ANA CAROLINA NEVES

EFEITOS DO ACAI ( Euterpe edulis) EM TESTICULO DE RATOS
EXPOSTOS AO ACETATO DE CHUMBO : ANALISE MORFOMETRICA E
ESTRUTURAL

Dissertacdo apresentada a Universidi
Federal de Vicosa, como parte d
exigéncias do Programa de Po6s-Gradua
em Biologia Celular e Estrutural, pa
obtencao do titulo delagister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS — BRASIL
2016



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vicosa - Campus Vicosa

T

Neves, Ana Carolina, 1987-
N5lle Efeitos do acai (Euterpe edulis) em testiculo de ratos
2016 expostos ao acetato de chumbo : andlise morfométrica e

estrutural / Ana Carolina Neves. — Vicosa, MG, 2016.
viii, 49f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Sérgio Luis Pinto da Matta.
Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Vicosa.
Inclui bibliografia.

1. Testiculos - Morfologia. 2. Testiculos - Efeito do
chumbo. 3. Acai. 4. Euterpe edulis. 5. Toxicologia. 6. Rato
com animal de laborétorio. I. Universidade Federal de Vicosa.
Departamento de Biologia Geral. Programa de Pés-graduacgdo
em Biologia Celular e Estrutural. II. Titulo.

CDD 22. ed. 599.352




ANA CAROLINA NEVES

EFEITOS DO ACAI (Euterpe edulis) EM TESTICULO DE RATOS
EXPOSTOS AO ACETATO DE CHUMBO: ANALISE MORFOMETRICA E
ESTRUTURAL

Disgertacdo apresentada a Universidade
Federal de Vigosa, como parte das
exigéncias do Programa de Pos-Graduacio
em Biologia Celular e Estrutural. para
obtengdo do titulo de Magister Scientiae.

APROVADA: 23 de mar¢o de 2016.

A W%M) _ Q’i- Q;cu,

oo Bgsco Gongalves de Bérros Clovis Andrade Neves




“Mesmo quando tudo parece
desabar, cabe a mim decic
entre rir ou chorar, ir ou ficar
desistir ou lutar; porque
descobri, no caminho incert
da vida, que o mais importani
¢ o decidir.”

Cora Coralina



Ao meu primo Jonathas e toc
a minha familia



AGRADECIMENTOS

A realizacdo deste trabalho ndo seria possivel sem a contribuicdo de muitas
pessoas as quais expresso meu profundo agradecimento.

A Deus por iluminar e direcionar meus passos.

Aos meus pais, Maria dos Anjos e Cicero, pelo amor incondicepalo
exemplo de persisténcia, carinho e dedicacéo.

A Eduardo, pela amizade, amor, paciéncia, compreensao e ajuda durante este
periodo. Sem vocé, essa jornada seria muito mais dificil.

A minha irm&, Monica, pelas conversas e por estar sempre acreditando e
torcendo por mim.

A toda a minha familia, pelo carinho e oracgdes.

Aos que estdo presentes na minha memdria, por serem parte do que ainda me
faz forte e por isso ndo permitir que eu desista. Obrigada por fazerem parte da minha
histéria e do que eu sou hoje. Muitas saudades.

Ao orientador e amigo, Prof. Sérgio Luis Pinto da Matta pela confianca
compreensao, por acreditar na minha capacidade, pelo exemplo de profissionalismo,
pelos preciosos ensinamentos, pela orientacdo e por todas as contribuicdes ao longo
do trabalho.

A Kyvia, por tersemostrado sempre preocupada, solicita e prestativa todas as
vezes que precisei e pela amizade e cuidado que teve comigo durante todo o trabalho.

A Jerusa e Neri que torceram por mim na época em que o mestrado era
apenas um desejo. E vibraram comigo a cada conquista. Sou imensamente grata pelo
apoio de vocés, meninas!

A minha amiga Elenize, pelas conversas e desabafos, pelo apoio nos
momentos de dificuldade e pela nossa longa amizade.

Ao Dr. Evandro por me ajudar a encontrar o equilibrio, importante pra que eu
pudesse realizar meu trabalho.

A todos os amigos do mestrado em Biologia Celular e Estrutural, por
compartilharmos conhecimento e esse momento importante de nossas vidas.

Aos amigos do curso de Ciéncias Biologicas da UFV, principalmente a
Marina, Fred e Luan, pelas longas conversas motivadoras, os conselhos e por ndo me

deixaemdesistir.


http://www.catalogo.med.br/c/mg/vicosa/acupunturistas/evandro+sergio+batista+de+oliveira-449823.htm

Aos colegas de laboratério, pelas conversas e piadas nos momentos de
descontracdo e desespero e pela ajuda ao longo do trabalho. E principalmente, por
cada “Bom dia!” ou “Calma vai dar tudo certo!” que traziam energia nova para que
eu pudesse finalizar o trabalho.

Ao técnico do laboratério de Biologia Estrutural, Matheus, pelo auxilio com
0S reagentes, solucdes e equipamentos.

Aos funcionarios de poés-graduacdo de Biologia Celular e Estrutural e do
Departamento de Biologia Geral, especialmente a Beth, pelo atendiretioso, pela
competéncia e carinho.

Aos professores do Laboratério de Biologia Celular e Estrutural do
Departamento de Biologia Geral da UFV, Adilson, Isabel, Juliana e Mariana, pela
colaboracdo na andlise do material histolégico, no uso de equipamentos e materiais e
pelo exemplo de profissionalismo.

Aos professores do Departamento de Biologia Geral da UFV, pelos
ensinamentos e licdes durante o curso.

A Universidade Federal de Vigosa pela oportunidade de realizagéo do curso,
crescimento profissional e pessoal.

A CAPES (Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior)
CNPg (Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolgieta
concessao da bolsa de pesquisa e pelo financiamento do projeto, impresanadive
realizacdo deste trabalho.

Aos Professores Jodo Bosco Gongalves de Barros e Cldvis Andrade Neves
por aceitarem participar da banca examinadora e pelas valiosas contribuicbes ao
trabalho.

Aos animais utilizados neste estudo.

Agradeco ainda, a todos com que tive a oportunidade de conviver nestes
altimos anos e que muito contribuiram para que eu pudesse chegar até aqui. Muito

obrigada por tudo!



SUMARIO

1 11V PN Vil
ABSTRACT ittt e e et e e e e e et r e e e e e a b a e e e e e e e b e aaeeeannnnes viii
1. INTRODUGAOQ ..ottt ettt ete e te e 1
2. REVISAO DE LITERATURA ...t et 3
FZN O |V = = S UURPPPPRPRPPRP 3
2.1.1. MEtaiS PESAUOS .....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiitiie e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e 3
2.1.2. CRUMDO et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 4
2.1.3 Toxicocinética do ChUMDO ........cooviiiiiiiiiii e 6
2.2. Acai Euterpe edulisS MartiUS) .......c..ueeeieeiiiiiiiiiiie e 8

2.3, TESHICUIO ..o e e e e e e e e e e e e e e e ae e e e 10
2.4. Efeitos do chumbo sobre o aparelho reprodutor masculino ...........cccoeeevvvvnnnnn. 11
G T O 1= N | I Y 1 T 14
3.1. ODJELIVO GEIAl ... 14
3.2. Objetivos ESPECITICOS ..uuuuuriiiiiiiii et 14
4. MATERIAS E METODOS .....coeiviieeeeeee ettt te et sve et saea e ane e 15
7 O Y 11 = SRR PPPRRRR 15
R I = 1= 1 =T 00 1 PRSP 15
4.3. EStudos NiStOIOQICOS ......ccooiiiiieeee e e e e e e e e e e 15
4.3.1. Preparacéao do testiculo para microscopiade Uz ...........cooovvvviiiiiiiieeieeenennn. 15
4.3.2. Analises morfométricas do compartimento tubular ............ccccccceeieennnnnne. 16
4.3.3. Analises morfométricas dos componentes intertubulares ............................ 17
4.3.4. Andlise histopatologica qualitativa e quantitativa ...............cccceeeeeeeiieeeeeenn.. 18
4.4, ANAIISES ESTAISTICAS ...oieeieieciiiiiiiiie et e e 19
5. RESULTADOS ..ottt ettt e e e et e e e e e s s e e e e e s annnrneaeaeeaans 20
5.1. ANALISE ESIIULUIAl .....ovviiiiieiee e e e e e 20
5.2. ANALISES DIOMEBLNCAS ....ccooe it ea e e e e e s 24
5.3. Andlises morfométrasdo compartimento tubular .................ccooeeveviiiiiceennn. 24
5.4. Andlises morfométricas dos componentes intertubulares ..................cccc.uve. 27
5.5. Andlise estereologica das células de Leydig ........ceevviviieeieiiiiiiiiiiiiiiiiiie 27
5.6. Andlise histopatoldgica qualitativa e quantitativa ............ccccevvvevvviiiiiiieieeeeenn. 30
B. DISCUSSAD ..ottt 33
7. CONCLUSOES ..ottt 37
8. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......coiiitiiieieieie et 38



RESUMO

NEVES, Ana Carolina, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2016.
Efeitos do acai Euterpe edulis) em testiculo de ratos expostos ao acetato de
chumbo: andalise morfométrica e estrutural. Orientador: Sérgio Luis Pinto da
Matta.

