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RESUMO

MOURO, Viviane Gorete Silveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro
de 2013. Efeito do aluminio sobre parametros morfoldgicos testiculares e
epididimarios e de fertilidade em ratos Wistar. Orientadora: Mariana Machado
Neves.

Nao foram encontrados trabalhos avaliando os efeitos da ingestdo cronica de
0,1mg/L de aluminio na 4gua doce, concentracdo maxima tolerada por Brasil (2005),
sobre o aparelho reprodutor masculino. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar
parametros morfoldgicos e de fertilidade de ratos expostos a diferentes concentracdes
de aluminio. Foram utilizados 60 ratos Wistar, distribuidos em cinco grupos (G;
n=12 animais/G), recebendo diariamente 4gua destilada (C), baixas concentragdes de
aluminio (Al) na forma de cloreto de aluminio (0,02 e 0,Img/L Al) e altas
concentragdes (10 e 40mg/Kg Al), todas administradas por gavagem durante 112
dias. Os animais foram eutanasiados em dois momentos: no 113° dia (n=30) e no
121° dia (n=30) do periodo experimental. Fragmentos de testiculo e epididimo foram
fixados e processados para microscopia de luz nos dois momentos experimentais,
assim como foi coletado sangue, para dosagem de testosterona sérica, e
espermatozoides da cauda do epididimo, para realizagdo de avaliagdes espermaticas.
Realizou-se o teste de fertilidade por monta natural no grupo de animais do 121° dia.
Nao foram encontradas alteracdes histologicas dos 6rgaos reprodutores analisados,
excetuando-se vacuolizagdes citoplasmadticas nas células prismaticas da regido do
corpo do epididimo de todos os animais tratados. Nao foram observadas diferencas
entre os grupos para a maior parte das andlises morfométricas, testiculares e
epididimarias, sendo que os animais tratados e eutanasiados no 113° dia
apresentaram diminui¢ao no volume e no didmetro do nucleo das células de Leydig.
A motilidade total reduziu apenas nos animais tratados com 40mg/Kg Al por 112
dias. A exposi¢do ao aluminio levou a redug¢do na integridade estrutural das
membranas espermaticas nos animais avaliados nos dois momentos experimentais.
Observou-se reducao da taxa de fertilidade nos animais que receberam altas
concentragdes de aluminio, sendo que no grupo que recebeu 40mg/Kg Al observou-
se reducdo no numero de filhotes por parto. A concentracdo de testosterona foi
menor nos animais tratados, analisados no 113° dia, ndo havendo diferenca entre os

grupos ao 121° dia. Os resultados sugerem que a ingestdo de aluminio por via oral
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apresenta menor efeito desse metal nos tecidos, quando comparada a outras vias de
administracdo. No entanto, ainda assim, a exposi¢do a baixas concentragdes de
aluminio causaram alteragdes nos parametros reprodutivos avaliados, influenciando

negativamente a fertilidade.



ABSTRACT

MOURO, Viviane Gorete Silveira, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa,
February, 2013. Aluminum effect on morphologic parameters of testis and
epididymis and fertility of wistar rats. Adviser: Mariana Machado Neves.

Aluminum is the third most abundant metal in the earth's crust and has no known
biological function. Brazil (2005) determines that an acceptable daily intake of 0.02
mg/L of aluminum in fresh water, but there are no reports on the effects of chronic
ingestion of this concentration on the male reproductive system. Therefore, the
objective of this study was to evaluate morphological parameters and fertility in rats
exposed to different concentrations of aluminum in the form of aluminum chloride.
Were used 60 Wistar rats were divided into five groups (G, n = 12 animals / Q)
receiving daily distilled water (G1), low concentrations of aluminum as aluminum
chloride (0.02 and 0.1 mg / L Al, respectively for G2 and G3) and high
concentrations (10 and 40mg/Kg respectively for G4 and GS5), all administered by
gavage for 112 days. The animals were euthanized at two times: in 113 days (30
animals) and 121 days (30 animals) of the experimental period. Fragments of testis
and epididymis were fixed and processed for light microscopy, the sperm were
collected from cauda epididymis and for the kinetic analyzes of sperm motility and
membrane integrity and sperm concentration and serum testosterone were measured
in plasma two moments of this work, besides the test fertility in animals of 121 days.
There were no changes in histology of organs analyzed, except for cytoplasmic
vacuolation in prismatic cells in the region of the body of all animals treated. No
differences were observed between groups for most of the morphometric analyzes,
testicular and epididymal, and in treated animals (113 days) there was a decrease in
the volume and diameter of the nucleus of Leydig cells. The total motility decreased
only in the treatment of animals euthanized in 40mg/Kg 113th day. Exposure to
aluminum led to a reduction in structural integrity of sperm membranes. In animals
with high concentrations of aluminum observed reduction in fertility rate and the
number of pups per litter in the group receiving 40mg/Kg aluminum. The
testosterone concentration was lower in treated animals analyzed in 113 days, with
no difference between groups at 121° day. The findings suggest that exposure to low
concentrations of aluminum can alter reproductive parameters as reduced sperm

membrane integrity and reduction in serum concentration of testosterone. That was,
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chronic exposure to low concentrations of aluminum caused some changes in

reproductive parameters, which can cause problems in male fertility.
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1. INTRODUCAO GERAL

O alto nivel de industrializacdo, a intensa atividade agricola e a necessidade
do aumento de producdao, advinda do aumento na densidade populacional,
contribuiram significativamente para o aumento dos langamentos de despejos e
residuos nos cursos d’agua, principalmente em areas geograficas proximas aos rios e
regides litoraneas (Zagatto, 2006). Com a crescente contribui¢ao antropogénica na
liberacdao de metais para os corpos d’agua, verifica-se o aumento nos niveis de metais
nestes sistemas, o que gera preocupacdo quanto a capacidade destes elementos
quimicos se bioacumularem em organismos, inclusive humano, que direta ou
indiretamente estdo em contato ou fazem uso dos recursos hidricos (Forstner e
Wittmann, 1981).

O aluminio pertencente a familia 3A da tabela periddica, apresentando
nimero atémico 13 e massa 27. Apesar de sua baixa absor¢do pelas vias oral,
respiratoria e dérmica, a exposi¢do cronica a grandes quantidades e sua ingestdo
associada a determinados compostos quimicos, favorecem seu acumulo no
organismo, podendo desencadear problemas renais, neurologicos, respiratorios e
reprodutivos (Llobet et al., 1995; Yousef et al., 2005; Krewski et al., 2007).

Com relacdo a reproducdo, poucos estudos foram encontrados sobre os
efeitos do aluminio sobre o parénquima testicular e epididimario, principalmente.
Sabe-se que ele pode alterar paradmetros espermaticos quando o animal € exposto a
altas concentragdes (Yousef et al., 2005). A resolucao 357 ditada pelo CONAMA
(Conselho Nacional de Meio Ambiente) tolera que seja encontrada na agua potavel
uma quantidade méxima de 0,1 mg/L de aluminio, sendo esta consumida diariamente
sem acarretar danos ao organismo (Brasil, 2005). No entanto, ndo ha relatos sobre o
seu efeito quando esta ingestdo ocorre cronicamente, principalmente ao considerar
parametros histomorfométricos e reprodutivos.

Com base no presente exposto, formulou-se a hipdtese de que baixas
concentragdes de aluminio, quando administradas cronicamente, ndo causam
alteragdes em parametros reprodutivos de ratos Wistar. Para testd-la, foram
elaborados os seguintes objetivos:

- Avaliar o efeito cronico da ingestdo de aluminio, na forma de cloreto de

aluminio, sobre pardmetros histomorfométricos testiculares, como indices



gonadossomatico, leydigossomatico e tubulossomatico, didmetro tubular, altura de
epitélio e comprimento dos tibulos seminiferos, além do percentual de componentes
tubulares e intertubulares e volumetria das células de Leydig;

- Comparar o efeito da ingestdo de diferentes concentragdes de aluminio
sobre parametros histomorfométricos epididimarios, como altura do epitélio,
diametros tubular e luminal e propor¢ao volumétrica dos componentes tubulares e
intertubulares do ducto, considerando as quatro regides epididimarias;

- Avaliar a ocorréncia ou nao de alteragdes microscOpicas na arquitetura
tecidual dos testiculos e epididimos em microscopia de luz;

- Avaliar a concentragdo sérica de testosterona e a fertilidade dos machos
tratados, a partir de andlises espermaticas realizadas logo apds o término do
tratamento e do cruzamento com fémeas higidas, obtendo-se também o percentual de

fémeas prenhes e o numero de filhotes por parto.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1.Aluminio

O aluminio ¢ o terceiro elemento mais abundante na Terra e o mais
abundante de sua crosta (Csuros e Csuros, 2002). Por ser um elemento muito reativo,
o aluminio ndo é encontrado na natureza como metal livre, em seu estado metalico,
mas sim em seu estado oxidativo (carga™) geralmente combinado com oxigénio,
silicio ou fliior. Seu raio i6nico ¢ pequeno, de 0,51 A, devido a forte carga do ion
elétrico. A elevada carga e o tamanho pequeno dao ao aluminio um efeito de forte
polarizacdo em atomos adjacentes. Portanto, em solucdes aquosas ele se ioniza,
envolvendo parte da dgua e formando hidroxo-complexos. Como resultado, a solugio
torna-se acida (Ganrot, 1986).

O aluminio oxidado ¢ encontrado em minerais, solo e rochas. Ele pode ser
beneficiado a partir da bauxita e utilizado na industria automobilistica, na construgao
civil e em estruturas de ligas metalicas que, além do aluminio, utilizam pequena
quantidade de cobre, silicio e manganés na sua composi¢ao (Morais, 2009).

O homem pode se contaminar com o aluminio a partir do consumo de
aditivos alimentares para nutricdo parenteral, solu¢des intravenosas, agua potavel,
emulsoes lipidicas e medicamentos, como vacinas, antiacidos, analgésicos e fluidos
de dialise. Produtos cosméticos, como antitranspirantes, € inalacdo de ar ambiente
contaminado servem como outras fontes de contaminacdo por aluminio. A exposi¢ao
ocupacional ao aluminio ocorre no refinamento do metal primdrio, a bauxita, em
industrias secunddarias, que produzem e utilizam componentes de aluminio, além do
processo de soldagem (Fernandez-Lorenzo et al., 1999; Popi'nska et al., 1999; HCN,
2009). A dose letal (LDsg) de aluminio, quando administrada oralmente para ratos,
foi reportada como sendo de 380-400mg/ Kg de peso corporal (Krasovski et al.,
1979).

Sua absor¢do ¢ pequena pelas vias oral e inalatéria e inexistente por via
cutdnea. Em circunstancias normais, sua absor¢ao pelo aparelho digestorio varia de
0,1 a 1% do total de aluminio ingerido, sendo o aluminio precipitado no intestino
delgado e excretado nas fezes (Krewski et al., 2007).

A absor¢ao intestinal do aluminio ocorre pelas vias de passagem, através de

juncdes por processos passivos e rotas de passagem transcelular através do
3



enterocito, envolvendo difusdo facilitada e transporte ativo (Hawkins et al., 1994;
Niesink et al., 1995). A taxa de absor¢do depende da forma com que o aluminio ¢
ingerido e da presenca de componentes alimentares capazes de formar complexos
absorviveis, geralmente soliiveis em agua, ou ndo-absorviveis, insoliveis em agua
aumentando ou inibindo a absor¢ao (Gomes et al., 1991; Colomina et al., 1992).

Muitos dos efeitos toxicos do aluminio ocorrem devido a suas interacoes
com alguns nutrientes, como fosforo, calcio, magnésio, ferro e vitamina D. Acredita-
se que os mesmos canais usados para absor¢cdo de calcio sejam utilizados para a
absor¢do do aluminio. Uma interrup¢do na taxa de absorcdo de calcio favorece a
entrada de aluminio no organismo, sendo este fator citado como um dos mecanismos
que explicam a toxicidade do aluminio (Greger, 1993). O aluminio, em doses
farmacoldgicas, pode reduzir o transporte transcelular de célcio, mediado pela
calbindina-D dependente de vitamina D, no intestino delgado de humanos, roedores ¢
frangos (Orihuela, 2009).

Adultos ingerem por dia, a partir de fontes dietéticas, cerca de 1000 mg de
calcio e 5 mg de aluminio. A presenca de aluminio em alimentos estd associada a
fontes naturais ou a aditivos alimentares. Os alimentos naturalmente ricos em
aluminio s3o batata, espinafre e cha (CETESB, 2012). Deficiéncia na absor¢do de
calcio se deve a ingestdo de altas concentragdes do aluminio em formas ndo
alimentares, tais como antidcidos ou aglutinantes de fosfato (Merian et al., 2004).

Deng et al. (2000) relataram que componentes organicos da dieta, como os
acidos ascorbico (56,3 mg/kg dia), citrico (62mg/kg/dia), gluconico (62,7mg/kg/dia),
latico (28,8 mg/kg/dia), malico (42,9 mg/kg/dia), oxalico (28,8 mg/kg/dia) e tartarico
(48 mg/kg/dia) podem facilitar a absor¢do do aluminio por atuarem como possiveis
quelantes, aumentando sua distribuicdo no organismo. Os quelatos de aluminio
podem atravessar as membranas celulares e compartimentos do organismo,
alcangando os locais onde o aluminio tem efeito nocivo (Domingo et al., 1991).

A bioacumulagdo tem sido observada nos casos de ingestdo de grandes
quantidades de cloreto de aluminio (Greger, 1993). Alguns estudos mostraram que
trabalhadores expostos a poeira do aluminio apresentaram altas concentragdes deste
metal no soro e no plasma seminal (Elinder et al., 1991; Dawson et al., 2000). Cerca

de 50% do total do aluminio que entramos em contato se acumula no esqueleto,



enquanto que outros 25% se acumulam nos pulmdes (Ganrot,1986). Geralmente as
concentragdes em tecidos moles sdo menores que nos ossos (Greger, 1993).

O principal meio de excrecdo do aluminio ¢ na urina, sendo que o rim
consegue eliminar diariamente quantidades inferiores a 100 pug de aluminio, além de
pequenas quantidades poderem ser excretadas na bile (Ganrot, 1986; Davenport et
al., 1990). A presenca de altas concentracdes de aluminio nos tecidos e no soro
reflete a incapacidade do rim de excreta-lo rapidamente (Greger, 1993). De acordo
com Greger (1993) a ineficiéncia na excrecao do aluminio se deve a falhas na
reabsorcao tubular devido a maior ligagdo deste metal a proteinas plasmaticas, o que
impede a rédpida filtracdo. Portanto, a elevagdo das concentragdes plasmaticas do
aluminio durante varias horas, teoricamente, permite maior transferéncia deste para

os tecidos (Greger, 1993).

2.2.Efeitos da exposi¢do ao aluminio em 6rgaos e células

Nos mamiferos, o sistema nervoso central ¢ particularmente vulneravel a
exposicdo ao aluminio, onde este metal tem sido implicado na etiologia de diversas
doengas, tais como esclerose lateral amiotrofica, doenca caracterizada pela
degeneracdo dos neurdnios motores, parkinsonismo-deméncia de Guam e doenca de
Alzheimer (Piccardo et al., 1988; McLachlan et al., 1991; Yasui et al., 1992). O
aluminio afeta a funcdo neuronal, causando alteracOes na neurotransmissiao com
consequente estresse oxidativo. Dentre essas alteragdes pode-se citar a redugdo da
atividade colinérgica, aumento da atividade da enzima glutamato descarboxilase e
mudangas no transporte de acido gama-aminobutiruco (GABA) (Bilkei-Gorzo, 1993;
Nayak e Chatterjee, 2001; Cordeiro et al., 2003). Além disso, alguns estudos
sugerem que o aluminio altera a homeostase do ferro em neurdnios cerebrais, a partir
da captagdo da transferrina ligada a este ion. No entanto, essas mudangas neuronais
induzidas pela intoxica¢cdo ao aluminio podem ser consequéncia de efeitos indiretos
sobre as células da glia (Erazi, et al., 2010).

A exposi¢do ao aluminio, mesmo que em menor grau, também estd
relacionada a doencas pulmonares obstrutivas. Amostras de soro e urina de
soldadores de aluminio e de trabalhadores envolvidos na produ¢dao do seu po
apresentaram altas concentracdes deste metal (Sjogren et al., 1983; Llobet et al.,

1995).



Em relagdo aos efeitos sobre o aparelho reprodutor masculino, alguns
estudos mostram a diminui¢do na concentragdo espermatica e da motilidade dos
espermatozoides (Yousef e Salama, 2009). Além disso, foi demonstrado que a
concentracdo de aluminio nos testiculos ¢ significativamente mais elevada em

pacientes em hemodialise (Guo et al., 2005).

2.2.1. Testiculo

O testiculo realiza fun¢do endodcrina, ao produzir a testosterona, e exdcrina,
por liberar espermatozoides imersos no plasma seminal. Ele ¢ envolvido por uma
capsula de tecido conjuntivo fibroso, chamada de albuginea testicular, que penetra no
testiculo dividindo seu parénquima em dois compartimentos basicos: o intertubular e
o tubular. No rato, a produg¢do do espermatozoide dura 56 dias, tempo total de
duragdo do ciclo do epitélio seminifero (Russell et al., 1990).

Os tubulos seminiferos formam algas contorcidas que possuem duas
extremidades conectadas a rete testis pelo tibulo reto. Sao constituidos pelo tecido
peritubular e pelo epitélio seminifero, com as células de Sertoli e células da linhagem
germinativa, espermatogonias, espermatocitos e espermatides (Russell et al., 1990).
As células de Sertoli sdo altas, de formato colunar, com a base aderida a membrana
basal. Sua regido apical alcanga o limen tubular e apresenta numerosos
prolongamentos laterais e apicais, os quais se estendem ao redor de todas as células
germinativas. Possuem nucleo bem caracteristico, com cromatina finamente dispersa
e nucléolo bem distinto (Russell e Griswold, 1993; Predes, 2007). Possuem a
capacidade de degradar células em degeneragdo dentro de um ou dois dias dos
primeiros sinais de degeneracao das células espermatogénicas (Russell et al., 1990).

Células de Sertoli adjacentes se unem por jungdes oclusivas formando uma
barreira para macromoléculas conhecida como barreira de Célula de Sertoli
(Monsees et al., 2000). Isto resulta na formag¢do de dois ambientes no epitélio
seminifero: o basal, que contém espermatogonias e espermatdcitos primarios iniciais,
e o adluminal, que contém espermatdcitos mais tardios e espermdtides em varias
etapas da espermiogénese. A presenga desta barreira faz com que as células de
Sertoli estejam envolvidas no transporte de substancias, do ambiente basal para as

células germinativas no ambiente adluminal (Russell e Griswold, 1993).



Os tubulos seminiferos sdo delimitados por endotélio linfatico, células
mioides e elementos acelulares. As células mioides sdo contrateis e com isso
fornecem a principal for¢ga para o movimento do fluido e propulsao dos
espermatozoides no interior dos tubulos seminiferos. Juntamente com a tunica
propria, as células mioides fornecem um suporte estrutural no qual as células de
Sertoli e as células do compartimento basal do epitélio seminifero se apoiam (Russell
et al., 1990).

O compartimento intersticial do testiculo apresenta as células de Leydig que
sdo produtoras da testosterona, macrofagos, vasos sanguineos e linfaticos (Kim e
Yang, 1999). Em ratos e camundongos, os vasos linfaticos sdo canais irregulares ou
sinusoides, limitados por células endoteliais, denominados espagos linfaticos, os
quais se estendem entre as células do intersticio e os tibulos seminiferos. As células
de Leydig possuem forma arredondada ou poligonal, nucleo central e citoplasma
repleto de intmeras goticulas de gordura. Apresentam caracteristicas de células
secretoras de esteroides, com reticulo endoplasmatico liso bem desenvolvido e
numerosas mitocondrias (Russell et al., 1990; Payne et al., 1996).

A histomorfometria testicular é empregada nos estudos de intoxicagcdo com
o objetivo de se mensurar os efeitos de substincias toxicas sobre a propor¢ao dos
elementos que constituem o parénquima testicular, bem como sobre os indices
quantitativos de produgdo espermadtica e desenvolvimento de células, tibulo e
epitélio seminifero (Russell et al., 1990). As mensuragdes do diametro tubular e
altura do epitélio fornecem dados relevantes para a avaliagdo da eficiéncia
espermatogénica. O comprimento tubular depende do volume dos testiculos, da
proporcdo volumétrica dos tibulos seminiferos e do diadmetro tubular. A
quantificagdo métrica do tibulo seminifero por unidade de massa testicular, diferente
da quantificag¢do total, ¢ um parametro produtivo que permite a comparagao entre
animais de diferentes portes (Franca e Russell, 1998).

Através de analises morfométricas € possivel determinar o didmetro tubular
e luminal dos tubulos seminiferos, a altura do epitélio germinativo e contagem da
populacdo celular nos tibulos seminiferos. Analises restritas ao compartimento
tubular servem como parametro para compreensdo de como se encontra a
espermatogénese e se foi alterada devido as condi¢des na qual o animal se encontra.

