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RESUMO

A dietilcarbamazina tem sido altamente efetiva ifitariose linfatica, mas seu efeito sobre
células de vertebrados permanece controverso. Aplesger sido descrita sua agdo sobre
microtubulos, a hipétese de que esta droga atuee sblespermatogénese nao havia sido
testada. Apos o tratamento de camundori@ss com 200mg de DEC/kg durante doze dias,
as andlises ultraestruturais mostraram vacuolizde&océlulas de Sertoli e espermatogonias
com caracteristicas morfolégicas de apoptose, amndensacao do citoplasma e aumento da
densidade cromossomal. Algumas espermatides apaesm®nmitocondrias vacuoladas, as
quais estavam desorganizadas em relacdo ao eixotufiglar do flagelo. Além disso, as
células de Leydig mostraram numerosas goticuladipddio distribuidas no citoplasma,
corpos multivesiculares e circulos concéntricosanfigs de reticulo endoplasmatico liso,
alguns dos quais englobando goticulas de lipiditguas células de Leydig néo
apresentaram nucleo indicando um processo de @steaBaixas dosagens de DEC
produziram alteracdes similares nas células de ijeydentretanto seus efeitos foram
diretamente proporcionais a concentracdo da d@ganiveis de testosterona no soro foram
significativamente menores no grupo tratado comnp@e DEC/kg quando comparados
com o controle. Entretanto, nenhuma mudanca sigmife foi observada nas taxas de
gravidez e no nuamero de filhotes quando machoadwoatcom DEC acasalaram com fémeas
nao tratadas, nas doses estudadas. Os resultadoesinte estudo indicam que a DEC
apresenta um importante efeito sobre a morfologstidular e esteroidogénese de
camundongos provavelmente por afetar tubulina efmoplexo de microtibulos. Porém, os
presentes dados ndo excluam a possibilidade desga @tuar diretamente sobre as vias
enzimaticas hormonais.

Palavras-chave Dietilcarbamazina, Morfologia, Espermatogénesegiegiogénese.



ABSTRACT

Diethylcarbamazine has been proven to be highlgctffe against lymphatic filariasis,
however its effect on vertebrate cells remains rowetsial. Although its action on
microtubules has been described, the hypotheststitieadrug affects the spermatogenesis
was not tested. After treatment@fiss mice with DEC 200mg/kg for 12 days, ultrastructura
analysis showed vacuolization of Sertoli cells asmkermatogonies with morphological
characteristics of apoptosis, as shrinkage of ¢gsop and increased chromosomal density.
Several spermatids presented vacuolated mitochamdnhich were disorganized in relation
to the microtubular axis of the flagellae. In agtdit Leydig cells showed numerous lipid
droplets, multivesicular bodies and several giahbnrvlike smooth endoplasmic reticulum,
some of them encircling lipids droplets. Some Lgyeklls did not present nucleus, indicating
an esteatosis process. Lower dosages of DEC prodiipelar alterations on Leydig cells,
however its effects were directly proportional ke tdrug concentratiorferum testosterone
levels were significantly lower in 200mg/kg DECdted group when compared to the
controls.However,no significant changes were observed in the pregneates and number
of offspring born of DEC-treated male-mated fenmalee in any doses studied. The results of
the present study indicate the important effecD&C on mice testicular morphology and
steroidogenesis probably by affecting tubulin andfocrotubule assembly. However, the
present data not exclude the possibility that tingg can also act directly on enzymatic
hormonal pathways.

Key-words: Diethylcarbamazine, Morphology, Spermatogeneseroflogenesis.
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1 INTRODUCAO




Saraiva, K. L. A. Caracterizacéo do efdia DEC... 13

1.1 Apresentagéao

A dietilcarbamazina (DEC) é o filaricida mais ampénte utilizado no tratamento da
filariose bancroftiana desde 1947 (HEWI&Tal., 1947; SANTIAGO-STEVENSON; OLIVER-
GONZALEZ; HEWITT, 1947). Atualmente, tém-se reativaalguns estudos sobre o mecanismo
de acdo desta droga, que apesar de mais de 5@ans®, teve 0 seu potencial farmacoldgico
tdo pouco explorado. Além disso, a atividade amtrofilarial da DEC € variavel para as
diversas espécies de parasitas, para os diferesitegios da mesma espécie parasitaria e para os
distintos hospedeiros. Assim, os estudos com asim@iexperimentacdo ndo constituem um
modelo ideal que retrate a infecgdo no homem (DREYEOROES, 1997).

O uso terapéutico desta droga leva a inUmerasesagiversas claramente relacionadas a
carga parasitaria, chegando até a debilitar o peEci@RYCESSON; WARRELL; POPE, 1977,
FRANCIS; AWADZI; OTTESEN, 1985; PARTONGt al., 1981). Além de apresentar efeitos
sobre o sistema nervoso central (SNC), a DEC tandgsrsobre o sistema digestivo e chega a
causar sintomas de desconforto gastrico e nausegyapem ser provocados por acdo direta da
droga sobre o estbmago ou SNC (HAWKING; SEWELL; TR&EXTON, 1948). Em pacientes
com oncocercose a sua utilizagdo tornou-se praghifiois 0s pacientes desenvolvem uma reacao
de hipersensibilidade denominada “reacdo de Mazzpté inclui prurido intenso e, nos casos
mais graves, cegueira (OTTESEN, 1987). Ocorre nzalgdio das microfilarias que se localizam
na pele para o sangue e outros fluidos, por oatto,los eosinéfilos sangliineos migram para 0s
tecidos causando uma queda de seis a oito vezesmero destas células no sangue, apos a
administracdo da DEC (ACKERMAHK al., 1990).

Um dos mecanismos de acdo da DEC é que ela exm@ecfo sobre os microtubulos,
0S quais sao responsaveis por manter a estabildiaémica da célula (FUJIMAKdt al., 1988;
1990). Esta claro que a tubulina e os microtubataam em varios niveis subcelulares, incluindo
MP, lisossomos, REL, CG e mitocondrias. O complexorotubular apresenta um importante
papel no processo da espermatogénese, promovesigmde estrutural para o desenvolvimento
das células germinativas e estimulacdo da secmgdestosterona. Outros autores apontam a

acao de agentes anti-microtubulares sobre o epgéhinifero e células de Leydig, enfatizando
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as mudancas na morfologia e fungdo celular. Deiase alteracbes observadas estd o
desprendimento de células germinativas, vacuol@dgacélula de Sertoli, distensédo do reticulo
endoplasmatico, agregacdo de mitocOndrias, e #&uvbigla esteroidogénese (ALLARD;
JOHNSON; BOEKELHEIDE, 1993; CLARK; SHAY, 1981; NAKA HESS, 1994;
SALTARELLI et al., 1984).

O presente trabalho se propde a verificar a acddBE& na espermatogénese de
camundongos através de analises morfologicas (métficas e ultraestruturais) e hormonais

(dosagem de testosterona) para possiveis anatmgiasasos humanos.

1.2 ConsideracgOes Gerais

A filariose linfatica humana é causada por nema®idbs génerddiuchereria e Brugia.
Os vermes adultos das espédieshereria bancrofti, Brugia timori e Brugia malayi apresentam
tropismo caracteristico pela circulacdo linfatica @rganismo humano, onde se instalam e
proliferam (SELKIRKet al., 1986) (Figura 1).
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Wuchereria bancrofti
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Figura 1. Ciclo evolutivo daw. bancrofti. 1- O mosquito infectado deposita larvas do teocestadio (L3)

sob a pele do hospedeiro humano, estas penetrasrganismo provavelmente pela mesma insergéo feita
pela picada. 2- As larvas alcancam os vasos e o®diffaticos, realizam mudas, tornam-se adultas e
reproduzem-se. 3- As microfilarias migram atravédidfa e canais sangliineos movendo-se ativaménte.
Os mosquitos ingerem as microfilarias durante @astp sangiineo. 5- Apés a ingestdo, as microffaria
perdem a bainha e algumas conseguem alcancgar depdeeintestino médio do mosquito e musculos
toracicos. 6- Desenvolvimento da larva de tercestadio. 8- L3 com movimento intenso e préximo a

probéscida do mosquito. 9- Realizagdo de novo tegamguineo e infeccéo.

Atualmente, cerca de 120 milhfes de pessoas no anséd portadoras de filariose
linfatica, sendo 90% dos casos da forma bancraftiarl0% dos casos causados por espécies de
Brugia (World Health Organization, 2002). Considerand@ gu maioria dos individuos que
adquire esta helmintiase desenvolve a forma clismsintomatica, esse niumero pode ser muito
mais elevado, visto que 751 milhdes de pessoamminas areas endémicas (World Health
Organization, 1992).
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O Sudeste da Asia, Africa, Oeste do Pacifico, Ldstéediterraneo e alguns paises da
América Central e do Sul sdo as regides afetadé&s fpariose linfatica (World Health
Organization, 1992) (Fig. 2). Atualmente, no Braas# regides endémicas concentram-se nas
cidades de Belém, Recife e Macei0, estimando-sé®mil o nimero de infectados (Ministério
da Saude, 2000; World Health Organization, 2000%itAacdo mais problematica é a do estado
de Pernambuco, onde ainda sao encontrados miltlanesrtadores de microfilaremia (VIEIRA;
COELHO, 1998), sendo o principal transmissorWiabancrofti o mosquito culicidedCulex

pipiens fatigans (RACHOU; LACERDA, 1956), hoje denominado @eilex quinquefasciatus
(SIRIVANAKAN; WRITE, 1978).

Lymphatic filariasis endemic countries and temitories, 2006
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As consequéncias mais drasticas da filariose iga#aincluem imobilidade fisica e

morbidade clinica, provocando em regifes de alteeraicidade um grave problema de salde



Saraiva, K. L. A. Caracterizacéo do efdia DEC... 17

publica e comprometendo inclusive, o desenvolvimeatondmico devido a reducdo da
produtividade e, em alguns casos, levando a indagéo do trabalhador.

