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ARTIGO DE INVESTIGAÇÃO CIENTÍFICA 

Volume dos núcleos das células do testículo de 

ratos sob efeitos da ofloxacina1 

Study of nuclear volume of testicular cells in rats 

after the use of ofloxacin 

Resumo 
A ofloxacina possui amplo espectro de ação antimicro- 
biana, inclusive no combate ao Mycobacterium leprae, 
sendo atualmente empregada em substituição, quando 
da impossibilidade do uso da rifampicina. O objetivo 
deste foi estudar alterações nos núcleos das células do 
testículo de ratos púberes e respectivos grupos 
controle, submetidos à aplicação oral de ofloxacina. 
0 método utilizado foi a morfometria, pela técnica 
cariométrica. As principais estruturas observadas nas 
preparações histológicas dos testículos foram: as célu- 
las de Leydig, as espermatogônias e as células de 
Sertoli. Foram utilizados 09 ratos (Wistar), cinco trata- 
dos e quatro controles, aos quais foram administrados 
diariamente 12 mg/Kg/peso de ofloxacina, do 34Q ao 
48Q dia após o nascimento. No 49a dia de vida, os ratos 
foram sacrificados. O estudo cariométrico das células 
de Leydig, das espermatogônias e das células de Sertoli 
de testículos dos animais tratados não evidenciou 
mudanças significativas na forma de seus núcleos 
(p > 0,05), quando comparados aos controles. 
Conclui-se que a oflocaxina na dose e período empre- 
gados não promoveu alterações nos constituintes celu- 
lares de testículos de ratos púberes. 

Palavras-chave: hanseníase; testículos; ratos; ofloxacina; 
volume nuclear; cariometria 
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Introdução 

A inclusão da ofloxacina como alternativa 
terapêutica para a hanseníase deve ser feita com 
cautela, uma vez que se encontram descritos, entre 
outros, danos testiculares decorrentes de seus efeitos 
adversos1-2. Sabe-se que o Mycobacterium leprae tam- 
bém pode exercer ação deletéria sobre o tecido testi- 
cular3-4 e tendo em vista, os efeitos sobre os testículos, 
do uso da droga em estudo, faz-se importante que se 
estabeleça o grau de toxicidade desse fármaco visando 
a prevenção de complicações do órgão alvo. 
A ofloxacina é.uma quinolona considerada uma droga 
de eleição por ser a mais bem tolerada e por possuir 
amplo espectro de ação antimicrobiano5. Por outro 
lado, seu efeito tóxico, pode levar a malformações, 
diminuição do peso de fetos de rato, retardo no desen- 
volvimento com artropatia em animais jovens e 
redução morfo-funcional do testículo em animais 
jovens6 e adultos1-2. 

Na hanseníase, a infiltração bacilar 
comprometendo os testículos pode resultar em 
alterações hormonais, redução testicular, ginecomas- 
tia, distribuição feminina de pêlos, provocando o 
hipogonadismo e até a infertilidade3-4, distúrbios que 
poderiam ser potencializados pelo uso da droga em 
estudo. 

Na complexidade da espermatogênese são 
inúmeras as substâncias, entre elas, a ofloxacina, que 
teriam a capacidade de atuar em diferentes níveis do 
processo de formação dos espermatozóides, 
ocasionando danos reversíveis ou irreversíveis. O pre- 
sente estudo tem como objetivo quantificar por meio 
da cariometria, as possíveis alterações nos núcleos das 
células do testículo de ratos tratados com ofloxacina. 

Material e Método 
Após aquiescência da Comissão de Ética em 
Experimentação Animal da Faculdade de Medicina de 
São José do Rio Preto (FAMERP), em 30/08/2000, foram 
empregados nove ratos (Ratus norvergicus), da 
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variedade Wistar, sendo cinco filhotes para o grupo 
tratado e quatro para o grupo controle. 

Método 
A droga utilizada neste estudo foi a ofloxacina 

(Floxacin - janssen & Cilag®), na dose de 12 mg/kg de 
peso corporal, por via gástrica. Optou-se pela utiliza- 
ção da dose terapêutica, levando-se em consideração 
que a dose administrada para tratamento de adulto 
humano (de até 70 kg) é de 800 mg/dia, de 7 a 14 dias 
consecutivos. 