No compartimento intertubular pode ser realizada a contagem de pontos sob seus
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constituintes e didmetro do nucleo das células de Leydig (Kim e Yang, 1999).
Alteracdes nas células de Leydig servem como indicativo de como se encontra a
producao de testosterona. Além dessas analises, pode ser feita a proporgao entre os
constituintes do testiculo no compartimento tubular (epitélio, limen e tinica prépria)
e intertubular. Portanto trata-se de uma anéalise quantitativa para se obter informagdes
tridimensionais de sec¢des bidimensionais de tecidos (Russell et al., 1990).

Nao foram encontrados trabalhos avaliando a morfometria testicular em
individuos expostos ao aluminio. Com relagao a avaliagao histopatologica, estudos
mostram que o aluminio pode causar uma desorganizacdo na arquitetura dos tibulos
seminiferos, devido a descamagao do epitélio com a presenga de células germinativas
acumuladas dentro dos tibulos afetados e parada da maturacdo em alguns tubulos,
porém ndo citam em que estddio ocorreu esta parada. Foram observadas algumas
cé¢lulas germinativas com nucleo pequeno e nucléolos altamente corados. No
compartimento intertubular houve, hiperplasia de células de Leydig, assim como
aglomeragdo formando grupos densos que circulam a maior parte dos tubulos
seminiferos (Yousef e Salama, 2009).

Guo et al. (2005b) observaram, ap6s duas semanas de tratamento com
cloreto de aluminio nas concentragdes de 7 ¢ 13 mg/Kg via subcutinea, efeitos
deletérios e alteragdes histopatologicas dos tecidos testiculares. Ademais, animais
tratados durante cinco semanas apresentaram necrose nas espermatides e nos

espermatozoides (Guo et al., 2005b).

2.2.2. Epididimo

O epididimo ¢ o local onde os espermatozoides ganham sua capacidade
fecundante no processo de maturagdo espermatica, que envolve a aquisi¢do e
rearranjo de moléculas que participam da interagdo espermatozoide-zona pelucida e
fusdo espermatozoide-ovdcito (Franga et al., 2005).

Quando os espermatozoides dos mamiferos saem do testiculo, eles possuem
morfologia altamente especializada, mas sdo imdveis e incapazes de fertilizar um
ovocito (Brooks, 1983; Hermo e Robaire, 2002; Gatti et al., 2004). Durante o transito
epididiméario, que € o periodo em que os espermatozoides demoram para percorrer o
comprimento do seu ducto, esses gametas sofrem uma série de modificagdes, como a

aquisicdo de motilidade (Dacheux e Pacquignon, 1980; Yeung et al., 1993),
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alteracdes morfoldgicas como alteragcdes de cabeca e cauda (Jindal e Panda, 1980;
Bonet et al., 1992; Howes et al., 2001) e bioquimicas, como mudangas nos residuos
superficiais de carboidratos (Voglmayr et al., 1980; Dacheux e Voglmayr, 1983;
Skudlarek et al., 1993; Abascal et al., 1998), na composicao lipidica da membrana
(Poulos et al., 1973; Atreja e Anand, 1985), alteragdes nas proteinas de membrana
(Amann et al., 1993; Kohn et al., 1998; Gatti et al., 2004; Baker et al., 2005),
aquisicdo de novas proteinas (Dacheux e Voglmayr, 1983; Hancock et al., 1993;
Miranda et al., 1995).

Estas modificacdes envolvem intensas interagdes entre espermatozoides e
proteinas produzidas e secretadas por células do epitélio epididimario, sendo a
presenca delas regido-dependente. As regides epididimaria sdo denominadas como
segmento inicial, cabega, corpo e cauda. Elas podem ser morfologicamente
distinguidas baseando-se na altura do epitélio, no diametro tubular ¢ luminal e na
frequéncia dos diferentes tipos celulares, além da presenca de tecido muscular liso na
regido da cauda circundando o tubulo epididimério. Sabe-se que os dois diametros
aumentam progressivamente no sentido do segmento inicial para a cauda, enquanto
que a altura do epitélio diminui no mesmo sentido (Serre e Robaire, 1998). As
mensuragdes dos diametros e altura de epitélio podem ser obtidas a partir de analises
morfométricas, a exposi¢cdo a agentes de diferentes origens como contaminantes
ambientais podem altera-las. No estudo da intoxicacdo com o aluminio, ndo foram
encontrados trabalhos que relacionem seu efeito sobre dados morfométricos
epididimarios.

Sao observadas seis células distintas sdo geralmente observadas no epitélio
epididimario de mamiferos, sendo elas as células principais, basais, apicais, claras,
estreitas e halo (Hamilton, 1975; Robaire e Hermo, 1988; Hermo et al., 1994; Serre e
Robaire, 1998). Elas apresentam variabilidade regional, com células ocorrendo
especificamente ou em maior frequéncia em um ou determinados segmentos (Hermo
et al., 1992; Igdoura et al., 1995; Morales et al., 1996).

A célula mais abundante do epididimo ¢ a principal, que tem formato
colunar, nucleo localizado na porcao basal e grande quantidade de lisossomos
(Hamilton, 1975; Robaire e Hermo, 1988). Diferengas morfoldgicas e funcionais das
células principais ao longo do epididimo tém sido relatadas em diversas espécies

(Robaire e Hermo, 1988), sendo estas diferengas relacionadas a alteragdes
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espermaticas durante sua maturagdo (Cooper, 1990). A funcdo secretora e de
reabsorcao das células principais, juntamente com as jungdes oclusivas entre elas,
garantem a manutencao do microambiente intraluminal onde ocorre a maturagao dos
espermatozoides (Cooper, 1998). As cé¢lulas estreitas sdo encontradas em baixas
quantidades e localizadas exclusivamente nos segmentos iniciais (Shum et al., 2009).

As células basais sdo mais numerosas no segmento inicial e no corpo,
apresentam um prolongamento citoplasmatico que alcanga o limen epididimario e
parecem atuar como possiveis precursoras das demais células epiteliais, bem como
na producdo de antioxidantes (Calvo et al., 1997). Elas funcionam como possiveis
elementos de estabilizagdo da morfologia do ducto, em func¢do de sua disposi¢do
basal, abaixo do citoplasma das células principais. Alguns autores comentam a
possivel participacdo destas células na producao e secrecao de esteroides em nivel do
epididimo (Schimming et al., 2002).

Em roedores, as células apicais parecem estar restritas as regides mais
proximais do epididimo (Schimming et al., 2002), estando envolvidas no transporte e
digestdo de proteinas e carboidratos do limen (Brown e Montesano, 1980; Palacios
et al., 1993; Syntin et al., 1999).

As células possuem numerosas vesiculas de coloracdo palida e de varios
tamanhos em sua regido apical (Robaire e Viger, 1995). Podem ser encontradas na
cabeg¢a do epididimo do rato (Brown e Montesano, 1980) e no corpo, porém
predominam na regido da cauda com fun¢do de endocitose (Robaire ¢ Hermo, 1988;
Serre e Robaire, 1998). Estas células sdo responsaveis pela acidificacio do lumen
(Breton et al., 1996), este processo ocorre quando as células basais entram em
contato com o limen interagem com a angiotensina II, podendo comunicar com as
células claras que respondem por aumentar a acidificacdo do limen (Shum et al.,
2008). A enzima vacuolar H'-ATPase (V-ATPase) ¢ uma proteina intracelular que
acidifica organelas e ¢ altamente expressa nas células claras tanto na sua membrana
plasmatica luminal e nas vesiculas intracelulares nas sua por¢do apical, atuando na
acidifica¢cdo do limen na regido da cauda epididiméria e no vasos deferentes (Pastor-
Soler et al., 2008).

Células halo sdao encontradas em todo epididimo e em varias posi¢des dentro
do epitélio. Estas células sdo parte do sistema imune e foram caracterizadas como

mondcitos ou linfocitos (Robaire e Hermo, 1988).
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A regionalizagdo  epididimaria  correlaciona suas  caracteristicas
morfoldgicas com propriedades funcionais, sendo que o segmento inicial estd
relacionado com a absor¢do de fluidos vindos do testiculo, as regides da cabeca e
corpo estdo envolvidas com os processos iniciais e tardios de maturagdo espermatica,
como a aquisicdo da motilidade progressiva e da capacidade de reconhecimento e
fertilizagdo do ovdcito, enquanto que a regido da cauda estd associada com o
armazenamento espermatico € com a remog¢ao de espermatozoides anormais (Serre e
Robaire, 1998; Oliva et al., 2009).

As fungdes relacionadas ao epitélio epididimario incluem absor¢do de
fluidos, ions e moléculas organicas, secre¢do de glicoproteinas, espermiofagia,
armazenamento de espermatozoides, sintese e metabolizacdo de hormonios
esteroides e de outras substancias, como prostaglandinas e vitamina Ds. Durante o
processo de maturacdo, ocorre a absor¢do de proteinas e glicoproteinas produzidas
pelo epitélio epididimario, assim como a remog¢do algumas proteinas de membrana
espermatica (Oliva et al., 2009).

A comunicagdo entre os diversos tipos celulares do epitélio sdo essenciais
para a coordenagdo da funcdo epididiméria e a formagdo de um microambiente
apropriado para a maturagdo espermatica. Este ambiente envolve a participagao de
fatores testiculares, principalmente na regido do segmento inicial. A distribuic¢do
diferencial das células epiteliais ao longo do ducto epididimério faz com que cada
regido apresente um fluido luminal caracteristico, constantemente modificado pela
atividade secretéria e de reabsorcdo das células e pela atividade metabdlica do
espermatozoide (Setchell et al., 1988; Hinton et al., 1993).

O transporte do espermatozoide através do ducto epididimario depende da
contragdo muscular, via transmissdo simpatica e parassimpatica, da agdo dos
estereocilios presentes nas células epiteliais e do gradiente de pressdo hidrostatica
diferencial entre as porcdes proximal e distal do ducto epididimario (Robaire e
Hermo, 1988). A regulacdo destes mecanismos garante um tempo do transito
espermatico adequado para a ocorréncia da maturagdo espermatica (Oliva et al.,
2009).

O tempo da passagem dos gametas pelo ducto epididimario ¢ espécie-
especifico, variando de 3 a 15 dias (Cosentino e Cockett, 1986). No rato, o tempo de

transito ¢ de 8 dias (Amann et al., 1976; Robb et al., 1978; Franga et al., 2005) e uma
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alteracdo nesse tempo pode alterar o processo de maturagcdo. Dados da literatura
mostram que o atraso no tempo de transito pelo epididimo ndo altera a capacidade
fértil dos gametas, mas quando ele ¢ acelerado a fertilidade fica comprometida
(Klinefelter e Suarez, 1997; Kempinas et al., 1998a,b). Esse prejuizo na fertilidade
dos gametas ocorre porque o tempo disponivel dos processos requeridos para a
aquisi¢ao da capacidade fértil fica diminuido. A alteragdo no tempo de transito
espermatico também altera a quantidade de gametas disponiveis para a ejaculacao

(Klinefelter, 2002).

2.2.3. Espermatozoides

Os espermatozoides sdo células altamente especializadas, com a fungdo de
fertilizar o ovocito, sendo morfologicamente dividido em cabeca e cauda. A cabeca
contém o nucleo haploide, com cromatina altamente compactada, ¢ o acrossoma,
uma estrutura de dupla parede situada entre a membrana plasmatica ¢ a porgdo
anterior do nucleo. Ele ¢ derivado do complexo de Golgi, sendo formado durante a
espermiogénese. No rato e no hamster a cabega do espermatozoide ¢ alongada em
formato de gancho (Hafez, 1970).

A cauda ¢ formada por um longo flagelo composto de trés pecas:
intermediaria, principal e terminal. Na peca intermedidria existe grande nimero de
mitocondrias que se encontram dispostas em forma de hélice, possuindo a funcao de
produzir a energia necessaria para a motilidade espermatica. O axonema do flagelo
se inicia na regido da peca intermediaria e se mantém ao longo de toda a cauda,
simplificando sua organizacdo a medida que se aproxima da parte distal. Ele
apresenta nove pares de microtiibulos periféricos e um par separado central, além de
duas proteinas contrateis principais, a dineina e a tubulina, que utilizam a adenosina
trifosfato (ATP), produzida pelas mitocondrias presentes na peca intermedidria, no
mecanismo da motilidade espermatica (Eddy e O’Brien, 1994; Hafez, 1995; Alberts
et al., 2010).

As analises espermaticas in Vitro permitem avaliar parametros
morfofuncionais de espermatozoides, que podem ser correlacionados com a
fertilidade. Motilidade, morfologia e concentracdo espermatica sao os parametros
tradicionais mais simples a serem avaliados (Barth e Oko, 1989). O potencial

fecundante depende, além de um minimo de espermatozoides modveis por amostra,
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das caracteristicas do seu movimento, que podem ser analisadas por sistemas de
analise computadorizada como o CASA (Computer Assisted Semen Analysis), do
percentual de células morfologicamente normais em preparagdes umidas usando
microscopia de contraste de fase, da integridade nuclear e estrutural de membranas,
utilizando-se diferentes fluorocromos, além da integridade funcional dessas
membranas, a partir dos testes hiposmoticos (Sanchez-Partida et al., 1999; Rigau et
al., 2001; Rodriguez-Martinez, 2003; O’Meara et al., 2008).

Apesar de a motilidade ser somente um dos principais atributos de um
espermatozoide fértil, este parametro continua sendo o primeiro e amplamente
utilizado como indicador da fungdo espermatica. A motilidade ¢ a manifestacdo da
competéncia estrutural e funcional do espermatozoide, estando positivamente
correlacionada com a integridade de membrana e morfologia normal (Pefia Martinez,
2004; Neves, 2008).

Anormalidades no espermatozoide tém sido tradicionalmente classificadas
por localizagdo do defeito em relagdo as regides celulares como cabeca e cauda, ou
classificadas quanto a defeitos maiores, que incluem a maioria das anomalias da
cabega e peca intermediaria, gota citoplasmatica proximal e altera¢des individuais
presentes numa percentagem elevada, e defeitos menores como cabegas de
espermatozoide destacadas e goticulas citoplasmaticas distais (Menon et al., 2011).

Yousef et al. (2005) ao tratarem coelhos com cloreto de aluminio na
concentracdo de 34mg/Kg, observaram diminuicdo nas médias globais do volume de
sémen ejaculado, na concentracdo e produgdo total de espermatozoides, bem como
na motilidade total e progressiva de espermatozoides por ejaculado, quando
comparado com animais ndo tratados. Moselhy et al. (2012) mostraram que ratos
albinos tratados com cloreto de aluminio, em igual concentragdo ao anterior, tratados
durante 30, 45 ¢ 60 dias, tiveram diminui¢do da concentracao sérica de testosterona
e da motilidade espermatica, bem como aumento de anormalidades na morfologia
espermatica.

Llobet et al. (1995), ao tratarem camundongos com nitrato de aluminio nas
concentracoes de 50, 100 e 200mg/Kg durante quatro semanas, observaram
diminui¢do na concentragdo espermatica no tratamento com 200 mg/Kg, nao
havendo alteragdo na motilidade. O aluminio na forma de nitrato apresentou

toxicidade no desempenho reprodutivo dos animais tratados com 100 e 200mg/Kg,
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havendo diminui¢do na taxa de prenhez de fémeas ndo tratadas cruzadas com os
machos tratados.

Portanto, o aluminio apresenta poucos estudos sobre seus efeitos na
arquitetura do tecido reprodutivo. Como o testiculo desempenha fun¢ao de producao
dos espermatozoides e o epididimo no processo de maturacdo destes, qualquer
patologia que contribua para alterar essa fun¢do pode resultar no processo de
alteracdo na produgdo e maturagao espermatica, influenciando na fertilidade. Com as
analises morfométricas nos cortes histologicos, tanto do testiculo como epididimo,
em animais tratados com o aluminio, ¢ possivel obter respostas sobre o possivel

efeito do aluminio nestes 6rgaos.
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CAPITULO 1 - PARAMETROS TESTICULARES, EPIDIDIMARIOS E
ESPERMATICOS DE RATOS WISTAR EXPOSTOS CRONICAMENTE A
DIFERENTES CONCENTRACOES DE ALUMINIO

1. INTRODUCAO

A preocupacdo com a contaminagdo ambiental tem crescido a cada ano,
principalmente quanto ao seu potencial efeito sobre a fertilidade. Muitos destes
contaminantes estdo presentes na agua de consumo, podendo contribuir para a
ocorréncia de problemas de infertilidade, tanto em animais quanto em homens
(Saradha e Marthus, 2006; Veeramachaneni, 2008).

A preocupacdo com as consequéncias da ingestdo de aluminio eram
pequenas até a década de 90, pois se pensava que este elemento ndo era oralmente
biodisponivel. Porém, atualmente sabe-se que o aluminio pode ser absorvido pelo
aparelho digestorio e que esta absor¢cdo ¢ baixa, cerca de 0,1%, devido ao fato do
aparelho digestorio representar uma grande barreira para a absor¢do desse metal
(Alfrey, 1985; Deng et al, 2000). O aluminio, mesmo apresentando
biodisponibilidade ndo possui qualquer fungio bioldgica significativa, sendo que os
efeitos toxicos sdo geralmente observados quando este metal ¢ ingerido em grande
quantidade. Neste caso ocorre sua acumulacdo nos Orgdos-alvo, o que tem sido
associado com danos no tecido testicular e redug¢do na concentracdo sérica de
testosterona (Kamboj e Kar, 1964; Rana, 2007).

Estudos mostram que altas concentragdes de aluminio podem alterar
parametros reprodutivos. Yousef et al. (2005), tratando por via oral coelhos machos
de sete meses de idade com cloreto de aluminio na dose de 34mg/Kg, obtiveram
diminui¢do nas médias globais de pardmetros seminais, como volume do ejaculado,
concentracdo espermatica, producdo total de espermatozoides e porcentagem de
espermatozoides moveis por ejaculado. Guo et al. (2005b), avaliando tecido
testicular e taxa de fertilidade em ratos tratados por via subcutanea com 7 e 13mg/kg
de cloreto de aluminio, observaram a ocorréncia de necrose nos tibulos seminiferos
no tratamento de maior dose durante cinco semanas, além da diminuicao
significativa na fertilidade. Em outro trabalho, houve uma diminui¢do na producao

de testosterona quando os ratos foram tratados por via intraperitoneal com 35mg/Kg
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do cloreto de aluminio (Guo et al., 2005a). Quanto aos epididimos, observou-se
diminui¢ao do peso, além de redugdo significativa de espermatozoides no seu limen
(Yousef et al., 2005; Guo et al., 2009). Nao foram encontrados trabalhos avaliando
os efeitos do aluminio sobre parametros histomorfométricos testiculares e
epididimarios.

Cheng e Mruk (2011) relatam que o declinio atual na qualidade do
espermatozoide em homens de paises industrializados ¢ causado, em parte, pela
exposicao a baixas concentragcdes de toxicos ambientais. Sdo escassos os estudos
sobre o efeito dessas baixas concentragdes, principalmente do aluminio, sobre o
aparelho reprodutor quando ingeridas oralmente. Portanto, o objetivo deste trabalho
foi avaliar os efeitos cronicos de diferentes concentragcdes de aluminio sobre alguns

parametros reprodutivos, testiculares, epididimarios e espermaticos.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Grupos experimentais

Para este experimento foram utilizados 30 ratos machos da linhagem Wistar
em com 70 dias de idade (332,11 + 28,41g) provenientes do Biotério Central do
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vigcosa. Os
animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Educacdo Fisica com
controle de ilumina¢do ambiente (12h claro/ 12h escuro) e temperatura (21°C), os
animais foram acondicionados em gaiolas conjuntas contendo 6 animais/gaiola.
Foram fornecidas diariamente 25g de racdo comercial para animais de laboratorio
por rato e agua de beber ad libitum.

Os animais foram divididos aleatoriamente em cinco grupos experimentais
(n = 6 animais/grupo). Estes grupos englobaram animais que nao receberam aluminio
(AICls) (grupo controle, G1), sendo fornecido ImL de agua destilada por gavagem,
animais que receberam baixas concentragoes, 0,02mg/L (grupo 2) e 0,10mg/L (grupo
3) de aluminio na forma de AICls, e altas concentragdes, 10mg/Kg Al (grupo 4, 1/40
DLsg) e 40mg/Kg Al (grupo 5, 1/10 DLsy), todas adaptadas ao volume de 1mL. A
administracdo foi feita diariamente por 112 dias, periodo que contempla dois ciclos
do epitélio seminifero. A dose estabelecida de 0,02mg/L corresponde a 1/5 do valor
toleravel de contaminag¢do pelo aluminio em &4guas doces que ¢ de 0,Img/L,
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determinada por Brasil (2005). J4 as altas concentragdes foram baseadas na DLs, do
aluminio (Krasoviskii et al., 1979). Os animais foram pesados semanalmente para
adequacgdo das doses, obtendo-se, ao final, a variacdo de peso durante o periodo
experimental. Os procedimentos experimentais utilizados neste trabalho foram
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de

Vigosa (CEUA/UFV) sob numero de protocolo 019/2011.

