
Rev. Inst. Med. trop, São Paulo
24(4):214-221, julho.agosto, 1982

ALTERAçõES DO TESTÍCULO HUMANO NA MOLÉSTIA DE CHAGAS
II - ESTUDO MORFOMÉTRICO DO TECIDO INTERSTICIAL

leresa Lúcia LAMANO CARVALHO (1), Affonso Luiz FERBEIRA (2) e Marco Antonio SAHÃO (g)

RE SUMO

Avaliou-se a atividade funcional das células de Leydig de homens chagásicos
crônicos, separados nos grupos NoRMospERMrco, ol,rcospÉRMrco, Azoos-
PÉRMrco e sEM ESPERMoGRAMA, nos quais exame anterior revelara a pre-
sença de rdiver,sos graus de alteração no epitélio germinatirvo G,AMANo cARvA-
LHO & col. 1ó). Os resultados de volume e densidade da cromatina dos núcleos
das 'células de Leydig, e tamtre n as observações obtidas da análise histológica,
foram comparados com aqueles obtidos d.e testículos de homens não-chagásicos.
os dados obtidos em pacientes chagásicos sugerem uma depleção na população
de células de Leydig, levando ao aumento da atividade funcional das células re-
marie'scentes, com conseqüente exaustão e degeneração de muitas delas. para ex_
plicar tais alterações, aliadas às observadas por LAMANO cARvALHo & sol. ro,

no epiüélio germinativo, discutiu-se a concorrência provável de três mecanismos
inter-relacionados: a desnervaçã,o dos centros nervosos que controlam a ativida-
de hipofisária, a desnervação de gânglios do plexo pélLvico, do parasitismo do
testículo pelo T. crrrzi, na, fase aguda d.a doença.

cDU 593.16t.t3
616.937 .3-t92.9

Existem evidências clÍnicas de envolvimen-
to do Sistema Genital Masculino, na Moléstia
de Chagas. HADDAD & col.rr e HAÐDAD &
RAIAlo observaram disfunções sexuais, em pa-
ciente.s chagásicos crônicos, os quais referiram
diminuição da ejaculação e diminuiçáo ou até
perda da liþido e de potência.

As observaçþes de parasitismo do testícu-
lo pelo T. cruzi, na fase aguda d.a doença, são
raras (CHAGAS 1,2, HARTZ & TOLEDANO 12,

ambos em huma¡ros; VIANNA2I, em cobaias),
porém tem-se evidenciado histologicamente, a
presença de seqüelas no testículo, na fase crô-
nÍca da Moléstia (FERREIRA7, FERREIRA &
ROSSI 8, LAMANO CARVALHO & col.,r6).

FERREIRAz,S e FERREIRA & ROSSIS
constataraÍn danos focais na cinética da esper-

(1) Professor Assistente d.o Departamento de patologia da
USP, Brasil

INTRODUçÃO

matogênese, alterações regressivas de células
germinativas e atrofia do epidídimo, em co-
baias, em fases tardias da Molésúia de Chagas.

LAMANO CARVALHO & col. 16 observaram,
analisando a cinética da espermatogênese em
testÍculos humanos de chagásicos crônicos, pa-
rada na maturaçáo das células germinativas, e
também de alterações regressivas destas célu-
las, em freqüências variáveis de indivÍduo para
indivíduo. Estes Autores associaram tais alte-
rações testiculares à desnervação de gânglios
do Plexo Pélvico, provavelmente induzida na
fase aguda da tripanossomíase, uma vez que
o parasitismo dos elementos tubulares, pol si
só, não seria suficiente para explicar os qua.
dros histológicos observados.

Faculdade de Farmácia e Odontologia de Ribeirão preto _
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Deve-se considerar, porém, além dos dois
mecanismos patogênicos aventados acima, a
possÍvé¡. concorrência de um dixarranjo hormo-
na,l, levando irs disfunções sexua¡s do homem
chagásico crônico.

