ratos
aumenta a concentracdo de testosterona (Risso et al., 2016). Cardoso et al. (2018) citam
a carne e o 6leo de peixe como fontes de 6mgea-3 e também a presenca deste em alguns
vegetais. Merey et al. (2018) citaram a linhaga (Linum usitatissimun) como fonte de -
3, podendo ser consumida na forma de farinha ou 6leo.

A vitamina B12 ¢ um elemento hidrossolivel. Desempenha papel importante na
sintese de DNA e divisdo celular, sendo essencial para os processos que exigem alta
taxa de renovacao celular. Sua deficiéncia pode aumentar o nimero de espermatozoides
anormais e diminuir a motilidade e a velocidade dos espermatozoides, reduzir a
espermatogénese, bem como causar azoospermia em ratos machos. Porém a sua
suplementagdo pode reverter estes quadros, sendo também utilizada para tratamento da
infertilidade masculina (Damayanti et al., 2018; Beltrame e Sasso-Cerri, 2017; Nagao e
Hirokawa, 2017; Hannibal et al., 2016; Vasiliausha et al., 2016; Hamedani et al., 2013).

A hipotese foi estudar se a vitamina B12 e o 6mega 3 reduziriam os efeitos
negativos da ciclofosfamida nos espermatozoides e na concentracdo de testosterona em

ratos Wistar.

Objetivo
Estudar a influéncia da suplementacdo previa da vitamina B12 e 6mega 3, na
motilidade e morfologia de espermatozoides, e concentracdo sérica de testosterona de

ratos Wistar quando tratados com a dose toxica da ciclofosfamida.
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Material e métodos

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica e Uso de Animais da
Universidade do Oeste Paulista, sob o protocolo 2995.

Foram utilizados 96 ratos machos Wistar, adultos jovens, pesando em média
284g, alimentados com agua e racdo (Padrao MP77®, Moinho Primor S.A., Brasil) a
vontade e mantidos em biotério com ciclo de claro e escuro de 12/12 horas, em gaiolas
coletivas, contendo quatro animais em cada gaiola.

Os ratos foram divididos em oito grupos (12 ratos por grupo) de forma aleatoria.
O primeiro grupo foi o controle (Ct) e recebeu agua, racdo padrio, e solucdo salina
estéril a 0,9%; o segundo (®w3) dgua, ra¢do padrio e 6mega-3 (Equaliv®); o terceiro
(Cc) agua, racao padrao e ciclofosfamida; o quarto (w3Cc) agua, racdo padrao,
ciclofosfamida, 6mega-3; o quinto (B12) 4gua, ra¢dao padrao, vitamina B12 (Monovin
B12®); o sexto (w3B12) agua, racdo padrio, dmega-3, e vitamina B12; o sétimo
(B12Cc) agua, ragdo padrdo, vitamina B12 e ciclofosfamida; e o oitavo (w3B12Cc)
agua, racao padrao, 6mega-3, vitamina B12, e ciclofosfamida.

Cada grupo de ratos foi subdividido em trés caixas (quatro animais por caixa)
onde permaneceram por 30, 45 e 60 dias, recebendo a solucdo salina estéril a 0,9%, ou o
dmega-3—6leo de peixe (Omega 3, Equaliv, Brasil) 1g/kg (Hirabara et al., 2013), e/ou a
vitamina B12 (Monovin B12®, Bravet, Brasil) 3ug (Oliveira, 2013); por via
intraperitoneal diariamente, nos respectivos grupos, as 9:00 h, durante todo periodo de
experimento. Em cada intervalo de tempo foram eutanasiados quatro ratos (uma gaiola)
de cada um dos grupos, fazendo uso de exsanguinacdo via pungdo cardiaca sob
anestesia com tiobarbitarico (Thiopentax®, Cristalia, Brasil) com dose de 80 mg/kg de
peso corporeo via intraperitoneal.

A ciclofosfamida (Genuxal®, Baxter, Brasil, Sdo Paulo - SP) foi aplicada no 59°
dia de experimento pela via intraperitoneal nos grupos Cc, ®3Cc, B12Cc e w3B12Cc,
em uma dose de 200mg por Kg de peso (20mL por Kg), de acordo com Kanno et al
(2009). Nestes grupos ndo ocorreram sacrificios aos 45 dias para se aumentar o nimero
de ratos que receberam a ciclo fosfamida no 59° dia.

As andlises da motilidade (capacidade de locomogdo) e morfologia espermatica
foram realizadas nos momentos: 30, 45 ¢ 60 dias do experimento, apos o sacrificio,

dissecando a cauda do epididimo para obter uma amostra de espermatozoides
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depositada em lamina e coberta por laminula aquecidas a 37°C, e observada por
microscopia Optica com contraste de fase (Eclipse 200®, Nikon, Japao).

Realizou-se a leitura da morfologia espermatica em microscopia Optica com
contraste de fase (1000x), contando-se 200 espermatozoides; considerando o nimero de
espermatozoides normais, com patologia de cabeca, com patologia de cauda, com gota
distal, com gota proximal e o numero total de defeitos (Filler, 1993).

A dosagem do hormdnio testosterona foi realizada com o uso do kit RIA
testosterone direct (Beckman Coulter®), na Universidade Estadual Paulista - UNESP -
Botucatu, Sao Paulo, Brasil, dosando a testosterona presente no soro sanguineo,
extraido por meio de pungdo cardiaca, de todos os ratos eutanasiados nos dias 30, 45 e
60 de todos os grupos experimentais.

Para Analise estatistica foram usados os softwares Minitab® 16.0 (Minitab, 2010)
e SigmaStat. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia, seguido de teste de
Tukey, com significancia de 5% (P<0,05).

O delineamento considerado foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 8 x
3, para as variaveis com interagdo significativa entre os fatores (suplementagdo x
épocas), foram realizadas comparagdes das épocas em cada tratamento alimentar, e
também comparados os tratamentos em cada época. Ja para as varidveis com interacao
ndo significativa, foram comparadas somente as épocas entre si ou somente 0s

tratamentos alimentares entre si.

Resultados

No presente experimento, obteve-se correlagdes siginificativas (P<0,05) para
motilidade espermatica e quimioterapia; espermatozoides com gota distal e
suplementagdo; e espermatozoides com gota distal e suplementacdo com quimioterapia.