O acai, fruto da palmeira jucarBuferpe edulis), é tradicionalmente consumido no
Brasil, mas ganhou popularidade no exterior como um alimento funcional. Apesar do
seu grande potencial antioxidante ja ser conhecido, ainda existe pouca informacao
sobre o seu efeito sobre a saude em geral. O chumbo é um metal pesado conhecido
pelo aumento dos radicais livres, resultando assim em danos oxidativos celulares.
Nesse sentido, este estudo foi desenhado para avakakespe edulis é capaz de

reduzir danos morfolégicos induzidos pelo chumbo em testiculo de ratos Wistar.
Foram utilizados 34atos Wistar machos adultos, com 100 dias de idade, divididos
em seis grupos: o grupo controle (1) recebeu agua destilada, o grupo controle acai (ll)
recebeu extrato de acai na dose de 400 mg/kg, os grupos controle chumbo (Ill e IV)
receberam solucdo de acetato de chumbo nas doses de 32 e 128 mg/kg,
respectivamente, enquanto os grupos tratados (V e VI) receberam extrato de acai
(400 mg/kg)e acetato de chumbo (32 e 128 mg/kg, respectivamente), por gavagem,
durante 58 dias consecutivos. Apd6s o periodo de tratamento, os animais foram
eutanasiados e as amostras testiculares foram retiradas e incluidas em resina, coradas
e submetida a anali®es histologicas e morfométricas. O peso do parénquima
testicular e a porcentagem e a altura do epitélio seminifero mostraram aumento
significativo nos animais tratados com chumbo e acai. O percentual de tecido
conjuntivo no intertibulo aumentou em todos 0s grupos que receberam chumbo,
independente do acai. O acai promoveu recuperacdo e aumento de parametros

tubulares em animais que receberam diferentes dosagens de chumbo.
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ABSTRACT

NEVES, Ana Carolina, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, March, 2016.
Effects of acai Euterpe edulis) in rats testis exposed to lead acetate:
morphometric and structural analysis. Adviser: Sérgio Luis Pinto da Matta.

The acai, also known as palm-jucaEatérpe edulis), is traditionally consumed in
Brazil but has gained popularity abroad as a functional food. Despite its known
antioxidant potential, there is little information about its effect on health in general.
The lead is a heavy metal known to increase free radicals, leading to oxidative cell
damage. In this sense, this study was performed to evaluate whketdidis can
reduce testicular morphological damage induced by chronic exposure to lead in rats.
Thirty-four adult male Wistar rats, 100 days of age, were asdddivided into six
groups: control group (1) received distilled water, acai control group (Il) redeaai

extract at a dose of 400 mg/kg, the lead control groups (lll and V) recleiad acetate
solution at doses of 32 and 128 mg/kg, respectively, while the treated gvoapd VI)
received acai extract at a dose of 400 mg/kg and lead acetd¢ses of 32 and 128
mg/kg, respectively, by gavage for 58 consecutive dafter the treatment period, the
animals were euthanized and testicular samples were removed, weighed and
embedded in historesin, stained and subjected to histological and morphometric
analyzes. The weight of testicular parenchyma, and the percentage and height of the
seminiferous epithelium showed significantly increased in animals treated with lead
and acai. The intertubular percentage of connective tissue increased in all groups
receiving lead, regardless of the acai. Agai promoted the recovery and increase of

tubular parameters in animals that received different dosages of lead.
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1. Introducéo

Atualmente, uma das grandes preocupac6es ambientais esta relacionada aos
residuos solidos gerados pela sociedade moderna e consumista (Guerrero et al,
2013). A exposicdo da populacdo a uma variedade de metais téxicos encontrados no
ambiente € um problema de saude publica (Liu et al.,, 2008n o rapido
desenvolvimento das industrias tais como, mineradoras, industrias de fertilizantes
baterias, industrias de papel e pesticidas, os metais pesados sdo direta ou
indiretamente descarregados no ambiente, especialmente em paises em
desenvolvimento (Belgaied, 2003; Duruibe et al., 2007; Fu & Wang,)2@édntre
0S metais pesados de maior preocupacao estao o chumbo, o mercurio e o cadmio (Liu
et al., 2008)

Os metais pesados como o chumbo sédo desprovidos de funcdo biologica
conhecida, ou seja, naturalmente estes elementos ndo participam das reacdes
bioquimicas necesséarias a manutencdo da vida (Lasat, 2002). Além disso, uma vez
introduzidos no organismo sdo capazes de bioacumular-se e promover uma série de
disfuncdes nos diversos 6érgaos, inclusive nos testiculos (Kakkar & Jaffery, 2005).
disfuncéo testicular induzida por metais pode levar a disturbios nas células de Sertoli,
gue sustentam as células germinativas, ou nas células de Leydig, que s&o
responsaveis pela producdo de andrégenos, sob controle do eixo hipotalamo-
hipofise-testiculo (Bizarro et al., 2003; Cheng et al., 200%)efeitos toxicos dos
metais pesados e dos compostos de metais sdo determinados pela taxa com que eles
se convertem em uma forma biodisponivel. (Muniz & Oliveira- Filho, 2606&

Wang, 2011).

Devido a sua ocorréncia natural e sua ampla utilizagdo industrial, o chumbo
permanece associado a diversas patologias sendo por isso, considerado um poluente
com séria ameaca saude humana (Liu et al., 2008; Flora et al., 2012). Varios
estudos tém indicado o aumento de diversas anormalidades no sistema reprodutor de
animais e humanos expostos a esse metal (Apostoli et al., 1998; Landrigan et al.,
2000; Pizent et al., 20)2Alteracdes histolégicas nos testiculos de ratos tratados
com chumbo mostraram danos testiculares, tais como desorganizacdo do epitélio
germinativo, vacuolizacéo epitelial e perda celular (Batra et al., E398weshy &
El-Sayed, 2010El-Sayed & El-Neweshy, 201El-Shafai et al., 2011). O chumbo

também pode afetar diretamente as células de Leydig e reduzir sua capacidade



esteroidogénica (Thoreux-Manlay et al., 1995; Hsu et al., 1998; Biswas & Ghosh,
2004; Haw et al., 201Hamadouche et al., 2013

A prevencado ainda é a melhor maneira de se evitar intoxicacao por chumbo.
Estratégias de medicina preventiva e de saude publica devem, portanto, serem
consideradas. A nutricdo desempenha um papel importante na prevencdo da
toxicidade induzida pelo chumbo (Guidotti & Ragain, 2007). Tem sido demonstrado
que a absorcdo de certos nutrientes, como elementos minerais (Batra et al., 1998),
vitaminas (Acharya et al., 2003) e flavonoides pode proporcionar protecao contra a
acao de metais pesados no organismo, de forma preventiva ou curativa (Flora et al.,
2003; Yousef & Salama, 2009). Embora o mecanismo pelo qual estes nutrientes
restauram o equilibrio entre enzimas pro-oxidantes e agentes oxidantes ainda néo
seja claro, os dados sugerem um papel protetor dos nutrientes contra o
envenenamento por chumbo (Hsu & Guo, 2002). Havendo intoxicagdo por chumbo,
o tratamento consiste em tentar reveréetoxicidade através de intervencao
individual e a maneira convencional € o uso de agentes quelantes, que sdo capazes de
aumentar a excrecado desse metal. Porém, a maioria dos quelantes provocam efeitos
colaterais e nadas totalmente eficientes (Gurer & Ercal, 2000; Flora et al., 2008

O declinio da capacidade reprodutiva masculina € uma das principais
manifestacfes da toxicidade do chumbo (Kakkar & Jaffery, 2005; Anjum et al.,
2011). Portanto, entender os mecanismos que levam as alteracdes no testiculo é de
extrema importancia para a busca de alternativas na prevencdo ou tratamento para
tais danos (Vigeh et al., 2011). Embora seja bem conhecido que o chumbo exerce
efeitos tdxicos sobre os testiculos, poucos estudos tém quantificado e qualificado, ao
mesmo tempo, as alteracdes morfolégicas no parénquima testicular apds exposicao
ao metal. Dentro desse contexto, o objetivo desse estudo foi avaliar o potencial do
extrato de acai na protecdo de células espermatogénicas contra danos induzidos pelo
chumbo.