MOREIRA 18 evidenciou, mediante dosagem
nos nlveis de LH, que apesar de os homens cha-
gásicos crônicos não apresentarem quaisquer
evidências de comprometimento da adeno-hipó-
fise, dentro do grupo chagásico existe ampla
variação de valores dos níveis basais e também
de secreçáo integral desse hormônio.

Como o LH é o hormônio que exerce fun-
ção trófica nas células de Leydig do testícuto,
seria de interesse avaliar a atividade funcional
A"uspp células, no homem chagásico crônico,
umâr vez que os hormônios androgênicos, por
elas sintetizados, sáo responsáveis também pe-
lo processo espermatogenético e integridade do
eþitélio germinati,vo.

Assim, o objetivo do presente trabalho se
rá o de carapterizar as possíveis alterações da
integridade e atividade funcional das células de
LEydig" no testículo de homens na fase crônica
da Moiéstia de Chagas. Tal avaliaçáo será rea-
lizada em biopsias de chagásicos crônicos já
analisadas anteriormente quanto à cinética da
espermatogênese (LAMANO CARVALHO &,

col. tó). A presente investigaçáo permitirá uma
interpretação mais cornpleta sobre outros wen-
tuais mecanismos patogênicos envolvidos nesta
"çtatia" chagásica.

MATERIAL E METODOS

Os homens chagásicos e controles, que for-
necerarn material paxa a presente investigação,
sáo os masmos utilizad.os em trabalho anterior
(LAMANO CARVALHO & col. 16). Após triagem
dos indivíduos, aqueles chageísioos crônicos se-
lecionados forneceram amorstra de sêmen para
realizaçã.c de espermograma, e também biopsia
testicular. O grupo controle constituiu-se de
material de necrópsias de homens não-chagási-
cos.

PROCESSAMENTO HISTOLÓGICO - Dos
fragmentos de testículo, fixados em Bouin por
24 horas e processados como de rotina para
inclusáo em parafina, foram obtidos cortes de
10pm de espessura, corados pelas técnicas do
Tricrômico de Masson e pelo PAS-Hematoxilina.

avaLIAçÃo Do TECTDO TNTERSTICIAL

- A atividade funcional das céIulas de Leydig
foi avaliada por meio de doi,s parâmetros: o
volurne de seus núcleos e o adensamento da
cromatina nuclear.. Para estimativa dos volu-
mes nucleares, utilizou-se uma câmara clara, da
Reichert, que projetava as imagens dos nú-
cleos sobre papel branco, com um aumento fi-
nal de 1140 vezes. Erarn contornadas as ima-
gens de 50 nrlcleos por indivíduo, porém ape-
nas daqueles esféricos ou elípticos, e que não
apresentassem picnose ou sinais de dissolução
ou fragmentação. A seguir, mediam-se os diâme-
tros ortogonais destes núcleos, com papel ve-
getal milimetrado e calculavam-se seus volumes
de acordo com a fórmula descrita por VALERI
& col.20:

qr , /D,.DÃondeÐrev:- D, D". l/ ' L'
6"'/

D, são os diâmetros ortogonais, medidos em

milímetros, e y'f, 4'¡ representa a esti-
rnativa do terceiro diâmetro. Introduzindo, na
fórmula acima, valores para correção das me-
didas de milímetros para micrômetros, e tam-
bém pana o aument,o final de 1140 vezes, obtém'
se a fórmula seguinte, utilizada:

v:0,3534D, Dr. /q.-Dr1 .os
mesmos núcleos das células de Leydig, dese-
nhados para cálculo de volume, foram classifi-
cados em três categorias, de acordo com o
grau de adensamento de sr.r,a, cromatina: Claro,
Médio ou Escuro. Todas as classificações fo-
ram feitas pelo me.smo observador, e sob ob-
jetiva de 100 aumentos.