Quando estabeleceu-se uma comparacao entre Motilidade Espermatica, Nuimero
de Espermatozoides Normais e Numero Total de Defeitos em Espermatozoides (Tabela
1), percebemos que a motilidade espermatica geral (quando avaliado todos os grupos
em conjunto) diminuiu no 60° dia, e o numero total de defeitos aumentou. Parte deste
aumento ocorreu devido a elevagdo do nimero de espermatozoides com gota distal

como pode ser visto na Tabela 2.
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Tabela 1. Meédias das porcentagens de motilidade espermatica (%),
espermatozoides normais (%) e nimero total de espermatozoides (%) nos grupos
experimentais nos momentos: 30, 45 e 60 dias.

Momentos (dias) Motilidade Espermatozoides Total de Defeitos
espermatica Normais
30 88,40 + 9,20* 67,00 = 12,50* 32,90 + 12,508
45 84,40 + 7,308 51,40 + 16,208 48,60 + 16,20"
60 81,50 + 8,908 55,90 + 16,40° 44,10 + 16,40"

Legenda: Letras maitusculas diferenciam as colunas indicando diferengas estatisticas
pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras iguais nao diferem entre si.

Observa-se na Tabela 2 que o 6mega 3 influenciou os espermatozoides dos grupos
com quimioterapico, e que com a presenca do quimioterapico houve um aumento
significativo na gota distal aos 60 dias, no qual o grupo que recebeu apenas a
ciclofosfamida (Cc) obteve uma média e devio padrio de 14,10 £ 10,20 %,
respectivamente, enquanto o grupo que recebeu omega 3 e ciclofosfamida (w3Cc)
obteve 12,50 += 11,30 %. No mesmo momento, o grupo ®3 apresentou uma média e
devio padrao (8,30 + 3,50 %) inferiores ao grupo Ct (16,00 + 11,50 %).

Na Tabela 3, observa-se que ao comparar os grupos ®3Cc, B12Cc e ®3B12Cc, no
60° dia, podemos perceber que obteve uma menor média e desvio padrdo, para
espermatozoides com gota proximal, foi o B12Cc (0,25 + 0,46 %), tendo a vitamina
B12 apresentado uma melhor reacdo a ciclofosfamida para preservar os
espermatozoides.

As varidveis nimero de espermatozoides com patologia de cauda (Tabela 4),
nimero de espermatozoides com defeitos de cabega (Tabela 5) e concentracio sérica de
Testosterona (Tabela 6), ndo apresentaram diferencas significativas entre os grupos e
datas. Vale ressaltar que, a média de tais variaveis, acerca de todos dados observados
(englobando todos grupos e datas), sdo 1,1 £ 0,7 ng/mL para a concentragdo sérica de
Testosterona, 2,1 + 1,9 % para a nimero de espermatozoides com defeitos de cabega e
19,7 + 10 % para a nimero de espermatozoides com defeitos de cauda.

A quantidade de espermatozoides com gota distal foi a que mais influénciou no

numero total de defeitos em espermatozoides.
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Tabela 2: Médias de porcentagens de gota citoplasmatica distal nos momentos de colheita
nos grupos experimentais.

Momentos (dias)

Grupo 30 45 60

Ct 4,50 + 4,007 24,00 + 14,80"° 16,00 + 11,50

3 5,80 + 3,905 28,50 + 17,80"* 8,30 & 3,50"B°

Ce 3,30 +2,90% — 14,10 + 10,20"°
03Cc 11,50 + 12,20% — 12,50 + 11,30"°
B12 10,00 + 9,80 22,80 + 4,50 11,00 + 9,70%°
»3B12 6,70 + 8,105 24,00 + 26,00"B 32,30 + 20,404
B12Cc 13,30 + 9,705 — 40,30 + 14,20
®3B12Cc 15,80 + 12,20%° — 19,10 + 11,50"°

Legenda: Ct - 4gua, racdo padrdo, e solucdo salina estéril a 0,9%; ®3 - dgua, ragdo padrao
e omega-3 (Equaliv®); Cc - 4gua, racao padrao, Ciclofosfamida®; «®3Cc - agua, racdo
padrdo, Ciclofosfamida, 6mega-3 (Equaliv®); B12 - d4gua, racdo padrdo, vitamina B12
(Monovin B12®); ®3BI12 - 4gua, racdo padrdo, 6mega-3 (Equaliv®), e vitamina B12
(Monovin B12®); B12Cc - 4gua, ragdo padrio, vitamina B12(Monovin BI2®), e
Ciclofosfamida®; ®3B12Cc - 4agua, racdo padrao, 6mega-3 (Equaliv®), vitamina B12
(Monovin B12®), e Ciclofosfamida®. Letras maitsculas diferenciam as colunas
indicando diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras minusculas
diferenciam as linhas indicando diferengas estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras
iguais nao diferem entre si.

Tabela 3: Médias de porcentagens de gota citoplasmatica proximal nos momentos de
colheita nos grupos experimentais.
Momentos das colheitas (dias)

Grupos 30 45 60
Ct 0,00 + 0,00™° 0,50 + 0,58 0,00 =+ 0,004°
o3 0,50 + 1,005 1,25 + 1,508 2,67 £2,31%
Cc 2,50 + 1,924 — 0,14 + 0,385
»3Cc 1,25 + 1,89%® — 0,29 + 0,494°
B12 1,50 + 1,73A® 0,50 + 0,58 0,50 + 0,584%®
®3B12 1,00 +1,734® 0,00+ 0,00 1,00 + 1,16%°
B12Cc 0,50 + 0,58 — 0,25 + 0,46*%
®3B12Cc 0,25 + 0,50 — 0,88 + 1,254%®

Legenda: Ct - 4gua, ra¢do padrdo, e solucdo salina estéril a 0,9%; w3 - 4gua, ra¢do
padrao e 6mega-3 (Equaliv®); Cc - 4gua, ra¢do padrao, Ciclofosfamida®; w3Cc -
agua, racdo padrao, Ciclofosfamida, dmega-3 (Equaliv®); B12 - 4gua, ragdo
padrdo, vitamina B12 (Monovin B12®); ®3B12 - 4gua, racdo padrdo, dmega-3
(Equaliv®), e vitamina B12 (Monovin B12®); B12Cc - agua, racdo padrao,
vitamina B12(Monovin B12®), e Ciclofosfamida®; ®3B12Cc - 4gua, racao
padrao, 6mega-3 (Equaliv®), vitamina B12 (Monovin B12®), e Ciclofosfamida®.
Letras maiusculas diferenciam as colunas indicando diferencas estatisticas pelo teste
de Tukey (P<0,05). Letras mintsculas diferenciam as linhas indicando diferencas
estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras iguais ndo diferem entre si.
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Tabela 4: Médias de porcentagens de defeitos de cauda nos momentos de colheita nos
grupos experimentais.