2.2. Coleta do material biologico

Os animais de cada grupo foram eutanasiados 24 horas apds o término da
administracao do cloreto de aluminio (113° dia de experimento). Primeiramente eles
foram pesados em balanga de precisdo 0,01g (AS500, Marte), sendo posteriormente
sedados e anestesiados utilizando-se cloridrato de xilazina (10mg/kg/IP) e cloridrato
de quetamina (150mg/kg/IP), respectivamente. Durante a etapa de anestesia,
realizou-se a coleta do sangue por meio de puncdo cardiaca. Este foi centrifugado a
4.119 xg por 15 minutos para obten¢do do soro, que foi armazenado em microtubos
previamente identificados, o material foi congelado a -20 °C. Posteriormente,
aprofundou-se a anestesia até¢ a morte do animal. Em seguida, fez-se a abertura da
cavidade abdominal a partir de um incisdo na linha alba, para a dissecagdo ¢ a
obten¢do dos testiculos e epididimos. O testiculo e o epididimo esquerdo foram
utilizados para processamento histologico, enquanto que o testiculo direito foi
congelado para realizagdo das analises enzimaticas e o epididimo, do mesmo lado,

foi usado para obtengdo dos espermatozoides da regido da cauda.

2.3. Processamento histoldgico do testiculo e epididimo

O testiculo e o epididimo esquerdo foram fixados em solugdao de Karnovsky
(Karnovisky, 1965) durante 24 horas. Posteriormente, os 6rgaos foram seccionados,
utilizando laminas de barbear, para a obtencdo de pequenos fragmentos, sendo o
epididimo segmentado nas suas quatro regides de estudo: segmento inicial, cabega,
corpo e cauda. Em seguida, os fragmentos foram desidratados em concentragdes
crescentes de etanol (70%, 80%, 95% e absoluto) com trocas a cada 30 minutos.
Apds a desidratacdo foram realizadas a pré-inclusdo e inclusdo em hidroxietil
metacrilato (Historesin®, Leica). Cortes histologicos de 3um de espessura foram

obtidos utilizando-se navalhas de vidro em micrétomo rotativo (Reichert Jung 2045).
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Esses cortes foram montados em laminas histologicas, num total de 12 cortes por
lamina. As seccdes histologicas semi-seriadas foram obtidas utilizando intervalos de
13 cortes para testiculos e oito cortes para o epididimo. Os cortes foram corados com
azul de toluidina-borato de sddio 1% e montadas com Entellan (Merck).

Os cortes histologicos foram analisados qualitativamente em microscopio de
luz Olympus BX-50, em aumentos de 100, 200 e 400x, para a verificagdo da
integridade da arquitetura tecidual testicular e epididimaria, presenca de alteragdes
histopatologicas e identificacdo das regides epididimarias, considerando os
parametros como altura do epitélio, didmetros luminal e tubular, bem como a

distribuicdo das células em cada regido.

2.4. Morfometria testicular

2.4.1. Analise dos componentes tubulares

O peso do parénquima testicular foi obtido subtraindo-se a massa ocupada pela
albuginea do peso total dos testiculos, obtendo-se assim o peso liquido da porcao
funcional do 6rgdo. O indice gonadossomatico (IGS), definido pela razdo entre peso
corporal e testicular, foi calculado usando a féormula: PG/PCx100 (PG = peso total das
gonadas e PC = peso corporal; Amann, 1970).

As densidades volumétricas (V.v.) de tibulo seminifero e intertubulo foram
obtidas utilizando-se uma grade contendo 266 pontos projetados sobre imagens
digitalizadas do parénquima testicular, totalizando 2660 pontos por animal. Foram
registrados os pontos coincidentes sobre tubulo seminifero (tGnica propria, epitélio
seminifero e limen) e intertubulo e, em seguida, calculado o percentual dos pontos sobre
cada componente. O volume (mL) de cada componente testicular foi estimado a partir da
formula: % tubulo (ou seus constituintes) / 100 x volume total do parénquima testicular
(Melo et al., 2010). Como a densidade do testiculo de mamiferos ¢ em torno de 1 (Paula
et al., 2002; Tae et al., 2005; Leal e Franca, 2006; Costa et al., 2011), a massa do
testiculo foi considerada igual ao seu volume.

Baseado nos volumes de tibulos seminiferos e nos pesos corporais foi
calculado o indice tubulossomatico (ITS) a partir da formula: VI/PC x 100 (VT =
Volume de tiibulo seminifero e PC = Peso corporal).

O diametro tubular médio foi obtido a partir de 20 secc¢des transversais de

tabulo seminifero para cada animal. As seccdes escolhidas foram as mais circulares
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possiveis, independentes do estddio em que se encontravam. A altura do epitélio
seminifero foi mensurada na mesma secgdo transversal em que foi aferido o diametro
dos tabulos seminiferos. Neste caso, considerou-se a distdncia desde a tinica propria até
a borda luminal, tomando-se duas medidas diametralmente opostas em cada seccao
transversal, sendo considerada como medida representativa a média das duas. O
diametro do limen foi obtido subtraindo-se o didmetro tubular das duas alturas obtidas
para o epitélio seminifero.

O comprimento total (metros) dos tibulos seminiferos foi estimado a partir
do volume ocupado pelos tibulos seminiferos nos testiculos e do didmetro tubular
médio obtido para cada animal, empregando-se a formula onde CT=VTS/aR* (VTS
= volume total dos tabulos seminiferos; tR” = 4rea da sec¢do transversal dos tubulos
seminiferos; R = didmetro tubular/2) (Attal e Courot, 1963). O comprimento dos
tubulos seminiferos por grama de testiculo foi calculado dividindo-se o comprimento

total pelo peso bruto dos testiculos.

2.4.2. Analises estereoldgicas dos componentes intertubulares

Para a obteng¢do das proporgdes volumétricas (%) dos componentes
intertubulares foram contados 1.000 pontos projetados sobre imagens capturadas da
regido do intertiibulo, nos diferentes cortes histologicos do testiculo de cada animal.
Foram registrados os pontos coincidentes sobre nticleo e citoplasma de células de
Leydig (NC e CL), vaso sanguineo (VS), espaco linfatico (EL), tecido conjuntivo
(TC) e macréfagos (M). O percentual de cada elemento no intertibulo foi obtido
multiplicando por 100 o nimero de pontos contados sobre os elementos e dividindo o

valor obtido por 1000.

2.4.3. Estereologia das células de Leydig

O didmetro nuclear médio das células de Leydig foi obtido a partir de
imagens capturadas com objetiva 40x. Trinta nucleos de células de Leydig foram
mensurados para cada animal escolhendo-se aqueles que apresentavam o contorno
mais circular, cromatina perinuclear e nucléolos evidentes. Foram calculados os
volumes nuclear e citoplasmatico e, em seguida, o volume de uma célula de Leydig.
Para obten¢do do volume nuclear (VN) utilizou-se a formula VN = 4/3 7R>, onde R =
raio nuclear. O volume citoplasmatico (VC) foi calculado a partir da formula VC =
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% citoplasma x VN/% nucleo. O volume de uma célula de Leydig foi obtido
somando-se 0 VN ao volume citoplasmatico. Estes valores foram expressos em
micrémetros cubicos (um?). O célculo do volume que as células de Leydig ocupam
por testiculo foi feito a partir da propor¢do das células de Leydig no parénquima
testicular x peso do parénquima de um testiculo/100. O peso do parénquima
testicular foi obtido subtraindo-se a massa ocupada pela albuginea do peso total dos
testiculos, obtendo-se assim o peso liquido da por¢ao funcional do 6rgao.

O volume que as células de Leydig ocupam por grama de testiculo foi
obtido utilizando-se o peso bruto dos testiculos. O numero total de células de Leydig
por testiculo foi calculado a partir do volume que as células de Leydig ocupam por
testiculo (um’)/volume de uma célula de Leydig (um?). Para calcular o niimero total
de células de Leydig por grama de testiculo utilizou-se a formula: volume que a
célula de Leydig ocupa por grama de testiculo (um’)/volume de uma célula de
Leydig (um?).

A fim de se quantificar o investimento em células de Leydig, em relacdo a
massa corporal, foi calculado o indice Leydigossomatico (ILS), utilizando-se a
formula: ILS=volume total de célula de Leydig no parénquima testicular/PC x 100,

onde PC= peso corporal.

2.5. Morfometria epididimaria

Foi obtido o diametro tubular médio por regido por animal a partir da
mensuragdo, ao acaso, de 30 seccodes transversais do ducto epididimario que
apresentaram contorno o mais circular possivel. Nas mesmas sec¢des foram feitas a
mensurac¢ao da altura do epitélio, medindo da membrana basal até o lume tubular. O
valor encontrado para a altura do epitélio, em cada tabulo, representou a média de
quatro medidas tomadas de forma diametralmente opostas. Estas medidas foram
realizadas utilizando-se programa de anélise de imagem Image Pro Plus em imagens
aumentadas em 100x. Na regido do corpo onde ndo se € possivel encontrar tibulos
circulares foram feitas duas medidas e a média representou a altura do epitélio, para a
mensuragao dos didmetros tubular e luminal foi mensurado o menor didmetro.

A proporc¢ao volumétrica (%) do compartimento tubular e intertubular foi
estimadas a partir do uso de uma graticula de 266 pontos incidida em 10 campos

histologicos aleatdrios obtidos em aumento de 100x, totalizando a avalia¢do de 2660
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pontos para cada regido epididimaria de cada animal. Foram contabilizados pontos
sobre epitélio, limen sem a presenga de espermatozoides € com espermatozoide,

lamina propria, tecido conjuntivo e vaso sanguineo.

2.6. Determinagdo da concentracgao sérica de testosterona

No momento da eutanasia o soro foi congelado e posteriormente processado
para quantificacdo da testosterona sérica. Esta analise foi feita pelo método da
quimioluminescéncia utilizando kit Access Testosterone REF 33560, proprio para o
equipamento Access 2 (Beckman), pertencente ao Laboratério de Reprodugdo do

Departamento de Zootecnia da UFV. O resultado foi expresso em ng/mL.

2.7. Avaliagdes espermaticas

A cauda do epididimo direito foi seccionada varias vezes em placa de Petri
para obtencdo do fluido rico em espermatozoides. Este fluido foi diluido em
aproximadamente 500ul de meio diluidor TRIS aquecido a 32°C, sendo coletadas
amostras para a avaliagdo da motilidade e morfologia espermadticas, além da

avaliagdo da integridade estrutural das membranas.

2.7.1. Motilidade total, motilidade progressiva e vigor espermatico

As motilidades total e progressiva e o vigor espermatico foram avaliados
utilizando-se 10pL do fluido da cauda colocado entre lamina e laminula, previamente
aquecidas a 37°C, sendo avaliado em microscopio optico Bioval nos aumentos de
100X e 400X. Estes pardmetros foram avaliados no tempo 0, que corresponde a
primeira andlise apds a obtencao do fluido da cauda, e no tempo 5, que corresponde a
avaliagdo 5 minutos apos a primeira. A motilidade foi expressa em porcentagem (0-
100) e o vigor espermatico numa escala de 0 (imobilidade) a 5 (rapida mobilidade),

segundo descrito por CBRA (1988).

2.7.2. Morfologia espermatica

A avaliacdo da morfologia espermatica foi feita em microscopio de
contraste de fase. Para isso, 50ul do fluido da cauda do epididimo foi fixado em
100pL de formaldeido 4% tamponado, sendo mantido refrigerado até a andlise. As

anormalidades espermaticas observadas foram classificadas quanto a defeitos de
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cabeca, peca intermedidria, peca principal e distal, gota citoplasmatica proximal e
gota citoplasmatica distal. Foram contadas 200 células, sendo os resultados expressos

em porcentagem.

2.7.3. Avaliacdo da integridade estrutural da membrana plasmatica e acrossomal da

cabeca dos espermatozoides

A integridade estrutural da membrana plasmatica e acrossomal foi avaliada
pela técnica da fluorescéncia utilizando-se dois fluorocromos, o diacetato de
carboxifluoresceina (DACF) e o iodeto de propidio (IP), segundo o protocolo
proposto por Harrison e Vickers (1990) e modificado por Zuccari (1998). Foi
adicionado 10uL de fluido epididimario 40uL da solugdo trabalho. Esta solucdo foi
incubada por oito minutos em banho-maria a 37°C e avaliada em microscépio de
epifluorescéncia no aumento de 400X, ao abrigo da luz, utilizando filtro de 480 a
610nm. Foram contadas 200 células, considerando-se trés categorias de
espermatozoides: integros, lesados e semi lesados. Espermatozoides integros
apresentaram membrana plasmatica integra, corados pelo DACF em toda sua
extensdo. Espermatozoides lesados, corados pelo IP, apresentaram membrana
plasmatica ¢ membrana acrossomal lesadas, enquanto que espermatozoides semi
lesados apresentaram-se corados pelo DACF, devido a integridade da membrana

plasmatica na cauda, e pelo IP, devido a lesdo da membrana plasmatica.

2.8. Analises estatisticas

Os resultados obtidos a partir das avaliagcdes quantitativas foram submetidos
ao teste de andlise de variancia (ANOVA), sendo suas médias comparadas pelo teste
de Student Newman Keuls, ao nivel de significancia de 5%. Os resultados de analises
como motilidade, total e progressiva, e o vigor espermaticos foram submetidos ao
teste de Kruskal Wallis. Esta anélise foi feita utilizando o software STATISTICA for

Windows 3.11. Os resultados foram expressos como média + desvio padrao.

3. RESULTADOS

3.1.Variagao de peso durante o periodo experimental
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Os parametros biométricos médios do peso corporal, inicial e final, e do
ganho de peso ao longo do tratamento estdo dispostos na Tabela 1. Nao houve

alteragcdo nos parametros de peso corporal.

Tabela 1. Média e desvio padrdo do peso corporal (PC) inicial e final e da
variagdo de peso (GP) de ratos Wistar machos tratados com diferentes
concentracdes de aluminio na forma de cloreto de aluminio (AlICl;) durante 112

dias (P > 0,05).

Gl G2 G3 G4 G5
PC final (g) 436,11+42,90  471,98+42,41  425,43+56,08 447,18+68,56 390,71+43,19
PC inicial (g) 330,61+16,44  33991+21,19  329,11436,90 323,55+33,78 337,36+35,40
GP (g) 105,50+32,01 132,07+£22,92 96,31+25,44  123,62+£90,73  53,45+21,23

G1 = animais que receberam ImL dgua destilada; G2 = animais que receberam

0,02 mg/L Al; G3 =0,1 mg/L Al; G4 = 10mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al

3.2. Avaliacdo histoldgica do parénquima testicular e epididimario

O parénquima testicular dos animais de todos os grupos apresentou
arquitetura normal, como pode ser observado na Figura 1. Observou-se tibulos
seminiferos integros com células germinativas preservadas e epitélio seminifero
apresentando organizagdo normal, sem areas de necrose e mostrando diversos
estadios do ciclo espermatogénico, sem indicativo de que o metal afetou a
espermatogénese. A mesma arquitetura normal foi observada no compartimento
intertubular para todos os animais analisados (Fig. 2).

Com relacao ao epididimo, o segmento inicial apresentou arquitetura normal
em todos os grupos experimentais (Fig 3). As seccdes desta regido se apresentaram
como tubulos pequenos, de formato circular e com epitélio pseudo-estratificado
espesso, além da presenca de espermatozoides no limen. Foram observados varios
tipos celulares como principais, basais, apicais e estreitas, sendo caracteristico desta
regido. As células principais apresentaram vacuolizagdes citoplasmaticas
caracteristicas. No compartimento intertubular, foram observados poucos mastocitos.

A regido da cabeca apresentou em todos os grupos experimentais arquitetura
normal, os tubulos epididimarios maiores que os do segmento inicial, epitélio
pseudo-estratificado, poucas células claras e apicais, limen com espermatozoides e

estereocilios evidentes (Fig. 4). A Figura 5 mostra a regido do corpo. Os animais
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tratados com aluminio apresentaram vacuolizagdes na regido basal do epitélio nos
tubulos que estavam localizados proximos a regido periférica do epididimo. Em
todos os grupos experimentais observou-se poucos mastocitos no compartimento
intertubular.

Na regido da cauda, em todos os grupos experimentais, o epitélio
apresentou-se mais estreito que o epitélio das demais regides, com abundancia de
células claras, caracteristica dessa regido, ¢ lumen repleto de espermatozoides. No
compartimento intertubular observou-se poucos mastocitos (Fig. 6). Nao foram
observadas lesdes histopatoldgicas nos animais que receberam aluminio,

independente da concentragao.
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Figura 1. Fotomicrografia do compartimento tubular do testiculo de ratos Wistar. A e
B — grupo controle; C - 0,02mg/L. Al na forma de AICl;; D - 0,lmg/L Al; E -
10mg/Kg Al; F - 40mg/Kg Al. IN = Compartimento intertubular, ES = Epitélio

seminifero; L = Lumen. Coloragdo: Azul de Toluidina. Barras = 50um.
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Figura 2. Fotomicrografia do compartimento intertubular testicular de ratos Wistar.
A e B - Grupo controle; C - 0,02mg/L Al na forma de AICl;; D - 0,1mg/L Al; E -
10mg/Kg Al; F - 40mg/Kg Al. EL = Espago linfatico; EP = Epitélio; L = Limen;

Setas = Células de Leydig; Asterisco = Vaso sanguineo. Coloracdo: Azul de

Toluidina; Barras = 50pm.
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Figura 3. Fotomicrografia do segmento inicial de ratos Wistar tratados com
diferentes concentragdes de aluminio. A, B e C — grupo controle; D - 0,02mg/L Al; E
- 0,Img/L Al; F - 10mg/Kg Al; G - 40mg/Kg Al. E = Epitélio epididimario; L =

Limen; TC = Tecido conjuntivo; Setas finas = células apicais; Setas largas
Vacuolizagdo citoplasmatica; Circulo = Mastocito, Asterisco = Vaso sanguineo.

Coloragdo: Azul de Toluidina; Barras = 50um.
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mo de ratos Wistar tratados
com diferentes concentragdes de aluminio (Al). A, B e C — grupo controle; D -

X
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Figura 4. Fotomicrografia da regido da cabega do epididi
0,02mg/L Al; E - 0,Img/L Al; F - 10mg/Kg Al; G - 40mg/Kg Al. E = Epitélio

epididimario; L = Limen; TC = Tecido conjuntivo; Setas finas = células claras; Setas

largas = Estereocilios. Coloragao: Azul de Toluidina; Barra = 50um.
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Figura 5. Fotomicrografia da regido do corpo do epididimo de ratos Wistar tratados

com diferentes concentragdes de aluminio (Al). A, B e C — grupo controle; D -
0,02mg/L. Al; E - 0,Img/L Al; F - 10mg/Kg Al; G - 40mg/Kg Al. E = Epitélio
epididimario; L = Limen; TC = Tecido conjuntivo; Setas finas = células claras; Setas
largas = Estereocilios. Circulo = mastocito. Colora¢dao: Azul de Toluidina; Barra =

S50pm.
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Figura 6. Fotomicrografia da regido da cauda do epididimo de ratos Wistar tratados

com diferentes concentragcdes de aluminio (Al). A, B e C — grupo controle; D -
0,02mg/L AlL; E - 0,img/L Al; F - 10mg/Kg Al; G - 40mg/Kg Al. E = Epitélio
epididimario; L = Lumen; TC = Tecido conjuntivo; TM = Tecido muscular; Setas
finas = células claras; Setas largas = Estereocilios. Circulo = mastocito. Coloragao:

Azul de Toluidina; Barra = 50um.
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3.3. Morfometria testicular

3.3.1. Parametros biométricos

Os resultados obtidos para os parametros biométricos estdo mostrados na

Tabela 2. Nao foram observadas diferencas entre as médias dos grupos experimentais

para peso testicular, peso do parénquima e da albuginea e indice gonadossomatico (P

>0,05).

Tabela 2. Parametros biométricos do testiculo de ratos Wistar expostos a diferentes

concentragdes de aluminio na forma de cloreto de aluminio (AICl;) durante 112 dias

(P > 0,05).
Gl G2 G3 G4 G5
PT () 2,0120,15  1,97+021  1,84+0,14  1,82+0,12  1,76+0,10
PP (g) 1,8440,15  1,79+0,27  1,70+0,23  1,68+0,12  1,66=0,11
PAT(g)  0,17£0,04  0,18+0,09  0,14+0,11  0,14+0,03  0,10+0,02
IGS (%)  0,93+0,15  0,84+0,09  0,88+0,13  0,83+0,11  0,92+0,10

Meédia + desvio-padrao; PT = peso testicular; PP = peso do parénquima; PAT = peso

da albuginea testicular; IGS = indice gonadossomatico; G1 = animais que receberam

1 mL dgua destilada; G2 = animais que receberam 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al;

G4 =10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al.

3.3.2. Parametros histomorfométricos e estereologicos

Os resultados obtidos para os pardmetros histomorfométricos
testiculares de diametro dos tubulos seminiferos, didmetro luminal e altura do
epitélio seminifero estdo mostrados na Tabela 3. Nao foram encontradas
diferencas entre as médias dos grupos para esses parametros (P > 0,05).