ANÁLISE ESTATÍSTICA - Os valores dê
volume nuclear das células de Leydig, em pm3,

sofreram transformação logarÍtmica, preten-
dendo-se assim homogeneizar sua variância. A
seguir observou-se, empiricamenüe, que os da-

dos assim transformadós seguem distribuição
Normal. Para tanto, construíram-se gráficos
(Fig. 1) que contém, em abscissa, os logaritmos
dos volunres, nucleares e, ern ordenada, a variá-
vel yi, que são os valores obtidos em tabela nor-
mal reduzida, correspondentes às freqüências
relativas acumuladas destes volumes. Obser-
va se, pela análise da Fig. 1, que as retas hi-
potéticas traçadas se ajustam bem à distri,
buição dos pontos, o que significa que a va-
riável em questão tem distribuição Normal.
Considerando que as retas contêm os va-

lores populacionais de log de volume, foram
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obtidos, destas retas, os parâmetros ,tr, !t't o e
p t 2 t, para cada população estudada (Tabela
f ), e com estes parâmetros construíram.se cur-
vas Nonnais (Fig. 3), utilizadas parìa a com-
paragão entre as diferentes populações.

RESULTADOS

Os homens chagásicos foram previamente
subdivididos em quatro grupos, de acordo com
os resultados dos espermograrnas: NORMOS-
PERMICOS, OLIGOSPER,MICOS, AZOOSPÉR,.
MICOS e SEM ESPERMOGRAMA (vide LAMA.
NO CARVALHO & co.16). estes quatro gru-
pos foram companados entre si e também com
o grupo de homens náo-chagásicos.

EXAME HISTOLóGICO - O exame histo_
lógico das biopsias de testículo revelara, para to-
dos os grupos de chagásicos, a presença de qua_
clros heterogêneos, com secções tubulares es-
permatogeneticamente ativa ao lado de secções
tubulares alteradas, quer pela parada na ma-
turação das células germinativas, quer por si_
nais de alterações regressivas destas células
(LAMANO CARVALHO & col. 1ó). A freqüência
de tais alterações variou grandemente de indi-
vÍduo para indivíduo, porém cresceu progres-
sivamente dos chagásicos Normospérmicos para
os Oligospérmicos e Azoospérmicos. O exame
do tecido intersticial, ora realizado, evidenciou
pequenos aglomerados de células de Leydig,
preenchendo e assumindo a forma do espaço
livre entre túbulos seminÍferos adjacentes. A
quantidade destas células apnesentou alguma
variação de indivfduo para indivíduo, porém
pode-se observar acentuada diminuição em seu
número, em quatro homens Normospérmicos,
três Oligospérmicos e nos cinco Azoospérmicos
analisados. No grupo de chagásicos Sem Es-
perrnograma, encontrararn_se quadros histoló-
gicos semelhantes aos descritos para o,s outros
grupos de chagásicos, sugerindo que ele deve
ser constituído tanto de Normospérmicos como
de OligospérmicoJ e Azoospérmicos. A observa-
ção mais acurada das céIulas de Leydig, reve-
lou a presença de diferentes graus de adensa_
mento de sua cromatina nuclear, o que permi_
tiu classificar seus núcleos como Claros, Médios
ou Escuros (Fig. 2A). Os aglomerados aparente_
mente individuais, que estas células formavam,
eram constituÍdos por uma maioria de células
de núcleos semelhantes (Claros e Médios ou,
então, Escuros e Médios), sugerindo o mesmo
nÍvel de atividade funcional (HELLER, &
LEACHI3) (Figs. 2A e B). Foram observados
também, e com muito maior freqüência nos
indi,víduos Chagásicos do que nos Controles,
aglomerados de células de Leydig de núcleo com
contorno irregular, muiüas vezes pouco nÍtido

Fig. I - Correlaçã,o entre os volumes nuclea¡es das células
de Leydig (log) e os valore€ correspondentes às suas fre_
qi¡ências relativas acumuladas, obtidos em tabela Nomal
reduzida (Vi), nos indivíduos Controles e Chagásicos Nor_
mospérmicos (NORMOS.), Otigospérmicos (OLIcOs.),
Azoospémicos (AZOOS.) e Sem Espermograma (S/ESp.).