Grupos 30 45 60

Ct 20,00 + 5,001 29,50 + 6,60 14,50 + 10,70

3 18,50 + 12,40™ 16,00 =+ 2,40% 29,00 + 3,60"

Cc 28,80 + 24,20" - 18,50 + 11,20
03Cc 25,00 £ 17,60 - 24,10 £ 15,00
B12 15,50 + 4,40%° 16,80 + 9,00 21,50 + 5,70%°
®3B12 24,00 + 9,50" 19,50 + 0,60 13,30 + 3,80™
B12Cc 14,30 + 3,50 - 11,40 + 4,70%
®3B12Cc 27,00 £ 14,30 - 21,60 + 6,70"*

Legenda: Ct - agua, racdo padrdo, e solucdo salina estéril a 0,9%; ®3 - 4gua, ragdo
padrdo e Omega-3 (Equaliv®); Cc - agua, racdo padrdo, Ciclofosfamida®; ®3Cc -
agua, racao padrao, Ciclofosfamida, 6mega-3 (Equaliv®); B12 - agua, ragdo padrao,
vitamina B12 (Monovin B12®); ®3B12 - &gua, ra¢do padrao, 6mega-3 (Equaliv®), e
vitamina B12 (Monovin B12®); B12Cc - 4gua, ragdo padrdo, vitamina
B12(Monovin B12®), e Ciclofosfamida®; ®3B12Cc - 4gua, racdo padrdo, 6mega-3
(Equaliv®), vitamina B12 (Monovin B12®), e Ciclofosfamida®. Letras maitsculas
diferenciam as colunas indicando diferengas estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05).
Letras minusculas diferenciam as linhas indicando diferengas estatisticas pelo teste de
Tukey (P<0,05). Letras iguais ndo diferem entre si.

Tabela 5: Médias de porcentagens de defeitos de cabeca nos momentos de colheita nos
grupos experimentais.

Grupos 30 45 60
Ct 4,80 + 4,307 1,30 + 1,004 4,00 + 1,807
3 0,80 + 1,00 4,00 + 1,60% 1,70 £ 2,10
Cc 1,00 £ 2,004 - 2,10 £ 1,50
®3Cc 1,30 £ 0,50% - 2,10 £ 1,907
B12 1,80 2,907 3,00 + 2,60 2,30 £ 2,10
®3B12 0,70 + 0,60 3,00 + 2,40% 2,80 £ 2,107
B12Cc 0,80 + 0,50 - 1,40 £ 1,20
®3B12Cc 1,30 £ 0,50% - 2,60 £ 0,90

Legenda: Ct - agua, ragcdo padrdo, e solucao salina estéril a 0,9%; ®3 - agua, ragdo
padrdo e dmega-3 (Equaliv®); Cc - 4gua, ragdo padrdo, Ciclofosfamida®; w3Cc -
agua, racao padrao, Ciclofosfamida, 6mega-3 (Equaliv®); B12 - &gua, ragdo padrao,
vitamina B12 (Monovin B12®); ®3B12 - dagua, ragdo padrdo, 6mega-3 (Equaliv®), e
vitamina B12 (Monovin B12®); B12Cc - dagua, ra¢dao padrao, vitamina B12(Monovin
B12®), e Ciclofosfamida®; ®3B12Cc - 4gua, ragdo padrio, dmega-3 (Equaliv®),
vitamina B12 (Monovin B12®), e Ciclofosfamida®. Letras maiusculas diferenciam as
colunas indicando diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras minusculas
diferenciam as linhas indicando diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05).
Letras iguais ndo diferem entre si.
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Tabela 6 — Médias das concentragdes séricas de testosterona (ng/mL) nos momentos: 30,
45 e 60 dias do experimento nos grupos experimentais.

G Datas

rupos 30 45 60
Ct 1,40 £ 0,90 1,10 + 0,904 0,90 + 0,30™
®3 1,10 £ 0,30 1,10 + 0,504 1,80 + 0,702
Cc 1,70 + 0,80 1,50 + 1,10%
»3Cc 1,60 = 0,80 0,50 + 0,20
B12 1,20 £ 1,50 0,90 + 0,20 1,80 + 1,70%
»3B12 1,30 + 0,208 0,70 + 0,20 1,00 £ 0,104
B12Cc 1,30 £ 0,90 0,60 =+ 0,30
®3B12Cc 0,80 + 0,207 0,50 + 0,10

Legenda: Ct - 4gua, racdo padrdo, e solugdo salina estéril a 0,9%; ®3 - 4agua, racdo
padrao e dmega-3 (Equaliv®); Cc - agua, racdo padrao, Ciclofosfamida®; ®3Cc -
agua, racao padrdo, Ciclofosfamida, 6mega-3 (Equaliv®); BI12 - &gua, ragdo padrdo,
vitamina B12 (Monovin B12®); ®3BI12 - dagua, racdo padrao, 6mega-3 (Equaliv®), e
vitamina B12 (Monovin B12®); B12Cc - 4agua, ra¢do padrdo, vitamina B12(Monovin
B12®), e Ciclofosfamida®; ®3B12Cc - 4gua, ragdo padriao, omega-3 (Equaliv®),
vitamina B12 (Monovin B12®), e Ciclofosfamida®. Letras maiusculas diferenciam as
colunas indicando diferengas estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras mintsculas
diferenciam as linhas indicando diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05).
Letras iguais nao diferem entre si.

Discussao

No presente experimento, percebeu-se que em todos os grupos tratados com
quimioterapico ocorreu um aumento no namero total de defeitos em espermatozoides e
uma queda na motilidade espermatica. Aghaie et al. (2015) relataram em sua pesquisa
que nos ratos tratados com Ciclofosfamida, a motilidade dos espermatozoides diminuiu
€ 0s anormais ou mortos aumentaram significativamente. Isso pode ocorrer devido ao
aumento da quantidade de radicais livres derivados do oxigénio, pois o0s
espermatozoides sdao particularmente suscetiveis ao estresse oxidativo (Afkhami-
Ardakani et al., 2018; Alahmar, 2019). Além disso, o aumento do estresse oxidativo
pode afetar adversamente as propor¢des de acidos graxos poliinsaturados, que sdo
importantes para fornecer fluidez durante eventos de fusdo de membrana, como a reagao
acrossOmica, as interacdes entre o espermatozoide e a motilidade (Alahmar, 2019).
Sabeti et al. (2016) relataram que o ROS (espécies reativas de oxigénio) causam danos
aos espermatozoides como cabega anormal, defeitos de acrossomos, gota citoplasmatica

e defeitos de cauda, sendo que, o citoplasma residual ou a gota citoplasmatica podem
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ser considerados como um dos mais importantes. No presente experimento, o defeito
que ocorreu com maior frequéncia foi a gota citoplamatica distal.