2. Reviséo de literatura
2.1. Metais
2.1.1. Metais pesados

Os metais pesados sdo definidos como elementos quimicos que apresentam
densidade maior que 5 g/€rarup, 2003). A presenca de altas concentracdes de
metais pesados no ambiente constitui hoje um problema global devido a dimenséo
dos langcamentos de origem antropogénica e o seu continuo aumento nos diferentes
ecossistemas, atribuido em grande parte a industrializacdo e ao desenvolvimento
urbano. Véarios metais pesados, como o cobre (Cu), o zinc@ (ZmanganégVn)
participam do metabolismo em varias vias de sinalizacdo. Outros metais como
Cadmio (Cd) e Chumbo (Pb), ndo possuem funcdes biolégicas conhecidas e
geralmente prejudicam o0s organismos por formarem complexos estaveis com as
biomoléculas (Lasat, 2002). Todos os tipos de metais sdo considerados
potencialmente toxicos e capazes, portanto, de provocar efeitos bioldgicos adversos
guando presentes em concentracdes elevadas. O fator-chave é o grau de exposicao
gue afeta o organismo. A toxicidade do metal esta relacionada saddsmpo de
exposicdo, a forma fisica e quimica do elemento, a via de absor¢do e o organismo
envolvido (Apostoli, 2002; Plum et al., 2010).

Um dos principais problemas ambientais esta relacionado ao fato dos metais
pesados serem altamente reativos e bioacumulaveis, ou seja, 0S organismos sao
incapazes de elimina-los quimicamente (Schmitt-Jansen et al., 2008). Uma vez
absorvidos, 0os metais pesados sao geralmente retidos por proteinas e entdo
transportados pelo sangue até tecidos onde podem ser estocados ou biotransformados
(Liu et al., 2008). A toxicidade causada por esses metais se deve a ocorréncia de dois
principais mecanismos de acéo: formacdo de complexos com os grupos funcionais
das enzimas, o que prejudica o perfeito funcionamento do organismo, e danos a
membranas celulares através do aumento da formacédo de radicais livres e destruicao
das defesas antioxidantes enddgenas, levando a alteracdes ou impedindo o transporte
de substancias essenciais (Goldhaber, 2003). Os efeitos toxicos podem incluir efeitos
letais e subletais como, alteragcbes no crescimento, desenvolvimento, reproducao,
respostas farmacocinéticas, patoldgicas, bioquimicas, fisiolégicas e comportamentais
(Duruibe et al., 2007; Liu et al., 2008

Os efeitos adversos dos metais pesados sobre a fertilidade masculina ocorrem

nos 0Orgaos genitais e/ou no sistema endocrino. Podem incluir alteragbes no
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comportamento sexual, na fertilidade, na fecundagéo, ou modificagbes em outras
funcdes dependentes da integridade do aparelho reprodutor masculino (Liu et al.,
2008).
2.1.2. Chumbo

O chumbo (do latimplumbum) é um elemento quimico de simbolo Pb,
ndmero atémico 82, com massa atdmica igual a 207,2 e densidade de 1%,3 g/cm
(WHO, 1995 Apostoli, 2002). Este metal foi um dos primeiros a ser manipulado
pelo homem por possuir caracteristicas como baixo ponto de fusdo, durabilidade,
ductibilidade e facilidade em formar ligas metdlicas (Sheets, 1998). O chumbo tem
sido usado h& pelo menos 5000 anos e suas aplica¢des iniciais incluiam materiais de
construcdo, pigmentos para ceramica, vidros e tubos para transporte de agua (Jarup,
2003). Nos tempos antigos, o chumbo metalico foi produzido provavelmente como
um subproduto na mineracao da prata e na fundicdo. Os antigos egipcios utilizavam
o chumbo na fabricacéo de adornos, utensilios e pigmentos de chumbo para,esmaltes
tintas e cosméticos (Lessler, 1988). Os antigos romanos usavam compostos de
chumbo para fabricar vidros e ceramica e o chumbo metédlico para utensilios e
encanamentos. (Hernberg, 2000). Além disso, desde o império greco-romano se fazia
a correcao da acidez do vinho, através da adi¢cdo de acetato de chumbo, que conferia
a bebida um sabor mais adocicado. Como consequéncia, o envenenamento por
chumbo parece ter causado muitos 6bitos, deformidades e danos cerebrais (Lessler,
1988; Hernberg, 2000; Jarup, 2003; Reddy & Braun, 010

O chumbo é encontrado na natureza tanto no estado livre como em associacao
com outros elementos quimicds.galena (sulfeto de chumbo) é a mais importante
fonte primaria de chumbo e a principal fonte comercial (Paoliello & Chasin; 2001
ATSDR, 2007). As maiores fontes naturais de chumbo sdo emissdes vulcéanicas,
intemperismo geoquimico e névoas aquaticas (WHO, 1995). Entre as fontes
antropogénicas encontram-se as fabricas de baterias de automoveis, as ligas
metalicas, os pigmentos de tinta, a muni¢cdo, a mineracado, a fundicdo e a gasolina
(Fisher et al., 2006; Muniz & Oliveira-Filho, 2006; Duruibe et al., 2007; Fu & Wang,
2011; Flora et al., 2012; Haig et al., 2014). Além disso, os sais de chumbo podem
aparecer como constituintes de vitrificados, esmaltes e vidros (Belgaied, 2003;
ATSDR, 2007).

Embora os processos naturais e antropogénicos sejam responsaveis pela

liberacdo de chumbo no ambiente, a contaminac&o antropogénica € predominante e a
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emissdo de gases pelos automéveis é a principal delas (WHO, 1995; ATSDR, 2007).
O chumbo, na forma de chumbo tetraetila, comecou a ser misturado a gasolina a
partir de 1922 com o objetivo de melhorar o desempenho dos motores (Landrigan,
2002). No Brasil, esse composto ndo é mais adicionado a gasolina desde a década de
90, sendo completamente substituido por etanol (Pantaroto et al., 2007). Da mesma
forma, a quantidade de chumbo acrescida a determinados produtos como tintas, tem
sido reduzida nos ultimos anos com objetivo de minimizar a exposi¢cdo (ATSDR,
2007). O chumbo pode ser encontrado no ar, nos rios, lagos e oceanos, na poeira, no
solo e na cadeia alimentar. Portanto a exposi¢cdo ambiental ao metal pode ocorrer
pela ingestdo de comida ou agua contaminada. A exposi¢cao ao chumbo também pode
ocorrer durante atividades como a demolicdo e restauracdo de construcdes velhas,
cujas tintas contenham o metal em sua composi¢do, e exposicdo ocupacional em
minas e fundi¢cdes (ATSDR, 2007

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece o chumbo como um dos
elementos quimicos mais perigosos a saude humana (WHO, 2000). O chumbo
também foi classificado como o segundo elemento dentre as substancias mais toxicas
listadas pela Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR) (ATSDR,
2015). O valor limite estabelecido pela U.S. Environmental Protection Agency
(USEPA) para o chumbo no ar é de 1,5upg/m® No Brasil, ndo sdo conhecidos
parametros que limitem a concentracdo do chumbo no ar, assim como ndo existem
normas especificas para o seu controle na atmosfera (Vanz et al., 2003). No caso de
contaminacgdo dos solos ou agua subterrdnea, sdo definidos valores de intervencao a
ser utilizados na gestédo de areas contaminadas, que sao definidos separadamente para
solos agricolas, residenciais e industriais (200, 350 e 1200 mg/kg, respectivamente)
O nivel proposto de intervencdo no caso de contaminacdo de aguas subterraneas € de
10 pg/L ou 0,01 mg/L e foi baseado em uma regulamentagdo nacional (Portaria n°®
1.469, de 29/12/2000 do Ministério da Saude). O Conselho Nacional do Meio
Ambiente (CONAMA - resolucdo n° 20, de 18/06/1986) estabeleceu o teor maximo
de chumbo permitido na agua para bete,03 mg/L e a agua salobra e salina
usadas para recreacdo podem ter um teor maximo de chumbo de 0,010mg/L.
Ministério da Saude do Brasil, através de um ato normativo (Portaria n°® 685, de
27/08/1998) estabeleceu os limites maximos permitidos de contaminantes em
alimentos, incluindo os compostos inorganicos e elementos metalicos que constituem

riscos para a saude humana. (Paoliello & De Capitani, 2005). A legislacéo brasileira,