TABELAI
Pa¡âmetros populacionais, relativos aos volumes nucleares
das células de Leydig 0og¡, ¿o. indivÍduos Controles e
chagásicos Normospérmicos (NORMOS.), Oligospérmicos
(OLIGOS.), Azoospérmicos (AZOOS.) e Sem Estr)elmograma

(s/EsP.)

Populagão

Controle
Normos,
Oligos.
Azoos.
S/Esp.

2,25 2,35 2,16 2,M 2,06
2,25 2,37 2,13 2,49 2.01
2,21 2,40 2,12 2,52 2,02
2,34 2,46 2,23 2,51 z,Lt
2,32 2,44 2,20 2,56 2,08

Par:arnetros populecionais

pto lt-o p*2ø þ_2o
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pertencentes às classes IIIa e IIIb; 3) ligeiro
aumento de volume dos núcleos Escuros, evi-
denciado pelo aumento de freqüência daqueles
pertencentes às classes II, IIIa e IIIb. Portanto,
os núcleos Claros e Médios, âpesar de ,se tor-
narem menos freqüentes, passaram a exibir
volumes maiores, nos grupo,s chagásicos Oligos-
pérmico e Azoos¡Érmico. Os núcleos Escuros,
por outro lado, se tornararn mais freqüentes e
aumentaram tamloém o volume, nos chagiírsicos
Oligospérmicos e Azoospérmicos.

DISCUSSÃO

As células de Leydíg do homem adulto pos-
suem uma diversidade morfológica que sugere
niveis funcionais diferentes. Tem-se identifica-
do células de Leydig "imaturas,', que parecem
originar as célula,s "maduras" funcionalmen¡e
ativas, e estas completam o ciclo com uma des-
diferenciaqáo (células "em inùoluçáo") ou, en-
tão, com a dissoluçáo dos componentes cite
plasmáticos e nucleares (célutas ,,em dissolu-
çáo") (SNIFFENIe, FAVüCETT & BURGOSó,
LMI ,& col. 1?)., Tal classificação baseia-se qua-
se que exclusivamente, nos componentes cito-
plasmáticos das células; porém, no presente tra-
ba1ho, classificaram"se as células de Leydig de
acordo com suas caracterÍsticas nucleares, que
também devem estar associadas a diferentes
nÍveis funcionais das células (FOXe, HELLER
& LEACH13). Parece razoável considerar que
aquelas células de Leydig de núcleo Claro ou
Médio, cujo log de volume pertence à classe If,
e que representarn a maioria, na popul'ação
destas células, no testículo de homens normais
(vide Tabela II), sejam as células funcional-
mente ativas ou, então, de maior atividade me-
tabólica. As células de núcleo Escuro, bem me-
nos freqüentes na população, devem apresen-
tar atividade diminuída ou ausente. Tal hipó-
tese coaduna com o conceito básico de citolo-
gia, segundo o qual, se numa mesma popula-
ção celular as células apresentam variação no
adensamento da cromatina nuclear, aquelas de
núcleos claros devem tem maior atividade meta.
bólica (JUNQUEIRA & CARNEIROI5).

No presente trabalho, observou-se que o tes-
tículo de chagásicos crônicos, particularmente
aqueles Oligospérmicos e Azoospérmicos, apre-
sentou diminuição na freqüência relativa das
células Claras e Médias, que devem ter maior
atividade metabólica, favorecendo o aumento
na freqüênci,a das células Escuras; as três ca-

volur'rc Hrrr.eln (loo)
Fig, 3 - Distribuigões populacionais dos volumes nucle,nres
das células de Leydig (log), dos indivfduos Controles (CONT.)
e Chagásicos Normospérmicos (NORMOS.), Oligospérmicos
(OLIGOS.), Azoospérmicos (AZOOS.) e Sem Espemograma
(s/EsP.).
Ia : volumes nucleares < 2,06
Ib : volumes nucleares compreendid.os entre 2,06 e 2,16
II : volumes nucleares compreendidos entre 2,16 e 2,85
IIIa: volumes nucleares compreend.idos enj,re Z,B5 e 2,44
IIIb: volumes nucleares > 2,44