O omega 3 teve seu melhor resultado para diminuir o nimero de espermatozoides
com gota citoplasmatica distal quando analisados os grupos Cc e ®3Cc, sendo este um
fato importante para o presente experimento, pois a gota citoplasmatica distal teve forte
impacto no nimero de defeitos totais em espermatozoides. Segundo Lass e Belluzzi
(2019), a aquisicao de motilidade durante a maturacao espermatica e a passagem pelo
epididimo estd intimamente relacionada a fung¢do mitocondrial e parece ocorrer
paralelamente a migragdo das gotas citoplasmaticas. E segundo Hosseini et al. (2019), o
O0mega-3 aumenta significativamente a motilidade espermatica.

A vitamina B12 foi a melhor suplementagdo para diminuir a incidéncia de
espermatozoides com gota proximal, quando comparado aos demais grupos que
receberam a ciclofosfamida. Yamada et al. (2019) relataram em seu artigo que ao
avaliar a morfoligia espermatica de ratos que receberam apenas vitamina B12 como
suplementagdo apresentaram maior numero de espermatozoides normais em
comparac¢ao com os grupos controle, suplementados com dmega 3 e suplementados com
omega 3 e vitamina B12.

No experimento, a concentragdo sérica de testosterona ndo revelou significancia
estatistica entre os grupos e momentos. Porém, Afkhami-Ardakani et al. (2018)
relataram que além do estresse oxidativo, a Ciclofosfamida pode gerar também
alteracdes enzimaticas e hormonais.

Uma dieta rica em antioxidantes pode influenciar na qualidade de vida dos
individuos tratados com a Ciclofosfamida, minimizando os efeito colaterais adversos
(Olayinka et al., 2015; Masara et al., 2015; Afkhami-Ardakani et al., 2018; Salimnejad
et al., 2018; Hegazy et al., 2015). No presente experimento pode-se perceber que o uso
de antioxidantes, na forma de suplementacdo parenteral, teve um impacto benéfico na
qualidade dos espermatozoides, principalmente em relacdo a diminui¢do do numero de
espermatozoides com gota citoplasmatica distal, fator este que foi o principal
responsavel pelo aumento do nimero de defeitos totais em espermatozoides, em ratos

machos tratados com ciclofosfamida.
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Conclusao

Pode-se concluir que a suplementagdo realizada com Omega 3 demonstra
eficiéncia para diminuir o numero de espermatozoides com gota distal dos grupos
tratados com a ciclofosfamida. Observa-se que a vitamina B12 influenciou de forma
benéfica os espermatozoides por reduzir a porcentagem de gota citoplasmatica
proximal. Observou-se também que a presente suplementacdo com vitamina B12 e
omega 3, ndo influenciou para melhoria da qualidade dos espermatozoides com relagao
a defeitos de cauda e cabega e concentragao sérica de testosterona nos animais tratados

ou ndo com ciclofosfamida.
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ARTIGO A SER ENVIADO PARA O PERIODICO ARQUIVO BRASILEIRO
DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

Efeito da vitamina B12 e dmega 3 na histologia e temperatura dos testiculos de ratos

Wistar tratados com ciclofosfamida

Effect of vitamin B12 and omega-3 on histology and temperature of Wistar rat testis

treated with cyclophosphamide

Resumo

Objetivou-se estudar a influéncia da vitamina B12 e 6mega 3 na histomorfometria e na
temperatura de testiculos de ratos Wistar tratados com ciclofosfamida. Foram utilizados
96 ratos Wistar, divididos em oito grupos, suplementados com vitamina B12, 6mega 3
durante 30, 45 e 60 dias, recebendo uma dose de ciclofosfamida no 59° dia. Foram
realizadas analises histologicas e morfométrica, dos tubulos seminiferos, determinando-
se os diametros do tibulo seminifero, da luz do tibulo seminifero, altura do epitélio do
tubulo seminifero, e imagens termograficas do escroto para mensurar a temperatura. Os
resultados foram submetidos a andlise de variancia, seguido de teste de Tukey, com
significancia de 5% (P<0,05). Foram obtidos valores de P<0,05 para didmetro da luz do
tibulo seminifero e ciclofosfamida; didmetro da luz do tabulo seminifero e
suplementagdes; didmetro da luz do tibulo seminifero e suplementagdes com
ciclofosfamida; altura do epitélio do tubulo seminifero e suplementacdes; altura do
epitélio do tibulo seminifero e suplementagdes com ciclofosfamida. A B12 destacou-se
na manutencao da altura do epitélio do tiibulo seminifero e na temperatura do escroto no
60° dia. A B12 e dmega 3 em conjunto geraram efeito positivo para o didmetro da luz
do tabulo seminifero, e para a temperatura do escroto.

Palavras chaves: reproducdo, termografia por infravermelho, suplementagio,

antioxidantes, tubulos seminiferos.

Abstract

The aim of this study was to study the influence of vitamin B12 and omega 3 on the
histomorphometry and temperature of test of Wistar rats treated with
cyclophosphamide. Wistar rats were divided into eight groups, supplemented with

vitamin B12, omega 3 for 30, 45 and in 60 days, receiving a dose of cyclophosphamide
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on the 59th day. Histological and morphometric analyzes were performed on the
seminiferous tubules, determining the seminiferous tubule diameters, seminiferous
tubule light, seminiferous tubule epithelium height, and thermographic images of the
scrotum to measure temperature. The results were submitted to analysis of variance,
followed by Tukey test, with significance of 5% (P<0.05). P values <0.05 were obtained
for the diameter of the seminiferous tubule and cyclophosphamide light; seminiferous
tubule lumen diameter and supplementation; diameter of seminiferous tubule lumen and
cyclophosphamide supplementation; height of seminiferous tubule epithelium and
supplementation; height of seminiferous tubule epithelium and cyclophosphamide
supplementation. B12 was characterized in maintaining the height of the epithelium of
the seminiferous tubule and the temperature of the scrotum on the 60th day. B12 and
omega 3 together has generated a positive effect on the diameter of the lumen of the
seminiferous tubule and on the temperature of the scrotum.

Keywords: reproduction, infrared thermography, supplementation, antioxidants,
seminiferous tubules.

Introducao

Os tubulos seminiferos sdo estruturas tubulares especiais nos testiculos que
produzem espermatozoides continuamente. Eles se desenvolvem a partir dos corddes
testiculares das gonadas embriondrias. O epitélio seminifero adulto ¢ dividido em 14 a
12 estagios em ratos com base na associagdes de células espermatogénicas em quatro
ciclos de espermatogénese. Em contraste, as caracteristicas gerais dos proprios tibulos
seminiferos de ratos permanecem largamente desconhecidas. Os tubulos externos e
internos de ratos formam redes funil e conica, respectivamente. Os tibulos externos
entram em contato com a tnica albuginea, enquanto os internos nao (Nakata et al.,
2015).