A DEC é o filaricida mais amplamente utilizado natamento da filariose bancroftiana.
A inexisténcia de um modelo de experimentacéo téicullado o conhecimento do mecanismo
de acdo desta droga sobre vermes adultos e foanasias, assim como o estudo da relacdo

parasita-hospedeiro.
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1.3 Dietilcarbamazina

A DEC é um derivado da piperazina sintetizada canddetilcarbamil-4-metilpiperazina
e preparada na forma de cloridrato, citrato ouatosfA partir de 1950, foi distribuida como sal
citratado por inUmeras companhias farmacéuticas difdrentes nomes, como Hetrazan,
Banocide, Caricide, Carbilazine, entre outros. Epérbranco, muito solivel em agua, estavel,
mesmo em condicbes de umidade e temperatura migiadas, e resiste, inclusive, a
autoclavagem. A denominacéo dietilcarbamazina gemaente se refere a sua forma citratada,
uma vez que € mais comumente utilizada (DREYER; BER, 1997).

Esta droga tem atividade farmacoldgica comprovaaéra microfilarias e vermes adultos
de W. bancrofti, B. timori, B. malayi, Loa loa e Mansonella streptocerca, e apenas contra a
microfilaria de Onchocerca volvulus. Porém, ela ndo tem qualquer efeito sobre nenhilasa
formas larvérias dMansonella ozzardi e Mansonella perstans (MAIZELS; DENHAM, 1992).

Na filariose linfatica ela exerce uma significaatgio contra as microfilarias, reduzindo
rapidamente a densidade desses embrides circul&s®s efeito, mantido por longo prazo, tem
sido atribuido a acdo microfilaricida da droga. Batro lado, estudos demonstraram que a
mesma exerce seu efeito filaricida também sobmaeadultos desse parasito (DREY&RI .,
1995). Chen (1964) evidenciou, pela primeira vexmes adultos degenerados em linfonodos
biopsiados de pacientes tratados com DEC. Pe{R0105) descreveu os aspectos morfologicos
do utero daw. Bancrofti, a nivel ultraestrutural, apés o tratamento conCPmBdicando uma
possivel diminuicdo de sua fecundidade. Fémeaslashbtie voluntarios que receberam a dose
terapéutica recomendada de DEC apresentaram pou@ié mesmo, nenhum embrido.

O alvo primario no tratamento da filariose é a glegdo das microfilarias sanguineas de
individuos infectados, logo a transmissdo da irdflecgara 0 mosquito seria interrompida. A
eficacia da DEC na cura de individuos ctvhbancrofti e na interrupcdo da transmissédo da
doenca tem sido avaliada sob varios esquemas teicEE Estudos recentes tém demonstrado
gue uma dose Unica de DEC tem o mesmo efeito emolg@mazo (1 ano) na queda da
microfilaremia, quando comparado ao regime recomeéndle 12 dias de tratamento. O esquema

terapéutico com duas drogas (albendazol com DE®esmectina) combinadas, em dose Unica,
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€ 99% efetivo na remocéo das microfilarias do sangur um ano inteiro apos o tratamento.
Albendazol e DEC tém sido mostradas por seremvafetha morte dos vermes adultos de
parasitas filariais (necessario para a completa darinfec¢éo), mas regimes de tratamento ideais
ainda nao estao bem definidos (World Health Orgditr, 2000).

Lymphatic filariasis endemic countries and territories covered by mass drug administration (MDA), 2006

Trinidad " Fedérated States

® and Tobago N of Micronesia
. ribati 7 = = Palau ~ . .
Kiribati 4 1av . :

i n o } : i ) Marshall & .
Wallis and- 4 y Seychelles . W s 4
i .C K Island: Sa; ;o'me.:;, {" Y Maldives ‘,‘ sa_n?\ Tuvalu®

ook Islands and Principe 4 . L 2 = ! B
. W Comoros . " i a\Vanuatu
Samoa French Polynesia v ' . *
. Niue :
American

Caledonia

Samoa . Tonga

Il VDA implementation
Endemic countries and territories

Data Source: Lymphatic Filariasis Elimination Programme
The boundaries and names shown and the designations used on this map do not imply the expression of any opinion whatsoever Map Production: Public Health Mapping and GIS

World .Hea."h on the part of the World Health Organization concerning the legal status of any country, territory, city or area or of its authorities. Communicable Diseases (CDS), World Health Organization
Organization or concerning the delimitation of its frontiers or boundaries. Dotted lines on maps represent approximate border lines for which there may not yet be full agreement. © WHO 2008. All ”ﬁms reserved

Figura 3. Administracdo em massa da DEC

A DEC é rapidamente absorvida pelo trato gastreiimal e atinge o pico da sua
concentracdo plasmatica entre uma e trés horasaapggestdo (HAWKING, 1979; REE& al.
1977; SAKUMA et al., 1967). De acordo com llondat al. (2000), ela estd quase ausente na
urina, plasma e saliva de humanos apés 24h dat@imydor outro lado, estudos toxicologicos e
farmacolégicos em camundongos indicaram que ap@scéimposto é completamente excretado
pelo rim (HARNEDet al., 1948). Horii e Aoki (1997) descreveram o nivelgohatico de DEC

em ratos apés a administracdo de 200mg/kg, regikiraalores de 30ug/ml apdés 30-60 min da
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injecdo, decrescendo rapidamente para 1,5 pg/nd dpde atingindo 0,1pg/ml apos 8h do
tratamento.

As reacgOes adversas sdo o principal obstaculo @atetspéutico desta droga. As queixas
mais comumente encontradas sdo nauseas, vomits dodominais, diarréias, dores de cabeca,
febre, sono, dores escrotais e mialgia que se dEsterpor um ou mais dias. Essas reacdes
relacionam-se claramente a carga parasitaria (FRENCAWADZI; OTTESEN, 1985;
PARTONOet al., 1981).
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1.4 O efeito da DEC sobre os parasitos

Os resultados dos diversos esquemas terapéuticeramoque, apesar da rapida e
profunda reducdo do numero de microfilarias, muitaividuos apresentam microfilaremias
persistentes apdés o tratamento (EBERHARD al., 1991; EBERHARD et al., 1989;
EBERHARD; LOWRI Jr.; LAMMIE, 1988; KESSEEt al., 1970; KIMURA; PENAI; SPEARS,
1985; MAHONEY; KESSEL, 1971; SETHUMADHAVANet al., 1978; SRIVASTAVA,
PRASAD, 1970; VENKATANARAYANA et al., 1983). Essa persisténcia é independente dos
esquemas posoldogicos de DEC utilizados e dos nipkismaticos da droga alcancados
(EBERHARDet al., 1991).

Maizels e Denham (1992) apresentaram uma hipGtesa explicar o mecanismo
microfilaricida in vivo da DEC. Esta droga alteraria o metabolismo doocaeigcdonico nas
microfilarias e nas células endoteliais do hospedevisto que bloqueia a producdo de
leucotrienos (LTs) que séo potentes vaso-broncstdotores. Mas, além de bloquear a via da 5-
lipoxigenase, produtora de LTs, também inibe a ygéd pelas células endoteliais de
prostaglandina (PGEZ2), prostaciclina (PGI2) e troxamo A2, por bloquear a via da
ciclooxigenase. A PGI2, e em menor proporcédo a PEEGE?2, sdo vasodilatadores e inibidores
potentes da agregacao plaquetéria e da adesée@lkaddét acdo da DEC sobre o metabolismo do
acido aracdonico, bloqueando a produgdo de PGER22tBnto na célula endontelial quanto nas
microfilarias, levaria a uma vasoconstriccdo argaiido a adesdo endotelial, e assim,
propiciaria a imobilizacdo do parasito circulamtementando a aderéncia e a atividade citotoxica
das plaquetas e granuldcitos do hospedeiro.

A DEC apresenta uma resposta quase imethat&o. Apos aproximadamente 4 minutos
da injecdo endovenosa da droga, o numero de nifia§ sangiineas diminui em 60%
(HAWKING; LAURIE, 1949). De acordo com Hawking, Sellve Thurston (1948), ela atuaria
como uma opsonina, modificando de tal forma asafilérias que estas seriam capturadas por
fagocitos do sistema reticulo-endotelial, e subsetginente destruidas.

Esta claro que a DEC apresenta uma multiplicidadagdes na fisiologia de parasitas e

hospedeiro, e que possui efeitos diretos e indirato mobilizacdo de microfilarias, agindo no
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sistema muscular desse parasito. A sua administiagde potencializar a acdo da aceltilcolina
nas microfilarias resultando no aumento da moldiddNas infeccdes colv. bancrofti, a DEC
estimula o transporte das microfilarias dos pulmgesa a circulacdo. Alteracbes no
AMPc/GMPc nessas formas parasitarias podem coirtribe mobilizacdo desses parasitas
(HENSON; MACKENZIE; SPECTOR, 1979). Em microfilésiade B. pahangi, observa-se
diminuicdo na mobilidade (SIM; MAK; KWA, 1983), efe oposto ao encontrado ew.
bancrofti. A acdo desta droga em expor a superficie do parasisistema imune do hospedeiro
foi proposta por Gibsoe al. (1976), Bryceson, Warrel e Pope (1977). Outrosrastsugeriram
que a DEC favorece a perda da bainha de micrefdéricarinii, facilitando a fagocitose pelas
células de Kupffer e neutréfilos (SCHARDEIN; LUCABICKERSON, 1968).

Um dos efeitos mais bem conhecidos da DEC é o aondenadeséo das microfilarias as
paredes vasculares, plaquetas e granuldcitos apds$ minutos da administracdo de DEC
(SCHARDEIN; LUCAS; DICKERSON, 1968; TAYLOR, 1960Em Litomosoides sigmodontis,
uma filaria de roedores, mais de 99% das micraddgasdo normalmente encontradas isentas de
células aderidas. Porém, apds 4 horas do tratamnemtdEC, 21% das microfilarias apresentam
células aderidas a sua superficie (ZAHNE&Ral., 1978). A aderéncia de eosinofilos torna-se
intensa apds a administracdo da DEC (RACA., 1982).

Johnsonet al. (1988) mostraram que a DEC estimula a adesdo aeulgcitos as
microfilarias deB. pahangi em presenca de soro imune especifico. Este esewddou a
importancia de anticorpos especificos como mededata aderéncia, os quais sdo mais
importantes que os fatores do Complemento, emixies éambém ndo possam ser descartados
do processo de adesividade. De acordo com os aptorenaximo de adesdo foi alcangado
quando as células eram pré-tratadas com DEC aaté@xdbacdo com as microfilarias. O preé-
tratamento das microfilarias com DEC estimulou asad celular em grau bem menor. Esses
resultados ndo conferem com os obtidos por PiegsBasdekas (1979), os quais reportaram que
apenas o tratamento das microfilarias com DEC &epdtava em aumento da aderéncia.