Com relacdo a propor¢ao volumétrica dos componentes do parénquima
testicular, o comprimento total de tibulos seminiferos por grama de testiculo
apresentou aumento no tratamento com 40mg/Kg de aluminio quando
comparado ao tratamento com 0,01mg/L (P < 0,05). Os demais pardmetros nao
apresentaram alteracdo (P > 0,05; Tab. 4).

Os parametros morfométricos intertubulares estdo mostrados na Tabela

5. Nao houve alteragdo em nenhum dos parametros analisados (P > 0,05).
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Tabela 3. Média e desvio-padrdo dos didmetros, tubular (DT) e luminal (DL), e da
altura do epitélio (AE) dos tabulos seminiferos de ratos Wistar expostos a diferentes

concentragdes de aluminio na forma de cloreto de aluminio (AlCI3) por 112 dias (P >

0,05).

Gl G2 G3 G4 G5
DT (um) 285,1+18,9  283,549.6  295,1+13,5 276,5t16,6 274,1+20,3
DL (um) 13544194  130,548,7  134,5+11,1 117,9+15,5 1254+17.2
AE (um)  74,8+3,1 76,5+1,8 80,343,8 79,363 74,3443

G1 = animais que receberam 1 mL 4gua destilada; G2 = animais que receberam 0,02

mg/L Al; G3 =0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al.

Tabela 4. Parametros morfométricos tubulares do parénquima testicular de ratos
Wistar adultos tratados com diferentes concentragdes de aluminio, na forma de

cloreto de aluminio (AICl3), por 112 dias.

Gl G2 G3 G4 G5
TS (%) 81,83+3,90 83,7043,10  81,20+4,21  85,60+1,85  85,30+2,82
ES (%) 59,56+2,29 61,7942,92  57,51+2,17  60,11£1,22  60,34+2,97
TP (%) 2,73+0,43 2,40£0,42  2,90+£0,291  2,82+04  2,46+0,26

L (%) 19,54+2,74 19,51+1,4  20,79+3,05  22,67+1,82  22,50+4,16
TS (mL) 1,50+0,13 1,50+0,26 1,38+0,22  1,4440,11  1,42+0,07
ES (mL) 1,10+0,11 1,11£020  0,98+0,14  1,01+0,08  1,01+0,10
TP (mL) 0,05+0,01 0,04£0,01  0,04£0,003  0,05+0,01  0,04+0,004

L (mL) 0,35+0,05 0,35+0,05 0,36+0,09  0,38+0,03  0,37+0,05
CT/T (m) 23,85+3,44 23,81+4,24  20,18+2,39  24,20+3,64  24,31£3,45

*CT/gT (m)  11,86£1,77°  12,08+1,41°  10,96+0,92° 13,29+1,73" 13,81+1,87"

ITS (%) 0,35+0,06 0,32+0,06 0,33£0,07  0,33+0,05  0,37+0,04

Média + desvio-padrdo; G1 = animais que receberam 1 mL &4gua destilada; G2 =
animais que receberam 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =40
mg/Kg Al; TS = Tabulo seminifero; ES = Epitélio seminifero; TP = Tunica propria; L
= Lamen; CT/T = Comprimento total de tibulos seminiferos por testiculo; CT/gT =
Comprimento total de tibulos seminiferos por grama de testiculo; ITS = Indice
tubulossomatico, * **Letras diferentes na mesma coluna sio diferentes entre si (P <

0,05), pelo teste de Student Newman Keuls.
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Tabela 5. Volume (mL) e propor¢ao volumétrica (%) dos componentes intertubulares

de ratos Wistar adultos expostos cronicamente a diferentes concentracdes de

aluminio por 112 dias (P > 0,05).

IN (mL)
IN (%)
VS (mL)
VS (%)
EL (mL)
EL (%)
CL (mL)
CL (%)
TC (mL)
TC (%)
M (mL)
M (%)

Gl
0,34+0,08
18,17£3,90

0,038+0,020
10,77£3,67
0,230+0,006
68,29+4,40
0,019+0,003
5,38+0,69
0,043+0,011
12,70+3,96
0,010+0,002
2,86+0,80

G2
0,29+0,04
16,30+3,2

0,02620,014
8,90+5,40
0,20040,046
69,2040,20
0,01940,009
6,60+3,00
0,035+0,008
12,20+2,90
0,01040,003
3,10+1,40

G3
0,32+0,07
18,80+4,2

0,024+0,009
6,40+2,80
0,210+0,071
68,00+2,80
0,026+0,011
7,90+3,20
0,046+0,018
13,90+5,60
0,014+0,006
3,80+2,00

G4
0,24+0,04
14,40+1,9

0,023+0,012
9,60+5,40

0,170+0,039
70,90+2,30
0,016+0,006
6,70+2,50
0,026+0,011
10,50+4,10
0,005+0,002
2,30£1,00

G5
0,24+0,06
14,70+2,8

0,024+0,006
9,80+1,00
0,160+0,037
66,60+4,30
0,022+0,010
9,50+3,30
0,028+0,006
11,50+2,00
0,006+0,002
2,60+0,40

Média + desvio-padrdo; G1 = animais que receberam 1 mL &4gua destilada; G2 =
animais que receberam 0,02 mg/L de Al; G3 = 0,1 mg/L de Al; G4 = 10 mg/Kg de
Al; G5 = 40 mg/Kg de Al; IN = Intertubulo; VS = Vaso sanguineo; EL = Espago

linfatico; NL = Nucleo de Leydig; CL = Células de Leydig; TC = Tecido conjuntivo;

M = Macrofago.

Os resultados da morfometria da célula de Leydig estdo mostrados na

Tabela 6, Houve reducdo no didmetro e volume nuclear em todos os tratamentos

quando comparados ao controle (P < 0,05). O volume das células de Leydig por

testiculo apresentou redug@o nos tratamentos com 0,1mg/L, 10mg/Kg e 40mg/Kg de

aluminio quando comparados ao controle (P < 0,05). Nos demais parametros nao

houve diferenca (P > 0,05) entre os grupos experimentais.
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Tabela 6. Morfometria das células de Leydig no testiculo de ratos Wistar expostos a
diferentes concentragcdes de aluminio, na forma de cloreto de aluminio (AlCls), por

112 dias.

Gl G2 G3 G4 G5
*DNL 11,52+0,70° 10,02+0,58" 9,62+0,81° 9,32+0,59" 9,50+1,21°
*VN 807,89+141,73° 530,48+89,42° 473,50+113,01° 427,64+83,19°  466,25+170,92°
vC 1582,33+504,83  1171,08+271,60  1066,72+312,67 948,78+576,42  1303,99+358,06
*VL 2390,21+605,12°  1701,56+239,03*  1540,21+403,72°  1376,41£654,17°  1769,24+516,71°
NCL/T 7,89+2,59 11,02+4,80 17,70+10,37 12,72+4,43 12,8145,60
*NCL/gT 3,92+1,20° 5,59+2,20% 9,61+5,08° 6,98+2,41% 7,27+2,99%°
RNP 55,98+22,14 48,2+16,1 45.4+8,1 54,5+21,1 35,3452
ILS 0,008+0,002 0,008+0,003 0,012+0,005 0,007+0,002 0,012+0,006

Média + desvio-padrao; G1 = animais que receberam 1 mL agua destilada; G2 =
animais que receberam 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =
40 mg/Kg Al. DNL = Didmetro nuclear de células de Leydig (um); VN = Volume
nuclear de células de Leydig (um’); VC = Volume do citoplasma de Leydig (um”);
VL = volume de células de Leydig por testiculo (um’); NCL/T = Numero de células
de Leydig por testiculo (10°); NCL/gT = Namero de células de Leydig por grama de
testiculo (10°); RNP = Relagdo nucleoplasmatica (%); ILS = Indice leydigossomatico
(%). * P etras diferentes na mesma coluna sdo diferentes entre si (P < 0,05) pelo

teste de Student Newman Keuls.
3.4. Morfometria epididimaria

3.4.1. Biometria

Os resultados do peso médio epididimario encontram-se na Tabela 7. Os
animais tratados com aluminio, independente da concentracio administrada,
apresentaram reducdo no peso médio epididimario em relagdo aos animais do grupo

controle (P <0,05).
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Tabela 7. Peso epididimario de ratos Wistar expostos a diferentes concentragdes de

aluminio na forma de cloreto de aluminio (AICls) por 112 dias.

Tratamento Peso (g)
Gl 0,93 £0,25°
G2 0,78 +0,12°
G3 0,68 +0,07°
G4 0,72 +0,05°
G5 0,72 +0,04°

Média + desvio-padrao; G1 = animais que receberam 1 mL agua destilada; G2 =
animais que receberam 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =
40 mg/Kg Al. **Letras diferentes na mesma coluna sdo diferentes entre si (P < 0,05)

pelo teste de Student Newman Keuls.

3.4.2. Histomorfometria epididimaria

Os resultados da morfometria epididimaria, considerando a mensuragao dos
diametros, tubular e luminal, e da altura do epitélio, estdo mostrados na Tabela 8.
Nao foram observadas diferencas entre os grupos para as trés mensuragdes
considerando as regides do segmento inicial, corpo e cauda (P > 0,05). Na regido da
cabeca, animais que receberam 40 mg/Kg de aluminio apresentaram aumento do
valor médio para altura do epitélio, quando comparado aos demais grupos

experimentais (P < 0,05).
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Tabela 8. Diametro tubular (DT; um), didmetro luminal (DL; pm) e altura epitelial
(AE; pm) de quatro regides epididimarias de ratos Wistar expostos a diferentes

concentragdes de aluminio (AlCIs) por 112 dias.

Gl G2 G3 G4 G5
SI DT 200,4+45,8  185,6+15,6  171,3+5,8  175,7+12,0 168,3+10,4
DL 138,8+46,2 124,8+4,1  107,3+8,6  112,7492  100+4,9
AE 33,9413 32,2422 34,343 34,942.4 34,842
Cabeca DT 335431,05 34974326  3302+31,7 338,8+26,5 321,5+14,9
DL 272,6+26,8  289,3432,5  263,74252 281,8423,1 251,8+14,6
*AE 32,7+1,5° 31+1,8° 33,1£2,5°  31242,8°  36,4+1,3"
Corpo DT 327,8436,9  331,1426,3  317,6£26,3 307,3+17,3 303,1435,7
DL 269,1429,7  2702+182  253,8423,8 2552420  243,8428.5
AE 27,343 4 28,6+3,6 31,7443 26£2,6  29,4+3,13
Cauda DT 330,5420  331,4428,03  324,949.6  321,1£19,1 32224183
DL 282,5+18,4  282,14349 2703159 2675153  269,4+23
AE 23,5+1,1 23,842,3 25,742,0 249422 262423

Média + desvio-padrio; SI = segmento inicial; DT = Diametro tubular (um); DL =
Diametro luminal (um); AE = altura de epitélio (um); G1 = animais que receberam 1
mL 4gua destilada; G2 = 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =
40 mg/Kg Al. * **Letras diferentes na mesma linha sio diferentes entre si (P < 0,05)

pelo teste de Student Newman Keuls.

Tabela 9. Propor¢ao volumétrica (%) da regido segmento inicial do epididimo de
ratos Wistar expostos a diferentes concentragdes de aluminio na forma de cloreto de

aluminio (AICl3) por 112 dias.

Seg. inicial Gl G2 G3 G4 G5
*EP 3543+421* 36,39+3,49° 38,89+1,94%° 3735+3,05° 43,34+5,81°
LP 6,67+1,86  429+1,77  4,96+1,91  564+1,45  4,58+1,88

*LcSPZ  27,69+9,64° 24,66+3,65* 19,62+4,48°  19,44+2.81° 18,45+2,83°
LsSPZ 0,71£0,48  1,81£1,89  1,27+0,76  1,5040,70  1,03+0,64
TC 28,5746,55 31,54+2,02  33,5144,05 34,81+3,80 30,99+5,61
VS 0,93+0,30  1,3140,73  1,75+0,61  1,26£0,29  1,61+0,62

Média + desvio-padrao; Seg. inicial = Segmento inicial; EP = Epitélio; LP = Lamina

propria; LcSPZ = Lumen com espermatozoide; LsSPZ = Limen sem
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espermatozoide; TC = Tecido conjuntivo; VS = Vaso sanguineo. Gl = animais que
receberam 1 mL 4gua destilada; G2 = animais que receberam 0,02 mg/L Al; G3 =
0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al * P etras diferentes na mesma

linha sdo diferentes entre si (P < 0,05) pelo teste de Student Newman Keuls.

Tabela 10. Propor¢do volumétrica (%) da regido da cabega do epididimo de ratos

Wistar expostos a diferentes concentragdes de aluminio na forma de cloreto de

aluminio (AICl;) por 112 dias.

Cabega Gl G2 G3 G4 G5

*EP 28,49+2,14* 28,85+2,65 32,36+2,94° 28,0142,07° 33,71+1,84°
*LP 4,56x1,61°° 3,67+1,18%  2,54+0,95° 4,03+0,57°°  5,79+1,69°
LcSPZ 49,88+50,6 48,22+841 42,02+44,83 49264314 4331+1,77
LsSPZ 1,38+1,23  3,14+4,01  228+3,01  2,14%1,13  1,90+1,97
TC 15,04+3,40  15,4043,59  20,00+2,99 15,71+2,78  14,18+1,99
VS 0,650,08  0,724033  0,80+0,32  0,85+040  1,11£0,25

Média + desvio-padrao; EP = Epitélio; LP = Lamina propria; LcSPZ = Liimen com
espermatozoide; LsSPZ = Limen sem espermatozoide; TC = Tecido conjuntivo; VS
= Vaso sanguineo; G1 = animais que receberam 1 mL dgua destilada; G2 = animais
que receberam 0,02 mg/L Al; G3 =0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg
Al * *Letras diferentes na mesma linha sdo diferentes entre si (P < 0,05) pelo teste

de Student Newman Keuls.

Tabela 11. Propor¢ao volumétrica (%) da regido do corpo do epididimo de ratos
Wistar expostos a diferentes concentragdes de aluminio na forma de cloreto de

aluminio (AICl3) por 112 dias.

Corpo G1 G2 G3 G4 G5
*EP 22,93+1,02° 25,9142,55%° 27,94+3.59° 23,524225* 28,61+2,80°
LP 406122  2,74%1,16  2,79+1,05  3,33+0,76  3,41+1,09

LcSPZ 46234625 47,86+2,73  46,51+7,65 4725+4,50 45,76+4,95

LsSPZ 0,08£0,20  0,21£0,24  0,17+025  0,19£0,25  2,73+5,61
TC 25,61£6,74  22,78+5,09 21,64+46,00 25,0242,96  18,74+7,33
VS 1,0940,51  0,50£0,16  0,95£0,53  0,69+0,16  0,75+0,39
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Meédia + desvio-padrao; EP = Epitélio; LP = Lamina propria; LcSPZ = Limen com
espermatozoide; LsSPZ = Limen sem espermatozoide; TC = Tecido conjuntivo; VS
= Vaso sanguineo; G1 = animais que receberam 1 mL agua destilada; G2 = animais
que receberam 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg
Al * *Letras diferentes na mesma linha sdo diferentes entre si (P < 0,05) pelo teste

de Student Newman Keuls.

Tabela 12. Propor¢do volumétrica (%) da regido da cauda do epididimo de ratos
Wistar expostos a diferentes concentragdes de aluminio na forma de cloreto de

aluminio (AICI;3) por 112 dias (P > 0,05).

Cauda Gl G2 G3 G4 G5
EP 23,53+1,88 23,59+3.44 26,46+2,36 26,86£3,92 2595+3,15
LP 2,91+0,78  3,31£0,59  2,73+0,67  3,89+0,79  3,44+0,65
LcSPZ 54,7943,06 54,98+6,38 52,28+5,54 50,77+£5,39 53,34+2,30
LsSPZ 0,3740,49  0,05£0,12  0,14£0,2  0,14+0,15  0,660,57
TC 17,53+1,41  16,91+4,26 16,8842,53 17,56£2,76 15,49+1,17
VS 0,6740,2  091+0,60  0,65+0.41  0,55+0,23  0,71+0,28
ML 0204036 0,25+0,51  0,86+1,08  0,23£0,22  0,41+0,78

Média + desvio-padrao; EP = Epitélio; LP = Lamina propria; LcSPZ = Liimen com
espermatozoide; LsSPZ = Limen sem espermatozoide; TC = Tecido conjuntivo; VS
= Vaso sanguineo; ML = Musculo liso; G1 = animais que receberam 1 mL agua
destilada; G2 = animais que receberam 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10
mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al

3.5. Concentragao sérica de testosterona
Todos os animais que receberam o tratamento com cloreto de aluminio
apresentaram diminuicdo nos valores médios de testosterona plasmatica (P < 0,05;

Tab. 13), quando comparados ao controle.
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Tabela 13. Concentracdo sérica de testosterona em ratos Wistar expostos a diferentes

concentragdes de aluminio na forma de cloreto de aluminio (AICl;) por 112 dias.

Tratamento Testosterona (ng/dL)
Gl 1,86+0,85
G2 0,48+0,28°
G3 0,48+0,12°
G4 0,84+0,50°
G5 0,81+0,60°

Média + desvio-padrdo. G1 = animais que receberam 1 mL agua destilada; G2 =
animais que receberam 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =
40 mg/Kg Al. *’Letras diferentes na mesma coluna sdo diferentes entre si (P < 0,05)

pelo teste de Student Newman Keuls.

3.6. Avaliagdes espermaticas

Os resultados obtidos para os parametros de motilidade e vigor espermaticos,
no tempo 0 (primeira avaliagdo) ¢ 5 minutos apOs a primeira avaliagdo, estdo
mostrados na Tabela 14. Animais que receberam a maior concentracdo de aluminio
apresentaram a menor motilidade total no tempo 0 (P < 0,05) entre os grupos,
enquanto que as médias para as demais variaveis neste tempo, motilidade progressiva
e vigor, bem como os trés pardmetros no tempo 5 ndo diferiram entre os grupos
experimentais (P > 0,05). Ao avaliar a integridade estrutural das membranas
espermaticas (Tab. 15), observou-se que o percentual de espermatozoides integros
foi menor nos animais que receberam o tratamento com aluminio comparado aos
animais do grupo controle (P < 0,05). Houve um aumento no percentual de
espermatozoides lesados nos animais tratados, quando comparados aos animais
controle (P < 0,05). Os animais do grupo controle e expostos a menor concentracao
de aluminio apresentaram maior quantidade de espermatozoides semi lesados que os
animais dos demais grupos (P < 0,05).

Nao houve diferenca entre os grupos para o percentual médio de defeito de
cabeca, de pec¢a intermediaria, de cauda e de espermatozoides com morfologia
normal (Tab. 16; P > 0,05). Animais que receberam 0,02mg/L de aluminio
apresentaram espermatozoides com peca intermediaria quebrada (0,50 + 0,54%),

enquanto que animais que receberam 10mg/Kg apresentaram espermatozoides com

54



gota citoplasmatica proximal (0,66 £+ 0,81). Os outros grupos ndo apresentaram essas

patologias.

Tabela 14. Motilidades e vigor de espermatozoides coletados da cauda do epididimo
de ratos Wistar expostos cronicamente a diferentes concentragdes de aluminio na

forma de cloreto de aluminio (AICl;), analisados em dois momentos.

Tempo 0 Tempo 5
Tratamento *MT (%) MP (%) Vigor (0-5) MT (%) MP (%) Vigor (0-
5)
Gl 84,26+5,84% 60,00+8,36 2,58+0,49 62,00+4,47 50,00£7,07 2,80+0,27
G2 73,33£10,80"  54,16+15,62 2,67+0,51 53,00+9,08 42,00+7,58 2,90+0,22
G3 75,00+6,32° 60,00+8,36 2,33+0,40 58,33+6,83 51,66+8,16 3,08+0,20
G4 77,50+6,89* 60,83+6,64 2,41+0,80 50,83+12,81 43,33+16,63  2,91+0,49
G5 70,00+7,74° 61,66£5,16 2,33+0,25 41,67+6,05 29,16+5,84 2,33+0,40

Média + desvio-padrao; Tempo 0: imediatamente apds coleta do fluido epididimario;
Tempo 5: 5 minutos apos a primeira avaliacdo; MT = Motilidade total;, MP =
Motilidade progressiva; G1 = animais que receberam 1 mL 4gua destilada; G2 =
animais que receberam 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =
40 mg/Kg Al * *"Letras diferentes na mesma coluna diferem entre si (P < 0,05) pelo

teste de Kruskal Walis.

Tabela 15. Avaliacdo da integridade estrutural de membranas de espermatozoides
presentes no fluido epididimario de ratos Wistar expostos cronicamente a diferentes
concentragdes de aluminio na forma de cloreto de aluminio (AlCls), utilizando iodeto

de propidio (IP) e diacetato de carboxifluoresceina (DACF) como fluorocromos.