Determinação do tratamento dos 

animais 
Após determinar o primeiro dia de gestação, 

as fêmeas foram mantidas em gaiolas individuais e pos- 
teriormente à lactação, os filhotes machos foram esco- 
lhidos ao acaso: cinco tratados e quatro para o grupo 
controle. Do 34a ao 48a dia pós-natal, (período consi- 
derado de puberdade para o animal), foram administra- 
dos, diariamente, 12 mg/Kg de peso corporal de 
ofloxacina dissolvidos em 4 ml de água destilada, dire- 
tamente no estômago dos ratos, por meio de sonda 
gástrica. Aos animais do grupo de controle foi admi- 
nistrada a mesma quantidade de solução salina. Para 
alimentação diária, todos os ratos foram mantidos com 
ração comercial (Purina®) e água ad libitum. O 49a dia 
após o nascimento marcou o término do período 
experimental e os ratos foram, então, sacrificados por 
inalação de éter anestésico. 

Técnica histológica 
Todos os animais deste experimento foram 

imersos em solução fixadora (Álcool a 70% - 85 ml, 
formalina 10% - lOml - ácido acético 5% - 5ml) 
durante 24 horas. Decorrido este período foram seca- 
dos e pesados em balança de precisão Mettler H64 
(Mettler-Toledo Moisture Balances) com sensibilidade 
de décimo de miligrama e, em seguida, lavados em 
água destilada e imersos em álcool a 80%. 
Posteriormente, os testículos foram retirados por 
incisão inguinal ou escrotal. Foram cortados transver- 
salmente, desidratados, diafanizados e incluídos em 
parafina. Tais inclusões foram seccionadas com 5 mm 
de espessura e, numa sequência total de 100 cortes, 
selecionaram-se nove cortes de cada bloco. 

Na sequência, realizou-se a coloração com 
FHematoxilina e Eosina para avaliação histológica, 
cujas principais estruturas observadas dos testículos 
foram a túnica albugínea, as células de Leydig, o 
epitélio germinativo, as células de Sertoli, as esper- 
matogônias e os espermatozóides. 

Técnica morfométrica : 

cariometria 
As imagens dos núcleos das células dos 

testículos foram projetadas sobre papel branco, com 
aumento final de 1.240 vezes, utilizando-se o 
microscópio óptico H500 Wetzlar (Helmut Hund 
Cmbh, Alemanha) com objetiva de imersão Leitz 
(Alemanha), munido de câmara clara Leitz Wetzlar, 
onde para cada um dos animais, foram consideradas 
50 imagens nucleares de cada um dos três tipos de 
células estudadas. As imagens foram obtidas pela pro- 
jeçâo da câmara clara, contornadas com lápis e calcu- 
lados os seus diâmetros maiores (D) e diâmetros 
menores (d), com auxílio de papel milimetrado. A par- 
tir desses diâmetros foram estimados os seguintes 
parâmetros nucleares, de acordo com as fórmulas indi- 
cadas a seguir7: 

variAveis fórmula. 

Diâmetro médio (|_im) M = (D.d)^ 

Perímetro (fj.m) P — (tc I/2),[3/2.(T>+-d)—Ni] 

Relação diâmetro D/d R — D/d 

Volume (|rm3) V — tc. 1/6.M3 

Área (|j.m5) A. = Tt Vi.Pvl2 

Relação área/volume V/A — 2/3.M 

Coeficiente de forma F = Ate.A. 1 /P2 

índice de contorno I = P/A''2 

Excentricidade E -[(D^d)^.CD d)/JT 1 
   

Anál ise estatística 
Para análise dos parâmetros obtidos pela cari- 

ometria nos dois grupos, tratados e controles, foi uti- 
lizado um "software" previamente descrito por Maia 
Campos e Sala (Departamento de Estomatologia da 
Faculdade de Odontologia de Ribeirão Preto, USP)7. 
Para o tratamento estatístico empregou-se o teste de 
Mann-Whitney (não paramétrico), determinando para 
os testes intervalo de confiança de 95%. 

Resultados e Discussão 
Órgão alvo: Os testículos apresentavam-se 

localizados extra-abdominais, retidos pelo escroto, 
sendo semelhantes em forma, volume e coloração. Ao 
microscópio apresentavam vasos e túnicas albugíneas 
com características normais e inúmeros túbulos semi- 
níferos. Estes continham lúmen e as células de Sertoli, 
espermatogônias, espermatócitos I e II e esperma- 
tozóides na luz. As células de Leydig estavam contidas 
no interstício, entre os túbulos. Quanto às característi- 
cas morfológicas, os testículos dos ratos estudados 
apresentaram-se dentro do esperado para a idade7'9. 