Estudos ultraestruturais sobre a acao da DEC emofifacias deWuchereria bancrofti in
vitro, revelaram importantes alteracbes morfolégicastese parasitos. Uma das primeiras
alterac6es morfoldgicas observadas com o tratamebtol0 e 50 pug/ml, foi a perda da bainha

microfilarial, sendo os demais efeitos causadda pecubacdo com a droga, mais evidentes
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apos este evento. As alteragcbes mais frequentas far formacdo de inUmeros vacuolos na
hipoderme e destruicdo do citoplasma de célulagsoas. Algumas microfilarias apresentaram
drastica desorganizacéo celular com varias orgamielgeneradas e condensacédo nuclear. Corpos
lamelares também foram detectados indicando umivmbgsocesso de envenenamento celular.
Tais resultados revelaram indubitavelmente que & Bkerce um efeito microfilaricida direto
sobre microfilarias d&V. bancrofti (FLORENCIO; PEIXOTO, 2003). De forma similar, apf®
minutos do tratamento de um individuo microfilarémia DEC também exerceu um mecanismo
de acdo direto sobre as microfilarias \de bancrofti, incluindo degeneracdo de organelas e
apoptose (PEIXOT@t al., 2004).
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1.5 O efeito da DEC sobre células de vertebrados

Apesar dos inumeros trabalhos sobre o mecanisnag&te da DEC em larvas e vermes
adultos filariais, poucos autores tém se detidwesgseus efeitos em células de vertebrados. De
acordo com Fujimaket al. (1988), a DEC inibe o crescimento de células AMK, in vitro,
além de modificar sua morfologia, tornando-as dameladas, indicando uma possivel alteracéo
da funcdo dos microtibulos. Estudos posterioresirotaram que a DEC ndo s6 promove a
inibicdo da formacdo dos microtubulos, como tamb#&nz a desorganizacdo dos microtabulos
pré-formados (FUJIMAKEt al., 1990).

Esta droga apresenta uma seérie de efeitos bioquemam diferentes sistemas
enzimaticos, incluindo glicélise, metabolismo do lafo e acetilcolinesterase
(SUBRAHMANYAM, 1987). Ap6s a incubacdo de condrésitcom DEC (2-20mM) foi
observado grandes vacuolos no citoplasma, distats@&omplexo de Golgi (CG) e um material
eletron-denso no interior do reticulo endoplasmaliso (REL). Apos a remocdo da droga as
alteracbes desapareceram, o que foi coincidenteacamtio da exocitose de proteoglicanos e
%3-glycosaminoglicanos. Os estudos bioquimicos aearl qua a DEC interfere no transporte
intracelular entre o REL, o CG e a membrana plasm@ViP) (STEVENSt al., 1985).

Outros estudos revelaram também que o tratamemtoDeC a 5 mM/mL durante dez
dias produziu drasticos efeitos em neurdnios emur@ylinduzindo uma completa desorganizagéo
do CG, e a formacédo de grandes vacuolos no citoplag\ndlises quantitativas comparando
neurdnios tratados e ndo-tratados com DEC demoasstrdiferencas significativas no tamanho
das cisternas do CG, bem como no nimero de vesicaldas e secretérias, sugerindo um dano
severo de varias atividades sintéticas e secreBia®, 2000).

A DEC possui outro papel terapéutico como uma daganflamatéria para condigbes
asmaticas (SALAZAR-MALLEM, 1971; SRINIVAS e ANTANN971; THIRUVENGADAM et
al., 1974). Estudo realizado por Floréncio, SaraifPeioto (2005) demonstrou que apos 12 dias
de tratamento com DEC os pneumdcitos do tipo ksgmtaram um grande nimero de vesiculas
maduras levando a uma ativacdo do metabolismo dactante pulmonar. Nos macréfagos

alveolares foram detectadas varias caracterigticafologicas de ativacao celular, que poderiam
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ser explicadas por uma maior atividade endocitessak células, as quais sdo responsaveis pela
fagocitose do surfactante secretado pelos pneunsddit tipo 1l. O aumento da sintese e secrecao
de surfactante promoveria uma diminuicdo da tersfmerficial dos alvéolos, reduzindo os
esforcos musculares decorrentes dos movimentosatss. Tais resultados poderiam explicar

o alivio dos sintomas da asma causados pelo tratarnem DEC como previamente observado
por outros autores (LIU; WANG; ENHORNING, 1995; Létal., 1996).

Poucos estudos foram realizados até o momento solagdo da DEC no sistema
reprodutor. Hawking (1979) demonstrou que dosegadbis (100 - 200mg/kg) administradas
diariamente por via oral a ratas gravidas, ndocexam acdo abortiva nem efeito nocivo no feto.
Entretanto, quando administrada a camundongos mas@a de 200mg/kg, diariamente por dez
dias, produziu infertilidade em 50% dos animais dém Outros autores ndo observaram

alteracbes nos indices de fertilidade de céesdtrataom 13.2mg de DEC/kg/dia durante seis
meses (COURTNEY; NACHREINER, 1976).

1.6 Espermatogénese

A espermatogénese € um processo complexo e bemizada que ocorre nas gbnadas
masculinas, os testiculos. Estes 6rgdos sdo addsst por numerosos tubulos seminiferos,
dedicados a producéo de espermatozoides, querséindados por um tecido conjuntivo frouxo
altamente vascularizado. Dispersos nesse tecidartowo encontram-se pequenos aglomerados
de células enddcrinas, as células intersticiaideoleydig, as quais sédo responsaveis pela sintese
de testosterona. O epitélio seminifero ou germinaéi composto por dois tipos celulares, as
células de Sertoli, e as células espermatogénisas@o encontradas em diferentes estagios de
maturacdo (espermatogdnias, espermatocitos prisnaBo secundarios, espermatides e
espermatozoides) (Fig. 4) (GARTNER; HIATT, 1997).
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Espermatide
alongada

Espermatide
arredondada

Espermatécito
Paquiteno

Espermatécito
Preleptéteno

Espermatogbnia

Figura 4. Célula de Sertoli com células germinativas assasig@ OOKE; SAUNDERS, 2000).

O sucesso da espermatogénese em vertebrados wedules de Sertoli funcionantes.
Estas sdo arranjadas de tal forma que possam noaoctetato com as outras células do epitélio,
regulando assim, os fatores necessarios para aepsd@ das células germinativas em
espermatozoéides. As células de Sertoli possuemdésnge suporte fisico e nutricional;
fagocitose de restos citoplasméticos de espermsatitlgante o processo de espermiogénese;
estabelecimento de uma barreira hematotesticutavést da formacdo de zo6nulas de ocluséo
entre as células de Sertoli adjacentes; secrecfootieinas, tais como a proteina de ligagédo de
andrégeno (ABP) e a transferrina testicular queéacaderro da transferrina sérica e conduz para
0S gametas em maturacao; sintese e secrecao denimamtimilleriano e inibina (GRISWOLD,
1998; GARTNERHIATT, 1997).

Em humanos e camundongos, a maturacdo das céletasingtivas do testiculo é
subdividida em trés fases: proliferativa (esperg@tias), meidtica (espermatécitos) e
espermiogénica (esperméatides), onde todas culmiraafiberacdo de espermatozoides maduros
(espermiacédo). Duas classes de espermatogoniasidéndentificadas, as do tipo A e B. Estas
sdo submetidas a varias divisbes mitdticas antegntigrem na profase da meiose como

espermatocitos pré-leptétenos, que se maturam ptatdeo, zigéteno e paquiteno (fases da



Saraiva, K. L. A. Caracterizacéo do efdia DEC... 27

meiose). Ao final da préfase meiodtica, estas celaéo submetidas a divisdes finais para formar
espermatides hapléides que fardo parte da espeémnasg, durante a qual o nucleo das células
germinativas é remodelado e compactado, como dm@nnos espermatozoides adultos

(COOKE; SAUNDERS, 2002).

A producdo de espermatozéides depende da acaoordedriios gonadotropicos, o
horménio foliculo-estimulante (FSH) e o hormdnitelnizante (LH). Ambos produzidos pela
glandula pituitaria em resposta ao horménio liberatté gonadotropina (GnRH) proveniente do
hipotalamo. Em resposta ao LH, a testosterona éupida pelas células de Leydig. Esta claro
gue a testosterona é um pré-requisito necessarn@ @amanutencdo da espermatogénese
(ZIRKIN, 1999).

Dadas as complexas interacdes celulares que est@dvidas na espermatogénese, este
processo nao pode ser desenvolvidovitro, € modelos de camundongos oferecem uma via
alternativa. A espermatogénese destes animais patawel com a de humanos, uma vez que 0s

termos histolégicos e o desenvolvimento séo beinides.



Saraiva, K. L. A. Caracterizagéo do efda DEC... 28

2 JUSTIFICATIVA
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A Filariose Linfatica continua sendo um dos prigspproblemas de saude publica em
paises tropicais com 120 milhfes de pessoas idgtande a maioria dos casos é acometida
pela Wuchereria bancrofti (World Health Organization, 2002). Esta doencané \parasitose
cronica, de longo tempo de evolugéo, e com elepaathidade.

A droga filaricida, dietilcarbamazina, tem sido dampente utilizada em programas de
controle, mas seu mecanismo farmacolégico de aeiimagmece controverso. Ela exerce um
efeito sobre as microfilarias, reduzindo rapidameat densidade dos embrides circulantes
(HAWKING; LAURIE, 1949), como também altera sua fotwgia (PEIXOTOet al., 2004).
Além da acdo microfilaricida, a DEC ainda possui ef@ito macrofilaricida, atuando sobre os
vermes adultos dé&/. bancrofti (CHEN, 1964; PEIXOTO, 2005).