Fluorescéncia (%)

Tratamento ]
Integro (DACF/IP") Lesado (DACF/IP")  Semi lesado (DACF/IP")
Gl 49,83+7,98" 42,33+6,53 7,84+5.11°
G2 33,66+7,65° 59,67+5,24° 6,67+5,16%
G3 20,66+13,44° 78,84+13,94° 0,50+1,22°
G4 6,00+£6,03° 93,17+5,52° 0,83+1,32°
G5 5,66+4,59° 93,34+5,04° 1,00+1,54°

Meédia + desvio-padrdo; Gl = animais que receberam 1 mL 4gua destilada; G2 =

animais que receberam 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =
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40 mg/Kg Al; “"Letras diferentes na mesma coluna sdo diferentes entre si (P < 0,05)

pelo teste de Student Newman Keuls.

Tabela 16. Morfologia de espermatozoides presentes no fluido epididimario de ratos
Wistar expostos cronicamente a diferentes concentragdes de aluminio na forma de

cloreto de aluminio (AICls) (P > 0,05).

Gl G2 G3 G4 G5
Def. Cabeca  0,3340,51 1,33+£1,96 1,28+1,47 1,50+1,22 0,66+0,81
Def. PI 0,66+0,46 0,66+0,24 0,44+0,09 0,33+0,23 0

Def. Cauda  11,65+5,58 6,82+3,28 12,9244 .91 10,98+3,61 15,66+7,48
Normal 87,36+7,94 91,19+4,11 85,36+3,16 87,19+6,55 83,68+8,89

Média + desvio-padrao; Def. Cabeca = Defeito de cabeca; Def. PI = Defeito de peca
intermediaria; Def. Cauda = Defeito de cauda; G1 = animais que receberam 1 mL
agua destilada; G2 = animais que receberam 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 =
10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al.

4. DISCUSSAO

Neste estudo ndo foi observada alteragdo no peso médio final dos animais e
no ganho de peso, independente do grupo experimental. Os animais que receberam
tratamento com 40mg/Kg de aluminio apresentaram 15% de ganho de peso,
enquanto que os animais dos grupos controle, 0,02mg/L, 0,1 mg/L e 10mg/Kg
apresentaram, respectivamente, 31%, 38%, 29% e 38%. Guo et al. (2005b),
administrando em camundongos 7 e 13 mg/Kg de cloreto de aluminio durante 14
dias por via subcutanea, ndo observaram diminui¢do no seu peso corporal, bem como
quando foi administrado por via intraperitoneal, na mesma espécie, 13 e 35 mg/Kg
durante 14 dias (Guo et al, 2005a). O resultado encontrado no presente trabalho se
difere do observado por Llobet et al. (1995), ao administrar nitrato de aluminio em
camundongos por quatro semanas na concentracdo de 50, 100 e 200 mg/Kg via
intraperitoneal. Sabe-se que alguns fatores podem influenciar os resultados
relacionados a toxicidade do aluminio, como espécie, peso dos animais, sexo, idade,
via de administragdo e forma quimica (Rollin et al., 1996). No presente estudo,

houve uma reducdo na quantidade de ragdo consumida pelos animais tratados com o
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cloreto de aluminio, principalmente com as maiores concentragdes. A solucdo do
cloreto de aluminio, ofertada via gavagem, se caracteriza por ter pH proximo de 3
para evitar a precipitagdo do metal. Este fato pode ter influenciado a ingestdo de
alimentos, devido a uma possivel ocorréncia de lesdes no epitélio esofagico, local de
deposicao da solugdo. Sugere-se maiores estudos para confirmar se, na metodologia
em questdo, este fato pode acontecer.

Os resultados mostraram que o aluminio, na forma de cloreto de aluminio,
ndo alterou parametros morfométricos testiculares, como peso da albuginea, indices
gonadossomatico e leydigossomatico, além de mensuracdes do compartimento
tubular, como diametro tubular e luminal, altura do epitélio seminifero e percentual
de seus componentes, independente da concentracdo utilizada. A auséncia de
alteracdo no IGS indica que ndo houve um comprometimento da massa testicular
pelo efeito dos diferentes tratamentos. Segundo Franca e Russell (1998), a propor¢ao
volumétrica de tubulos seminiferos em mamiferos ¢ um dos fatores responsaveis pela
eficiéncia na producdo espermdtica. Como neste estudo a propor¢dao de tibulos
seminiferos ndo foi alterada pelo aluminio, pode-se sugerir que a producio
espermatica ndo foi comprometida.

Nao foram encontradas alteragdes no comprimento total de tabulos
seminiferos por testiculo, porém o tratamento com 0,Img/L de aluminio sofreu
redu¢d@o no comprimento de tibulos seminiferos por grama de testiculo comparado
ao tratamento com 40mg/Kg de aluminio. Sabe-se que este parametro esta
intimamente relacionado com volume testicular, diametro tubular e proporcao
volumétrica dos tiibulos seminiferos (Franca e Russell, 1998). Da mesma forma, ndo
foram observadas alteragdes no indice tubulossomatico (ITS), que quantifica o
investimento do animal em tibulos seminiferos em relagdo a massa corporal (Attal e
Courot, 1963). Como ndo houve alteragdo nos animais que receberam aluminio,
sugere-se que o investimento em massa tubular ndo sofreu alteragdes, mesmo se
levando em consideracdo os animais que receberam 0,Img/L. de aluminio, ja que
estes animais ndo apresentaram alteragdo em nenhum dos outros parametros.

Na literatura existem poucos trabalhos relacionando o acimulo de aluminio
e analises morfométricas testiculares. Franca e Russell (1998) citam que geralmente
existe relacdo positiva entre o didmetro tubular e a atividade espermatogénica.

Contudo, sabe-se que a altura do epitélio seminifero ¢ uma mensuracdo mais efetiva
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para avaliagdo da producdo espermatica, por ser este um elemento dindmico no
tubulo seminifero (Wing e Christensen, 1982). Como neste trabalho nao houve
alteracdo na altura de epitélio seminifero, pode-se sugerir que o aluminio nao foi
capaz de atuar negativamente sobre a espermatogénese.

No compartimento intertubular, observou-se reducdo do didmetro e do
volume nuclear das células de Leydig nos animais tratados. A reducdo nestes
parametros pode estar relacionada com a diminui¢do de testosterona produzida
(Guyton, 2006), fato observado nos animais que receberam cloreto de aluminio,
independente de sua concentragdo. No entanto, o indice leydigossomatico, que
quantifica o investimento em células de Leydig em relagdo ao peso corporal (Russell,
1996), nao apresentou alteragao.

A alteracdo observada nas células de Leydig pode ter ocorrido pelo fato
destas encontrarem-se proximas aos vasos sanguineos € serem as primeiras a
entrarem em contato com o aluminio. Portanto, baixas concentra¢des de cloreto de
aluminio foram capazes de exercer efeitos negativos sobre estas células, afetando a
producdo deste hormonio, inclusive quando administrada concentragao de 0,02mg/L,
sendo esta inferior a concentragdo maxima toleravel de aluminio em agua doce,
estabelecida por Brasil (2005), que ¢ de 0,1mg/L.

A interrupcdo da biossintese de testosterona por fatores ambientais, como a
exposi¢ao ao aluminio, pode causar disfun¢do sexual e infertilidade (Papadopoulos,
2007). Moselhy et al. (2012), trabalhando com administracao de 34mg/Kg de cloreto
de aluminio durante 60 dias por via oral em ratos Wistar, observaram reducdo na
concentragdo sérica de testosterona. O mesmo foi observado por Rawi e Nassr
(2012), utilizando 50mg/kg de sulfato de aluminio em ratos Wistar por 45 dias.

Castro et al. (2002) relatam que ndo hé correlagdo entre altas concentragdes
de testosterona e aumento da atividade espermatogénica. As concentracdes desse
hormonio precisam atingir certo nivel limiar para que a espermatogénese proceda
normalmente, sendo que baixas concentragdes de testosterona sdo extremamente
nocivas para reprodugdo. No presente estudo, apesar dos resultados mostrarem
redugdo na concentragdo de testosterona plasmatica, que € a testosterona secretada
por via endocrina, esta aparentemente ndo afetou a atividade espermatogénica, ao
ndo observar alteragdes nas médias de altura de epitélio seminifero e percentuais de

componentes do compartimento tubular. Acredita-se que a testosterona testicular,
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testosterona secretada por via paracrina, ndo sofreu reducdo e por isso o processo de
espermatogénese aparentemente nao foi alterado. Sugere-se que seja feita a dosagem
da testosterona testicular com fim de se verificar se esta realmente ndo sofreu
redugdo. Além disso, andlises de microscopia eletronica e contagem de populagao
celular devem ser realizadas para verificar se realmente ndo houve alteragdo na
espermatogénese.

No presente estudo, o aluminio nao provocou alteragdes histopatoldgicas no
testiculo. Llobet et al. (1995) e Guo et al. (2005b) encontraram necrose em
espermatides e espermatozoides presentes no interior dos tibulos seminiferos de
camundongos. Um fator que pode justificar a auséncia de altera¢des histologicas
neste trabalho, quando comparado aos achados desses autores, pode ser a via de
administracao utilizada. Llobet et al. (1995) utilizaram via intraperitoneal, enquanto
que Guo et al. (2005b) a via subcutanea, que apresentam absor¢do imediata de
solugdes aquosas (Hardman e Limbird, 2012).

Sabe-se que a via oral apresenta absor¢do limitada em funcdo de suas
caracteristicas de permeabilidade baixa das membranas e hidrossolubilidade
reduzida. Além disso, substancias presentes no aparelho gastrointestinal podem ser
metabolizadas por enzimas do figado, da flora ou da mucosa intestinal antes de
alcancarem a circulagdo sistémica. Porém, mesmo utilizando a via oral, Yousef e
Salama (2009) relataram que 34mg/Kg AICl; por 70 dias causaram uma acumulagao
de células germinativas na luz dos tibulos, devido a uma paralisacdo do ciclo do
epitélio seminifero. Moselhy et al. (2012) observaram que o tratamento com cloreto
de aluminio em ratos durante 30 dias levou a alteragdes degenerativas nas células
espermatogénicas, desorganiza¢do das células no tubulo seminifero aos 45 dias,
necroses, deixando o limen com auséncia de espermatozoides. Rawi e Nassr (2012)
também observaram alteragdes histologicas no testiculo de ratos quando expostos ao
sulfato de aluminio durante 45 dias, como encolhimento dos tibulos seminiferos pela
perda de células espermatogénicas.

Quanto ao compartimento intertubular, os achados descritos na literatura,
testando a exposi¢do ao cloreto e nitrato de aluminio, mostram alteragdes como
vacuolizacdo e hiperplasia das células de Leydig, além de formagdo de grupos densos
dessas células circundando a maior parte do tubulo seminifero (Yousef e Salama,

2009). Esses resultados se contrapdem ao observado no presente estudo,
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considerando que todos os trabalhos utilizaram via de administracdo oral, mesma
espécie animal e forma quimica, excetuando-se Rawi e Nassr (2012), que utilizaram
sulfato de aluminio. O aluminio na forma de sulfato de aluminio apresenta em 1g do
sal menor concentragao de aluminio que em 1g de cloreto de aluminio. A variavel
observada entre os trabalhos foi o tempo de exposicdo ao metal, sendo o tempo
maximo utilizado nos trabalhos de até 70 dias, enquanto que no presente estudo o
tempo de administragao do aluminio foi de 112 dias. A administragdo crdnica, usada
neste trabalho, pode ter causado uma adaptagao do organismo ao aluminio. Calabrese
(2008) descreve o processo de hormese, relacionado com a homeopatia, que ¢ uma
resposta de compensacdo do organismo quando ocorrem perturbacdes na
homeostase. O autor cita que a hormese ¢ uma manifestacdo quantitativa de um
processo reparador que ¢ adaptativo na natureza. A estimulacdo reflete a capacidade
do organismo para alocar recursos biologicos, que sdo dependentes da perturbagdo
sofrida, de uma maneira altamente eficiente para reparacdo de danos induzidos pelo
agente toxico apos certo periodo de tempo. O tempo de exposi¢do ao aluminio (112
dias) foi quase o dobro de tempo utilizado nos outros trabalhos, o que pode justificar
a auséncia de alteragdes histologicas, principalmente testiculares. Dixon et al. (1979)
trataram ratos albinos Sprague Dawley com 44,8, 447,6 ¢ 4476 mg/L de cloreto de
aluminio por via oral durante 90 dias, e ndo observaram alteragdes histopatoldgicas,
neste estudo os autores sugerem que a auséncia de alteracdes esta relacionada com os
niveis normais de gonadotrofinas.

O resultado obtido para peso epididimdrio foi similar a outros trabalhos que
utilizaram altas concentragdes de cloreto (Yousef e Salama, 2009) e nitrato de
aluminio (Llobet et al., 1995). Guo et al. (2005), apesar de terem observado reducao
do peso testicular nas duas concentracdes testadas, obtiveram redu¢do do peso
epididimério apenas em animais que receberam 13 mg/Kg. O epididimo ¢é
dependente da testosterona que, ao entrar neste Orgdo, € convertida em
diidrotestosterona para manutencdo de sua estrutura, peso e fungdo. A reducdo da
concentragao sérica de testosterona pode influenciar na reducgao do peso epididimario
(Robaire et al., 2009). Portanto, a redu¢do do peso pode ter ocorrido devido a
diminui¢do da concentracdo sérica de testosterona observada em todos os animais

expostos ao aluminio.
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No presente estudo foi observada alteragdo no percentual de limen com
espermatozoides somente na regido do segmento inicial de animais expostos as
maiores concentragdes do cloreto de aluminio (0,1mg/L, 10mg/Kg ¢ 40mg/Kg). Nos
animais que receberam a maior concentragdo isso pode ter ocorrido devido ao
aumento no percentual de epitélio, mas, em todos os grupos citados, ndo houve
aumento do percentual de limen sem espermatozoides. O segmento inicial € a regido
epididimaria mais influenciada pelo testiculo, pois recebe os espermatozoides recém-
liberados do epitélio seminifero junto com os fluidos testiculares, que possuem
substancias que estimulam suas fungdes (Hermo e Robaire, 2002). Portanto, essa
regido ¢ muito importante no estudo da interagdo entre esses dois 6rgaos nos casos de
intoxicagao.

Também nao foi observado alteracdo nos valores médios para diametro
luminal e tubular e altura do epitélio epididimario, considerando as regides do
segmento inicial, corpo e cauda. A regido da cabega foi a Unica que apresentou
aumento da altura do epitélio, quando os animais foram expostos a maior
concentracdo de cloreto de aluminio fornecida neste experimento. Esse aumento foi
refletido no maior percentual de epitélio. No entanto, apesar de ndo terem
apresentado aumento na espessura do epitélio, animais tratados com 0,Img/L,
considerando cabeca e corpo, e 40mg/Kg, considerando corpo e segmento inicial,
apresentaram aumento no percentual do epitélio. A regido da cauda ndo foi afetada
pela exposic¢ao ao cloreto de aluminio, considerando-se os pardmetros morfométricos
analisados. Nao ha relatos na literatura sobre alteragdes morfométricas epididimarias
quando animais sdo expostos ao cloreto de aluminio, nas concentragdes testadas.
Sabe-se que a altura epitelial pode refletir um aumento na atividade secretdria e
absortiva das células, devido maior atividade de suas organelas (Hermo e Robaire,
2002).

As vacuolizagdes na porcao basal da regido do corpo em todos os grupos
que receberam cloreto de aluminio pode ser indicativo de a¢do do aluminio sobre o
epitélio epididimario. No entanto, ndo foram observadas as mesmas alteragdes nas
demais regides desse Orgdo. Moselhy et al. (2012) mostraram o efeito nocivo do
aluminio ao epididimo, em que 34mg/Kg levou a uma descamacao e vacuolizacdo do
epitélio epididimario e reducdo da quantidade de espermatozoides intraluminais apos

exposicdo por 45 dias. Apos 60 dias, o limen epididimario apareceu vazio ou com
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baixa densidade espermatica (Moselhy et al., 2012). Guo et al. (2005b) ndo relataram
alteragdes histologicas no epididimo em seu trabalho.

Com relagdo aos espermatozoides, a alteragao mais importante obtida neste
estudo foi a grande quantidade de espermatozoides com membranas espermaticas
lesadas nos animais que receberam o sal, mostrando que houve um prejuizo na
manutencdo dessa integridade. Alteragdes na membrana espermatica podem ser
relacionadas com prejuizos na fertilidade e podem ocorrer devido a redugdo no
tempo de transito epididimario. Essas alteragdes, no entanto, nao influenciaram
significativamente os parametros de motilidade e vigor, independente dos tempos
analisados, excetuando-se os espermatozoides de animais expostos a 40mg/Kg no
tempo 0 com relagdo a redugdo no percentual de células com motilidade total.
Krasovisk et al. (1979) relatam que ao administrar 50mg/Kg de cloreto de aluminio a
ratos houve alteragdes na motilidade espermatica. Llobet et al. (1995) nao
verificaram alteragdo na motilidade nas concentragdes de 50, 100 ¢ 200mg/Kg de
nitrato de aluminio.

A motilidade reduzida pode ocorrer devido a aberracdes morfoldgicas ou a
outros mecanismos (Wyrobeck, 1975), mas, no presente estudo, provavelmente foi
por falta de integridade estrutural das membranas. Isso porque o percentual de
espermatozoides morfologicamente normal foi semelhante para todos os animais do
experimento. A presenca de gota citoplasmatica proximal nos animais expostos a
10mg/Kg de cloreto de aluminio pode ser devido ao aumento no tempo de transito
epididimario, demonstrando a importancia da realizacdo desta andlise. Os
androgenos também atuam sobre o transito epididimario, controlando a viscosidade
do fluido luminal e a contratilidade do ducto, a fim de garantir que a taxa de transito
dos gametas seja ideal (Sujarit e Pholpramool, 1985). Consequentemente, a falta
desses hormdnios pode aumentar a permanéncia dos espermatozoides no epididimo.
A analise do transito epididimario torna-se cada vez mais importante para se
compreender as alteracdes encontradas nos espermatozoides, ja que a concentragdo
sérica de testosterona foi alterada pelo cloreto de aluminio.

Neste trabalho as concentragdes de 0,02mg/L, cinco vezes menor que a
concentracdo maxima toleravel, e de 0,1mg/L estabelecida pelo Brasil (2005) nado se
apresentaram seguras, considerando que capazes de alterar a integridade estrutural

nas membranas espermaticas. Para compreender melhor a capacidade do aluminio
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em lesar a membrana espermatica, sugere-se que analise do transito epididimario e

da protedmica do fluido epididimario sejam realizados.

5. CONCLUSOES

A concentra¢dao de 0,Img/L de aluminio que ¢ a concentragdo maxima de
aluminio toleravel na dgua doce, juntamente com a concentragao cinco vezes menor
(0,2mg/L) e as altas concentragdes (10 e 40 mg/Kg) levaram a alteragdes nas células
de Leydig, j4 que estas apresentaram didmetro e volume nuclear reduzidos,
consequentemente a concentragdo sérica de testosterona também apresentou redugao.
A reducao na concentracao de testosterona pode ter influenciado na redugao do peso
epididimario. Os efeitos toxicos das baixas e altas concentragdes do aluminio no
espermatozoide foram verificados pela alteracio na membrana espermatica que
apresentou redu¢do na sua integridade, a falta de integridade da membrana
espermatica pode ter ocorrido devido a alteragdes no tempo de transito epididimario,
sugere-se entdo que a andlise do tempo de transito seja realizada. Diferentes
alteracdes na morfometria epididimaria foram observadas nas concentragdes de
0,Img/L, 10mg/Kg e 40mg/Kg, porém ¢ necessario que seja realizada andlise de

microscopia eletronica para melhor compreensado destes resultados.
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CAPITULO 2 - PARAMETROS REPRODUTIVOS DE RATOS WISTAR
EXPOSTOS CRONICAMENTE AO ALUMINIO

1. INTRODUCAO

A contaminagdo por aluminio pode ocorrer pelo consumo de aditivos
alimentares para nutricdo parenteral, solugdes intravenosas, agua potavel, emulsdes
lipidicas e medicamentos, como vacinas, antiacidos, analgésicos e fluidos de didlise.
Antigamente, antidcidos contendo aluminio eram utilizados no tratamento de
distarbios gastrointestinais, ocorrendo acimulo no organismo quando ingeridos em
grande quantidade (Lobet et al., 1995).

Relatos de contaminacao testicular pelo aluminio estdo documentados na
literatura. Llobet et al. (1995) relatam que ratos machos apresentaram redugdo na
taxa de fertilidade quando tratados com 100 e 200mg/Kg de nitrato de aluminio por
via intraperitoneal durante quatro semanas. Yousef e Salama, (2009) observaram que
ratos tratados por via oral com 34mg/Kg de cloreto de aluminio durante 70 dias
apresentaram diminui¢do no peso dos testiculos e epididimo, diminuicdo na
concentragdo espermatica e na motilidade dos espermatozoides.

Os parametros espermaticos podem ser analisados por meio da morfologia,
motilidade e integridade da membrana espermatica. A morfologia dos
espermatozoides em grande parte reflete a funcionalidade dos tubulos seminiferos e,
em menor grau, do epididimo (Menon et al., 2011). Alteracdes nas membranas,
espermatica e acrossomal, levam ao decréscimo no tempo de vida do espermatozoide
e na capacidade deste em fertilizar o ovocito (Chatiza et al., 2011). Aliado a esses
parametros estd a avaliacdo da motilidade espermadtica, seja esta subjetiva ou
utilizando analises computadorizadas, que podem refletir danos de membrana e
patologias espermaticas (McNiven et al., 1992; Jasko et al., 1998; Aziz et al., 2005).