5



por meio da Norma Regulamentadora NR-7 (Portaria n° 24, de 29/12/94), estabelece
que a concentragdo maxima de chumbo no sangue (Pb-S) ndo deve ultrapassar
40ug/dl (valor de referéncia de normalidade) e o limite de tolerancia biolégica
(indice biolégico maximogmitido) ¢ de 60ug/m* (Cordeiro et al, 1996; Jacob et al.,
2002).
2.1.3Toxicocinética do chumbo

Existem dois grupos principais de compostos de chumbo e que apresentam
diferencas quanto a toxicidade: o chumbo inorgénico (sais de chumbo e chumbo
metalico) e o chumbo orgéanico. A intoxicagcdo por chumbo inorganico ocorre
predominantemente através da via respiratoria e pelo trato gastrintestinal (Sadao,
2002). No organismo humano o chumbo inorganico ndo sofre metabolizacdo, mas é
diretamente absorvido, complexado com macromoléculas, distribuido e excretado
(Tsalev & Zapriav, 1985). Com relacdo ao chumbo organico, a intoxicacdo € mais
frequente através do chumbo tetraetila e tetrametila. Por serem muito lipossoluveis,
sdo facilmente absorvidos pela pele, pelo trato gastrintestinal e pelos pulmdes
(Klasseen, 1991; Sadao, 2002). Ao contrario do chumbo inorganico, o chumbo
organico é metabolizado pelo figado a chumbo trialquil e chumbo inorgéanico, os
quais sao responsaveis pelos efeitos toxicos no organismo (Kosnelt, 2013

A absorcdo do chumbo é determinada por sua espécie quimica, suas
caracteristicas fisico-quimicas, pela doaefrequéncia,a duracdo ea via da
exposicdo, podendo ser influenciadas por fatores como idade, sexo, estilo de vida,
estado fisioldgico e nutricional e ainda pela susceptibilidade individual do organismo
exposto (Alexander et al., 1996; Wang et al., 2008). Uma baixa ingestdo de célcio,
ferro, fésforo, selénio ou zinco podem provocar um aumento na absor¢do do chumbo
(WHO, 1995). Diferencas na absorcéo intestinal, metabolismo 6sseo e o rapido
desenvolvimento do sistema nervoso central, predispdem uma absor¢do do chumbo
cinco vezes maior nas criancas em relacdo aos adultos (Lockitch, 1993). Adultos
podem absorver 3-10% de uma dose oral de chumbo solavel em &gua, enquanto
criancas absorvem 40-50% (WHO, 1995; ASTDR, 2007

Uma vez absorvido, o chumbo distribui-se no compartimento sanguineo de
duas formas: uma néo difusivel ligada aos eritrécitos e outra difusivel no plasma.
Aproximadamente 95% do metal encontreenassociado aos eritrocitos, seja na
superficie externa de suas membranas ou no meio intracelular ligado a proteinas,

como a acido é-aminolevulinico desidratase (ALB) e a hemoglobina (Simons,
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1993 Telisman et al., 2001). Os demais 5% de chumbo podem ser encontrados no

plasma, de forma livre ou associado a albumina, a y-globulina e a outros compostos

de baixo peso molecular contendo sulfidrilas (SH) (cisteina, hemocisteina e

cisteamina), constituindo a fracdo potencialmente téxica do metal, que é capaz de
alcancar os 6rgaos e tecidos alvos (Al-Modhefer et al., 1991). O tempo de meia vida
para o chumbo no sangue é em torno de 36 dias (Paoliello & Chasin, 2001; ,Kosnett
2013).

Do sangue o chumbo distribui-se para os tecidos moles como cérebro, figado,
e rins onde permanece, predominantemente, ligado a proteinas. Complexos formados
pelo chumbo e proteinas acidas denominados corpos de inclusdo intranucleares
podem ser observados em células do tdbulo renal proximal de individuos que
apresentam neuropatia induzida pelo metal (Gonick, 2008). O tempo de meia vida do
chumbo nos tecidos moles é em torno de 40 dias (Paoliello & Chasin, 2002; Kosnett,
2013).

Finalmente o chumbo deposita-se nos 0ssos onde substitui o calcio, ja que 0s
fons PB" e C&* sdo similares em tamanho (Baird, 2002). Em adultos, os 0ssos
contém cerca de 90% a 95% do contetdo corpéreo total de chumbo, enquanto que
80% a 95% sao encontradem criancas (Hu, 1998). O tecido 6sseo constitui o
principal sitio de estocagem de longo prazo, de onde o metal pode ser mobilizado,
levando o organismo a uma exposi¢ao sistémica continuada (Smith et al., 1995).
Existem evidéncias de que a mobilizacdo de chumbo dos ossos para o sangue é
intensificada durante os periodos de maior liberacdo 6ssea tais como crescimento
rapido na infancia, gravidez, lactacdo, menopausa e desequilibrios hormonais (Smith
et al., 1996). O tempo de meia vida do chumbo nos ossos € em torno de 20 a 30 anos
(Paoliello & Chasin, 2002; Kosnett, 2013).

Independente da via de absor¢do, o chumbo é eliminado principalmente pelas
fezes (15%) e urina (75-80%), e por outras vias de menor eliminagdo, como saliva,
suor, cabelo e unhas (menos de 8%) (WHO, 1995; ATSDR, 2007). Uma via especial
de excrecdo do chumbo enddgeno é através do leite materno (Skerfving, 1993). O
chumbo possui a capacidade de atravessar a barreira transplacentaria, podendo passar
do organismo materno para o fetal. Portanto, a exposicédo da crianca pode ter inicio
ainda na vida intrauterina (Ong et al., 1993).

O chumbo pode afetar uma série de sistemas nos organismos Vivos Cujos

efeitos serdo dependentes do nivel e da duracdo da exposicdo (WHO, 1995). Este
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metal é extremamente toxico para 0s sistemas nervoso central e periférico, renal,
hematopoiético e trato gastrintestinal. Pode afetar também o sistema cardiovascular,
causar alteracbes endodcrinas, imunolégicas, danos reprodutivos e causar efeitos
carcinogénicos e mutagénicos (Skerfving et al., 1993; WHO, 1995). A diversidade de

sistemas afetados gera varios sintomas que, juntos, levam a um estado patologico
denominado saturnismo. Os sintomas mais comuns sdo: dor abdominal, fadiga,

sonoléncia, dores articulares, irritabilidade, impoténcia sexual, depressao, anorexia,
mialgia, tremores, alteracbes do ritmo intestinal, hipertensdo arterial sistémica e

perda de peso (WHO, 1905

2.2. Acai Euterpe edulis Martius)

A espécieEuterpe edulis Martius € uma palmeira pertencente a familia
Arecaceae, do género Euterpe, cujos frutos sdo pequenos, arredondados e de
coloracao roxo-escuro, em fungcéo da presenca de pigmentos naturais denominados
antocianinas. E conhecida popularmente por palmeira jucara, jicara ou acai da Mata
Atlantica (Lin, 1988). Esta palmeira € encontrada principalmente em &areas
remanescentes de Mata Atlantica do Brasil, desde o sul da Bahia até o Rio Grande do
Sul (Reis et al., 2000

A E. edulis é uma das espécies mais exploradas na Mata Atlantica. A
exploracao ilegal e acelerada contribui para a degradacdo do meio ambiente e tornou-
se um fator de preocupacdo para a preservacdo da espécie, uma vez que nao ha
rebrota ap6s o corte para extracdo de palmito (Conte et al., 2003). Outro produto
pouco explorado e estudado Hoedulis pode ser obtido do seu fruto. O fruto do
palmiteiro pode ser consumido de diversas formas, como suco, sorvete, acai na
tigela, sobremesashakes e em preparacdes salgadas (Borges et al., 2011). Para a
coleta deste fruto, ao contrario do palmito, ndo € necessario o corte da palmeira,
porém também é interessante que seja realizado um programa de manejo sustentavel
para sua exploracéo (Reis et al., 2000; Conte et al., 2003).

O consumo de frutas ricas em antioxidantes tem aumentado cada vez mais no
Brasil. O acai é um alimento altamente energético e nutritivo e vem tendo seu
interesse internacional aumentado devido aos beneficios proporcionados a saude e a
sua elevada atividade antioxidante, em especial pela presenca das antocianinas
(Pacheco-Palencia et al., 2008; Lima et al.,, 2012). Tanto os produtos do acai
consumidos no Brasil quanto os exportados sdo quase inteiramente obtidos da

Euterpe oleracea (De Brito et al., 2007)A Euterpe oleracea Martius, conhecida
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como acaizeiro, também pertence a familia Arecaceae, do género Euterpe, porém &
nativa da regido Amazoénica (Reis et al., 2000).