Células alvo: (Leydig, Sertoli e espermatogô- 
nias) conforme as Tabelas 1 a 3 pode-se observar que 
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o estudo cariométrico das células de Leydig, das célu- 
las de Sertoli e das espermatogônias dos ratos tratados 
mostrou resultados semelhantes àqueles obtidos para o 
grupo controle (p >0,05), em todos os parâmetros estu- 
dados (diâmetro maior, diâmetro menor, diâmetro 
médio, relação do diâmetro maior/menor, perímetro, 
área, volume, relação volume/área, excentricidade, 
coeficiente de forma e índice de contorno). 

Tabela 1. Valores dos dados das variáveis estudadas 
dos núcleos das células de Leydig de ratos 
submetidos à ofloxacina e controles. N = 
células de Leidyg. 

Grupo Controle n = 300 Grupo Tratado n = 250 

Variáveis Média I Dp j Mediana Média ÍDp J Mediana p* Variáveis Média Dp 

DM TMT KM* 

Din 12,70 0761" 

Dme 14,40 0,66 

DM/m 1,30 0,04 

16,24 15,79 

12,52 12,66 

14,08 14,10 

12,66 0,31 

14,10 0,28 

Mediana p* 

15,66 os 
12,54 ns 

13,98 ns 

1,26 ns 

11429,60 1217,45 [1334,60 11366,90 192,74 11327,80 Ins 

164,83 15,98 156,99 158,25 6,29 154,94 ns 

" M4 0,40 8^4 '8,44 ~'ÕJtí 8^6 nT" 

" 48[64 235 47^9 47,15 Õ34 46^94 ns 

0^60 Õ^Õ4 '0,57 0^)2 038 _ ns 

DM: Diâmetro maior; Dm: Diâmetro menor; Dme: Diâmetro médio; DM/m: Diâêmatero 
Maior/menor; V: Volume; A: Área; V/A; Volume/Área; P: Perímetro; E; Excentricidade;IC: índice 
de contorno; CF:Coeficiente de forma 
*: Teste de Mann-Whilney. ns: Não significante ao nível de 5% . 

Tabela 2. Valores dos dados das variáveis estudadas 
dos núcleos das espermatogônias de ratos 
submetidos à ofloxacina e controles. N = 
células espermatogônias 

Grupo Controle n " TOO Grupo Tratado n = 250 

Variáveis Média Dp Mediana Média Dp Mediana P* 
DM 16.24 0,43 1632 16764 Pj 16,80 ns 
Dm 11,74 0,72 11,96 12,56 0,41 1236 ns 
Dme 13,78 038 13,87 14,43 0,51 14,71 ns 
DM/m 1,39 0,06 136 "Í34 0,04 " 132 ns 
V 
_ -- 

1212,20 177,25 1242,50 143,50 142,63 1506,ÍÕ_ ns 
150,89 12,78 152,55 165,86 11,80 172,19 ns 

V/A 
_ 

7,89 0^47 7,97 8,37 037 837 ns 
47,49 — 1,49 47,42 49,09 1,97 49773 ns 

ir 0,67 0,03 0,66 0,63 0,02 0,63 os 
IC 3,89 0,05 3,86 334 " 0^3 333 ns 
CF 0,83 0^2 0,84 0,85 0,86 ns 

DM: Diâmetro maior; Dm: Diâmetro menor; Dme; Diâmetro médio; DM/m: Dioêmatero 
Maior/menor; V: Volume; A: Área; V/A; Volume/Área; P: Perímetro; E: Extentriddade;IC; índice 

Tabela 3. Valores dos dados das variáveis estudadas 
dos núcleos das células de Sertoli de ratos 
submetidos à ofloxacina e controles. N = 
células de Sertoli. 

Grupo Controle i b = 300 Grupo Tratado n = 250 

Variáveis 1 Média Dp | Mediana Média Dp Mediana P* 
"DM j 22^5 0,81 1234 " 22,12 | 0,94 21,76 ns 

Dm 15,75 0,85 15,82 ~ 15,68 1,38 15,72 ns 

Dme 18,86 0,64 18,89 18,52 0,62 18,50 ns 

DM/m 1,50 0,10 131 1,46 030 ! 137 ns 

V 311630 378,28 316130 ! 2953,00 | 444,07 285630 j ns 

A 284,54 19,68 285,66 272,91 18,55 272,45 ns 

V/A 
_ 

10,50 0,57 10,55 
; 

10,45 0,92 10,48 ns 

66,21 2,08 65,66 64,44 ~ 1,56 64,62 ns 

£ 0,68 0,04 0,69 0,66 0,08 0,63 os 

IC 3,97 038 3,98 3,94 1 0,17 3,86 ns 
  CF 0,80 0,03 0,80 [Õ32 0,06 0,85 ns 

de contorno; CF:Coefidente de forma 
* Teste de Mann-Whitney. rft; Não significante ao nível de 5% . 