Entretanto, ndo se tem relato do efeito cronico de baixas concentracdes
deste metal na fertilidade de mamiferos. A Resolugdo numero 357 ditada por Brasil
(2005) estabelece a concentracdo maxima toleravel de 0,1mg/L de aluminio a ser
encontrada na agua doce. Portanto, modelos animais tratados cronicamente com
baixas doses de aluminio precisam ser estudados para que sejam definidos os

possiveis danos aos 6rgaos reprodutores e espermatozoides. Dessa forma, o objetivo
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deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes concentracdes de aluminio sobre

parametros reprodutivos, quando administrados cronicamente.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e grupos experimentais

Foram utilizados 30 ratos machos da linhagem Wistar com 70 dias de idade
(332,37 £ 22,03g) provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas
e da Saude da Universidade Federal de Vigosa. Os animais foram mantidos no
Biotério do Departamento de Educagdo Fisica com controle de iluminagao ambiente,
contemplando 12hs de luminosidade diaria e acondicionados em gaiolas conjuntas
contendo 6 animais/gaiola. Foram fornecidas diariamente 25g de ra¢do comercial
para animais de laboratdrio por rato e agua de beber ad libitum.

Apos completarem 80 dias de idade, os animais foram divididos
aleatoriamente em cinco grupos experimentais (n = 6 animais/grupo). O grupo
controle (G1) foi formado por animais que receberam ImL de agua destilada por
gavagem. Ja os animais dos grupos 2 (G2) e 3 (G3) receberam 0,02mg/L e 0,1mg/L
de aluminio (Al) na forma de cloreto de aluminio (AICl;). Animais dos grupos 4
(G4) e 5 (G5) receberam, respectivamente, 10mg/Kg Al (1/40 DLsy) e 40mg/Kg Al
(1/10 DLsg). Todas as concentragdes foram adaptadas para o volume de ImL,
administrado por gavagem. A concentracdo estabelecida de 0,02 mg/L corresponde a
1/5 do valor maximo toleravel de contaminagdo pelo aluminio em aguas doces,
determinado por Brasil (2005), que ¢ de 0,1 mg/L. Ja as altas concentracdes foram
baseadas na DLsy do aluminio (Krasoviskii et al., 1979).

Os animais foram pesados semanalmente para adequacdo das doses. O
fornecimento didrio das solugdes foi realizado por 112 dias, periodo que contempla
dois ciclos do epitélio seminifero. Os procedimentos experimentais utilizados neste
trabalho foram aprovados pela Comissio de Etica no Uso de Animais da

Universidade Federal de Vigosa (CEUA/UFV) sob nimero de protocolo 019/2011.

2.2. Procedimentos experimentais para avaliagdo da fertilidade in vivo

No 1137 dia de experimento, findado o tratamento com cloreto de aluminio,

cada macho foi colocado em caixas individuais menores, com duas fémeas higidas
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em idade reprodutiva. Permitiu-se a copula por cinco dias, quando os machos foram
separados das fémeas. Os machos foram mantidos por mais trés dias, periodo em que
foram transportados para o Laboratorio de Reproducdo Animal, pertencente ao setor
de reproducao do Departamento de Clinica e Cirurgias Veterinarias da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (EV/UFMG). Esse periodo foi
estipulado para reposicdo da reserva espermatica na cauda do epididimo,
favorecendo a coleta de espermatozoides para as avaliagcdes espermaticas.

As fémeas foram mantidas nas mesmas gaiolas em que estavam com oS
machos até completar 21 dias apds o primeiro dia com o macho, tempo que
contempla o periodo de gestagdo nesta espécie. Neste periodo, as fémeas receberam
agua e ragdo comercial para ratos ad libitum. Foi avaliado a taxa de
fertilidade/macho e por grupo experimental, considerando prenhez positiva e nimero
de filhotes por parto. Os resultados da taxa de fertilidade foram expressos por

percentual e o nimero de filhotes por grupo expresso em média = desvio padrao.

2.3. Coleta dos orgaos e de espermatozoides do fluido da cauda do epididimo

No laboratério de Reproducao Animal (EV/UFMG), os ratos machos de
cada grupo foram pesados em balanca de precisdo 0,01g (AS500, Marte) e
eutanasiados oito dias apds o término da administragdo do aluminio. Primeiramente
eles foram sedados e anestesiados utilizando-se cloridrato de xilazina (10mg/kg/IP) e
cloridrato de quetamina (150mg/kg/IP), respectivamente. Durante a etapa de
anestesia, realizou-se a coleta do sangue por meio de puncgdo cardiaca. Este foi
centrifugado a 4.119 xg por 15 minutos para obten¢do do soro, que foi armazenado
em microtubos previamente identificados e congelado a -20°C. Posteriormente,
aprofundou-se a anestesia até a morte do animal.

Em seguida, fez-se a abertura da cavidade abdominal, a partir de uma incisao
na linha alba, para a dissecacdo e a obtengdo dos testiculos e epididimos. Os
testiculos e epididimos esquerdos foram utilizados para processamento histoldgico,
enquanto que o testiculo direito foi congelado para realizacdo das andlises
enzimdticas e o epididimo do mesmo lado foi usado para obtencdo dos

espermatozoides da cauda do epididimo.

71



2.4. Avaliagdes espermaticas

A cauda do epididimo direito foi seccionada varias vezes em placa de Petri,
utilizando lamina de barbear, para obtencao do fluido rico em espermatozoides. Este
fluido foi diluido em aproximadamente 500ul de meio diluidor TRIS aquecido a
34°C, sendo coletadas amostras para avaliagdo da motilidade e morfologia

espermaticas, além da avaliagdo da integridade funcional das membranas.

2.4.1. Motilidade e cinética espermaticas

A motilidade e cinética espermaticas foram avaliadas pelo sistema
automatico de analise seminal (CASA; Ivos-Ultimate, Hamilton Thorne Biosciences,
Beverly, MA, EUA) no Laboratério de Reproducdo Animal da EV/UFMG. Uma
gota do fluido (10uL) coletado da cauda do epididimo foi utilizado para a andlise. O
equipamento foi ajustado para avaliar espermatozoides de roedores, considerando os
seguintes parametros: motilidade total (MT), progressiva motilidade (MP),
velocidade de percurso (VAP), velocidade progressiva (VSL), velocidade curvilinea
(VCL), retidao (STR) e linearidade (LIN). Os parametros foram analisados nos
tempo de 0 minutos e 3 minutos. A Figura 1 representa a forma como ¢ feita a leitura

dos espermatozoides pelo CASA.
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Figura 1 - Leitura de espermatozoides de rato pelo CASA. Vermelho = motilidade
progressiva rapida; Verde = Motilidade progressiva lenta; Azul = Sem motilidade

progressiva; Amarelo = Imovel.

2.4.2. Morfologia espermatica

A avaliacdo da morfologia espermatica foi feita em microscopio de
contraste de fase. Para isso, 50ul do fluido da cauda foi fixado em 100uL de
formaldeido a 4% tamponado, sendo mantido refrigerado até a analise. As
anormalidades espermaticas observadas foram classificadas quanto a defeitos de
cabeca, peca intermediaria, peca principal e distal, gota citoplasmatica proximal e
gota citoplasmatica distal. Foram contadas 200 células, sendo os resultados expressos

em porcentagem.

2.4.3. Avaliagdo da integridade estrutural da membrana plasmatica e acrossomal da
cabeca dos espermatozoides
A integridade estrutural da membrana plasmatica e do acrossomal, realizada
no Laboratério de Reprodug¢do Animal (EV/UFMG), foi avaliada pela técnica da

fluorescéncia, adotando-se dois fluorocromos, o diacetato de carboxifluoresceina
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(CFDA) e o iodeto de propidio (IP), segundo o protocolo proposto por Harrison e
Vickers (1990) e modificado por Zuccari (1998). Foi adicionado 10uL de fluido
epididimario a 40uL da solugao trabalho. Esta solu¢do foi incubada por oito minutos
em banho-maria a 37°C e avaliada em microscopio de epifluorescéncia no aumento
de 400X, ao abrigo da luz, utilizando filtro de 480 a 610nm. Foram contadas 200
células, considerando-se trés categorias de espermatozoides: integros, lesados e semi-
lesados. Espermatozoides integros apresentaram membrana plasmatica integra,
corados pelo CFDA em toda sua extensdao. Espermatozoides lesados, corados pelo
IP, apresentaram membrana plasmatica ¢ membrana acrossomal lesadas, enquanto
que espermatozoides semi lesados apresentaram-se corados pelo CFDA, devido a
integridade da membrana espermética da cauda, e pelo IP, devido a lesdo da

membrana plasmatica e acrossomal.

2.5.Processamento histoldgico do testiculo e epididimo

O testiculo e epididimo esquerdo foram fixados em solu¢do de Karnovsky
(Karnovsky, 1965) durante 24 horas. Posteriormente, os 6rgdos foram seccionados,
utilizando 1aminas de barbear, para a obtencdo de pequenos fragmentos do testiculo e
do epididimo, sendo este ultimo segmentado considerando suas quatro regides de
estudo: segmento inicial, cabecga, corpo e cauda. Em seguida, os fragmentos foram
desidratados em concentragdes crescentes de etanol (70%, 80%, 95% e absoluto)
com trocas a cada 30 minutos. Ap6s a desidratacdo foram realizadas a pré-inclusdo e
inclusdo em hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica). Cortes histologicos de 3pm
de espessura foram obtidos utilizando-se navalhas de vidro em micrétomo rotativo
(Reichert Jung 2045). Esses cortes foram colocados em laminas histologicas, num
total de 12 sec¢des por lamina. Para o testiculo, as sec¢des semi-seriadas foram
coletadas respeitando o intervalo de 13 cortes, enquanto que no epididimo foram
desprezados oito cortes. Os cortes foram corados com azul de toluidina-borato de
sodio 1% e montados com Entellan (Merck).

Os cortes histologicos foram analisados qualitativamente em microscopio de
luz Olympus BX-50, em aumentos de 100 e 400x, para a verificacdo da integridade
da arquitetura tecidual testicular e epididimaria, presenca de alteragdes

histopatologicas e identificagdo das regides epididimaria, considerando os
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parametros como altura do epitélio, didmetros luminal e tubular, bem como a

distribuicdo das células em cada regido.

2.6.Morfometria testicular

2.6.1. Analise dos componentes tubulares

O peso do parénquima testicular foi obtido subtraindo-se a massa ocupada pela
albuginea do peso total dos testiculos, obtendo-se assim o peso liquido da porgao
funcional do 6rgdo. O indice gonadossomatico (IGS), definido pela razdo entre peso
corporal e testicular, foi calculado usando a féormula: PG/PCx100 (PG = peso total das
gonadas e PC = peso corporal; Amann, 1970).

As densidades volumétricas (V.v.) de tubulo seminifero e intertibulo foram
obtidas utilizando-se uma grade contendo 266 pontos projetados sobre imagens
digitalizadas do parénquima testicular, totalizando 2660 pontos por animal. Foram
registrados os pontos coincidentes sobre tubulo seminifero (tGnica propria, epitélio
seminifero e limen) e intertubulo e, em seguida, calculado o percentual dos pontos sobre
cada componente. O volume (mL) de cada componente testicular foi estimado a partir da
formula: % tubulo (ou seus constituintes) / 100 x volume total do parénquima testicular
(Melo et al., 2010). Como a densidade do testiculo de mamiferos ¢ em torno de 1 (Paula
et al., 2002; Tae et al., 2005; Leal e Franga, 2006; Costa et al., 2011), a massa do
testiculo foi considerada igual ao seu volume.

Baseado nos volumes de tibulos seminiferos e nos pesos corporais foi
calculado o indice tubulossomatico (ITS) a partir da formula: VI/PC x 100 (VT =
Volume de tiibulo seminifero e PC = Peso corporal).

O didmetro tubular médio foi obtido a partir de 20 seccdes transversais de
tubulo seminifero para cada animal. As sec¢des escolhidas foram as mais circulares
possiveis, independentes do estddio em que se encontravam. A altura do epitélio
seminifero foi mensurada na mesma seccdo transversal em que foi aferido o diametro
dos tabulos seminiferos. Neste caso, considerou-se a distdncia desde a tlinica propria até
a borda luminal, tomando-se duas medidas diametralmente opostas em cada seccao
transversal, sendo considerada como medida representativa a média das duas. O
diametro do limen foi obtido subtraindo-se o didmetro tubular das duas alturas obtidas

para o epitélio seminifero.
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O comprimento total (metros) dos tibulos seminiferos foi estimado a partir
do volume ocupado pelos tubulos seminiferos nos testiculos e do didmetro tubular
médio obtido para cada animal, empregando-se a formula onde CT=VTS/aR* (VTS
= volume total dos tabulos seminiferos; TR* = area da sec¢do transversal dos tubulos
seminiferos; R = didmetro tubular/2) (Attal e Courot, 1963). O comprimento dos
tubulos seminiferos por grama de testiculo foi calculado dividindo-se o comprimento

total pelo peso bruto dos testiculos.

2.6.2. Analises estereoldgicas dos componentes intertubulares

Para a obten¢do das proporgdes volumétricas (%) dos componentes
intertubulares foram contados 1.000 pontos projetados sobre imagens capturadas da
regido do intertubulo, nos diferentes cortes histologicos do testiculo de cada animal.
Foram registrados os pontos coincidentes sobre nucleo e citoplasma de células de
Leydig (NC e CL), vaso sanguineo (VS), espaco linfatico (EL), tecido conjuntivo
(TC) e macréfagos (M). O percentual de cada elemento no intertabulo foi obtido
multiplicando por 100 o nimero de pontos contados sobre os elementos e dividindo o

valor obtido por 1000.

2.6.3. Estereologia das células de Leydig

O didmetro nuclear médio das células de Leydig foi obtido a partir de
imagens capturadas com objetiva 40x. Trinta nucleos de células de Leydig foram
mensurados para cada animal escolhendo-se aqueles que apresentavam o contorno
mais circular, cromatina perinuclear e nucléolos evidentes. Foram calculados os
volumes nuclear e citoplasmatico e, em seguida, o volume de uma célula de Leydig.
Para obtengdo do volume nuclear (VN) utilizou-se a formula VN = 4/3 7R>, onde R =
raio nuclear. O volume citoplasmatico (VC) foi calculado a partir da formula VC =
% citoplasma x VN/% nucleo. O volume de uma célula de Leydig foi obtido
somando-se o0 VN ao volume citoplasmatico. Estes valores foram expressos em
micrémetros cubicos (um?). O célculo do volume que as células de Leydig ocupam
por testiculo foi feito a partir da proporcdo das células de Leydig no parénquima
testicular x peso do parénquima de um testiculo/100. O peso do parénquima
testicular foi obtido subtraindo-se a massa ocupada pela albuginea do peso total dos

testiculos, obtendo-se assim o peso liquido da por¢ao funcional do 6rgao.
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O volume que as células de Leydig ocupam por grama de testiculo foi
obtido utilizando-se o peso bruto dos testiculos. O numero total de células de Leydig
por testiculo foi calculado a partir do volume que as células de Leydig ocupam por
testiculo (um?)/volume de uma célula de Leydig (um?). Para calcular o namero total
de células de Leydig por grama de testiculo utilizou-se a formula: volume que a
célula de Leydig ocupa por grama de testiculo (um’)/volume de uma célula de
Leydig (um?).

A fim de se quantificar o investimento em células de Leydig, em relagdo a
massa corporal, foi calculado o indice Leydigossomatico (ILS), utilizando-se a
formula: ILS=volume total de célula de Leydig no parénquima testicular/PC x 100,

onde PC= peso corporal.

2.7. Morfometria epididimaria

Foi obtido o diametro tubular médio por regido por animal a partir da
mensuragdo, ao acaso, de 30 seccdes transversais do ducto epididimario que
apresentaram contorno o mais circular possivel. Nas mesmas sec¢des foram feitas a
mensuragdo da altura do epitélio epididimario, medindo da membrana basal até o
lume tubular. O valor encontrado para a altura do epitélio, em cada tubulo,
representou a média de quatro medidas tomadas de forma diametralmente opostas.
Estas medidas foram realizadas utilizando-se programa de analise de imagem Image
Pro Plus em imagens aumentadas em 100x.

A proporc¢ao volumétrica (%) do compartimento tubular e intertubular foi
estimadas a partir do uso de uma graticula de 266 pontos incidida em 10 campos
histologicos aleatorios obtidos em aumento de 1000x, totalizando a avaliacdo de
2660 pontos para cada regido epididimaria de cada animal. Foram contabilizados
pontos sobre epitélio, limen sem a presenca de espermatozoides e com

espermatozoide, 1amina basal, tecido conjuntivo e vaso sanguineo.

2.8. Determinagao da concentragdo sérica de testosterona
O soro congelado no momento da eutandsia foi posteriormente processado
para quantificacdo da testosterona sérica. Esta andlise foi feita pelo método da

quimioluminescéncia utilizando kit Access Testosterone REF 33560, proprio para o
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equipamento Access 2, pertencente ao Laboratdorio de Reproducdo do Departamento

de Zootecnia da UFV. O resultado foi expresso em ng/mL.

2.9. Analises estatisticas

As avaliacdes histologicas qualitativas foram feitas descritivamente. Os
resultados obtidos a partir das avaliagdes quantitativas foram submetidos ao teste de
analise de variancia (ANOVA), sendo suas médias comparadas pelo teste de Student
Newman Keuls, ao nivel de significancia de 5%. Esta analise foi feita utilizando o
software STATISTICA for Windows 3.11. Os resultados foram expressos como

média + desvio padrao.

3. RESULTADOS

3.1. Avaliacdo da fertilidade in vivo

A taxa de fertilidade dos ratos machos submetidos a exposi¢ao ao aluminio
sao mostrados na Tabela 1. Houve uma diminuicao da taxa de fertilidade nos animais
que receberam 10mg/Kg e 40mg/Kg de aluminio. Durante o experimento, ocorreu a
morte de um animal no tratamento com 10mg/Kg devido a administracdo por falsa
via, diagnosticada por necrdpsia. No tratamento com 40 mg/Kg de aluminio houve a
morte de dois animais, a causa da morte de um dos animais ¢ desconhecida, pois nao
foi realizada a necropsia. O outro animal deste grupo estava magro comparado aos
demais que receberam a mesma concentra¢do de aluminio. Apresentava sinais de
arritmia cardiaca e respiragdo ofegante, através da necropsia ndo foi constatada falsa
via como causa da morte do animal. Devido a perda de animais foi utilizado menor
nimero de fémeas avaliadas para estes grupos. As médias do nimero de filhotes

decresceram a medida que a concentragcdo de aluminio aumentou (Fig. 2).
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Tabela 1. Taxa de fertilidade e nimero de filhotes obtidos apds o cruzamento de
fémeas higidas com machos expostos a diferentes concentragdes de aluminio na

forma de cloreto de aluminio (AICl;) por 112 dias.

Grupos Taxa de fertilidade N° de filhotes*
G1 (n=6 machos) 83,33% (10/12) 11,25+5,36
G2 (n=6 machos) 83,33% (10/12) 10,16+5,47
G3 (n=6 machos) 83,33% (10/12) 9,58+5,76
G4 (n=5 machos) 70,00% (7/10) 9,00+6,40
G5 (n=4 machos) 37,5% (3/8) 4,87+6,90

Numero de fémeas/ macho = 2/1; *Média = desvio-padrao; Gl = animais que
receberam 1 mL 4gua destilada; G2 = animais que receberam 0,02 mg/L Al; G3 =

0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al
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Figura 2. Numero de filhotes por fémeas acasaladas com machos submetidos ao
tratamento com diferentes concentracdes de cloreto de aluminio. Controle = agua
destilada; Grupo 2 = 0,02mg/L Al; Grupo 3 = 0,Img/L Al; Grupo 4 = 10mg/Kg Al;
Grupo 5 =40mg/Kg Al.

3.2.Avaliagdes espermaticas
A motilidade nos tempos zero e trés minutos pode ser observada na Figura

3. Nao houve diferenga entre os grupos para ambos os tempos analisados (P > 0,05).

A 80 - B 60 -

70 -

60 -
40 -
50 - I
® 40 - EM.T ® 30 - EMT
M. P M. P
30 -
20 -
20 A
10 -
10 -
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G1 G2 G3 G4 G5 Gl G2 G3 G4 G5

Figura 3. Motilidade espermatica nos tempos de zero (A) e trés minutos (B) de ratos

Wistar expostos a diferentes concentragdes de aluminio, na forma de cloreto de
aluminio, durante 112 dias (P > 0,05). MT = Motilidade total; MP = Motilidade
progressiva; G1 = animais que receberam 1 mL 4gua destilada; G2 = 0,02 mg/L Al;

G3=0,1 mg/L Al; G4 =10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al.