O uso clinico da ciclofosfamida ¢ restrito devido sua toxicidade marcante nos
orgdos associada ao aumento do estresse oxidativo, da inflamagdo, lesdes em tecidos
normais, disfun¢des bioquimicas, aumento dos niveis de acido, infertilidade por danos
ao sistema reprodutor, alquilagdo de moléculas de DNA. O crescente uso desta droga
levou a procura por compostos eficazes em proteger os usudrios contra os efeitos
colaterais indesejaveis em multiplos 6rgdos. E amplamente utilizada como agente

antineoplésico e imunossupressor (Afkhami-Ardakani et al., 2018; Aghaie et al, 2016;
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Hegazy et al., 2015; Nafees et al., 2015; Olayinka et al., 2015; Oyagbemi et al., 2016;
Salimnejad et al., 2018; Satyam e Kurady, 2016).

Os acidos graxos Omega-3 (w-3) sdo acidos graxos poliinsaturados de cadeia
longa (PUFAs) de origem vegetal ¢ marinha. Sdao essenciais € nao podem ser
sintetizados pelo corpo humano, devendo ser derivados de fontes alimentares. Muitos
estudos documentam seus efeitos antioxidantes, anti-apoptoticos e anti-inflamatdrios
(Hegazy et al., 2015). Cardoso et al. (2018) citaram a carne e o 6leo de peixe como
fontes de dmgea-3 e também a presenca deste em alguns vegetais. Merey et al. (2018)
citaram a linhaga (Linum usitatissimun) como fonte de ®-3, podendo ser consumida na
forma de farinha ou dleo.

A vitamina B12 (“cobalamina”, o nome quimico) ¢ um elemento essencial soluvel
em agua sendo um micronutriente exigido por todas as células do corpo, pois
desempenha papel importante na sintese de DNA e divisio celular. E um cofator
essencial para a metionina sintase durante a producdo de purinas e pirimidinas, sendo
necessaria para os processos que exigem alta taxa de renovagao celular. Sua deficiéncia
¢ a causa mais comum de anemia megaloblastica, além de gerar alteragdes testiculares
como reducdo do peso dos testiculos, atrofia dos tibulos seminiferos. A suplementagado
dos animais com vitamina B12 tem mostrado recuperar as fungdes testiculares
(Beltrame e Sasso-Cerri, 2017; Damayanti et al., 2018; Hamedani et al., 2013; Hannibal
et al., 2016; Nagao e Hirokawa, 2017; Vasiliausha et al., 2016).

De acordo com Rios et al. (2019), a termografia infravermelha ¢ uma técnica ndo
invasiva que atrai cada vez mais atencdo, sendo acompanhada pelo avanco nas
caracteristicas das cameras de infravermelho, que veio junto com sua redugdo
progressiva de custos, expandindo o uso dessa técnica para muitas aplica¢des. Segundo
Fidut-Wronska et al. (2019), por meio de uma camera termografica, € possivel avaliar as
mudancas na temperatura do corpo na area examinada. Calkosinski et al. (2015)
relataram terem usado a termografia por infravermelho em ratos para avaliar a elevacao
de temperatura em areas do corpo inflamadas, e em seu experimento declararam que seu
uso apresentou-se vantajoso na espécie, pois permite diminuir o nimero de animais nos
experimentos e possibilita avaliar a acdo de firmacos anti-inflamatorios e as fases da

inflamag¢ao nestes animais.
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A hipétese deste estudo ¢ que a vitamina B12 e Omega 3 influenciariam
positivamente na manuten¢do da histomorfométria dos testiculos dos animais tratados
ou ndo com ciclofosfamida, e manteriam a temperatura normal no testiculo destes

animais, devido a diminui¢ao do dano celular.

Objetivo
Estudar a influéncia da vitamina B12 e O6mega 3, na histomorfometria ¢ na

temperatura de testiculos de ratos Wistar tratados com ciclofosfamida.

Material e métodos

O experimento foi aprovado pela Comissdo de Etica e Uso de Animais da
Universidade do Oeste Paulista, sob o protocolo 2995.

Foram utilizados 96 ratos machos Wistar, adultos jovens, pesando em média
284g, alimentados com agua e racdo (Padrao MP77®, Moinho Primor S.A., Brasil) a
vontade e mantidos em biotério com ciclo de claro e escuro de 12/12 horas, em gaiolas
coletivas, contendo quatro animais cada gaiola.

Os ratos foram divididos em oito grupos (12 ratos por grupo) de forma aleatoria, o
primeiro grupo foi o controle (Ct) e recebeu dgua, ragdo padrio, e solugdo salina estéril
a 0,9%; o segundo (®3) agua, ra¢do padrdo e 6mega-3; o terceiro (Cc) agua, ragdo
padrao e ciclofosfamida; o quarto (w3Cc) agua, racao padrao, ciclofosfamida, 6mega-3;
o quinto (B12) agua, racdo padrdo, vitamina B12; o sexto (03B12) dgua, racao padrio,
omega-3, e vitamina B12; o sétimo (B12Cc) 4gua, racdo padrdo, vitamina BI2 e
ciclofosfamida; e o oitavo (03B12Cc) 4gua, racdo padrdo, 6mega-3, vitamina B12, e
ciclofosfamida.

Cada grupo de ratos foi subdividido em trés caixas (quatro animais por caixa)
onde permaneceram por 30, 45 e 60 dias, recebendo a solucdo salina estéril a 0,9%, ou o
dmega-3—oleo de peixe (Omega 3, Equaliv, Brasil) 1g/kg (Hirabara et al., 2013), e/ou a
vitamina B12 (Monovin B12®, Bravet, Brasil) 3ug (Oliveira, 2013); por via
intraperitoneal diariamente, nos respectivos grupos, as 9:00 h, durante todo periodo de
experimento. Em cada intervalo de tempo foram eutanasiados quatro ratos (uma gaiola)
de cada um dos grupos, fazendo uso de exsanguinacdo via pungdo cardiaca sob
anestesia com tiobarbitarico (Thiopentax®, Cristalia, Brasil) com dose de 80 mg/kg de

peso corporeo via intraperitoneal.
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Apoés as eutanasias foram coletados os testiculos (fixados imediatamente em
solucdo de formalina tamponada a 10% por 24 horas; e apds em alcool 70°GL até o
processamento histolégico).