DM: Diâmetro maior: Dm: Diâmetro menor; Dme; Diâmetro médio; DM/m: Dioêmatero 
Maior/menor; V: Volume; A: Área; V/A: Volume/Área; P: Perímetro; E: Excentricidade;IC: índice 
de contorno; CF:Coeficiente de forma 
* Teste de Mann-Whitney. ns: Não significante ao nível de 5% . 

Os resultados do presente trabalho indicaram 
que a ofloxacina não afetou as células testiculares os 
ratos púberes, fato que poderia estar associado à 
ausência de efeitos da droga nesta idade, ou ainda às 
doses ou períodos empregados. Na puberdade, os 
túbulos seminíferos, estimulados principalmente pelos 
hormônios gonadotrópicos, sofrem maturação, 
adquirem lúmen, caracterizando a forma adulta da 
espermatogênese8"11. 

Assim, a puberdade é caracterizada pela rápi- 
da maturação física e sexual, onde a capacidade de 
reprodução é concretizada1213 e o desenvolvimento 
celular atinge a fase de diferenciação completa. 

Quando se considera o complexo processo da 
espermatogênese11'14, duas ordens de fatores podem 
ser determinadas; a razão (ritmo ou duração) e a pro- 
dução da espermatogênese (maturidade ou imaturi- 
dade), podendo-se concluir que os efeitos tóxicos 
podem atingir, indiscriminadamente, um e/ou outro 
determinante15. Na dosagem utilizada por este estudo, 
a administração de ofloxacina não apresentou resulta- 
dos significantes e diferentes entre os grupos estudados 
em relação aos parâmetros da cariometria, porém reg- 
istros na literatura indicam a sua ocorrência quando do 
uso de concentrações mais elevadas2. A ofloxacina 
causou a diminuição na quantidade e na motilidade de 
espermatozóides, quando ministrada em doses de 75 
mg/kg de peso corporal, por 7 dias. Notou-se também, 
uma diminuição gradativa na produção diária de 
espermatozóides e na sua motilidade, na medida em 
que a dose era aumentada, bem como o tempo de apli- 
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cação da droga: 36, 72, 360 mg/kg de peso corporal, 
por 1 5 dias. Ainda no mesmo trabalho, após avaliação 
histológica, constatou-se atrofia dos túbulos seminífe- 
ros após administração de doses de 135mg/kg de peso 
corporal, durante 15 dias, além da proliferação exacer- 
bada dàs células intersticiais, o que provocou impacto 
sobre as espermatogônias e o desaparecimento das 
células de Leydig, quando foi atingida a dose de 360 
mg/kg de peso corporal2, o que não aconteceu neste 
presente estudo, na dose terapêutica administrada. 

Entre os elementos causadores de alterações 
testiculares estão os herbicidas16 e as toxinas vegetais 
de açâo sistémica17, conhecidos pela redução signi- 
ficativa que promovem no número de espermatozóide. 

O estresse exerce um efeito semelhante em 
ratos e em humanos18 e o tabagismo masculino é um 
dos principais fatores associados à redução da quanti- 
dade do sémen, incluindo a concentração de esperma- 
tozóides, desordens na motilidade e nos níveis hor- 
monais19. 

Na hanseníase, a infiltração do 
Mycobacterium leprae e/ou a ocorrência das reações 
hansênicas podem envolver os testículos e provocar 
alterações na espermatogênese, tais como o declínio 
significativo na concentração, no volume do sémen, 
resultantes da diminuição do volume testicular. A 
demonstração da presença de anticorpos antiesperma 
seria indicativa que a infecção pelo bacilo também 
promova a diminuição da motilidade espermática20-22. 

Deve-se também levar em consideração que, 
no caso de drogas antivirais, como o aciclovir, em ratos 
adultos, ocorreu a diminuição do número de esper- 
mátides e espermatozóides23, muito embora o mesmo 
produto encontrado no sémen humano, em alta con- 
centração plasmática, não cause alterações no 
número, motilidade ou morfologia dos esperma- 
tozóides24. 