Os valores encontrados para VAP, VSL e VCL nos tempos zero e trés
minutos encontram-se na Figura 4. Nao houve diferencga entre os tratamentos para
esses parametros, independente do tempo avaliado (P > 0,05). O mesmo foi

observado para os parametros de retidao e linearidade (P > 0,05; Fig. 5).
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Figura 4. Velocidade espermatica nos tempo de em zero minutos (A) e trés minutos
(B) de ratos Wistar expostos a diferentes concentragdes de aluminio na forma de
cloreto de aluminio durante 112 dias (P > 0,05). VAP = Velocidade de percurso;
VSL = Velocidade progressiva; VCL = Velocidade curvilinea; G1 = animais que
receberam 1 mL 4gua destilada; G2 = animais que receberam 0,02 mg/L Al; G3 =
0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al
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Figura 5. Retidao (STR) e linearidade (LIN) no tempo de zero (A) e trés minutos (B)
de ratos Wistar expostos a diferentes concentragdes de aluminio na forma de cloreto
de aluminio durante 112 dias (P > 0,05). G1 = animais que receberam 1 mL agua
destilada; G2 = 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 = 40
mg/Kg Al.

Com relagdo a morfologia espermatica, nao foi observada diferenca entre os

grupos experimentais para os parametros de defeito de cabega, de pega intermediaria,
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de cauda e do percentual de espermatozoides normais (Tab. 2; P > 0,05). No entanto,
houve reducdo na média percentual de gota citoplasmatica distal em espermatozoides
obtidos de animais dos grupos tratados com 0,1mg/L (3,69 + 3,72), 10mg/Kg (2,40 +
2,30) e 40mg/Kg (2,50 £ 2,38) quando comparados ao grupo controle (20,10 = 9,78).
Estes mesmos grupos apresentaram maior percentual de enrolamento de cauda sendo
que o tratamento com 0,1mg/L apresentou valores de (9,83 + 4,16), 10mg/Kg (14,00
+9,53) e 40mg/Kg (11,75 + 8,42) em relagdo ao grupo controle (2,50 £+ 2,66).

A média de espermatozoides com membranas, acrossomal e espermatica,
integras foi menor nos animais expostos ao cloreto de aluminio (Tab. 3),
independente da concentragdo, que os espermatozoides de animais controle (P <
0,05). Essa diferenga também foi observada com relagdo a média de espermatozoides
lesados, porém esta foi maior em animais tratados (P < 0,05). Nao houve diferenga

entre os grupos experimentais para o parametro de semi lesado (P > 0,05).

Tabela 2. Morfologia de espermatozoides presentes no fluido epididimério de ratos
Wistar expostos cronicamente a diferentes concentracdes de aluminio na forma de
cloreto de aluminio (AICl5), 8 dias apds a realizagdo do teste de fertilidade in vivo (P
>0,05).

Gl QG2 G3 G4 G5
Def. Cabeca 1,00+1,09 1,83+0,75 1,83+2,63 0,40+0,54 1,00+0,81
Def. PI 0,50+0,35 0,32+0 1,83+1,29 0 0,25+0,17

Def. Cauda  23,00+8,75 15,5+5,84 15,31+4,04 17,20+5,98 14,50+5,05
Normal 75,5048,45 82,35+6,02 81,03+£3,74 82,40+7,53 84,25+8,53

Meédia + desvio-padrao; Def. Cabeca (%) = Defeito de cabeca; Def. PI (%) = Defeito
de peca intermediaria; Def. Cauda (%) = Defeito de Cauda; G1 = animais que
receberam 1 mL &gua destilada; G2 = 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10
mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al
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Tabela 3. Avaliacdo da integridade estrutural de membranas de espermatozoides
presentes no fluido epididimario de ratos Wistar expostos cronicamente a diferentes
concentragdes de aluminio na forma de cloreto de aluminio (AICl3), utilizando iodeto
de propidio (IP) e diacetato de carboxifluoresceina (DACF) como fluorocromos,

apos teste de fertilidade in vivo.

Fluorescéncia (%)

Crupos *Integro (DACF/IP)  *Lesado (DACF/IP")  Semi lesado (DACF/IP")
Gl 40,67+10,55° 48,00+13,44° 11,33+10,78
G2 24,34+7,63° 70,50+7,84° 5,16+7,65

G3 10,83+8,86" 89,17+8,86° 0

G4 6,00+6,92° 94,00+6,92° 0

G5 8,50+8,69° 88,00+15,23° 3,50+70

Média + desvio-padrao; G1 = animais que receberam 1 mL 4gua destilada; G2 = 0,02
mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 = 40 mg/Kg Al; * *° Letras
diferentes na mesma coluna sdo diferentes entre si (P < 0,05) pelo teste de Student

Newman Keuls.

3.3. Biometria corporal e testicular

Os animais tratados com aluminio nao apresentaram diferenga no peso
corporal final, j4 no ganho de peso os animais que receberam tratamento com
0,1mg/L apresentaram um maior ganho de peso comparado aos outros grupos (Tab.
4). O peso testicular, peso da albuginea e indice gonadossomatico ndo apresentaram

alteragdo nos tratamentos com aluminio quando comparados ao grupo controle (P >

0,05; Tab. 5).

Tabela 4. Média e desvio padrao do peso corporal (PC) inicial e final e da variagao
de peso (GP) de ratos Wistar expostos cronicamente a diferentes concentragdes de
aluminio na forma de cloreto de aluminio (AICl;), 8 dias apds a realiza¢do do teste

de fertilidade in vivo.

Gl G2 G3 G4 G5
PC final (g) 397,53424,44  405,48421,74  450,93+21,87  401,64+£36,87  414,07+73,49
PCinicial (g)  335,40+24,30 331,18+31,21  329,11+18,06 333,97+1645  335,97+52,00
*GP (g) 62,13£16,74*  74,30425,54*  121,82+10,09° 67,67427,41°  78,10+14,42°
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Meédia + desvio-padrao; G1 = animais que receberam 1 mL 4gua destilada; G2 = 0,02
mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 = 40 mg/Kg Al; * *° Letras
diferentes na mesma coluna sao diferentes entre si (P < 0,05) pelo teste de Student

Newman Keuls.

Tabela 5. Média e desvio padrdo dos parametros biométricos no testiculo de ratos
Wistar expostos cronicamente a diferentes concentragdes de aluminio na forma de
cloreto de aluminio (AICl;), 8 dias ap0s para realizagdo do teste de fertilidade in vivo
(P >0,05).

Gl G2 G3 G4 G5
PT (g) 1,84+0,13  1,8240,13  1,75+0,18  1,75+0,19 1,85+0,26
PP (%) 1,6840,17  1,64+0,12  1,612021  1,610,16 1,66+0,26
PAT(g)  0,16+0,04  0,18+0,09  0,14+0,11  0,14+0,03  0,19+0,04
IGS (%)  0093+0,11  0,90+0,07  0,78+0,06  0,87+0,10  0,90+0,09

Média + desvio-padrao; PT = peso testicular; PP = peso do parénquima; PAT = peso
da albuginea testicular; IGS = indice gonadossomatico; G1 = animais que receberam
1 mL agua destilada; G2 = 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5
=40 mg/Kg Al.

3.4. Avaliacdo histologica do parénquima testicular e epididimario

O parénquima testicular dos animais dos grupos apresentou sua arquitetura
normal, como pode ser observado na Figura 6. Observou-se tibulo seminifero
integro com células germinativas bem preservadas, o epitélio seminifero estava
organizado normalmente, sem indicativo de que o tratamento pudesse ter afetado a
espermatogénese. Nao foi observadas dareas de necrose. O compartimento

intertubular apresentou organiza¢dao normal em todos os tratamentos (Fig. 6).
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Figura 6. Fotomicrogrﬁa do parénquima intertibulo testiculares de ratos Wistar
tratados com diferentes concentracdes de aluminio. A e C — grupo controle; B e D -
40mg/Kg de Al; EP = Epitélio seminifero; L = Lumen; IN = Intertubulo; EL =
Espaco linfatico, Setas espessas = Cé¢lulas de Leydig; Setas finas = Macrofago;

Asterisco = Vaso sanguineo. Azul de Toluidina. Barras = 50 pm.

No epididimo, o segmento inicial apresentou arquitetura normal em todos os
grupos experimentais (Fig. 7). As diversas sec¢des do ducto epididimério
apresentaram-se como tubulos pequenos, de formato arredondado, com epitélio
pseudoestratificado espesso contendo os diversos tipos celulares comuns nesta
regido, inclusive as células apicais. Observou-se os estereocilios evidentes e
vacuolizacdo citoplasmatica caracteristica desta regido. No compartimento
intertubular observou-se poucos mastocitos. O lumen estava repleto de
espermatozoides.

A regido da cabeca (Fig. 7) apresentou, em todos os grupos, arquitetura

normal, com o tamanho das sec¢des dos tubulos maior que o dos tibulos do
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segmento inicial, também apresentando epitélio pseudoestratificado sem alteragdes
histologicas. Observou-se a presenca de poucas células claras e apicais, além da
presenca dos demais tipos celulares, exceto as células estreitas, e estereocilios bem
evidentes. Assim como no segmento inicial, observou-se a presenca de poucos
mastocitos e limen com espermatozoides.

Na regido do corpo, mostrada na Figura 7, os animais tratados com cloreto
de aluminio apresentaram vacuolizagdes na regido basal do epitélio que estavam
localizados proximos a regido periférica do epididimo. Em todos os grupos
experimentais observou-se poucos mastocitos.

A regido da cauda, Figura 7, em todos os grupos experimentais, o epitélio
apresentou-se mais estreito que as demais regides, com abundéancia em células claras,

caracteristica dessa regido, estereocilios visiveis e limen repleto de espermatozoide.
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Figura 7. Fotomicrografia do epididimo de ratos Wistar. A, C, E e G - grupo
controle; B, D, F e H - 40mg/Kg de Al; EP = Epitélio; L = Limen; TC = Tecido

conjuntivo, ML = Mausculo liso; Setas finas = Vacuolizagdo. Azul de Toluidina.

Barras = 50 um.
3.4.1. Parametros histomorfométricos e estereologicos

Os resultados obtidos para os parametros histomorfométricos

testiculares de didmetro dos tibulos seminiferos, didmetro luminal e altura do
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epitélio seminifero estio mostrados na Tabela 6. Nao foram encontradas
diferenga entre as médias dos grupos (P > 0,05) para esses parametros.

Na morfometria do compartimento tubular, observou-se redugao no
percentual de epitélio seminifero dos animais que receberam tratamento com
0,1mg/L quando comparados ao tratamento com 40mg/Kg de aluminio (Tab. 7).
Os resultados da morfometria do compartimento intertubular sdo mostrados na
Tabela 8. O percentual de espago linfatico apresentou redugao nos tratamentos
com 10 e 40mg/Kg quando comparado ao tratamento com 0,1mg/L. Sendo que o
tratamento com 40mg/Kg também apresentou reducdo comparado ao controle e
ao tratamento com 0,02mg/L de aluminio. O volume do espaco linfatico reduziu
no tratamento com 10mg/Kg comparado ao tratamento com 0,Ilmg/L de
aluminio. Nao foram observadas alteragdes nos parametros de Leydig em ambos

os grupos experimentais (Tab. 9).

Tabela 6. Diametro tubular (DT), luminal (DL) e da altura do epitélio (AE) dos
tabulos seminiferos de ratos Wistar expostos cronicamente a diferentes

concentragdes de aluminio na forma de cloreto de aluminio (AICl;), 8 dias apds a

realizacdo do teste de fertilidade in vivo.

Gl G2 G3 G4 G5
DT (um) 298,4+10,5 308+12,8 301,2+15,6 320,6+£22,2  303,6+12,8
DL (um) 147,849,5 151+10,9 144,3+18,9 158+15,9 146,8+14,4
AE (um) 75,3+4,2 78,443 78,4443 81,3+3,4 78,4+1,8

Me¢édia + desvio padrdo. DT = Diadmetro tubular; DL = Didmetro luminal; AE =
Altura de epitélio; G1 = Controle; G2 = 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 =
10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al.
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Tabela 7. Parametros morfométricos tubulares do parénquima testicular de ratos

Wistar expostos cronicamente a diferentes concentragdes de aluminio na forma de

cloreto de aluminio (AICI3), 8 dias apés a realizagdo do teste de fertilidade in vivo.

Gl G2 G3 G4 G5
TS (%) 85,92+41,95  85,56+4,19  85,88+1,42  88.63+2,16  89,07+1,43
*ES (%)  61,88+2,69®°  61,09+4,22®  5820+1,79°  62,53+2,42*°  63,97+2,03"
TP (%) 2,41+0,23 2,38+0,22 2,10+0,24 2,45+0,40 2,43+0,72
L (%) 21,63+2,55  22,09+4,17  2549+2,12  23,65+2,01  22,67+1,71
TS (mL) 1,44+0,13 1,40+0,13 1,38+0,18 1,43+0,16 1,47+0,22
ES (mL) 1,04+0,10 1,00+0,06 0,94+0,11 1,00+0,10 1,06:0,14
TP (mL) 0,04+0,01 0,03+0,01 0,03£0,004  0,04+0,01 0,04+0,01
L (mL) 0,3620,05 0,37+0,09 0,41%0,08 0,39+0,07 0,37+0,09
CT/T (m)  20,64+£1,52  18,96+2,64  19,39+1,61  17,64+0,51  20,25+1,39
CT/gT (m)  1121+0,70  10,41+1,46  11,08+0,92  10,08£1,47  10,94+0,80
ITS (%) 0,360,05 0,35+0,05 0,31+0,03 0,360,04 0,36:0,04

Média + desvio-padrdo; G1 = animais que receberam 1 mL 4gua destilada; G2 =
animais que receberam 0,02 mg/L de Al; G3 = 0,1 mg/L de Al; G4 = 10 mg/Kg de Al;
G5 = 40 mg/Kg de Al; TS = Tubulo seminifero; ES = Epitélio seminifero; TP =
Tunica propria; L = Limen; CT/T = Comprimento total de tubulos seminiferos por
testiculo; CT/gT = Comprimento total de tubulos seminiferos por grama de testiculo;
ITS = Indice tubulossomatico. * **Letras diferentes na mesma coluna sio diferentes

entre si (P <0,05) pelo teste de Student Newman Keuls.
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Tabela 8. Volume (mL) e propor¢ao volumétrica (%) dos componentes intertubulares

de ratos Wistar expostos cronicamente a diferentes concentracdes de aluminio na

forma de cloreto de aluminio (AICl5), 8 dias apos a realizagao do teste de fertilidade

in vivo.
Gl G2 G3 G4 G5
IN (mL) 0,24+0,05 0,24+0,07 0,23+0,04 0,19+0,03 0,190,05
IN (%) 14,08+1,95 14,44+4,19 14,12+1,42 11,37+2,16 10,93+1,43
VS (mL)  0,019+0,008 0,026+0,015 0,020£0,009  0,026+0,007  0,026+0,003
VS (%) 8,45+4,29 9,69+3,34 9,42+3,79 12,82+3,79 14,44+2,39
*EL (mL)  0,17+0,04™ 0,16+0,04™ 0,16+0,02° 0,11£0,02¢  0,11%0,03"*
*EL (%)  70,13+6,85" 69,48+6,29% 68,68+4,64"  59,58+526*  5825+9,55°
CL(mL)  0,020+0,003 0,022+0,008 0,021£0,008  0,021+0,006  0,022+0,014
CL (%) 8,3042,09 8,57+2,79 9,2742,96 10,28+1,52 11,05+5,02
TC(mL)  0,026+0,007 0,026+0,013 0,024+0,008  0,027£0,005  0,026+0,009
TC (%) 10,87+2,77 10,38+3,46 10,3542,52 14,38+3,82 14,18+4,48
M(mL)  0,005+0,002 0,00620,001 0,005+0,002  0,006+0,002  0,006+0,002
M (%) 2,2540,71 1,88+0,74 2,28+1,11 2,94+0,53 2,08+0,55

M¢édiat+desvio-padrao; G1 = animais que receberam 1 mL dgua destilada; G2 = 0,02
mg/L Al; G3 =0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al; IN = Intertabulo;
VS = Vaso sanguineo; EL = Espaco linfatico, CL= Célula de Leydig; TC = Tecido

conjuntivo; M = Macrofago. * *°Letras diferentes na mesma coluna sio diferentes

entre si (P < 0,05) pelo teste de Student Newman Keuls.

Tabela 9. Morfometria das células de Leydig presentes no compartimento

intertubular de testiculos de ratos Wistar expostos cronicamente a diferentes

concentragdes de aluminio na forma de cloreto de aluminio (AICl;), 8 dias apds a

realizacao do teste de fertilidade in vivo (P > 0,05).

DNL

\%e
VL
NCL/T
NCL/gT
RNP
ILS

Gl
10,66+0,62
639,89+112,96
1706,85+568,36
2346,74+620,36
8,9043,79
4,83+1,96
40,52+12,46
0,0100,001

G2
10,66+0,73
641,22+133,14
1849,05+405,36
2490,27+481,79
8,15+3,27
4,4742,05
35,54+7,12
0,0100,005

G3
10,48+0,80
610,69+136,91
2805,04+1680,76
3415,72+1705,53
7,3143,43
4174227
27,28+15,22
0,009::0,004

G4
10,95+0,50
689,98+94,14
2020,39+493,77
2710,37+581,53
7,46+3,67
4,26+2,00
34,89+4,13
0,0090,003

G5
10,2620,17
564,90+28,68
1432,73+494,07
1997,63+511,70
10,0244,37
5,41+1,66
42,88+13,55
0,010+0,005
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Meédia + desvio-padrdo; G1 = animais que receberam 1 mL agua destilada; G2 = 0,02
mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 = 40 mg/Kg Al; DNL =
Diametro nuclear de células de Leydig (um); VN = Volume nuclear de células de
Leydig (um’); VC = Volume do citoplasma de Leydig (um’); VL = volume de
células de Leydig por testiculo (um®); NCL/T = Numero de células de Leydig por
testiculo (10%); NCL/gT = Numero de células de Leydig por grama de testiculo (10°);
RNP = Relagio nucleoplasmatica (%); ILS = Indice leydigossomatico (%).

3.5.Morfometria epididimaria

3.5.1. Biometria
Os resultados do peso médio epididimario encontra-se na Tabela 10. Nao
houve diferenca no peso médio dos epididimos dos grupos tratados com aluminio

comparados ao controle (P > 0,05).

Tabela 10. Peso médio do epididimo de ratos Wistar expostos cronicamente a
diferentes concentragdes de aluminio na forma de cloreto de aluminio (AICl;), 8 dias

apos a realizagdo do teste de fertilidade in vivo (P > 0,05).

Grupos Peso epididimo(g)
G1 (n=6) 0,71+£0,07
G2 (n=6) 0,68+0,03
G3 (n=6) 0,67+0,04
G4 (n =6) 0,73+0,09
G5 (n=6) 0,74+0,08

Média £ desvio-padrao; G1 = animais que receberam 1 mL agua destilada; G2 = 0,02

mg/L Al; G3 =0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al.

3.5.2. Histomorfometria epididimaria

Os dados da morfometria epididimaria podem ser observados na Tabela 11.
Nao houve altera¢do nos parametros de didmetro tubular, luminal e altura de epitélio

para as regides do segmento inicial, cabega, corpo e cauda (P > 0,05).
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Tabela 11. Didmetro tubular (DT; pm), didmetro luminal (DL; um) e altura epitelial
(AE; um) de quatro regides epididimarias de ratos Wistar expostos cronicamente a
diferentes concentracdes de aluminio na forma de cloreto de aluminio (AICls), 8 dias

apos a realizagdo do teste de fertilidade in vivo (P > 0,05).

Gl G2 G3 G4 G5
SI DT 1958+153 1944+151 1923449  189,148,6  190,14+5,08
DL 127,9+182 127,5421,9 121,374 1214146  118,8%6,1

AE  34,8+509 3402427  36,3+4,6 34,342.6 35,5412
Cabeca DT  355421,1  349,8+12,3 357,5+17,2 352,5+21,6 352,8+29,07
DL 291,4+21,04 284,5+112 289,07+16,9 2858+18,08 291,4+16,6

AE  31,642,1 32,6422  34,3+0,9 32,8+1,8 34,9423
Corpo DT 362,1£15,8 340,5+14,6 327,3+13,3 34824283  337,6+26,4
DL 291,7+17,9 277,7+16,5 269,07+14,5 284,9423,6 269,7+19,9

AE 31,0717  30,09+2.8  29,5+1,9 30,742,5 32,444
Cauda DT 328,8434,8 32924326 316,6426,9 327,5427,1 318,4+15,1
DL 274,02435,3 273,84342 253,6£16,9 266,14332  263,9+15,1

AE  26,5+0,6 28,0513 28,2426 25,9+1,6 25,940,5

Média + desvio-padrdo; SI = segmento inicial; DT = Diametro tubular (um); DL =
Diametro luminal (um); AE = Altura de epitélio (um); G1 = animais que receberam
I mL 4gua destilada; G2 = 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5
=40 mg/Kg Al.