A ciclofosfamida (Genuxal®, Baxter, Brasil, Sdo Paulo - SP) foi aplicada no 59°
dia de experimento pela via intraperitoneal nos grupos Cc, ®3Cc, B12Cc e w3B12Cc,
em uma dose de 200mg por Kg de peso (20mL por Kg), de acordo com Kanno et al
(2009). Nestes grupos ndo ocorreram sacrificios aos 45 dias para se aumentar 0 nimero
de ratos que receberam a ciclo fosfamida no 59° dia.

Sendo assim, foram consideradas duas classes de delineamentos. A primeira,
consistindo em um delineamento interiamente casualizado, em esquema fatorial 4 x 2,
sendo 4 tratamentos de suplementagdo parenteral (controle, B12, 6mega 3, B12 ¢ d6mega
3) com 2 caracteristicas quanto ao quimioterapico (auséncia ou presenca). Este
delinemaneto foi somente considerado para as amostras da época final do experimento
(60 dias).

A segunda classe de delineamento foi também inteiramente casualizada, agora em
esquema fatorial 8 x 3 (8 tratamentos de suplementacdo alimentar em 3 épocas
distintas), com 12 repetigdes.

Apos a fixagdo, os testiculos foram processados e corados com hematoxilina e
eosina (HE) para andlises histologica e morfométrica em cortes de 5 um de espessura.
Os cortes foram fotografados em microscopio trilocular (TIM-108®, Opton, Japao) com
a camera Opton TAO0124 1,3 megapixel® (Opton, Japdo). Para as andlises
morfométricas, utilizou-se programa computacional (Software Motic Images Plus®
version 2.0) (Motic China Group CO., LTD, 2010) e foram realizadas mensuragdes de
10 campos, dos componentes teciduais dos testiculos.

Nos testiculos (Fig. 1), determinou-se o didmetro, didmetro da luz, e altura do

epitélio do tibulo seminifero.
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Fig. 1: Imagem de lamina histopatologica do testiculo (tibulos
seminiferos) — de um rato pertencente ao grupo Ct (controle) —
padao de mensuragdo dos cortes nas analises morfométricas.

Spl 284 °C
Ell Max 26,1 °C

i L I fral
R ace 27,0 <CHNREIN
Fig 2: Termografia por infravermelho do escroto (°C) — de

um rato pertencente ao grupo Ct (controle) — padrao de
afericao de temperatura das imagens termograficas.

Foram feitas imagens termograficas do escroto (Fig. 2) para mensurar a
temperatura do mesmo, fazendo uso de uma camera termografica Flir E-40, Suécia.
Para se avaliar o efeito que a suplementacdo tem sobre a temperatura do escroto. As
imagens termograficas foram feitas durante todo periodo de experimentagdo, sempre
antes de qualquer outro manuseio dos animais para evitar situagdes estressantes. Para

mitigar o estresse, antes dos procedimentos, os animais foram retirados da caixa, e as
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imagens capturadas com o foco emissor a 30cm do escroto. As imagens foram
processadas pelo programa Flir Tools 2.1® (Flir Systems, EUA), com o uso de
poligonos para mensurar temperaturas das areas estudadas.

Para Analise estatistica foram usados os softwares Minitab® 16.0 (Minitab, 2010)
e SigmaStat. Os resultados foram submetidos a andlise de variancia, seguido de teste de
Tukey, com significancia de 5% (P<0,05).

Para todos delineamentos considerados, para as varidveis com interacao
significativa entre os fatores (suplementacdo x épocas), foram realizadas comparagoes
do primeiro fator em cada nivel do segundo fator, e também comparados o segndo fator
em cada nivel do primeiro. Ja para as varidveis com interacdo nao significativa, foram
comparadas somente os niveis de cada fator que apresentou diferenca significativa. Para
as variaveis que nao apresentaram diferencas significativas entre os fatores e na
interagdo, nao foram realizadas comparacdes.

Especificamente, a primeira classe de delineamento possuia como primeiro fator
os tratamentos de suplementagdo parenteral, e segundo fator, as caracteristicas quanto
ao presenga ou auséncia do quimioterapico. Na segunda classe, definiu-se o primeiro
fator como sendo os tratamentos de suplementacdo alimentar, ¢ o segundo fator as

épocas distintas.

Resultados

Apds o término das analises de correlagdo obtivemos valores de P<0,05 para
didmetro da luz do tubulo seminifero e quimioterapia; didmetro da luz do ttbulo
seminifero e suplementagdes; diametro da luz do tubulo seminifero e suplementagdes
com quimioterapia; altura do epitélio do tubulo seminifero e suplementagdes; altura do
epitélio do tibulo seminifero e suplementagdes com quimioterapia.

Avaliando a Tabela 1 percebe-se que ao comparar a presenca ou a auséncia da
ciclofosfamida no grupo controle, 6mega 3, vitamina B12, e vitamina B12 e 6mega 3, o
diametro da luz do tibulo seminifero apresentou o valor com menor variagdo para o
grupo que recebeu a suplementagdo com vitamina B12 e 6mega 3, com médias e desvio
padrio de 119,00 £ 7,17 um (sem ciclofosfamida) e 119,90 + 9,58 pum (com
ciclofosfamida). Ao avaliar os mesmos dados para altura do epitélio do tubulo
seminifero a menor variacdo ocorreu para o grupo que recebeu a vitamina B12, com

77,08 + 3,43 um (sem ciclofosfamida) e 75,58 + 6,60 um (com ciclofosfamida).
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Tabela 1: Médias do didmetro da luz do tubulo seminifero e da altura do epitélio do
tubulo seminifero aos 60 dias na auséncia ou presenca de quimioterapico.

Variavel
Diametro da luz do tibulo seminifero  Altura do epitélio do tubulo
Suplementagdo (um) seminifero (um)
Sem Com Sem Com
ciclofosfamida ciclofosfamida ciclofosfamida ciclofosfamida
controle 155,40 + 19,45 112,00 +24,29% 54,53 +5,72° 81,58 + 10,36™
B12 136,90 = 11,96*® 116,30 = 20,485 77,08 £ 3,43%% 75,58 + 6,60*%

Omega 3 104,80 + 8,10 119,80+ 11,69 81,8 + 14,01** 70,14 + 4,15"°
Bl2 e dmega3 119,00+ 7,174 119,90 +9,58%* 82,15 +4,58* 73,72 + 4,92

Legenda: Letras maiusculas diferenciam as colunas indicando diferencas estatisticas
pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras minuasculas diferenciam as linhas indicando
diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras iguais ndo diferem entre si.

Durante as andlises obtivemos valor médio geral do diametro do tubulo
seminifero de 381,3+21,7 um aos 30 dias de experimento; 351,8+53,8 um aos 45 dias; e
271,619 um aos 60 dias. Percebendo-se uma queda da média apos a dose toxica de
ciclofosfamida.