De maneira semelhante, na ocorrência da 
hipervitaminose A, em ratos adultos, foram encon- 
tradas lesões nos túbulos seminíferos e redução no 
volume das células de Leydig, no ritmo da esper- 
matogênese e nos níveis do hormônio luteizante 
sendo, porém, tais alterações reversíveis após 50 dias 
da retirada dessa vitamina25. 

O uso da ofloxacina na fase fetal e lactação 
promoveu mudanças significativas em núcleos testicu- 
lares de ratos. Na fase fetal, por meio da cariometria, 
com uso de 12 mg/Kg de peso materno, no 100 dia de 
gestação encontrou-se modificação na forma dos 
núcleos das células de Leydig, diminuição do formato 
e aumento do volume dos núcleos dos gonócitos 
pequenos e alteração da forma dos núcleos dos 
gonócitos grandes. Já na lactação, durante o período de 
25 dias de vida, as mães receberam, 12 mg/ Kg/peso 

corporal/dia de ofloxacina e observou-se modificação 
na forma e aumento do volume dos núcleos das 
células de Sertoli6. 

A ofloxacina 
A opinião dos pesquisadores em relação ao 

uso das quinolonas permanece controversa, dividida 
sobre os efeitos adversos que essas drogas produzem, 
inclusive a ofloxacina. 

O emprego da droga em estudo, em animais, 
principalmente no rato, sugere alterações da fertili- 
dade26 e nas vértebras de fetos, quando utilizada em 
altas doses27, impossibilitando o tratamento de animais 
jovens28. Há também a possibilidade da terapêutica 
com a ofloxacina, na dosagem de 10 mg/kg por 11 
dias, alterar a espermatogênese, provocando 
diminuição da produção de espermatozóides29. Além 
disso, em seres humanos, foi observada a ocorrência 
de miastenia grave por açâo da ofloxacina30'31, ruptura 
de tendões de Aquiles e articulações do joelho, em 
adultos32"34, bem como, nefrotoxicidade35, neuropatia 
periférica36, reação gastrointestinal e arritmia cardíaca, 
com o emprego das quinolonas37, entre outros. 

Contrariamente, estudiosos da reprodução em 
mamíferos, testando a ofloxacina, não encontraram 
efeitos adversos, nas doses de 350 mg/dia, ao investi- 
garem a toxicidade maternal e a embriotoxicidade27. 

Para esses autores, não há evidências de que 
a ofloxacina oral, quando ministrada a ratos e coelhos, 
no período da embriogênese, cause danos na fertili- 
dade ou efeitos adversos tardios no desenvolvimento 
fetal, trabalho de parto, lactação ou crescimento de 
recém-nascidos27. 

Da mesma forma, alguns autores não encon- 
traram problemas de toxicidade fetal e neonatal, rela- 
cionados ao período do nascimento, em filhos de 549 
mulheres grávidas, expostas às quinolonas38. 

Os seus benefícios, porém, são incontestáveis 
por sua excelência e amplo espectro de ação contra a 
infecção bacteriana37'39. Porém, o uso indiscriminado 
das quinolonas deve ser considerado. As novas 
quinolonas devem ser utilizadas como agentes 
terapêuticos, com cautela, no tratamento de infecções, 
avaliando-se o risco/benefício40 e monitorando-se os 
efeitos adversos já expostos. 

Conclusão 
A ofloxacina, ministrada na dosagem de 12 

mg/Kg de peso, em ratos Wistar, do 34e ao 482 dia pós- 
natal, não afetou o tamanho e a forma dos núcleos das 
células de Leydig, das espermatogônias e das células 
de Sertoli. 
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Abstract 

Ofloxacin presents an ample spectrum of antimicrobial 
actión, including combating Mycobacterium leprae, 
and is currently employed as a substituta when the use 
of rifampicin is impossible. The objective of the present 
work was to study alterations in the nuclei of testicular 
cells in pubescent rats submitted to oral application of 
ofloxacin, and respective control groups. The method 
utilized was morphometry by the cariometric 
technique. The principie structures observed in 
histological preparations of the testicles were Leydig 
cells, spermatogonias, and Sertoli cells. 09 Wistar rats 
were utilized, five treated and four contrais, who 
received 12 mg of ofloxacin per Kg of body weight, 
from the ST* to 48th day after birth. On the 49th day 
the rats were killed. The cariometric study of the 
Leydig cells, spermatogonias and Sertoli cells revealed 
that there were no significant changes in the forms of 
their nuclei (p > 0.05), permitting the conclusion that, 
at the doses used, the testicular cells suffered no 
alterations. 

Key-words: leprosy; testicular cells; cariometric; 
nuclear volume; ofloxacin 
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