Na propor¢do volumétrica do segmento inicial (Tab. 12) foi observado
aumento no percentual de epitélio no epididimo dos animais expostos a 10mg/Kg de
aluminio, em relagdo aos demais grupos, € aumento no percentual médio de vasos
sanguineos em comparagdo aos grupos controle e animais que receberam 0,02mg/L
(P <0,05). Nao houve alteracao nos outros percentuais avaliados (P > 0,05).

Com relagdo a regido da cabeca, animais expostos a 10mg/Kg apresentaram
menor percentual de limen com espermatozoide e maior percentual de limen sem
espermatozoide (P < 0,05) que os animais dos demais grupos (Tab. 13). Na regido do
corpo (Tab. 14) foi observado diferencas nos percentuais obtidos para lamina basal,
limen com e sem espermatozoides e tecido conjuntivo entre os grupos (P <0,05).

Houve maior percentual de lamina basal nos animais expostos a 40mg/Kg em relagao
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aos animais dos grupos controle e que receberam 0,02mg/L e 10mg/Kg. Este ultimo
grupo apresentou maior percentual de limen sem espermatozoide, enquanto que
animais dos grupos 0,02mg/L e 10 mg/Kg apresentaram menor percentual médio
para o parametro tecido conjuntivo (P < 0,05). Somente houve diferenca entre os
animais que receberam baixas concentracdes para o parametro lumen com
espermatozoide (P < 0,05). Na regido da cauda ndo houve diferenca entre os grupos

para os parametros analisados (P > 0,05; Tab.15).

Tabela 12. Propor¢ao volumétrica do segmento inicial epididimario de ratos Wistar
expostos cronicamente a diferentes concentragdes de aluminio na forma de cloreto de

aluminio (AICl5), 8 dias apds a realizacao do teste de fertilidade in vivo.

Seg. inicial Gl QG2 G3 G4 G5
*EP 36,33+7,60° 39,4242.40° 43,86+2,10° 43,95+4,30° 40,15+3,50°
LB 531£1,90  3,73+0,95  3,18+0,60  4,05£0,29 57120
LeSPZ  30,54+15,50  26,52450  22,12+30  20,87+50  20,58+5,40
LsSPZ 2784120  3,15£1,40  3,78+091  5,67+2,10  3,56+2,60
TC 24,14+739  26,29+3,90 26,06+3,70  24,14+40  28,85+3,50
*VS 0,90+0,16°  0,89+0,23°  1,00+£0,32®® 1,32+0,24* 1,15+0,14*

Média + desvio-padrao; Seg. inicial = Segmento inicial; EP = Epitélio (%); LB =
Lamina basal (%); LcSPZ = Lumen com espermatozoide (%); LsSPZ = Lumen sem
espermatozoide (%); TC = Tecido conjuntivo (%); VS = Vaso sanguineo (%); G1 =
animais que receberam 1 mL agua destilada; G2 = 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al;
G4 = 10 mg/Kg Al; G5 = 40 mg/Kg Al; * [ etras diferentes na mesma coluna sdo

diferentes entre si (P < 0,05) pelo teste de Student Newman Keuls.
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Tabela 13. Propor¢do volumétrica da regido da cabega epididimaria de ratos Wistar
expostos cronicamente a diferentes concentragdes de aluminio na forma de cloreto de

aluminio (AICI3), 8 dias apés a realizacdo do teste de fertilidade in vivo.

Cabega Gl G2 G3 G4 G5
EP 29,09+3,22  31,68+3,39 32,86+4,53  31,17+1,71  32,29+1,36
LB 4,47£1,47  3,36+0,33  3,44+0,43 4,22+1,20 3,33+0,87

*LcSPZ  49,58+5,18* 44,14+4,69° 41,63£9,99° 34,45+13,05° 45,1142,53
*LsSPZ  3,3743,44°  6,75+5,13*  5,5244,54* 15,72+10,12° 3,3242,43°
TC 12,7742,26  13,20+1,60 15,6644,92  13,47£3,96  15,23+1,82
VS 0,724026  0,87+0,61  0,89+0,27  0,97+0,53  0,72+0,23

Média + desvio-padrao; EP = Epitélio (%); LB = Lamina basal (%); LcSPZ = Lamen
com espermatozoide (%); LsSPZ = Lumen sem espermatozoide (%); TC = Tecido
conjuntivo (%); VS = Vaso sanguineo (%); G1 = animais que receberam 1 mL agua
destilada; G2 = 0,02 mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 = 40
mg/Kg Al; * P etras diferentes na mesma linha sdo diferentes entre si (P < 0,05)

pelo teste de Student Newman Keuls.

Tabela 14. Propor¢ao volumétrica da regido do corpo do epididimo de ratos Wistar
expostos cronicamente a diferentes concentragdes de aluminio na forma de cloreto de

aluminio (AICl;), 8 dias apds a realizacao do teste de fertilidade in vivo.

Corpo G1 G2 G3 G4 G5
*EP 24,69+1,66° 27,41+£0,45* 2731+1,86* 30,18+4,68° 25,88+2.37
*LB 3.2141,14°  3,00£0,60°  4,20+1,04°°  3,04+0,63°  534+1,14°

*LcSPZ  48,6243,33%° 4502+4,11° 51,77+3,36° 48,35+3,51%° 45954241
*] sSPZ 0,23£0,4°>  0,19+0,19° 0,12+0,17°  0,87+0,14*  0,16+0,13°
*TC 21,96+1,78* 22,76+4,12* 15,87+2,02° 16,5642,46° 21,00+2,92°
VS 1,2941,24  1,62+1,23  1,00+0,51 1,10+0,49 1,67+0,96

Média + desvio-padrao; EP = Epitélio (%); LB = Lamina basal (%); LcSPZ = Lamen
com espermatozoide (%); LsSPZ = Lumen sem espermatozoide (%); TC = Tecido
conjuntivo (%); VS = Vaso sanguineo (%); Gl = animais que receberam 1 mL agua
destilada; G2 = 0,02 mg/L Al; G3 =0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg
Al; * *®Letras diferentes na mesma coluna sdo diferentes entre si (P <0,05) pelo teste

de Student Newman Keuls.
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Tabela 15. Propor¢do volumétrica (%) da regido da cauda do epididimo de ratos
Wistar expostos cronicamente a diferentes concentragdes de aluminio na forma de

cloreto de aluminio (AICl3), 8 dias apos a realizagdo do teste de fertilidade in vivo (P

>0,05).

Cauda Gl G2 G3 G4 G5
EP 27,11£5,97  28,61+0,94 31,61+4,74 30,81+4,28 27,45+1,51
LB 3,47+0,77  2,79+0,36  3,50+0,61  3,36+0,53  2,68+0,14

LcSPZ 48,33+10,47 50,09+4,21 50,19+6,78 49,23+5,56 54,21+3,36

LsSPZ 2,40+1,73 0,63+0,96  0,45+0,52  1,37+0,86  0,94+0,73
TC 17,2845,60  16,50+2,61 13,44+3,14 14,23+2,36 13,98+2,11
VS 0,64+0.54  0,88+0,42 0,81£0,46 0,61£0,27  0,64+0,44
ML 0,77£0,91  0,50+0,74 0 0,39+0,35  0,10+0,17

Média + desvio-padrao; G1 = animais que receberam 1 mL agua destilada; G2 = 0,02
mg/L Al; G3 = 0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 = 40 mg/Kg Al; EP = Epitélio;
LB = Lamina basal; LcSPZ = Limen com espermatozoide; LsSPZ = Lumen sem

espermatozoide; TC = Tecido conjuntivo; VS = Vaso sanguineo; ML = Musculo liso.

3.6. Concentragao sérica de testosterona

Nao houve diferenca significativa nos valores encontrados para a

testosterona nos tratamentos em relacao ao controle (P > 0,05; Tab. 16).

Tabela 16. Concentracdo de testosterona de ratos Wistar expostos cronicamente a
diferentes concentracdes de aluminio na forma de cloreto de aluminio (AICl3), 8 dias

apos a realizagdo do teste de fertilidade in vivo (P > 0,05).

Grupos Testosterona ng/dL
Gl (n=16) 3,2443,66
G2 (n=06) 1,61+1,82
G3 (n=06) 0,94+0,27
G4 (n=5) 0,50+0,14
G5 (n=4) 0,68+0,44

Média + desvio-padrao. G1 = animais que receberam 1 mL 4gua destilada; G2 = 0,02

mg/L Al; G3 =0,1 mg/L Al; G4 = 10 mg/Kg Al; G5 =40 mg/Kg Al
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4. DISCUSSAO

Os resultados obtidos mostram que a fertilidade diminuiu nos animais
tratados com 10 e 40mg/Kg de aluminio, sendo o nimero de filhotes/parto menor nos
animais que receberam 40mg/Kg. Llobet et al. (1995) observaram uma diminuigao
na taxa de prenhez de ratas que cruzaram com machos que receberam 100 e
200mg/Kg de nitrato de aluminio, durante quatro semanas via intraperitoneal. Guo et
al. (2005), administrando para camundongos 7 e 13 mg/Kg/SC de cloreto de
aluminio durante 14 dias, observaram uma diminui¢ao na taxa de fertilidade destes
animais que foram colocados para acasalamento natural. Esses autores sugeriram que
a exposicao ao aluminio pode diminuir a libido dos animais, ja que a frequéncia de
acasalamentos também reduziu nestes grupos. Essa reducdo da libido pode estar
relacionada com o acumulo de aluminio nos testiculos ¢ reduc¢dao na testosterona,
apesar dos autores ndo terem observado redugdo deste androgeno (Guo et al., 2005).
Mesmo a fertilidade sendo avaliada por acasalamento natural, a metodologia
utilizada neste estudo apresentou-se valida, j& que apenas um animal do grupo
controle teve suas duas fémeas vazias e nos outros animais deste mesmo grupo todas
as fémeas estavam prenhes.

Apesar da taxa de fertilidade ndo ter reduzido nos animais que receberam
baixas concentragdes de aluminio (0,02 e 0,Img/L), eles apresentaram menor
percentual de integridade estrutural das membranas espermaticas. Nesta andlise,
observou-se maior percentual de membranas lesadas e menor percentual integras em
todos os animais expostos ao aluminio, independente da concentragdo fornecida. A
integridade da membrana ndao ¢ apenas importante para o metabolismo do
espermatozoide, mudancgas corretas nas propriedades da membrana sdo necessarias
para a capacitagdo espermatica, a rea¢ao do acrossoma e a liga¢do do espermatozoide
com a superficie do ovocito (Jeyendran et al., 1984).

Apesar do alto percentual de espermatozoides com danos estruturais em
suas membranas, ndo foi observada diferenca entre os grupos para os parametros de
motilidade e cinética dos espermatozoides (VAP, VCL, VSL, LIN, STR). Hovatta et
al. (1998) e Dawson et al. (2000) relatam que elevadas concentragdes de aluminio
nos espermatozoides € no plasma seminal apresenta correlagdo com diminui¢dao da
motilidade espermatica. Sugere-se a mensuragdo do teor de aluminio nos tecidos e
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fluidos corporais aqui analisados para verificar se houve bioacumulagdo. Em todos
0s grupos experimentais, a motilidade observada foi baixa. No entanto, animais de
laboratorio ndo sofrem selecdo para parametros reprodutivos, o que acarreta uma
qualidade espermatica menor que a de animais selecionados reprodutivamente.

A morfologia espermadtica, outro parametro para avaliar-se a qualidade
seminal, ndo apresentou diferenca entre os grupos quanto o percentual de
espermatozoides com morfologia normal. Todos os animais experimentais
apresentaram até 25% de patologia espermadtica, o que € considerado normal em uma
analise seminal (CBRA, 1998).

A morfologia espermatica ¢ um importante indicador de fertilidade, tanto
em homens como em animais, além de ser um bom indicador para danos
espermaticos consequentes de agentes fisicos ou quimicos (Verstegen et al., 2002;
Garcia-Herreros et al., 2006). Moselhy et al. (2012) relataram que ratos tratados com
34 mg/Kg de cloreto de aluminio via oral durante 60 dias apresentaram diminui¢ao
na motilidade espermatica e aumento no percentual de anormalidades no
espermatozoide. J4 Yousef et al. (2005) relata que coelhos tratados com 34mg/Kg de
cloreto de aluminio durante 70 dias apresentaram redugao na motilidade espermatica.
Llobet et al. (1995) observaram que, apesar da redugdo na taxa de fertilidade dos
animais que receberam nitrato de aluminio, a motilidade e a morfologia espermatica
se mostraram inalteradas. Assim como no capitulo anterior, neste trabalho pode ter
ocorrido o processo de hormenese (Calabrese, 2008). Portanto, os animais podem ter
apresentado uma reposta ao tratamento com aluminio, resultando na reparacdo dos
danos causados pelo metal, o que justifica a diferenca nos resultados encontrados por
Yousef et al. (2005) e Moselhy et al. (2012).

A presenca de gota citoplasmatica distal encontrada nos animais que
receberam aluminio nas trés concentragdes mais altas, 0,1mg/L, 10 e 40mg/Kg, pode
ter ocorrido devido a aceleracdo no tempo do transito epididimério. A gota
citoplasmatica ¢ uma pequena massa de citoplasma que permanece no
espermatozoide quando ele deixa o epitélio seminifero. Durante o transito pelo
epididimo ocorre a migragao dessa gota ao longo da cauda, que ¢ finalmente liberada
quando essa célula fica estocada na cauda do epididimo (Cosentino e Cockett, 1986;

Gatti et al., 2004). Portanto, sugere-se a avaliacdo do transito epididimario em
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animais expostos ao cloreto de aluminio, a fim de verificar seu efeito sobre o tempo
gasto pelo espermatozoide para percorrer o ducto epididimario.

Os resultados obtidos para biometria corporal, testicular e epididimaria, bem
como para a maior parte dos dados morfométricos testiculares e epididimarios,
diametros tubular e luminal e altura do epitélio, ndo mostraram altera¢des quando os
animais foram expostos as diferentes concentragcdes de aluminio. No caso do
testiculo, este resultado foi diferente do observado no capitulo anterior, onde houve
alteragcdo de algumas mensuragdes das células de Leydig e da concentragdo
plasmatica da testosterona. Contudo, sabe-se que a testosterona apresenta pulso de
producdo (Gupta et al., 2000) e o fato de ndo haver alteracdo na produgdo de
testosterona parece estar relacionada com o pulso apresentado por algum animal do
grupo controle, ja que o desvio apresentou-se maior que média neste grupo. Deng et
al. (2000) relatam que o aluminio ndo ¢ bem retido nos tecidos o que significa que ¢
rapidamente eliminado através da urina. Quando o elemento ¢ mal absorvido, as
pequenas quantidades que foram absorvidas sdo rapidamente excretadas pelos rins,
por isso ndo ocorre acumulacdo no organismo (Deng et al., 2000). Este fato pode
explicar os resultados aqui obtidos, pois a histomorfometria testicular foi mensurada
em material coletado oito dias apo6s o término da administra¢ao do aluminio.

Com base nos achados de Guo et al. (2005), ratos machos tratados com
cloreto de aluminio via subcutanea apresentaram recuperagao positiva da libido apos
11 semanas do fim do tratamento, sendo esta mais rdpida nos animais que receberam
7 mg/Kg comparado com os animais que receberam 13 mg/Kg. Apds sete semanas a
taxa de fertilidade foi recuperada, sendo que a elevacdo na concentracido de aluminio
no soro permaneceu durante duas semanas apos o tratamento (Guo et al., 2005).
Portanto, pode-se sugerir que as alteracdes causadas pelas concentragdes
administradas de cloreto podem ser reversiveis, no caso dos tecidos aqui analisados.
Neste trabalho foi utilizada na via oral para administragdo do aluminio,
diferentemente de Guo et al. (2005) que usaram a via subcutanea, a via oral apresenta
absorcdo limitada em fun¢do de suas caracteristicas de permeabilidade baixa das
membranas e hidrossolubilidade reduzida enquanto que via subcutanea, que
apresentam absorcao imediata de solugdes aquosas (Hardman e Limbird, 2012).

Portanto, a recuperagdo dos efeitos do aluminio neste trabalho, pode ter ocorrido de
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forma mais rapida quando comparado ao trabalho citado acima ja que a absorcdo de
aluminio pela via utilizada neste trabalho ¢ menor.

Nao foram encontrados trabalhos relacionando morfometria testicular a
exposicao ao aluminio. Neste trabalho, as unicas alteracdes testiculares observadas
foram no percentual de epitélio seminifero, em que o tratamento com 40mg/Kg
apresentou aumento em relagdo ao tratamento com 0,1mg/L, este aumento pode ter
ocorrido devido a reducao no percentual de componentes do tibulo seminifero como
tinica propria e lumen.

A redugdo no percentual de espaco linfatico observada nos tratamentos com
10 e 40mg/Kg de aluminio pode estar relacionada com aumento no percentual dos
demais constituintes do compartimento intertubular nestes grupos.

A auséncia de altera¢do no IGS indica que ndo houve um comprometimento
da massa testicular devido aos diferentes tratamentos. O comprimento total de
tubulos seminiferos também ndo apresentou alteragdo, este parametro esta
intimamente relacionado com volume testicular, diametro tubular e proporc¢ao
volumétrica dos tabulos seminiferos (Franca e Russell, 1998). Como ndo houve
alteragdes nestes parametros, o comprimento total de tibulos também nao apresentou
alteragdes. Assim como nao foram observadas altera¢des no indice tubulossomatico
(ITS), este parametro visa quantificar o investimento em tibulos seminiferos em
relacdo a massa corporal (Cupertino, 2012), sugere-se entdo que o investimento em
massa tubular ndo sofreu alteracdes. A auséncia de alteracdo na altura do epitélio
seminifero pode ser indicativo de que ndo houve comprometimento da producao
espermatica, ja que este pardmetro ¢ uma mensuragdo mais efetiva para avaliagdo da
producdo espermdtica por ser este um elemento dindmico do tibulo seminifero,
assim como para a altura de epitélio que ndo sofreu alteracdo (Wing e Christensen,
1982). Porém, para se confirmar se realmente ndo houve alteragdo na
espermatogénese sugere-se que analises de populacdo celular e microscopia
eletronica do testiculo sejam realizadas.

Com relagdo a volumetria epididimaria, observou-se alteragdes nos
percentuais de alguns parametros no segmento inicial, cabe¢ca e corpo. Nas duas
primeiras regides, observou-se que animais expostos a 10mg/Kg de aluminio
apresentaram maior percentual de epitélio e vasos sanguineos (segmento inicial) e

diminui¢ao do percentual de limen com espermatozoide e consequente aumento de
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limen sem espermatozoide (cabega) em relacdo aos demais grupos. Assim como
para o testiculo, ndo foram encontrados trabalhos analisando a morfometria
epididimaria em animais tratados com aluminio.

Ja na regido do corpo houve alteragdes em varios parametros, como
aumento do percentual de ldmina basal nos animais que receberam 40mg/Kg em
relacdo aos animais controle e que receberam 0,02mg/L. e 10mg/Kg, redugdo do
percentual de tecido conjuntivo nos animais que receberam estas concentragcdes em
relacdo aos demais tratamentos e, por fim, maior percentual de limen com
espermatozoide nos animais expostos a 0,1mg/L que 0,02mg/L e maior percentual de
limen sem espermatozoide nos animais que receberam 10mg/Kg que os demais
tratamentos.

O epididimo pode estar implicado na infertilidade masculina (Dubé¢ et al.,
2007), portanto sugere-se que analise de tempo do transito epididimario, protedmica
do fluido epididiméario e do tecido sejam realizados para tentar esclarecer a reducgao
na taxa de fertilidade observada neste trabalho. Analises de microscopia eletronica
devem ser realizadas para melhor compreensdo das alteracdes encontradas na
morfometria epididimaria.

De acordo com os resultados encontrados, sugere-se que as alteragdes
podem significar que, em longo prazo, a exposi¢do continua ao aluminio pode
acarretar subfertilidade. Portanto, maiores estudos devem ser conduzidos no intuito

de investigar se essas alteragdes podem levar a infertilidade masculina.

5. CONCLUSOES

O tratamento com aluminio levou a redugdo da fertilidade nos animais que
receberam maiores concentracdes do metal (10 e 40mg/Kg). Houve redugdo do
percentual de membranas espermaticas integras e aumento do percentual de lesadas
nos espermatozoides dos animais tratados com aluminio, independente da
concentracdo fornecida. Altas concentracdes de aluminio 10 e 40mg/Kg

apresentaram diferentes efeitos sob a morfometria epididimaria.
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CAPITULO 3 - CONSIDERACOES FINAIS

A exposicdo a baixas concentragcdes de aluminio podem levar a alteragdes
no aparelho reprodutor masculino, como, reducao na concentragdo de testosterona
plasmatica e na integridade da membrana espermatica. Porém a toxicidade deste
metal parece ocorrer durante o tempo de exposi¢do, ja que quando esta ¢
interrompida ocorre a normalizacdo de alguns parametros, como a testosterona
plasmatica. Além disso, deve-se levar em consideragdo que o aluminio apresenta
baixa absorc¢do. A partir dos resultados este estudo sugere que outras analises como,
microscopia eletronica, contagem da populacdo celular, tempo de transito
epididimario e protedmica do fluido epididimario sejam realizadas, para a melhor

compreensao dos resultados observados.
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