Estudos indicam que os frutos Beedulis possiem um teor de antocianina
maior do que os dE. oleracea (Ribeiro et al., 2011; In4cio et al., 2013). De Brito et
al. (2007), analisaram o contetudo de antocianinas de alguns frutos tropicais, como
acerola Malphigia emarginata), jucara Euterpe edulis), jamboldo Syzygium
cumini) e guajiri Chrysobalanus icaco) e observaram que a maior quantidade de
antocianina encontrada estava presente na jucaranfgd®0 g de peso fresco).

Neste trabalho, também foram analisados os tipos de antocianinas mais significativos
da jucara, que foram a cianidina-3-glicosideo (1358 mg/100 g de peso seco) e a
cianidina-3-rutinosideo (1565 mg/100 g de peso sedl@m das antocianinas, 0s
frutos de E. edulis possem consideravel quantidade de vitamina C, minerais,
flavonoides, carotenoides e acidos fenolicos (Rufino et al.,; Biirges et al., 2011

Inada et al., 20)5Entretanto, o conteido desses compostos bioativos encontrado no
acai difere consideravelmente entre as referéncias sobre o assunto em funcdo da
variabilidade intrinseca entre as amostras, da forma de processamento do material e
da metodologia utilizada (Ribeiro et al., 2p11

Ribeiro e Seravalli (2012) definem que as antocianinas sdo antocianidinas
ligadas a acucares. Entre as vinte antocianidinas conhecidas, que ocorrem
naturalmente, apenas seis sdo mais frequentes: pelargonidina, cianidina, delfinidina,
malvidina, peonidina e petunidina. As antocianinas pertencem a ampla classe de
compostos fendlicos naturais, coletivamente nomeados como flavonoides. Além de
suas funcdes como corantes naturais, as antocianinas tém apresentado grande
potencial farmacoldgico, que inclui propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias
(Mertens-Talcott et al.,, 2008), como agente antibacteriano (Kong et al., 2003) e na
diminuicao dos riscos de doencas cardiovasculares (Ghiselli et al., 1998) e de cancer
(Kamei et al., 1998).

Autoridades sanitarias brasileiras tém sido alertadas para a ocorréncia de
transmissdo da doenca de Chagas por via oral, ocorrendo na forma de surtos, atravées
da ingestdo de alimentos contaminados com o vetor (Roque et al.,.St0K@nai-
Yasuda & Carvalho, 2012; Coura & Junqueira, 2015). No caso do acai, a
contaminagagode ser causada pelas fezes do barbeiro, veftnyganosoma cruz,
diretamente sobre os frutos ou pelo esmagamento acidental do inseto durante o

processamento. (Nobrega et al., 2009; Valente et al., 2009; Pereira et al., 2010).
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Entretanto, o acai corretamente higienizado e pasteurizado estd livre desta
contaminagdo devido aos procedimentos rigorosos na fabricacdo (Pereira et al.,
2010).

2.3. Testiculo

O testiculo € um 6rgdo com funcdo endocrina e exdcrina revestido por uma
espessa cépsula conjuntiva, a albuginea, que envia septos para o interior do érgao
formando o mediastino testicular. O parénquima testicular consiste na parte funcional
dos testiculos e apresenta dois compartimentos: o tubularirgersticial ou
intertubular (Russell et al., 1990). O compartimento tubular constitui a maior parte
do testiculo, ocupando, na maioria dos mamiferos, de 70% a 90% do parénquima
testicular (Franca & Russell, 1998). Neste compartimento, responsavel pela producao
dos espermatozdides, encontram-se 0s tubulos seminiferos, que se conectam através
das duas extremidades a rede testicular, localizada no mediastino de onde o contetddo
tubular é direcionado para os ductos eferentes e, na sequéncia, para o epididimo
(Franca & Russell, 1998).

Os tubulos seminiferos sao constituidos, de sua porgcéo externa para a interna,
de tunica propria, epitélio seminifero e lume. Na tlnica prépria sdo observadas as
células midides ou peritubulares, a membrana basal e fibras coladgenas (Russell et al.,
1990). Dois tipos celulares estdo presentes no epitélio seminifero: as células de
Sertoli e as células germinativas ou espermatogénicas. Juntamente com as células
miodides, as células de Sertoli elaboram a membrana basal que serve de suporte
estrutural para a prépria célula de Sertoli e para as células germinativas que se
encontram na porcdo basal do epitélio seminifero. As células de Sertoli, através de
juncdes de oclusao, dividem o epitélio seminifero em dois ambientes: o basal onde se
localizam as espermatogbnias e 0s espermatécitos primarios na fase inicial da
profase meidtica (preleptotenos e leptétenos), e o adluminal, no qual se encontram 0s
espermatdécitos primarios a partir da fase de zigéteno, espermatdocitos secundarios e
espermatides. Desta forma, o ambiente adluminal esta totalmente sob o controle das
células de Sertoli, propiciando um microambiente isolado do sistema imunitario, o
gue é essencial para o desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et al.,
1990; Sharpe, 1994). As juncdes entre as células de Sertoli modificam-se de modo a
permitir a passagem dos espermatocitos em preleptéteno do ambiente basal para o
adluminal, quando estes iniciam a meiose, 0 que significa que existe uma dinamica

das juncdes que permite que as ceélulas envolvidas no processo espermatogénico
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progridam no sentido da luz do tdbulo, sem a ruptura da barreira (Liu et al., 2008).
No lume tubular sdo encontrados o fluido secretado pelas células de Sertoli e os
espermatozoides recém espermiados (Russell et al., 1990).

O compartimento intertubular é constituido de vasos sanguineos e linfaticos,
nervos, fibrae células do tecido conjuntivo como, macréfagos e poucos mastécitos
além das células de Leydig. Estas células sdo bastante conhecidas por sua marcante
producdo de androgenos, 0s quais sao sintetizados a partir de uma molécula base, o
colesterol, e responsaveis pelo aparecimento de caracteres sexuais secundarios e na
manutencdo da espermatogénese em animais sexualmente maduros (Bardin, 1996).
Apesar de existir grande variagdo entre as diversas espécies quanto a proporcao
volumétrica dos diferentes componentes do compartimento intertubular, a célula de
Leydig é usualmente o tipo celular mais frequente neste compartimento (Branca
Russell, 1998). De modo geral, os roedores apresentam o padrao intertubular do tipo
I, onde pequena quantidade de células de Leydig e vasos sanguineos ersmntram-
separados dos tubulos seminiferos por um espaco linfatico bem desenvolvido. Este
espaco linfatico é revestido pela camada endotelial visceral, a qual envolve as células
de Leydig e os vasos sanguineos, e pela camada parietal que se encontra em contato
com a tunica propria dos tubulos seminiferos (Fawcett et al., 1973).

Ha uma relacdo direta entre o peso testicular e a producdo espermatica
(Amann, 1970; Franca & Russell, 1998): quanto maior o testiculo, maior a producéo
de espermatozdides. Porém a quantidade de espermatozoides produzidos € sempre
maior que o nimero necessario para a fecundacdo e ndo necessariamente, o tamanho
do testiculo acompanha proporcionalmente o tamanho corporal, uma vez que 0s
animais de grande porte produziriam um enorme excedente (Franca & Russell, 1998;
Paula et al, 2002 Porém, entende-se que seja mais importante para avaliar a
producdo espermatica as andlises do volume do epitélio seminifero (Wing &
Christensen, 1982) e o indice tubulossomatico (ITS), que leva em consideracdo o
percentual de massa corporal investido em tabulo seminifero (Morais et al., 2014).
2.4.Efeitos do chumbo sobre o aparelho reprodutor masculino

Estudos com humanos e outros animais tém demonstrado que a exposi¢cao ao
chumbo promove uma série de alteracbes sobre o sistema reprodutor, especialmente
nos testiculos (Apostoli et al., 1998). A severidade da toxicidade do chumbo parece
ser dependente de fatores tais como idade do animal, duracdo e frequéncia da

exposicdo, rota de entrada, espécies animais utilizadas no experimento e dose
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administrada (Ronis et al., 1996; Wang et al., 2008). Alteracbes macroscopicas nos
Orgaos acessorios sexuais tais como, diminui¢cdo do peso testicular, vesicula seminal,
epididimo e préstata ventral tém sido relatadas em estudos usando animais
experimentais expostos ao chumbo (Sokol, 1990; Thoreux-Manlay et al. 199%; Roni
et al., 1996; Wadi & Ahamad, 1999; Biswas & Ghosh, 2004; Haouas et al), 2015

O chumbo apresenta atividade gonadotoxica, o que pode induzir diferentes
graus de alteracbes histopatoldgicas no parénquima testicular (El-Sayed & El-
Neweshy, 2010El-Shafai et al., 2011). A exposi¢cdo ao chumbo esta associada com a
diminuicdo do numero de espermatozéides, diminuicdo da motilidade e aumento de
anormalidades morfologicas esperméticas em animais (Sokol & Berman, 1991) e
seres humanos (Alexander et al., 1996). O chumbo pode afetar diretamente as células
de Leydig e reduzir sua capacidade esteroidogénica. Varios trabalhos tém
demonstrado reducao nos niveis séricos de testosterona em ratos apds exposicdo ao
chumbo (Thoreux-Manlay et al., 1995; Hsu et al., 1998; Biswas & Ghosh; 2004
Haw et al., 2012).