Apesar de sua poderosa acao filaricida, a DEC algee suma variedade de células de
mamiferos (BIRD, 2000; FLORENCIO; SARAIVA; PEIXOTQ@005; FUJIMAKI et al., 1990;
SAREENet al., 1961; STEVENS al., 1985). Logo, torna-se necessario observar coefieista
droga sobre os diferentes tecidos animais. O piegesbalho enfoca a acdo da DEC sobre a

espermatogénese de camundongos.
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3 OBJETIVOS
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3.1 Objetivo Geral:

Analisar a acdo da dietilcarbamazina sobre a egteg@nese de camundong®siss
albino, machos e adultos.
3.2 Objetivos Especificos:
» Caracterizar o efeito do tratameritovivo da DEC em diferentes doses sobre células
germinativas e ceélulas de Leydig de camundong@védrda microscopia eletrénica de
transmissao e microscopia optica;

» Avaliar possiveis alteracdes na producédo de testos apos o tratamento com DEC;

* Analisar a fertilidade dos camundongos apés tratéoneom DEC.
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4 MATERIAIS E METODOS
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4.1 Solugdes de DEC

As solucdes foram constituidas por agua destildd&B@ nas concentragbes de 25mg/kg,
50mg/kg, 100mg/kg e 200mg/kg.

4.2 Desenho experimental 1

Quatorze camundongos com 45 dias, pesando entr@0g7foram usados neste
experimento. Foi examinado o estado de saude awsntibbngos, os quais foram aclimatados a
25°C, em um fotoperiodo de 12h claro:12h escearcglimentados com a dieta padrdo do
laboratorio. Um grupo experimental composto ponimais recebeu 200mg de DEC/kg durante
12 dias através de um tubo estomacal (FLORENCIGRAIXA; PEIXOTO, 2005). Ao grupo
controle, também composto por 7 animais, foi adstiadlo agua destilada usando 0 mesmo
procedimento descrito acima. Apos o tratamento B, o grupo experimental e o controle
foram sacrificados e fragmentos do testiculo forepidamente retirados e fixados para

microscopia optica e eletronica.

4.2.1 Andlise histoldgica

Os fragmentos do testiculo foram lavados duas vexePBS pH 7.2 e fixados por duas
horas em solucdo contendo glutaraldeido (GA) 2,p&aformaldeido (PFA) 4% e tampéo
cacodilato de sédio a 0,1M, pH 7,2. A seguir, fodesidratados em séries crescentes de alcool
etilico, incluidos em glicol metacrilato (HistonesiLeica Instruments, GmbH, Heidelberg),
cortados e corados com azul de toluidina e boratddio (SARAIVAet al., 2006).



Saraiva, K. L. A. Caracterizacéo do efdia DEC... 34

4.2.2 Microscopia Eletronica de Transmissao

Os fragmentos do testiculo foram lavados duas vexePBS pH 7,2 e fixados por duas
horas em solucdo contendo GA 2,5%, PFA 4% e tarospéodilato de sodio a 0,1M, pH 7,2.
Apds o processo de fixacdo foram lavados no meampdo e pos-fixados, por 1 hora, numa
solucdo contendo 1% de tetroxido de 6smio, 5mM £a®l8% de ferricianeto de potassio em
tampé&o cacodilato 0,1M, pH 7,2. Novamente lavadeos ampéao e contrastados em bloco, por 1
hora, com acetato de uranila a 2,5% em agua. Arségtam desidratados em séries crescentes
de acetona, infiltrados e emblocados em resina -$®RIN (Sigma Company, St Louis, MO). A
polimerizagéo foi feita a 60°C por 2 dias. Cortksafinos foram coletados em grades de cobre
300-mesh, corados e contrastados em acetato déaugatitrato de chumbo, e examinados no
microscopio eletrénico de transmissdo ZEISS EM(BXRAIVA et al., 2006).

4.3 Desenho experimental 2

Vinte e cinco camundongos com 45 dias, pesande éanr¥30g, foram usados neste
experimento. Foi examinado o estado de saude awsntbbngos, os quais foram aclimatados a
25°C, em um fotoperiodo de 12h claro:12h escur@limmentados com a dieta padrdo do
laboratorio. Os grupos experimentais, compostoxip@o animais cada, receberam as seguintes
doses: 25, 50, 100 e 200mg de DEC/kg durante 12 dieavés de um tubo estomacal
(FLORENCIO; SARAIVA; PEIXOTO, 2005)O grupo controle, também composto por cinco
animais, recebeu agua destilada usando o mesmedimento descrito acima.

O peso dos camundongos foi registrado todos os A& o tratamento com DEC, o
sangue dos animais tratados e controles foi calgbad puncdo cardiaca sem anticoagulante. O
soro foi separado e armazenado a -70°C para dossgyéstosterona. Os testiculos e epididimos
foram rapidamente dissecados e pesados. Os fraggndot testiculo foram processados de
acordo com o item 4.2.2.
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4.3.1 Dosagem hormonal

A concentracdo de testosterona no soro foi mepaaenzimaimunoensaio (ELISA)

como descrito nas instru¢gdes do Kit (Diagnosticelsem Inc).

4.3.2 Estudo da Fertilidade

Para o estudo da fertilidade e desempenho repvoduim grupo experimental composto
por 10 animais machos e tratados com 200mg de REfdkacasalado (1:2) com fémeas
saudaveis durante 5 dias. Estas estavam no praestro determinado por esfregaco vaginal. A
presenca do plug vaginal caracterizou o dia 0 dstagg@o para as fémeas acasaladas e
consideradas como gravidas. O numero de fémeaglgsd® de filhotes foi registrado no grupo
controle e tratado (SARKAR al., 2000).

4.3.3 Avaliacdo do Peso

O peso dos testiculos e epididimos foram regisgradpidamente apos o sacrificio dos

camundongos.

4.4.4 Andlise estatistica

Os dados foram analisados com ANOVA one-way, segdel um teste a posteriori de
Tukey, quando as diferencas foram significativagRES ; AYRES JUNIOR ; SANTOS, 2003).
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5 RESULTADOS
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5.1 Desenho experimental 1

5.1.1 Analise histologicalo testiculo

A analise histologica do testiculo do grupo comtrahostrou uma espermatogénese
normal com células germinativas, células de SegtoBlulas de Leydig (Figuras 1 e 2).

Ap0s 12 dias de tratamento com DEC, foi observatoaglulas de Sertoli vacuolizacdo
entre as células germinativas. No espaco interwpmiuitas células de Leydig apresentaram-se
hipertrofiadas e repletas de goticulas de lipidils), enquanto outras, apesar de numerosas GL,

nao tinham nucleo, caracterizando um evidente psacde esteatose (Figura 3).

5.1.2 Anélise ultraestrutural do testiculo

O exame de secdes ultrafinas do testiculo apGantesito com DEC revelou que as
células de Sertoli mantiveram algumas caracteastioorfolégicas como um nucleo identado e
cromatina associada a um evidente nucléolo. Enteetaaumerosos e largos vacuolos foram
observados no citoplasma (Figura 4). Algumas esm@gdnias mostraram caracteristicas
morfolégicas de apoptose, como encolhimento dopleistna e aumento da densidade
cromossomal. Uma distensdo do REL e depdésitos deriaia eletron-densos em torno das
organelas intracelulares degeneradas foram tambéem@dos (Figura 5).

Os testiculos ndo tratados mostraram espermatiai®s nsitocondrias distribuidas em
torno do eixo microtubular (Figura 6 e 8). Por outado, em testiculos tratados com DEC,
algumas espermatides apresentaram mitocondria®heaas, as quais estavam desorganizadas
em relacdo ao eixo microtubular do flagelo (FigdyaAlém dessas alteracdes, também foram
observados numerosos e largos vacuolos no citopldsssas células (Figura 9).

As células de Leydig do grupo controle mostraranaataristicas morfolégicas normais,

tais como areas de citoplasma ricas em anastornbsdat e circulos concéntricos de REL.
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Outras areas apresentaram poucas GL, lisossomdg, @Gdocondrias com cristas tubulares e
reticulo endoplasmatico rugoso (dados ndo mostyados

Apés o tratamento com DEC, as células de Leydigtnaw@sn numerosas GL espalhadas
através do citoplasma, algumas delas apresentandwlise (Figura 10), e corpos
multivesiculares quando comparadas com as ceélwasrote. Varios circulos concéntricos
gigantes de REL foram observados, alguns deleslemgtio grandes GL (Figura 11). As células
de Leydig em processo de esteatose mostraram npadtico com cromatina condensada
perinuclear e citoplasma repleto de GL. Estas aglubmbém apresentaram mitocdndrias
degeneradas em torno das GL, as quais estavamalpsenie circundadas por um material
densamente corado (Figura 12).

5.2 Desenho experimental 2

5.2.1 Analise ultraestrutural das células de Leydig

As células de Leydig no grupo controle mostraramaataristicas morfolégicas como
areas ricas em anastomose tubular e circulos comodnde REL. Outras areas contendo GL, e
mitocondrias com cristas tubulares (Figuras 1 e 2).

Como descrito previamente, as células de Leydig apdratamento com 200mg de
DEC/kg apresentaram as seguintes caracteristicasurherosas GL, 2- corpos residuais, 3-
varios circulos concéntricos gigantes de REL, agieies englobando grandes GL (Figuras 3-6).
O tratamento com doses menores mostrou alteragtéares nas células de Leydig, porém em
intensidades proporcionais as concentracfes uldgzéiguras 7-12).
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5.2.2 Dosagem de testosterona

O nivel de testosterona no soro decresceu em @ @% no grupo tratado com 200mg
de DEC/kg quando comparado ao grupo controle (ANOMA,00747) (Figura 13).

Os animais tratados com 50 e 100mg de DEC/kg agsgsen niveis proporcionalmente
menores de testosterona no soro, entretanto, naee liferenca estatistica quando comparado

com 0s animais nao tratados.

5.2.3 Analise da fertilidade e do peso

Embora tenham sido detectadas mudancas eviderdasivess de testosterona, nenhuma
alteracdo foi observada nas taxas de gravidezrgimero de filhotes de fémeas acasaladas com
machos tratados com 200mg/kg (Tabela 1). Similatepemdo houve diferencas estatisticas
significantes entre o peso absoluto dos testicellepididimos dos animais tratados e controles
(Tabela 2).