Na Tabela II, estáo relacionadas a,s fre-
qüências relativas das quatro classes de vo-
lume nuclear (Ia, Ib, II, IIIa e IIIb), com as
categorias de coloração nucle,a.r Clara, Média e
Escura. Analisando-se esta tabela observa-se
que os ,núcleos mais freqüentes sáo aqueles de
colorações Clara ou Média, com volume perten-
cente à classe II. Existem alguma,s tendências
b,astante claras, quando se comparam os qua-
tro grupos de indivÍduos, no sentido do grupo
Controle para o Chagásico Azoospérmico: l) di-
mi4uição na freqüência das células Claras e
Médias, em prol do aumento de freqüência das
células Escuras; 2) aumento de volume dos nú-
cleos Claros e Médios, evidenciad.o pelo au-
rnento de freqüência daqueles com volumes
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TABELA II
FTeqüências relativas dos volumes (log) dos núcleos claros, Méalios e Escuros das células de Leydig nos indivÍduos dosgrupos controle (CONT.) e chagásicos Normospérmico (NoRMOS,), Oligospérmicos (oLIGOs.) e Azoospérmicos (AzOoS.)

Coloragão
do núcleo

c
L
A
R

CONT.
NORMOS.

OLIGOS.

AZOOS.

CONT.

NORMOS.

OLIGOS.
AZOOS.

CONT.

NORMOS.
OLIGOS.

AZOOS.

M

D
I

E
5
c
u
R

0,0

0,9

1t

0,0

0.0

Freqüências relativas dos volumes nu-
cl€€res (Iog) petencentes às classes:

tegorias de céltrlas aumentaram seus volumes
nucleares, sugerindo o aumento da atividade
funcional dessas céIuias (FOXe). Ao lado dis-
to, o exame histológico evidenciou acentuada
diminuição numérica nestas células, além da
presença de quantidades anormalmente gran-
des de células com núcleos irregulares e com
sinal de dissolução. Tais observaç,ôes sugerem
que, com a depleção na população de células
de Leydig, as rernanescentes passaram a exi-
bir hipertrofia compensatória, seguida da
exaustão e conseqüente degeneração de muitas
delas. Esta seria, realmente, a adaptação espera-
da, uma vez que as células de Leydig raramen-
te se dividem (FOXe) e respondem à maior re-
quisiçã.o funcional com hipertrofia e não hiper-
plasia (HELLER, & LEACH13).

Para ex¡rlioar tais alterações, poder.se-ia
considerar a ocorrência de parasitismo do tes-
tículo pelo T. cruzi, na fase aguda da doença,
levando à destruição de muitas células de Ley-
dig. Se tal mecanismo patogênico, por si só,
não explica 'as altera,ções encontradas no epi-
télio germinativo do homem chagásico crônico
(LAMANO CARVALHO & col. 1ó), poderia expli-
car as alterações ora obrservadas no tecido in-
tersticial.

Por outro lado, deve.se considerar também
a participação de alterações hormoniais, uma
vez que a glândula intersticial do testículo está
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sob controle do LH hipofisário. MOREIRA 18,

realizando dosagens nos níveis de LH do ho-
mem chagásico crônico observou, ao lado da-
queles com níveis normais, também níveis abai-
xo e acima da normalidade. Podendo constatar
a integridade da adeno-hipófise, atribuiu tais
alterações hormonais à provável disfunção do
hipotálamo. Acreditamos que, além desta dis-
função na modulação da função hipofisária, que
bem explicaria os níveis baixos de LH, deve
existir uma falência no mecanismo de ,.feed-

back" gônada-hipófise, pá;ra explicar a ocoffên-
cia dos altos nÍveis deste hormônio. Como são
os estádios mai,s tardios da espermatogênese,
que parecem ser os responsáveis por este me
canismo de "feed-back" (JOHNSEN 1a), a para-
da na maturação das células germinativas, ob-
servada nos chagásicos Oligospérmises e Azo.
ospérmicos (LAMANO CARVALHO ,& col.t6),
poderia levar aos niveis aumentados de LH.