Animais expostos ao chumbo mostraram alteracbes no processo
espermatogénico e grande diminuicdo da capacidade de fertilidade quando
comparados a animais ndo expostos (Lancranjan et al., 1975). Hsu et al. (1997),
trabalhando com ratos, também observaram que a baixa exposicdo ao chumbo afetou
negativamente a funcdo espermatica devido a ativacao de uma das vias de geracao de
espécies reativas de oxigénio (EROs). Estudos com trabalhadores expostos ao
chumbo mostraram alteracdes na funcéo das células de Sertoli (Gustafson, 1989). O
chumbo também pode reduzir a quantidade de esteroides sulfatados excretados na
urina e causar uma reducdo nos niveis de testosterona (Apostoli et al., 1989).
Donovan et al. (1980), mostraram que o chumbo pode inibir a ligacdo da
diidrotestosterona a receptores especificos na prostata e vesicula seminal em
camundongos.

Disfuncdes reprodutivas tém sido descritas em homens expostos ao chumbo
no local de trabalho, incluindo oligozoospermia e astenozoospermia (Lancranjan et
al., 1975; Telisman et al.,, 2000; Naha et al., 2005). Assennato et al.) (1986
verificaram uma diminuicdo significativa na contagem de espermatozoides em
trabalhadores expostos ao chumbo quando comparados com 0s controles, mas como
nao foram encontradas diferengas nas concentragdes hormonais, sugeriram um efeito

toxico direto do chumbo na producédo de espermatozoides. Rodamilans et al. (1988)
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demonstraram os efeitos toxicos do chumbo diretamente sob o testiculo, seguido por
distarbio do hipotalamo ou hipdfise, apdés um longo periodo de exposicdo ao metal.
Gustafson et al. (1989) realizaram um estudo na Suécia com um grupo de
trabalhadores na fundicdo do chumbo. Esse estudo mostrou um complexo efeito da
moderada exposi¢cdo ao chumbo sobre o sistema enddcrino, possivelmente mediado
por mudancas no eixo hipotalamo-hipofise. Outros autores também relataram
hipogonadismo e diminuicdo nos niveis de testosterona sérica em trabalhadores na
fundicdo do chumbo (Cullen et al., 1983; Cullen et al., 1984). Amostras de sangue e
sémen foram analisadas em trabalhadores de fabricas de baterias, mostrando uma
inversa associacdo entre niveis de chumbo no plasma, volume e concentracdo de
espermatozoides (Telisman et al.,, 2000). Outros autores também relataram
diminuicao da libido e aumento de anomalias no sémen de trabalhadores expostos ao
chumbo (Ellis & Desjardins, 1982).
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3. Objetivos

3.1. Objetivos Gerais

Avaliar o potencial do extrato de ac&uterpe edulis) em atenuar os danos

testiculares em ratos Wistar adultos expostos ao acetato de chumbo.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar os efeitos das doses de acetato de chumbo no testiculo em niveis
histoldgicos e fisioldgicos;

Avaliar qualitativa e quantitativamente possiveis alteragcdes nos tubulos
seminiferos;

Avaliar qualitativa e quantitativamente possiveis alteracdes no
compartimento intertubular;

Avaliar qualitativa e quantitativamente possiveis interferéncias do
chumbo nas células de Leydig;

Avaliar qualitativa e quantitativamente o potencial do extrato de acai em

atenuar os danos provocados pelo chumbo nos tabulos seminiferos.
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4. Material e Métodos
4.1. Animais

Foram utilizados 34 ratos Wistar machos, com 100 dias de idade,
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude
(CCB), da Universidade Federal de Vicosa, Vicosa, MG, Brasil. Os animais
receberam ragdo e agad libitum e foram mantidos sob condi¢Bes de temperatura
controlada (21-23°C) e 12 horas de luz diarias. O experimento foi conduzido de
acordo com o Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e aprovado pelo
CEUA/UFV (Comité de Etica em Uso de Animais da Universidade Federal de
Vigosa, Brasil), cujo protocolo de aprovacéo € 69/2010.
4.2. Tratamentos

Os animais foram colocados em gaiolas individuais e distribuidos em 6
grupos experimentais sendo os grupos | e Il com 5 animais e os grupos lIll, IV, V e
VI com 6 animais. O grupo controle (I) recebeu 0,5 mL de agua destilada, o grupo
controle acai (Il) recebeu 1,5 mL de extrato de acai na dose de 400 mgkgass
controle chumbo (Il e IV) receberam 0,5 mL de chumbo nas doses de 32 e 128
mg/kg, respectivamente, na forma de acetato de chumbgis[0e).Pb.3H0O]
(Sigma-Aldrich), enquanto os grupos tratados V e VI receberam 1,5mL de extrato de
acai na dose de 400 mg/kg e 0,5mL de chumbo nas doses de 32 e 128 mg/kg,
respectivamente. Os tratamentos foram administrados uma vez ao dia, pelo método
de “gavagem”, durante 58 dias consecutivos. Nos grupos tratados (V e VI) o extrato
de acai foi fornecido 30 minutos antes da exposicdo ao acetato de chumbo. Os grupos
[, I, lll e IV foram submetidos a uma segunda gavagem com 0,5 mL de solucéo
salina, para padronizacao dos procedimentos.

Para impedir a precipitacdo do acetato de chumbo, foi adicionado 1 mL de
HCI 5N para cada litro de agua destilada usada para dissolver o chumbo (Allouche et
al., 2009). Ao final do periodo experimental os animais foram pesados e submetidos
a eutanasia por inalacdo de £®ara calculo da variacdo de peso corporal (PC) os
animais foram pesados no inicio e no final do experimento.
4.3. Estudos histologicos
4.3.1. Preparacéao do testiculo para microscopia de luz

Os testiculos foram removidos, dissecados, pesados e imersos em solugéo de
Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas. Posteriormente foram transferidos para

alcool 70%, desidratados em série etanodlica crescente e incluidos em glicol
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metacrilato (Histeesin®, Leica). Secgdes de 3 um de espessura foram obtidas em
micrétomo rotativo (Reichert-Jung, Alemanha) usando navalhas de vidro. As sec¢des
foram coradas com azul de toluidina/borato de sodio 1%, montadas com Entellan
(Merck) e utilizadas para analises morfométricas e histopatologicas. Para evitar a
repeticdo das andlises da mesma regido, foram realizados cortes semisseriados,
respeitandae intervalos de 40 um entre as secg¢des. Imagens do parénquima
testicular (10 e 40x) foram obtidas utilizando-se microscopio Olympus AX-70 e
analisadas com o auxilio do software Image-Pro PIu§ @edia Cybernetics,

Silver Spring, MD, EUA).

4.3.2. Analises morfométricas do compartimento tubular

Para calculo da massa do parénquima testicular subtraiu-se a massa ocupad
pela albuginea do peso total dos testiculos (peso bruto), obtendo-se assim o0 peso
liguido da porcao funcional do 6rgdo. O indice gonadossomaético (IGS), definido pela
raz8o entre a massa testicular e corporal, foi calculado usando a formula:
(PG/PC)x100, onde PG = peso das gbnadas e PC = peso corporal (Amann, 1970).

As densidades volumétricas (Yjvde tibulo seminifero (DVT) e intertibulo
(DVI) foram obtidas utilizando-se uma grade contendo 266 pontos projetados sobre
imagens digitalizadas (100 x) do parénquima testicular, totalizando 2660 pontos por
animal. Foram registrados pontos coincidentes sobre tunica propria, epitélio
seminifero, limen e intertibulo e, em seguida, calculado o percentual dos pontos
sobre cada componente.

O volume de cada componente testicular foi estimado a partir do
conhecimento do percentual ocupado pelos mesmos no testiculo e do conhecimento
do volume do parénquima testicular, através da formula: (% tdbulo ou seus
constituintes x volume total do parénquima testigulat00 (Melo et al., 2010).

Como a densidade do testiculo de mamiferos € em torno de 1 (Johnson et al., 1981),
a massa do testiculo foi considerada igual ao seu volume. Baseado nos volumes dos
tubulos seminiferos e nos pesos corporais foi calculado o indice tubulossomatico
(ITS) a partir da férmula: (VT/PC) x 100, onde VT = volume de tdbulo seminifero e
PC = peso corporal.