Quando avaliados as médias do diametro do tibulo seminifero nos momentos: 30,
45 e 60 dias do experimento nos grupos experimentais (Tabela 2), percebemos que no
60° dia o valor médio e o desvio padrao mais proximo de Ct (264,10 = 12,60 um), dos
grupos que receberam ciclofosfamida, foram os dos grupos ®3Cc (262,10 + 5,10 pm),
suplementado com omega 3, e ®3B12Cc (268,50 £ 11,00 um), suplementado com
omega 3 e vitamina B12. Houve diferenga significativa nos valores das médias do
diametro dos tibulos seminiferos de todos os grupos entre os momentos 30 e 60.

Na avaliacdo das médias da altura do epitélio do tibulo seminifero nos momentos:
30, 45 e 60 dias do experimento nos grupos experimentais (Tabela 3), pode-se observar
no 60° dia que o grupo que recebeu ciclofosfamida que manteve o valor médio e o
desvio padrao mais proximo de Ct (54,50 £ 5,70 um) foi o ®3Cc (70,10 = 4,20 pm).
Porém, se avaliar os grupos que receberam a mesma suplementagdo e tiveram menor
variagdo sem ou com a presenca da ciclofosfamida foram B12 (77,10 £ 3,40 um) e
B12Cc (75,60 + 6,60 um), que receberam a suplementacao com vitamina B12. Houve

uma diferenca siginificativa nos valores das médias da altura do epitélio do tabulo
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seminifero de todos os grupos quando comparados os momentos 30 e 60, sendo que a

maior diferenga ocorreu no grupo Ct e a menor no ®3.

Tabela 2: Médias do didmetro do tibulo seminifero (um) nos momentos: 30, 45 e 60
dias do experimento nos grupos experimentais.

Grupos 30 45 60
Ct 379,00 + 3,407 268,10 + 8,905 264,10 + 12,605
®3 386,50 + 17,60 270,30 + 12,505° 268,80 + 22,6052
Cc 394,60 + 22,70 - 274,20 + 24,705
»3Cc 380,40 + 18,20 - 262,10 + 5,108
B12 376,70 + 42,204 277,20 + 17,005 289,30 + 13,605
®3B12 386,10 + 27,707 382,60 + 17,20% 286,90 + 13,905
B12Cc 379,50 + 6,40 - 270,10 + 27,105
03B12Cc 367,80 + 23,307 - 268,50 + 11,005

Legenda: Ct - 4gua, ragdo padrdo, e solucdo salina estéril a 0,9%; ®3 - 4gua, racdo
padrao e dmega-3 (Equaliv®); Cc - 4gua, racdo padrdo, Ciclofosfamida®; ®3Cc -
agua, ragao padrao, Ciclofosfamida, 6mega-3 (Equaliv®); B12 - 4gua, racdo padrao,
vitamina B12 (Monovin B12®); ®3B12 - &gua, racdo padrdo, 6mega-3 (Equaliv®), e
vitamina B12 (Monovin B12®); B12Cc - 4gua, ragao padrao, vitamina B12(Monovin
B12®), e Ciclofosfamida®; ®3B12Cc - d4gua, ra¢do padrdo, 6mega-3 (Equaliv®),
vitamina B12 (Monovin B12®), e Ciclofosfamida®. Letras maitsculas diferenciam
as colunas indicando diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras
minusculas diferenciam as linhas indicando diferencas estatisticas pelo teste de Tukey
(P<0,05). Letras iguais nao diferem entre si.

Tabela 3: Médias da altura do epitélio do tibulo seminifero (um) nos momentos: 30,
45 e 60 dias do experimento nos grupos experimentais.

Grupos 30 45 60

Ct 107,20 + 7,80 65,00 = 6,70%° 54,50 + 5,705

3 99,90 + 10,704 61,70 + 5,005° 81,80 + 14,0082

Ce 99,00 + 10,20%* - 81,60 + 10,405
»3Cc 102,00 + 3,40 - 70,10 + 4,205
B12 107,20 + 13,90** 68,80 = 6,805° 77,10 + 3,405
®3B12 107,10 + 9,90 92,70 + 5,805 82,20 + 4,60
B12Cc 98,60 + 3,10™° - 75,60 + 6,605
®3B12Cc 100,70 + 5,50 - 73,70 + 4,905

Legenda: Ct - agua, racao padrdo, e solucdo salina estéril a 0,9%; ®3 - 4gua, racdo
padrao e 6mega-3 (Equaliv®); Cc - agua, racao padrao, Ciclofosfamida®; »3Cc -
agua, racao padrdo, Ciclofosfamida, 6mega-3 (Equaliv®); B12 - 4gua, racdo padrao,
vitamina B12 (Monovin B12®); ®3BI12 - &4gua, racao padrdo, dmega-3 (Equaliv®),
e vitamina B12 (Monovin B12®); BI2Cc - 4gua, racdo padrdo, vitamina
B12(Monovin B12®), e Ciclofosfamida®; ®»3B12Cc - agua, ragdo padrao, 6mega-3
(Equaliv®), vitamina B12 (Monovin B12®), e Ciclofosfamida®. Letras maitsculas
diferenciam as colunas indicando diferencas estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05).
Letras mintsculas diferenciam as linhas indicando diferencas estatisticas pelo teste de
Tukey (P<0,05). Letras iguais nao diferem entre si.
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Na tabela 4 pode-se perceber que no momento 60, o grupo ®3B12Cc (27,90 +
0,40 °C), que recebeu ciclofosfamida e a suplementa¢do de dmega 3 e vitamina B12, foi
0 grupo que manteve a terperatura do escroto, quando avaliado o valor médio e o desvio
padrao, mais proxima ao do grupo Gt (27,80 £ 0,50 °C). Mas, pode-se observar também
que ao avaliar os grupos, no momento 60, que receberam a mesma suplementacio e
tiveram menor variacdo de temperatura sem ou com a presenca da ciclofosfamida foram
B12 (28,20 + 0,30 °C) e B12Cc (28,10 £ 0,50 °C), que receberam a suplementacao com

vitamina B12.

Tabela 4: Médias da temperatura do escroto (°C) avaliada por termografia por
infravermelho nos grupos experimentais.