Saraiva, K. L. A. Caracterizacéo do efdia DEC... 40

5.3 Figuras (Pranchas e Grafico) e Tabelas

DESENHO EXPERIMENTAL 1
PRANCHA — |
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DESENHO EXPERIMENTAL 1
PRANCHA — I
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DESENHO EXPERIMENTAL 1
PRANCHA - 1lI
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DESENHO EXPERIMENTAL 1
PRANCHA - IV
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DESENHO EXPERIMENTAL 2
PRANCHA — |
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DESENHO EXPERIMENTAL 2
PRANCHA - I
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DESENHO EXPERIMENTAL 2
PRANCHA - 1lI
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DESENHO EXPERIMENTAL 2
FIGURA 13
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DESENHO EXPERIMENTAL 2
TABELA 1
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NUMERO DE FILHOTES

CAIXA MACHOS MACHOS
(2 macho:2 TRATADOS CONTROLES
Fémeas) 200mg/kg
1 12 10
2 11 25
3 21 22
4 24 22
5 24 12
6 19 21
7 12 14
8 21 17
9 23 25
10 20 16
Total de Filhotes 187 186
Média 18,7 18,4
Desvio-padrao 512 5,35

Dados estatisticamente néo signifiesugP > 0,05).
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DESENHO EXPERIMENTAL 2
TABELA 2
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Parametro Controle DEC DEC DEC DEC
25mg/kg 50mg/kg 100mg/kg  200mg/kg

Pesodo 144 +19.93 130.6+* 128.17 + 122.76 + 129.7

testiculo 14.47 10.38 10.37 10.34
(mg)
Pesodo 59.6+14.47 52.9+8.83 64.62+ 68.6 + 19.33 68.9 £ 10.9
epididimo 11.73
(mg)

Dados estatisticamente ndo significantes (P > 0,05)

59
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5.3.1 Legendas

Desenho experimental 1

Figura 1 —Testiculo ndo tratado mostrando tibulo seminiferestagio VII.

Figura 2 —Espaco intertubular de testiculo ndo tratado aptasdo células de Leydig normais
(setas).

Figura 3 — Células de Leydig hipertrofiadas de testiculo ttataom DEC mostrando véarias GL
(setas brancas). Algumas destas células ndo ataesemicleo, e estdo repletas de GL
(asteriscos). Notar vacuolizacdo das células delBentre as células germinativas (setas).

Figura 4 —Testiculo tratado com DEC mostrando células deosedm numerosos vacuolos no
citoplasma (setas). Barra 1um.

Figura 5 — Espermatogbnia apresentando encolhimento do ciimalee condensacgédo nuclear.
Observar a intensa densidade cromossomal (setad§oio (seta pequena), distensdo do REL
(asteriscos) e deposicdo de material eletron-densdorno das organelas intracelulares (setas
brancas). Barra 1um.

Figuras 6 e 8 —Espermatides ndo tratadas com mitocondrias distidsuem torno do eixo
microtubular (setas). Barra 0,5um.

Figura 7 — Espermatides de testiculo tratado apresentand@dniivias vacuoladas (setas), as
guais estdo desorganizadas em relacéo ao eixotubatar do flagelo. Barra 0,5um.

Figura 9 — Espermétides tratadas com DEC com numerosos vacaolaitoplasma (setas) e
mitocodrias espalhadas no citoplasma (setas bramzasa 0,5um.

Figura 10 — Células de Leydig tratadas com DEC apresentandcerosas GL espalhadas no
citoplasma (setas), corpos multivesiculares (setada) e GL com hidrélise (cabecas de seta).
Barra 1um.

Figura 11 —Circulos concéntricos gigantes de REL (setas) éagldo GL. Barra 1um.

Figura 12 - Célula de Leydig com mitocbndrias degeneradas (easbde seta), GL circundadas
por um material densamente corado (setas) e npaeoético (seta branca). Barra 1um.

Desenho experimental 2

Figuras 1 e 2 -Células de Leydig nédo tratadas mostrando circuhcé@uatrico de REL (seta), GL
(L), mitocdndrias com cristas tubulares (M) e nadld). Barra 1um.
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Figuras 3-6 —Células delLeydig tratadas com DEC apresentando numerosad f;lalumas
delas com hidrélise (cabecas de seta) e outrasndrilfusdo (asterisco), circulos concéntricos
gigantes de REL englobando GL (seta), corpo reki{desa vazada) e mitocondrias degeneradas
(M). Barra 1pm.

Figuras 7-12 —(7 e 8) Células de Leydig tratadas com 25mg de R@lostrando numerosas
GL no citoplasma (L), algumas delas exibindo hidsl(seta). Barra 0,5 um ; Barra 1um. (9 e
10) Ceélulas de Leydig tratadas com 50mg de DECdyg circulo concéntrico gigante de REL
(seta), fusdo de GL (asterisco) e mitocondria degela (M). Barra 1um; Barra 0,5um. (11 e 12)
Células de Leydig tratadas com 100mg de DEC/kgsaptando numerosas GL (L), circulo
concéntrico gigante de REL, englobando GL (setajtecondrias degeneradas (M). Barra 1um.

Figura 13 —Efeito da DEC sobre o nivel de testosterona no gemamundongos.
* Diferenca significante entre o grupo de 200mg#kg grupo controle.

Tabela 1 -Efeito da DEC sobre o numero de filhotes de fénaeasaladas com machos tratados
nas doses estudadas.

Tabela 2 - Efeito da DEC sobre o peso dos testiculos e d@pidi&l de animais controles e
tratados (média * desvio padrao).
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6 DISCUSSAQO
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A DEC tem sido a droga de escolha para o tratandentilariose linfatica desde 1947,
em decorréncia do rapido desaparecimento das nféci@é da corrente sanguinea, embora seja
pouco efetiva contra os vermes adultos. Estudossidmrealizados sobre o mecanismo de acao
desta droga, cujo potencial farmacologico foi poexplorado.

Até o momento, ha uma escassez de trabalhos matdite sobre a acdo da DEC na
espermatogénese. Portanto, existe uma lacuna neeqeéere a sua acao sobre a morfologia dos
diferentes tipos celulares do testiculo e sobsgexr@dogénese de individuos com filariose.

Estudos bioquimicos e morfologicos indicaram queratamento de condrécitos de
condrossarcoma com DEC altera o transporte de mlakcdo REL para o CG e deste para a
superficie celular, visto que os condrdcitos apdsihacdo com esta droga apresentaram largos
vacuolos, um Golgi distendido, e um aumento do REfQual continha material eletron-denso.
Com a remocédo de DEC os vacuolos desaparecerarorgaagelas distendidas retornaram a sua
aparéncia normal, coincidente com o inicio da dreei de S-proteoglicano fD-xyloside-
bound®S-glicosaminoglicano (STEVEN& al., 1985).

A DEC apresenta um numero de efeitos bioquimicosiéerentes sistemas enzimaticos,
incluindo glicolise, metabolismo do folato e acamtliinesterase (SUBRAHMANYAM, 1987).
Outros estudos também mostraram que ela interranmpansporte de vesiculas do e para o CG.
Spiroet al. (1986) demonstraram que a DEC altera o transpedieular do REL para o Golgi, e
deste para a MP inibindo a expressédo de um prataagl de sulfato de condroitina associado a
melanoma na superficie. Por outro lado, Bird (2af#creveu drasticos efeitos da DEC em um
estudo com neurdnios cerebelares de camundongais fetn cultura, com uma completa
desorganizacdo do CG e aparecimento de grandesloacio citoplasma.

O efeito da DEC sobre o complexo de microtubutisestudado por Fujimaki (1988 ;
1990). Esta droga inibiu a formacdo de microtubutogslesagregou aqueles pré-formados,
alterando a morfologia e proliferacdo de célula€iMK; in vitro. As células que cresceram na
presenca desta droga estavam separadas uma des ewtom forma arredondada.

No presente estudo, analises histopatoldgicas eficilos tratados com DEC
apresentaram células de Leydig contendo numerodasm@Gstrando evidentes fatores de
esteatose. Em adi¢do, foram observados vacuoltibdidos nas células de Sertoli entre as

células germinativas.
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As analises ultraestruturais identificaram vacualibsplasmaticos nas células de Sertoli
como um REL distendido. Resultados similares této sibservados apds o tratamento com
agentes que atuam sobre microtdbulos, os quaiseceier o suporte estrutural para o
desenvolvimento das células germinativas (CHAPIN; ORGAN; BUS, 1983;
BOEKELHEIDEa, 1987 ; BOEKELHEIDED, 1987 ; NAKAI;, HES, 1994). A administracdo de
benomil ou seu metabdlito, carbendazina, levou a desorganizacdo dos microtibulos nos
tubulos seminiferos de ratos, evento este eviddoc@or um aumento npool sollvel de
tubulina (CORREA; MILLER, 2001). Este aumento ndgeis de tubulina, por uma provavel
ligacdo da droga a tubulina livre e consequenteigao da formacdo de microtdbulos, deve
caracterizar os danos histolégicos, tais como J@agdio da célula de Sertoli e desprendimento
de espermatides alongadas e espermatdécitos (HESSAIN2000).

No testiculo tratado com 200mg de DEC/kg, algumsgemnatogbnias apresentaram
caracteristicas morfolégicas de apoptose, como esmatdo da cromatina, encolhimento do
citoplasma e distensao do REL, como descrito amtegnte por outros autores (KON; ENDOH,
2000). Essas alteracbes celulares poderiam sericadtgd por uma desorganizacdo dos
microtubulos, os quais séo responsaveis pela bdtald dindmica de vérias funcbes dentro da
célula. Recentemente a tubulina foi encontradardedd nucleo de células e em mitocondrias.
Por outro lado, eventos de ligacdo de tubulina séiticos na geracdo de apoptose
(PELLEGRINI; BUDMAN, 2005).

Os macrofagos possuem sitios na superficie calelaita afinidade para lipoproteina de
baixa densidade acetilada (acetil-LDL), permitindstudos morfoldégicos e bioquimicos do
mecanismo de deposicdo de ésteres de colestadsnadulas. A questdo era se 0s macrofagos
acumulavam esses ésteres devido a uma falha ndlisedtisossomal, ou se estas células
hidrolisavam o0s ésteres e re-esterificam o colelstpara armazenamento no citoplasma
(GOLDSTEIN et al., 1979). A demonstracao ultraestrutural de numer@a nédo circundadas
por uma membrana limitante € uma evidéncia que reupm mecanismo de hidrolise-re-
esterificacdo (BROWNt al., 1979).