O diametro tubular médio foi obtido a partir de 20 seccdes transversais de
tubulo seminifero para cada animal, sendo escolhidas as mais circulares possiveis,
independentes do estadio em que se encontravam. Considerou-se para tal abordagem

0 menor diametro observado em cada secc¢ao transversal, conforme recomendacao de
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Berndtson et al. (1977). A altura do epitélio seminifero foi mensurada na mesma
seccao transversal em que foi aferido o didmetro dos tubulos seminiferos. Neste caso,
considerou-se a distancia desde a tunica 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 didmetro do lumen foi obtido
subtraindo-se o didametro tubular das duas alturas obtidas para o epitélio seminifero.

O comprimento total (CT) dos tubulos seminiferos, em metros, foi estimado a
partir do volume ocupado pelos tubulos seminiferos nos testiculos e do diametro
tubular médio obtido para cada animal, empregando-se a férmula: CTeRATS/
onde VTS = volume total dos tibulos seminiferd?’ = area da seccéo transversal
dos tubulos seminiferos e R = raio tubular (Attal & Courot, 1963). O comprimento
dos tubulos seminiferos por grama de testiculo foi calculado dividindo-se o
comprimento total pelo peso bruto dos testiculos.
4.3.3. Analises morfométricas dos componentes intertubulares

Para a obtencdo das densidades volumétricas®)(vdes componentes
intertubulares foram contados 1.000 pontos projetados sobre imagens capturadas da
regido do intertbulo, em aumento de 400x. Foram registrados 0s pontos
coincidentes sobre nucleo e citoplasma de células de Leydig (NL e CL), vaso
sanguineo (VS), espaco linfatico (EL), tecido conjuntivo (TC) e macrofagos (M). O
percentual de cada elemento no intertubulo foi obtido multiplicando o nimero de
pontos contados sobre os elementos por 100 e dividindo o valor obtido por 1000. O
volume de cada elemento no intertibulo foi determinado através do produto da
propor¢cao do elemento no intertibulo e o volume de intertibulo (Franca et al., 2000).

O diametro nuclear médio das células de Leydig foi obtido a partir de
imagens (400x) sendo mensurados trinta ndcleos para cada animal escolhendo-se
agueles que apresentavam o contorno mais circular e cromatina perinuclear e
nucléolos evidentes. Foram calculados os volumes nuclear e citoplasméatico e, em
seguida, o volume de uma célula de Leydig. Para obtencédo do volume nuclear (VN)
utilizou-se a formula: 4/37R3 onde R= raio nuclear. Para o célculo do volume
citoplasmatico (VC) foi utilizada a férmula: % citoplasma x VN / % nucleo.
Finalmente, o volume de uma célula de Leydig foi obtido somando-se o VN ao VC.
Estes valores foram expressos em micrometros cubicos (umS). O calculo do volume

que as células de Leydig ocupam por testiculo foi feito a partir da proporgédo das

17



células de Leydig no parénquima testicular x peso do parénquima de um
testiculo/100.

O volume que as células de Leydig ocupam por grama de testiculo foi obtido
utilizando-se o0 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 nimero 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
férmula: volume total de célula de Leydig no parénquima testicular / PC x 100, onde
PC= peso corporal. A relagdo nucleoplasmatica (RNP) foi obtida dividindo-se o
percentual do nucleo de células de Leydig pelo percentual de citoplasma de células
de Leydig e multiplicando-se por 100.

4.3.4. Analise histopatologica qualitativa e quantitativa

Para se estimar as proporc¢des de tubulos seminiferos normais e patolégicos
foram contados 100 tubulos por animal em campos aleatérios. Foram considerados
tubulos com patologias aqueles que apresentavam qualquer alteracdo segundo Creasy
(2001) e Boekelheide (2005). As alteracOes foram classificadas por Matta (2012) de
acordo com a gravidade como descrito abaixo:

Nivel 1: Tubulos seminiferos integros com células germinativas dispostas no seu
sitio de localizacdo, pouswacuolos univesiculase apoptose fisioldgica;

Nivel 2: Tubulos seminiferos apresentando vacuolos uni e multivesiculares nas
células de Sertoli e apoptose fisiologica,

Nivel 3: Desprendimento celular, células espermatogénicas no interior do lumen,
presenca de células gigantes e em processo de degeneracao e apoptose acentuada;
Nivel 4: Tabulos seminiferos apresentando [limen com aspecto aumentado refletindo
a perda celular, alguns tubulos contendo apenas células do ambiente basal, tubulos
seminiferos atrofiados e apoptose acentuada.

Nivel 5: Tubulos seminiferos desprovidos de células de Sertoli ou germinativas, em

estado irreversivel de degeneracao.
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4.4. Analises estatisticas

Comparacdes entre os grupos foram feitas através de analise de variancia
(ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-Keuls (SNK). Foi utilizado o
software STATISTICA 7. Todos os resultados foram expressos em média + desvio

padrad. O nivel de significancia considerado foi de p < 0,05.
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5. Resultados
5.1. Analise estrutural

Nas seccOes testiculares dos ratos dos grupos controle (Grupo} dse I
tubulos seminiferos apresentaram-se bem organizados. O epitélio seminifero
mostrou-se integro, com células espermatogénicas em todas as etapas de
desenvolvimento e células de Sertoli com seu caracteristico nacleo irregular e
nucléolos evidentes (Figura 1 a, b).

O tratamento com acetato de chumbo provocou diferentes niveis de danos aos
tubulos seminiferos (Figura 1 c, d). Observou-se a presenca de tabulos atrofiados e
tubulos em estado de degeneracdo avancada, com vacuolos citoplasmaticos das
células de Sertoli preenchendo quase todo o tubulo. Nestes tabulos, detectou-se
auséncia de células germinativas restando apenas aglomerados de células de Sertoli
(Figura 2).

Tanto nos grupos tratados com acetato de chumbo quanto nos grupos tratados
com acetato de chumbo e acai foi possivel observar uma série de vacuolos no
citoplasma das células de Sertoli, principalmente na regido basal (Figura 1 c, d, e, f)
O ambiente intertubular mostrou poucas alteracdes estruturais em relacéo aos grupos
controle (Grupo | e Grupo II). O tecido intersticial foi similar ao dos grupos controle,
contendo espaco linfatico, tecido conjuntivo, vasos sanguineos, células de Leydig e
macrofagos (Figura 3).
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Figura 1. Secc¢des histologicas do compartimento tubular de ratos Wistarupo
| (controle);b: Grupo Il (agai 400 mg/kgy: Grupo Il (Pb 32 mg/kg)d: Grupo
IV (Pb 128 mg/kg)e: Grupo V (acai 400 mg/kg e Pb 32 mg/Kg)Grupo VI (acai
400 mg/kg e Ph28 mg/kg). Coloragdo: azul de toluidina. Barras: 30 um.
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Figura 2. Seccdes histologicas do compartimento tubular de ratos W
evidenciando diferentes graus de patologaa$. Grupo Il (Pb 32 mg/kg)c, d, e,
f: grupo IV (Pb 128 mg/kg). Coloracédo: azul de toluidina. Barragn80
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Figura 3. Secc¢bes histologicas do compartimento intertubdladé€ ratos Wistar.
a: Grupo | (controle)b: Grupo Il (acai 400mg/kg);: Grupo Il (Pb 32 mg/kg)d:
Grupo IV (Pb 128 mg/kgk: Grupo V (agai 400mg/kg e Pb 32 mg/kig)Grupo VI
(acai 400mg/kg e Pb 128 mg/kg). Coloracao: azul de toluidina. Barrgsi.15
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5.2. Analisssbiométricas

Os parametros biométricos analisados encontram-se na Tabela 1. Em relacao
ao peso corporal, apenas o grupo IV mostrou alteracdo apresentando-se menor do
gue os demais. Nao houve alteracdo no peso testicular em qualquer um dos grupos
avaliados. O peso do parénquima testicular (PPar) ndo sofreu alteragcdo entre os
grupos |, I, 11l e IV. Entretanto, animais que receberam chumbo e foram tratados
com acai (Grupos ¥VI) apresentaram aumento no PPar, se comparados aos grupos
controle e chumbo, nas duas dosagens. O indice gonadossomatico (IGS) do Grupo

IV foi estatisticamente maior se comparado a todos 0s outros grupos.

5.3. Andlises morfométricas do compartimento tubular

Os parametros morfométricos tubulares do parénquima testicular encontram-
se na Tabela 2. Nao houve diferenca significativa em relagdo a porcentagem de
tubulo seminifero, didmetro tubular, didmetro do limen e comprimento dos tubulos
entre 0s grupos.