G Datas

rupos 30 45 60
Ct 27,10 + 0,30%° 27,80 + 0,40"° 27,80 + 0,504
®3 27,80 + 0,30%° 27,90 + 0,50 28,80 + 1,30"°
Ce 27,30 + 0,305 — 28,40 + 1,304
®3Cc 28,20 + 0,40™° — 27,40 + 0,20%°
B12 28,20 + 0,40™° 28,20 + 0,60"* 28,20 + 0,307
®3B12 28,50 + 1,30™° 28,00 + 0,20"° 29,00 + 1,30"
B12Cc 28,10 + 0,50™° — 28,10 + 0,505
®3B12Cc 28,20 + 0,60™* 27,90 + 0,407

Legenda: Ct - agua, racdo padrdo, e solucdo salina estéril a 0,9%; ®3 - 4gua,
racdo padrdo e 6mega-3 (Equaliv®); Cc - agua, racdo padrdo, Ciclofosfamida®;
®3Cc - agua, ragdo padrao, Ciclofosfamida, 6mega-3 (Equaliv®); B12 - agua,
racdo padrdo, vitamina B12 (Monovin B12®); ®3B12 - 4gua, ragdo padrio,
omega-3 (Equaliv®), e vitamina B12 (Monovin B12®); B12Cc - agua, racao
padrdo, vitamina B12(Monovin B12®), e Ciclofosfamida®; ®3B12Cc - 4gua,
racdo padrao, Omega-3 (Equaliv®), vitamina B12 (Monovin BI2®), e
Ciclofosfamida®. Letras maiusculas diferenciam as colunas indicando diferencas
estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras mintsculas diferenciam as linhas
indicando diferengas estatisticas pelo teste de Tukey (P<0,05). Letras iguais ndo
diferem entre si.

Discussao

Os grupos que receberam suplementacdo com vitamina B12 tiveram pouca
variacao entre os valores das medidas e seus devios padrdes dos grupos ao receberem ou
ndo a ciclofosfamida, para as variaveis da altura do epitélio do tibulo seminifero, a
altura do epitélio do tabulo seminifero no 60° dia e a temperatura do escroto no 60° dia.
Vasiliausha et al. (2016) compararam os efeitos da vitamina B12 para a manutencao da

integridade celular do sistema reprodutor masculino em tratamentos realizados com o
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Busulfan® (outro agente quimioterapico), no qual os mesmos relataram que os tubulos
seminiferos foram reduzidos independente da presenca ou auséncia da vitamina B12 nos
individuos tratados com o Busulfan®. Nos grupos tratados com a vitamina B12 +
Bulsofan®, os autores relataram que foram observadas espermatogénias escassas nos
tubulos. Segundo Beltrame e Sasso-Cerri (2017) e Vasiliausha et al. (2016), a vitamina
B12 mostrou-se capaz de recuperar o dano testicular induzido pela doxorrubicina,
evitando a atrofia tubular.

O 6mega 3 teve forte influéncia nas médias do diametro do tibulo seminifero no
60° dia e nas médias da altura do epitélio do tubulo no 60° dia, mantendo estes dados o
mais proximo ao grupo controle. Adelakun et al. (2019), relataram que em seu
experimento que os ratos que receberam suplementacdo a base de 6leo de nozes (fonte
de acidos graxos 0mega-3) apresentaram uma composicao celular normal dos tibulos
seminiferos, no seu epitélio germinativo com espermatozoides no limen e um
intersticio normal e células de Leydig proeminentes. Os tibulos seminiferos dos ratos
tratados somente com nitrito (a interacdo entre nitrito e oligoelementos essenciais pode
ser uma das razdes para a reducao dos niveis de enzimas antioxidantes nos testiculos de
ratos) mostraram reducdo severa das células da série espermatogénica, hipocelularidade
no intersticio, alargamento do limen tubular, atrofia tubular e menos espermatozoides
no lamen tubular. Os ratos dos grupos nitrito e 6leo de nogueira apresentaram células da
série espermatogénica e composicao celular normal em seu epitélio germinativo com
espermatozdides no limen e um intersticio normal. Assim, ao analisar o presente artigo
e o descrito por Adelakun et al. (2019), pode-se perceber que a agdo antioxidante do
omega 3 teve boas reacdes nas células dos tubulos seminiferos.

Pode perceber no presente estudo que a vitamina B12 e 6mega 3 em conjunto
geraram um efeito positivo para o didmetro da luz do tibulo seminifero, didmetro do
tubulo seminifero (no 60° dia) e também para a temperatura do escroto. Na pesquisa de
Yamada et al. (2019) relataram que o uso do 6mega 3 e a vitamina B12 em conjuto, ndo
ocorreram diferencas entre o grupo suplementado com o dmega 3 e a vitamina B12 e o
grupo controle, fato este demonstrado na porcentagem de epitélio seminifero e na
porcentagem de estroma.

Percebeu-se que uma tnica dose da ciclofosfamida foi suficiente para gerar danos

aos tecidos. Fato este também descrito por Afkhami-Ardakani et al (2018) e Hegazy et
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al. (2015), que afirmaram em seus estudos que uma tnica dose de ciclofosfamida foi o
suficiente para aumentar significativamente o nivel de peroxidagdo e o nivel de MDA
(Malondialdeido, biomarcador frequentemente utilizado) no testiculo e no epididimo.
Salimnejad et al. (2018) relataram que em seu experimento a ciclofosfamida reduziu a
capacidade antioxidante total o tecido testicular significativamente e a analise
histologica revelou alteragdes degenerativas epitélio dos tubulos seminiferos, como o
descolamento celular e reducao da espessura do epitélio germinativo, além de reduzir
significativamente a atividade da superoxido dismutase (esta ¢ uma das enzimas mais
importantes do sistema antioxidante do corpo e neutraliza a toxicidade do superdxido
através da decomposi¢do de radicais anion superoxido - primeiro radical produto do
oxigénio - a H202 e impedir a formagdo de radicais livres causados pelo superoxido).
Desta forma, no presente artigo observou-se que a suplementagdo da vitamina
B12 e do dmega-3 pode gerar beneficios para diminuir os danos aos tecidos do aparelho
reprodutor masculino de ratos Wistar machos, jovens adultos, devido sua agdo
antioxidante. Dietas ricas em antioxidantes podem influenciar na resposta a
ciclofosfamida, e também na qualidade de vida dos pacientes por minimizar os efeito
colaterais adversos do farmaco, podendo facilitar o uso clinico (Afkhami-Ardakani et

al., 2018; Hegazy et al., 2015; Olayinka et al., 2015; Salimnejad et al., 2018).

Conclusao

Para as temperaturas do escroto, houve influéncia negativa da ciclofosfamida
associada ao Omega 3 na temperatura do escroto aos 60 dias do experimento. O
diamentro do tabulo seminifero sofreu influéncia positiva da associagao do dmega 3
com a vitamina B12 aos 45 dias do experimento em relacdo a esse mesmo momento

para os demais grupos experimentais.
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