Posteriormente, outros autores observaram que eroréfagos peritoneais de
camundongos o ciclo de ésteres de colesteril €teaizado por um processo de de-esterificacdo

dos ésteres das GL através de uma esterase nsgphisal e uma subsequente re-esterificacédo
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pela acil-colesterol acil-transferase (ACAT) nmplasma (BROWN; HO; GOLDSTEIN, 1980).
De acordo com Browrmt al. (1979), os macrofagos utilizam as lipoproteinas grdocitose
adsortiva, e cada uma delas sdo reconhecidas feverdes sitios na superficie celular. As
lipoproteinas sdo entregues aos lisossomos, ongeésteres de colesteril sdo hidrolisados. No
caso da acetil-LDL, em torno de 50% do colesteb@drbdo € excretado pela célula, e os 50%
remanescentes sao re-esterificados pela ACAT.dedtsterol re-esterificado acumula-se dentro
de GL, ausentes de membrana limitante, no citoaguando a fonte de colesterol-lipoproteina
€ removida, esses ésteres de colesteril armazemsadokidrolisados e as inclusbes lipidicas
citoplasmaticas desaparecem.

As GL das células de Leydig tumorais em culturabigam apresentam um ciclo continuo
e dindmico, onde o colesterol livre é liberado gaticulas (de-esterificacdo), estando disponivel
para ser usado na esteroidogénese, ou como sabgtiat ACAT (re-esterificacdo) para ser
armazenado (FREEMAN, 1987). O uso do colesterot Ino processo de esteroidogénese reduz
o0 numero de GL, enquanto o bloqueio deste prodessoa um acumulo de GL com ésteres de
colesteril armazenados.

Todos os horménios esterdides sdo derivados deteade A reacéo inicial da sintese de
hormoénios esterdides é a conversdo do colestergbregnolona, pela enzima desmolase, nas
mitocondrias. Em seguida, a pregnolona € trangp@rtao REL onde € convertida em
progesterona, e subseqientemente, em testostetali2aHR, 2004).

Os presentes resultados mostraram que a DEC tarekéroe um efeito nas células de
Leydig. Estas células apresentaram-se hipertrafiaden circulos concéntricos gigantes de REL
e numerosas GL espalhadas ao longo do citoplassair@ulos concéntricos circundando GL
possivelmente poderiam estar atuando como vaclltsagicos, como sugerido por outros
autores (DEES; GAZOULI; PAPADOPOULOS, 2001). Todssas mudancas ultraestruturais
indicam uma inibicdo da esteroidogénese e auséecitienagem de colesterol livre, permitindo
assim que este seja re-esterificado e armazenadB8ler®utros estudos mostraram alteragGes
similares de células de Leydig, as quais estavdatiomadas ao declinio da secrecdo de
testosterona apoOs tratamento com droga (DEES; GAZOBAPADOPOULOS, 2001 ;
SANGUINETTI et al.,, 1995). Por outro lado, o processo esteroidogémpoderia ser

influenciado pelo estado de polimerizacdo da tulaulEsta, possivelmente, estaria envolvida na
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interrupcdo do transporte do colesterol para asaditdrias, onde ocorre sua conversao em
pregnolona (CLARKet al., 1984). A atividade esteroidogénica diminuida teioho sugerida
como causa primaria da falha da producéo espean@iCEROet al., 1980 ; VAN THIEL et

al., 1981). Logo, as células germinativas degeneratiaervadas neste estudo poderiam ser
explicadas como resultado da deficiéncia hormonal.

Estudos prévios tentaram relacionar alteracesnhass de testosterona com mudancas
na morfologia das células de Leydig em condicodgraiz e experimentais. Zirkiet al. (1980)
correlacionaram niveis aumentados de secrecaocstisstierona com proliferacdo de REL e um
namero diminuido de GL, como reportado previamgre outros autores (DE KRESTSER,
1967 ; NEAVES, 1978; NEAVES, 1975; NEAVES, 1973).

Outros autores estudaram os efeitos de ésterefgatbo in vivo e in vitro. Estes
produziram alteragBes altamente significantes traadtrutura de células de Leydig, tais como
distensdo de mitocOndrias, dilatacdo e vesiculad@oREL, e diminuicdo da secrecdo de
testosterona quando comparado aos controles. N&liegeminifero foram encontradas células
de Sertoli vacuoladas, espermatogdnias em prockss®@crose, espermatocitos e espermatides
espalhadas no limem tubular. Como certos estagiosspermatogénese sdo dependentes dos
niveis de androgénio, o estudo enfoca a relac&xpaa entre ma funcdo das células de Leydig
afetando diretamente a fisiologia das células dlbadjacentes (JONES& al., 1993).

Sanguinettiet al. (1995) estudando o efeito da estreptozotocina ltvaestrutura de
células de Leydig de camundongos correlacionaraativadade secretoria diminuida com um
aumento no numero de GL, reduzido REL e circulox@otricos gigantes de REL. Destsal.
(2001) demonstraram numerosas GL em células deid ¢éythorais MA-10 apds o tratamento
com mono-etilexil fitalato, as quais estavam relaatdas com o declinio da esteroidogénese.

De forma semelhante, os resultados obtidos noept@sestudo indicam uma clara
correlagdo da diminuicdo do nivel de testosteramma as drasticas altera¢cdes morfolégicas nas
células de Leydig, ap6s o tratamento com DEC. Rtmodado, nenhuma mudanca significante
foi observada na taxa de gravidez e no numero ldetds de machos tratados com DEC
acasalados com fémeas ndo tratadas. Talvez estesdpt decorréncia do curto periodo de

tratamento, visto que a espermatogénese apreseatduwracéo de 35 dias em camundongos.
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O tratamento de camundongos com organotinas, @oe ssbstancias amplamente
utilizadas na agricultura e industria, produziu usignificante redu¢cdo na espermatogénese e
esteroidogénese, levando a um decréscimo na comtagetilidade, viabilidade e funcédo dos
espermatozoides, quando comparado ao grupo canf&aleminuicdo no nivel de testosterona,
induzida por estas drogas, poderia estar relacdomadma resposta diminuida das células de
Leydig ao LH e/ou uma inibicdo direta da esteroé&wge testicular, através da acdo sobfe a 3
hidroxiesterdide desidrogenas@{3DS) e 1B- hidroxiesteroide desidrogenase fIHDS), que
séo suas principais enzimas regulatérias. Essedtados seriam responsaveis pelas alteragfes na
guantidade e qualidade dos espermatozdides (SREBDHREDDY; PUSHPALATHA;
SREENIVASULA REDDY, 2006).

Estudos realizados por Aoki e Massa (1972) e Ned¥873) demonstraram que o
aumento no numero de GL encontra-se envolvido coatividade secretéria diminuida das
células de Leydig. Outros autores relacionaram atiesacdes com uma sensibilidade reduzida
destas células as gonadotropinas (MENDIS-HANDAGAMRKRETSER, 1992).

Estudos farmacoldgicos tém demonstrado que a DEE€sapa um importante papel
sobre diversas vias metabodlicas (SUBRAHMANYAM, 198@odendo inclusive atuar como
antiinflamatorio para condi¢cdes asmaticas, umaqeez ela interfere no metabolismo do acido
aracdonico (MAIZELS; DENHAM, 1992). Logo, nédo sedeodescartar a possibilidade da acgéo
desta droga sobre as enzimas esteroidogénicas.

Para o tratamento da filariose linfatica, a desepéutica recomendada pela OMS é 6mg
de DEC/kg durante 12 dias. De acordo com lloadal. (2000), a DEC esta quase ausente na
urina, plasma e saliva apos 24h da ingestdo. Pa&m dado, estudos toxicologicos e
farmacolégicos em camundongos indicaram que ap@scéimposto é completamente excretado
pelo rim (HARNEDet al., 1948) . Horii e Aoki (1997) descreveram o nivielspético de DEC
em ratos apés a administracdo de 200mg/kg, regikiraalores de 30ug/ml apdés 30-60 min da
injecdo, decrescendo rapidamente para 1.5 pg/md dpde atingindo 0.1pg/ml ap6s 8h do
tratamento.

Os resultados obtidos no presente estudo confirmmampliam as observagdes anteriores.
Sareenet al., (1961) mostraram que a administragdo oral de 208mmdDEC/kg produziu
infertilidade em 50% dos camundongos. Outros estuelatiretanto, descreveram nenhum efeito
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na motilidade dos espermatozoides de caes tratatiod 3.2mg/kg/dia durante seis meses. E em
humanos, néo existem dados sobre possiveis segesldtantes de overdose de DEC.

A fim de esclarecer o efeitim vivo da DEC sobre a espermatogénese de mamiferos,
foram realizados os trabalhos intitulados: “Morfdgical changes in testis induced by
diethylcarbamazine” e “Changes in mouse Leydigscaltrastructure and testosterone secretion
after diethylcarbamazine administration”, os qusi® parte integrante desta dissertacao.

O presente estudo mostrou que a DEC, nas dosedadafij exerce um efeito na
espermatogénese e esteroidogénese de camundorgesullados apdiam a hipétese de que o
alvo testicular primario da toxicidade desta dregfa provavelmente a funcdo microtubular,
entretanto ndo exclui a possibilidade de que dijaeatuando diretamente sobre vias hormonais

enzimaticas.
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7 CONCLUSOES
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1. A andlise histolégica de testiculos tratados dBC revelou células de Sertoli com
vacuolizacdo, e células de Leydig hipertrofiadasmetas de GL, algumas delas sem
ndcleo, caracterizando um processo de esteatose.

2. Através da microscopia eletrbnica de transmjsgfos o tratamentim vivo com DEC,
foram observadas inimeras alteracées no epitéiongfero, incluindo vacuolizacdo de
células de Sertoli, apoptose de espermatogbniagjolizacdo e desorganizacdo de
mitocdndrias de espermatides. As células de Legpligsentaram numerosoas GL, corpos
multivesiculares, circulos concéntricos gigantesRie., provavelmente atuando como
autofagossoma e englobando GL, mitocondrias degéagre outras células em processo
degenerativo. Todas essas caracteristicas mostnarefeito direto da droga sobre o
testiculo de camundongos afetando, assim, sua logidpe possivelmente sua fungao.

3. Houve uma queda significativa de testosterongropo tratado com 200mg de DEC/kg
quando comparado ao grupo controle. Possivelmenfancdo paracrina da célula de
Leydig sobre o epitélio seminifero estaria sendiaafa, levando as inimeras alteracdes
observadas.

4. Nao foram observadas alteragbes significativas taxas de gravidez e numero de
filhotes, como também no peso dos testiculos ddipids. Acredita-se que o periodo de
tratamento foi curto, uma vez que a completa espeg@nese de camundongos é
realizada somente apos 35 dias.