Poúanto, dentro da heterogênea população
de chagásicos crônicos, existem aqueles com
alterações na gônada, e existem também indiví-
duos com niveis alterados de LH (MOREI-
RA18). Esta alteração hormonal, porém, não é
suficiente para explicar todas altera.ções testi-
culares do chagásico crônico: não explica a pre-
sença de alterações focais no epitélio germi-
nativo, e náo explica a ausência de correlação
entre as alterações üubulares e aquelas presen-
tes no tecido intersticial (vide resultados de

2r9
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LAMANO CARVALHO 16 e também do presen-
te trabalho). Como o LH a;bua sobre o epité-
Iio germinativo por meio das células de Ley-
dig, é de se esperar que alterações nos níveis
desse hormônio provoquem alterações no tecido
intersticial, que se reflitam homogeneamente
em toda extensão do epitélio tubular.

LAMANO CARVALHO & col. 1ó sugenram
que as alterações do epitélio germinativo, pre-
sentes em muitos homens chagrísicos crônicos,
se devam primariamente à desnervação de gân-
glios do Plexo Pélvico. E possível que estes
gânglios, além da função trépica sobre o epi-
télio tubular, determinando provavelmente a
sensibilidade das células germinativas ao es-
tímulo hormonal (COUJARD3,a,s), sejam res-
ponsáveis também pela atividade norma,l do
'tecido intersticial, determinando a sensibilida-
de das células de Leydig ao LH hipofisário.,

Dos resultados do presente trabalho e tam-
bém das observações de LAMANO CARVA-
LHO 16, tem-se que a população de chagásicos
crônicos é bastante heterogenea, no tocante à
alterações presentes no epitélio germinativo e
tambérn no tecido intersticial; tal fato fica
mais evidenciado no grupo de chagásicos Sem
Espermograma, no qual se puderam constatar
lesões condizentes com Azoospermia até Nor-
mosperrnia. Para explicar esta diversidade, de-
ve-se considerar a participação aleatória de três
mecanismos inter-relacionados, atuando simul-
faneamente ou ao longo da evolução da doen-
ça: a) a desnervação dos centros nervosos que
controlam a atividade hipofisária; b) a des-
nervaçã,o de gânglios do plexo pélvico, que con-
trolam a atividade d.a gônada e órgãos sexuais
acessórios; c) o parasitismo do tecido inters-
ticial do testículo pelo T. cruzi, na fase aguda
da Moléstia de Chagas.

SI]MMARY
Alterations of the human úestÍcle in Chagas'
disease. II - Morphometric study of the Ìnúers.

tiúial tissue

Morphometric and histologÍcal anaþsis of
the interstitial tissue were carried out on tes_
ticle biopsies obt'ained from chronic Chagasic
patients, previously dividid into Normosper-
mous, Oligospermous, Azoospermous and
Spermless groups. in which a previous exami-
nation has revealed. the presence of different
grades of changes in the germinal epithelium
(LAMANO CAIIVALHO et al.1o). The results for
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volume and chromatin density in the nuclei of
Leydig cells, as' well as the observations obtain-
ed by histological analysis, were compared with
those obtained for the testicle of non-chagasic
individuals. The data obtained in chagasic pa-
tients suggest that, as depletion of the popula-
tion of Leydig cells occurs; the remaining cells
might acquire increased functional activity,
thus being frequently led to exhaustion and de-
generation. In order to explain the occurrence
of such alterations, as rvell as the one found
previously in the germinal epithelium (LAMA-
NO CARVALHO et al. 16), ï/e raised. the hypo-
thesis of a possibte aleatory participation of
three interrelated mechanisms: the denervation
of the nervous centers controlling hypophysary
activity, the denervation of ganglia in the pelvic
Plexus, the parasitic infestation of the testicle
by T. cruzi, during the acute phase of Chagas's
di'sease.
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