5. O presente estudo mostra o mecanismo de acBd&@asobre a morfologia testicular e
esteroidogénese de camundongos, possivelmentegpowia microtubulos e/ou sobre
vias enzimaticas hormonais. Apesar de ndo teremadidervadas alteragdes no indice de
fertilidade dos camundongos, ndo se pode afirmaregta ndo tenha sido afetada, dado o

curto periodo de tratamento.
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Abstract

Diethylcarbamazine (DEC) had been proved to be highly effective against lymphatic filariasis, however its effect on vertebrate cells remains
uncertain. After 12 days treatment with DEC, most of the Leydig cells were hypertrophied with several lipid droplets, and others had no nucleus
and presented characteristic steatosis features. Vacuolization of Sertoli cells was also noted. Ultrastructural analyses of DEC-treated testes revealed
spermatogonies with morphological characteristics of apoptosis, as shrinkage of cytoplasm and increased chromosomal density. In addition, Leydig
cells showed numerous lipid droplets scattered throughout the cytoplasm, multivesicular bodies and giant whorl-like smooth endoplasmic reticulum.
Several spermatids presented vacuolated mitochondriae, which were disorganized in relation to the microtubular axis of the flagellae. These results
indicate that DEC probably affects the microtubular function, however the present data does not exclude the possibility that DEC also can act

directly on enzymatic hormonal pathways.
© 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.

Keywords: Male reproductive toxicology; Diethylcarbamazine; Histopathology; Ultrastructure; Testis; Spermatogenesis

1. Introduction

Lymphatic filariasis, a mosquito-borne parasitic disease, is
endemic in more than 80 countries with approximately 120 mil-
lion people infected and over a billion people at risk [1]. The
mainstay of filariasis control is chemotherapy. Diethylcarba-
mazine (DEC), the most widely used drug, had been proved
to be highly effective, but it’s pharmacological mechanism of
action remains uncertain.

Several studies have been done about mechanism of action,
pharmacokinetics, tolerability and efficacy of DEC [2-5], and
some of them focused on the in vitro effect on filarial worms.
Although previous studies showed that DEC had no effect on
filarial parasites in vitro [6-9], recently other authors described
that DEC promotes severe cellular damage on Wuchereria ban-
crofti in vitro and in vivo [10-12].

The effect of DEC on vertebrate cells has also been
indicated. It has a number of direct biochemical effects

* Corresponding author. Tel.: +55 81 21012557; fax: +55 81 34532449.
E-mail address: cpeixoto@cpqam.fiocruz.br (C.A. Peixoto).

0890-6238/$ — see front matter © 2006 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.reprotox.2006.07.008

on a wide range of different enzyme systems, includ-
ing glycolysis, folate metabolism and acetylcholinesterase
[13], and on intracellular transport between the endoplas-
mic reticulum, the Golgi apparatus and the plasma membrane
[14].

Some clinical reports have reported favorable results with the
use of DEC in patients with bronchial asthma showing that DEC
was effective in terminating acute attacks of bronchial asthma
[15-19]. Floréncio et al. [20] demonstrated by ultrastructural
analysis an enhancement of surfactant synthesis and secretion
after DEC treatment, in which outcome is the alveolar surfaces
stability, probably related to the clinical improvement of asthma
symptoms.

According to Fujimaki et al. [21], DEC inhibited the pro-
liferation of LLC-MKj cells, which turn into round in shape,
indicating a possible interference with microtubules function.
These authors also showed that DEC promoted the inhibition of
microtubules assembly and induced the disassembly of the pre-
formed ones in vitro [22]. It is well known that dynamic changes
in the cytoskeleton are present during the spermatogenesis and
since until now there were no available data about DEC action
on this issue.



Saraiva, K. L. A. Caracterizagéo do efda DEC... 83

APENDICE B




Running title: Changes in Leydig cells induced dyM®
CHANGES IN MOUSE LEYDIG CELLS ULTRASTRUCTURE AND
TESTOSTERONE SECRETION AFTER DIETHYLCARBAMAZINE

ADMINISTRATION

% ARINA LIDIANNE ALCANTARA SARAIVA, "VALDEMIRO AMARO
DA SILVA JUNIOR, °DILENIA DE OLIVEIRA CIPRIANO TORRES,
MARIANA ARAGAO MATOS DONATO, ®NILTON GIL PERES,“JOSE
ROBERTO BOTELHO DE SOUZA AND 2 CHRISTINA ALVES
PEIXOTO

®Departamento de Biologia Celular e UltraestrutiCantro de Pesquisas
Aggeu Magalhdes (FIOCRUZ), e Laboratério de Imunolpgia Keizo
Asami (LIKA), Universidade Federal de Pernambuccgcife, Brasil.
"Departamento de Morfologia e Fisiologia Animal, rsidade Federal
Rural de Pernambuco, Recife, BraSilaboratério de Andlises Clinicas do
Hospital Universitario Oswaldo Cruz, Universidade Bernambuco, Recife,
Brasil. “Departamento de Zoologia, Centro de Ciéncias Bioksg

Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil.

"Mailing adress: Dr2. Christina A. Peixoto, Deparao Biologia Celular e
Ultraestrutura, Centro de Pesquisas Aggeu MagalhBESCRUZ, Av.
Moraes Rego s/n, Recife, Brasil. CEP 50670-420. mamber: (55) 81
21012516. Email: cpeixoto@cpgam.fiocruz.br




ABSTRACT

Diethylcarbamazine (DEC) has been proven to be \igffective
against lymphatic filariasis, although its effegt wvertebrate cells remains
uncertain.Mice Leydig cells after treatment with 200mg/kg @EC for 12
days showed numerous lipid droplets, degeneratédchaondria, residual
bodies and several giant whorl-like smooth endapiaseticulum, some of
them encircling large lipids droplets. Treatmenthmibwer dosages showed
similar alterations on Leydig cells and the morplgital effects decreased
directly proportional to the drug concentratidderum testosterone levels
were significantly lower only in 200mg/kg DEC-tredt group when
compared to the controlslowever,no significant changes were observed in
the pregnancy rates and offspring number of DE&t#id male-mated female
mice in any doses studied. The results obtainethénpresent study are
consistent with the hypothesis that DEC has sorfectsf on mice Leydig
cells, although they were not sufficient enoughnterfere with the rodent

fertility.

Keywords: Diethylcarbamazine; Leydig Cells; Steroidogenesis;

Ultrastructure.



INTRODUCTION

Diethylcarbamazine citrate (DEC) is a piperazinevagive recognized
as highly effective against filarial parasites. pies its widespread use with
million of doses administered to endemic regiots,mechanism of action
remains basically unknown (Maizels, Denham, 1982hposals have been
done, but none resulted in a conclusive delineatibrthe mechanism of
action of the drug.

Several studies have analyzed the mechanism of omacti
pharmacokinetics, tolerability and efficacy of DEQordes et al., 1997,
Dreyer et al., 1998; Shenoy et al., 2002; McGatrgle 2005), and some of
them focused on th& vitro effect on filarial worm. These authors suggested
by optical analyses that DEC does not have a dafett on filarial parasites
in vitro since exposure to high concentrations leaves thamarmmed
(Hawking et al., 1948; Hawking, Laurie, 1949; Hamgiet al., 1950; Johnson
et al., 1988). However, other authors showed brastituctural studies that
DEC causes severe damage of microfilarial orgasefieluding lysis and
apoptosis (Peixoto et al., 2003). Similar resulesenvalso observed on blood
microfilariae aftenn vivo treatment with DEC (Alves et al., 2005).

This filaricidal drug has important actions on aiety of mammalian
cells, including changes on different enzyme systé@ubrahmanyam, 1987),

and on intracellular transport (Stevens, 1985).



Fujimaki et al. (1988) demonstrated that DEC intpts the
proliferation of LLC-MK; cells, which turn into round in shape, indicating a
possible interference with microtubules functiomsubsequent studies these
authors showed that DEC promotes inhibition of otigbules assembly and
also induces the disassembly of the preformed onero (Fujimaki et al.,
1990). It is well known that anti-microtubular ageaffects the cytoskeleton
dynamic present during the spermatogenesis, howeuwdmow little data is
available about DEC action on this issue.

Sareen et al. (1961) related that oral administnatif DEC 200mg/kg
produced infertility in 50 per cent of mice. Consely, other reports
described no effects on sperm motility of dogsteédor 6 months at the rate
of 13.2 mg/kg/day (Courtney, Nachreiner, 1976).

Recently, Saraiva et al. (2006) described sigmfictamage in mouse
testis after treatment with 200mg/kg of DEC inchglivacuolization of
Sertoli cells and hypertrophied Leydig cells, whgttowed numerous lipid
droplets scattered throughout the cytoplasm, nesioular bodies and giant
whorl-like smooth endoplasmic reticulum. All thegkrastructural changes
indicate an inhibition of the steroidogenesis amdlonger drain off free
cholesterol, thus allowing the free cholesterdb¢are-esterified and stored in
lipid droplets. However, those results are relate@EC toxic reproductive

sequelae, which could overcome from overdose.



The present work describes the effects of diffexmnicentrations of
DEC on mouse Leydig cells and testosterone seaoratiorder to contribute

to a better knowledge about its action on the gtegenesis.



MATERIAL AND METHODS
Experimental design

Twenty-five adult Swiss mice with 45 days old aneigihting 27-309g
were used in all experiments. Mice were examimmdhiealth status and
acclimated to the laboratory environment at 25°@ ah light : 12h dark
photoperiod. The animals were housed in metal cagelsfed a standard
laboratory diet. Experimental groups composed g einimals each received
the following doses: 25, 50, 100 and 200mg/kg bwdight of DEC (Sigma
Company, St Louis, MO) for 12 days per os in agsesalution by stomach
tube. The control group also composed by five alimaceived only pure
water using the same procedure described aboviEfdays (Floréncio et al.,
2005). All experiments were carried out accordig ethical guidelines
(P.0169-03/CEUA-FIOCRUZ).

Body weights were recorded every day. After treatnveth DEC the
experimental and control animals were anesthetibetbre the blood
collection by cardiac puncture without anticoagtleé®erum was separated
and stored at —7Q for enzyme immunoassays of testosterone. Testés a
epidydimis were quickly dissected and weighted.

Electron transmission microscopy
The fragments of testis were fixed for 2hr in auioh containing 2.5%

glutaraldehyde and 4% formaldehyde in 0.1M cacddylabuffer. After



fixation, the samples were washed twice in the shoféer, and then they
were post-fixed in a solution containing 1% osmitatmoxide, 2 mM CaGl
and 0.8% potassium ferricyanide in 0.1 M cacodylbtdfer, pH 7.2,
dehydrated in acetone, and embedded in Epon 8ikP(figma Company, St
Louis, MO). Polymerization was done at 60°C fora¥sl Ultrathin sections
were collected on 300-mesh copper grids, countaestavith uranyl acetate
and lead citrate, and examined with a ZEISS EM tt88smission electron
microscope.
Hormone assays

Serum concentration of testosterone was measureshbyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) as described in the#uosons provided by
manufacturer’'s kits (Diagnostics Biochem Canada), Inchich presents
0.022ng/ml of sensitivity, and 100% of specificity.
Sudy of male fertility

For the study of fertility and general reproductiperformance, an
experimental group composed by 10 male mice treafttd 200mg/Kg of
DEC for 12 days, was mated 1:2 with untreated hgditmale for 5 days.
The females were in proestrous determined by anahgmear method. The
presence of vaginal mucous plug was taken as dak gestation for the

mated females and considered as impregnated femaé The number of



pregnant females and litter size was noted in trdrol and DEC-treated
groups.
Satistics analysis

Data were analyzed with one-way ANOVA, followed pgst-Hoc

Tukey test using BioEstat (v.3.0) (Ayres et al.02p



RESULTS

Leydig cells in control group showed morphologicharacteristics as
areas of cytoplasm rich in anastomosing tubular w&hdrled endoplasmic
reticulum. Other areas contained lipid dropletsd anitochondria with
tubular cristae (Figures 1, 2).

As described previously by Saraiva et al. (200@®ydig cells after
treatment with 200 mg/kg of DEC showed the follogvifieatures: 1-
numerous lipid droplets, some of them showing hliydie at edges and
others exhibiting fusion, 2- residual bodies, 3vesal giant whorl-like
smooth endoplasmic reticulum, some of them enaigclarge lipids droplets
(Figures 3-6). Also some cells showed picnotic eusl with condensed
perinuclear chromatin and cytoplasm fulfilled witlpid droplets and
degenerated mitochondria, indicating a steatosisgss (data not shown). In
relation to DEC lower dosages, the morphologicéa$ on Leydig cells
decreased directly proportional to the drug conegioin (Figures 7-12).

Serum testosterone level decreased significantlGémg/kg DEC-
treated group when compared to the controls (ANON<4).05) (Figure 13).
DEC-treated animals with 50 and 100 mg/kg had prtopaally low levels of
serum testosterone, however, no statistical diffiegewere achieved when

compared with the untreated animals.
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Although the evident changes in the testosteromelde no changes
were observed in the pregnancy rates and offsprurgber of DEC-treated
male-mated female mice in any doses studied. Similao statistically
significant differences in body, absolute tested epididymis weights were

noted in any DEC-treated groups compared to th&aogroup (Table 1).
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DISCUSSION

In mouse peritoneal macrophages the cholestera@r esgcle is
characterized by the de-esterification of the cételeyl esters in the lipid
droplets by a nonlysosomal esterase and a subsetgresterification by
acyl-cholesterol acyl transferase (ACAT) (Browragt 1980). Lipid droplets
of cultured Leydig tumor cells also presents a iomaius and dynamic cycle,
where the free cholesterol is released from thad ligroplets (de-
esterification), being available for use in steogjdnesis, or as a substrate for
ACAT (re-esterification) to be stored (Freeman, 298The use of free
cholesterol in the process of steroidogenesis dmffivsubstrate, therefore
reducing the number of lipid droplets, whereas liteezking of this process
would build up lipid droplets as cholesteryl estrage.

Our study demonstrated that 200mg/kg of DEC exerfiking effect
on Leydig cells. These cells were hypertrophiedwshg giant whorl-like
smooth endoplasmic reticulum and numerous lipid pts scattered
throughout the cytoplasm. All these ultrastructuchlanges indicate an
inhibition of the steroidogenesis by a probably ussl utilization of
cholesterol. However, lower dosages of DEC prodditdd morphological
alteration on Leydig cells.

A number of previous reports have attempted toteetdnanges in

testosterone levels to changes in Leydig cell moigy under natural or
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experimental conditions. Zirkin et al. (1980) cdated increased levels of
testosterone secretion with proliferation of smoetidoplasmic reticulum
(sER) and a diminished number of lipid droplets regsorted previously by
other authors (DeKrestser, 1967; Neaves, 1973; é&d¥75; Neaves, 1978).

On the other hand, Sanguinetti et al. (1995) snglythe effect of
streptozotocin on the ultrastructure of mouse Lgydells correlated a
declined secretory activity with an increased numbg lipid droplets,
reduced sER and giant whorl-like smooth endoplaseticulum. Similarly,
Dees et al. (2001) reported numerous lipid drogletslA-10 Leydig tumor
cells after treatment with mono-ethylhexyl phtheJathich were related to a
declined steroidogenesis.

In the present study, the decrease of testostdeweé after treatment
with 200mg/kg DEC for 12 days is correspondenttorioticeable changes in
the Leydig cells. Conversely, no significant chageere observed in the
pregnancy rates and offspring number of DEC-treatede-mated female
mice, perhaps this fact is due to the short assapqg since the complete
spermatogenesis in mice is accomplished only 8Gatays.

For lymphatic filariasis treatment, the therapeutose regimen
recommended by OMS is 6mg/kg for 12 days. In huritie, is known about
DEC toxic sequelae, which can result from overdostarii and Aoki (1997)

described the plasma level of 200mg/kg of DEC i8 ey using a gas-liquid
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chromatograph equipped with a flame ionization cete registering values
of 30ug/ml at 30 to 60 min after injection, decregsrapidly to 1.5ug/ml
after 4 hr. This study indicated that in rats thel cadministration of
200mg/Kg of DEC presented a mean elimination of-lfal of ~1,5 hours.
On the other hand, in humans, after oral admirtistteof 150 mg of DEC,
the plasma concentration achieves values of 0.&lpag/147 min and a half-
life of 14.63 hours (Bolla et al., 2002). Since ttearance of this compound
Is higher in rodents than humans, in the presemtystve utilized a higher
dose of DEC as described elsewhere (Horii, Aok§7)9

According to Fujimaki et al. (1988) DEC inhibitelaet proliferation of
LLC-MK, cells, which turn into round in shape, indicatingpassible
interference with microtubules function. These awhalso showed that DEC
promoted the inhibition of microtubules assemblyd amduced the
disassembly of the preformed onesvitro (1990). Recently, Saraiva et al.
(2006) studying the effect of DEC on mice testescdbed important swollen
endoplasmic reticulum observed as vacuolizationSeftoli cells. Similar
results have also been shown to occur followingtinent with microtubule
disrupting agents (Chapin et al., 1983; Boekelheii#87a; Boekelheide,
1987b; Nakai, Hess, 1994). These cellular altenatmould be explained by a
microtubular disorganization, which is responsiblethe dynamic stability of

several functions inside the cell. Besides, soméiss have demonstrated that



14

the steroidogenic process could be influenced by shate of tubulin
polymerization inside the Leydig cells (Clark, Sha@81; Saltarelli, et al.,
1984).

Decreased steroidogenic activity has been suggeseithe primary
cause of spermatic production failure (Cicero, BEY80; Cicero et al., 1980;
Van Thiel, 1981). Therefore, the presence of degted germ cells in mice
testis after DEC treatment as stated by Saraiva.g2006) could also be
explained as a result of hormonal deficiency.

DEC has a number of direct biochemical effects omide range of
different enzyme systems, including glycolysis, atel metabolism and
acetylcholinesterase (Subrahmanyam, 1987), andnwacellular transport
between the endoplasmic reticulum, the Golgi agparand the plasma
membrane (Stevens et al., 1985). Pharmacologiadlest also have pointed
out that DEC has an important antiinflammatory rsilece it interferes with
arachidonic acid metabolism (Maizels, Denham, 199®)ese findings
indicated that DEC interferes with important enztimgpathways, and
therefore we cannot exclude the possibility thatCDéiso can act directly on
enzymatic hormonal pathways.

In conclusion, the results obtained in the prestmdy are consistent
with the hypothesis that, although some morphoklgaterations of Leydig

cells were observed, DEC has no noticeable effechale mice fertility.
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Legend to figures:
Figures 1-2. Untreated Leydig cells showing whor@dioplasmic reticulum

(arrow), lipid droplets (L), scattered lysosomesrrqahead), several

mitochondria with tubular cristae (M), and nuclé€ig. Bars, Jum.

Figures 3-6 — 200mg/kg DEC-treated Leydig cellswshg several lipid

droplets (L), some of them are showing hydrolysiedges (arrowheads) and
others exhibiting fusion (asterisk), giant whoKdi smooth endoplasmic
reticulum encircling large lipids droplets (arrowgsidual body (open arrow)

and degenerated mitochondria (M). Bajsml

Figures 7-12. (7-8) 25mg/kg DEC-treated Leydig salhowing numerous
lipid droplets within the cytoplasm (L), some okth exhibiting hydrolysis
(arrow). Bar, 0,pm; Bar, Jum. (9-10) 50mg/kg DEC-treated Leydig cells
with giant whorl-like smooth endoplasmic reticularrow), fusion of lipid
droplets (asterisk) and degenerated mitochondria Bdr, Jum; Bar, O0,m.
(11-12) 100mg/kg DEC-treated Leydig cells presentimumerous lipid
droplets (L), giant whorl-like smooth endoplasnmaticulum encircling lipids

droplets (arrow) and degenerated mitochondriae Bdjs, Jum.



Table 1. Body and organ weights and male fertditgontrol and
experimental animals

Parameter Control Treated (DEC
200mg/Kkg)

Body weight (g) 38.5+1.96 39.1+1.78

Testis (mQ) 144 +19.93 129.7 +10.34

Epididymis (mg) 59.6 + 14.47 68.9 £10.9

Male fertility 18.7 +5.12 18.4 +5.35
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Figure 13 - Effect of DEC treatment on mice serum testosterone. [Significant

difference between DEC 200mg/kg and control samples, p<0.05.
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