Houve aumento na densidade volumétrica do epitélio seminifero (ES) nos
Grupos V e VI em relagcédo a todos os outros grupos. A altura do epitélio também
aumentou nos Grupos V e VI em relagdo a todos 0s grupos, controle e tr@tados.
volume tubular apresent@e&menor nos grupos tratados com chumbo (Grupos Il e
IV) se comparados com 0s outros grupos. Por outro lado, animais que receberam
chumbo e acai (Grupos V e VI) apresentaram aumento significativo no volume
tubular se comparados aos demais grupos. O indice tubulossomatico (ITS) aumentou
no Grupo VI comparado aos grupos |, Il, lll e IV, porém ndo apresentou diferenca

significativa em relacédo ao Grupo V.
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Tabela 1.Parametros biométricos corporais e testiculares de ratos Wistar adultos (média *+ desvio padréo; n=6).

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
PC (9) 416,40+41,18 413,20+23,33 394,80+24,38 358,50+22,39 408,67+19,28 392,50+14,17
PT (9) 3,464+0,19 3,506+0,17 3,343+0,18 3,467+0,04 3,524+1,46 3,444+0,30
PPar (g) 2,117+0,17 2,098+0,2% 1,935+0,14 1,980+0,19 2,379+0,38 2,353+0,18
IGS (%) 0,83+0,04 0,85+0,06 0,81+0,07 0,99+0,08 0,85+0,16 0,88+0,07

Letras iguais na linha indicam que as meédias ndo diferem significativamente eptr8,85). Grupo I: controle; Grupo II: agcai 400 mg/kg;
Grupo llIl: Pb 32 mg/kg; Grupo IV: Pb 128 mg/kg; Grupo V: acai 400 mg/kg e Pb 32 mg/kg; Grupo VI: acai 400mgl28 engkkg. PC: Peso

Corporal; PT: Peso Testicular; PPar: Peso do Parénquima Testicular; IGS: indice Gonadossomatico.
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Tabela 2.Parametros morfométricos tubulares do parénquima testicular de ratos Wistar adultos (média + desvio padrao; n=6).

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
TS (%) 78,18+3,3C 79,15+3,28 78,80+2,16 76,33+6,76 81,15+2,84 80,33+2,08
ES (%) 50,76+2,56 51,30+2,45 51,03+2,18 50,44+3,9% 56,22+3,12 57,02+1,6%
DT (pm) 265,92+11,50 265,89+7,20 275,37+22,4% 270,10+22,4% 280,67+9,38 275,36+13,7%
AE (pm) 68,08+3,68 71,46+2,18° 67,47+4,52 66,01+3,48 74,66+5,04 75,07+4,38
DL (pm) 129,75+13,87 122,97+4,28 140,43+14,40 138,08+23,93 131,35+12,65 125,34+14,38
CT/T (um) 27,97+2,87 26,70+4,94 27,08+2,57 27,62+6,78 31,98+4,24 32,806,658
CT/gT (pm) 8,20+0,99 7,58+1,16 8,10+0,77 7,82+1,96 9,22+0,76 9,34+1,16
VT (mL) 1,669+0,12 1,671+0,18 1,482+0,08 1,460+0,10 1,910+0,28 1,891+0,18
ITS (%) 0,41+0,04 0,40+0,03 0,37+0,02 0,39+0,03 0,45+0,11° 0,46+0,02

Letras iguais na linha indicam que as médias ndo diferem significativamente eptr,8b). Grupo I: controle; Grupo II: agai 400 mg/kg;
Grupo llI: Pb 32 mg/kg; Grupo IV: Pb 128 mg/kg; Grupo V: agai 400mg/kg e Pb 32 mg/kg; Grupgai 400 mg/kg e Pb 128 mg/kg. TS:
Tabulo Seminifero; ES: Epitélio Seminifero; DT: Diametro Tubular; AE: Altura do Epitélio Seminifero; DL: Diametro do Lumen Tubular;
CT/T: Comprimento Total de Tubulos Seminiferos por Testiculo; CT/g T: Comprimento Total de Tubulos Seminiferos por Gesticubie

VT: Volume Tubular; ITS: indice Tubulossomatico.



5.4. Andlises morfométricaglos componentes intertbulares

Os parametros morfométricos intertubulares encontram-se na Tabela 3. Nao
foram observadas variacdes significativas entre 0s grupos quanto ao percentual de
intertibulo, vaso sanguineo, macréfago e espaco linfatico. A densidade volumétrica
de tecido conjuntivo por intertibulo aumentou significativamente em todos os grupos
quando comparados ao grupo controle (Grupo 1). A densidade volumétrica por
testiculo foi maior no grupo IV se comparado com todos 0s grupos, exceto com o

grupo lll.

5.5 Analise estereoldgica das células de Leydig
Os parametros estereoldgicos de células de Leydig encontram-se na Tabela 4.
N&o houve variacdo em qualquer parametro relativo as células de Leydig entre os

grupos estudados.
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Tabela 3.Parametros morfométricos intertubulares do testiculo de ratos Wistar adultos (média + desvio padréo; n=6).

Grupo | Grupo I Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
IT (%) 21,82+3,30 20,85+3,28 21,20+2,18 23,67+6,78 18,85+2,84 19,67+2,08
VS (%) 2,14+0,55 2,68+0,96 2,14+1,5% 1,53+0,69 2,40+1,37 1,52+0,78
TCi (%) 15,00+2,4% 20,722,548 21,02+2,57 21,182,568 18,47+1,59 20,03+2,3%
TCt (%) 3,27+0,73 4,36+1,19 4,46+0,77° 4,95+1,29 3,47+0,47 3,93+0,57
M (%) 1,02+0,1% 0,82+0,33 0,86+0,15 0,950,358 0,85+0,27 0,65+0,18
EL (%) 69,78+6,50 59,44+3,62 60,68+7,90 63,98+9,08 63,17+4,1% 62,13+7,10
VI (um°) 0,44+0,11 0,39+0,06 0,43+0,08 0,48+0,16 0,46+0,10 0,47+0,08

8¢

Letras iguais na linha indicam que as médias ndo diferem significativamente eptr®,85). Grupo I: controle; Grupo Il: acai 400mg/kg;
Grupo llI: Pb 32 mg/kg; Grupo IV: Pb 128 mg/kg; Grupo V: acai 400mg/kg e Pb 32 mg/kg; Grupgal/400mg/kg e Pb 128 mg/kg. IT:
Intertibulo; VS: Vaso Sanguineo; TCi: Tecido Conjuntivo no intertibulo; TCt: Tecido Conjuntivo no Testiculacdkiifado; EL: Espaco

Linfatico; VI: Volume Intertubular.
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Tabela 4.Parametros estereoldgicos de células de Leydig de ratos Wistar adultos (média + desvio padréo; n=6).

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V Grupo VI
CL (%) 12,06+5,75 16,34+3,34 15,30+4,78 12,35+6,73 15,12+3,06 15,67+5,74
NuL (%) 3,00+1,58 4,22+0,8% 3,60+1,29 2,85+1,9% 3,280,658 3,53+1,19
CiL (%) 9,06+4,2G" 12,12+2,64 11,70+3,53 9,50+4,84' 11,83+2,76 12,13+4,65
VL (um®) 330,77490,29 366,21+95,52 492,12+206,9% 400,23+59,03 439,85+71,43 462,69+147,97
VNuL (pm3) 79,16+21,03 93,71+20,74 114,25+48,08 89,15+21,96 95,42+11,39 103,27+26,258

VCiL (um®) 251,61+73,99 272,49+77,48 377,87+160,79 311,08+42,50 344,43+70,61 359,43+124,7%
VLT (um?®) 0,02+0,02% 0,03+0,02% 0,03+0,02 0,03+0,02% 0,030,017 0,04+0,02%

ILS (%) 0,012+0,005 0,015+0,005 0,017+0,007 0,015+0,004 0,017+0,002 0,019+0,007
Letras iguais na linha indicam que as médias ndo diferem significativamente eptr®,66). Grupo I: controle; Grupo Il: acai 400mg/kg;
Grupo llI: Pb 32 mg/kg; Grupo IV: Pb 128 mg/kg; Grupo V: acai 400mg/kg e Pb 32 mg/kg; Grupgal/400mg/kg e Pb 128 mg/kg. CL:
Célula de Leydig; NuL = Ndcleo de Leydig; CiL = Citoplasma de Leydig; VL: VolunseGfulas de Leydig; VNuL: Volume do Nucleo das
Células de Leydig; VIL: Volume do Citoplasma das Células de Leydig; VLT: Volume das Células de Leydig por Testicultdics:

Leydigossomatico.




5.6. Andlise histopatoldgica qualitativa e quantitativa

A proporcéo de tubulos seminiferos patolégicos aumentou nos animais que
receberam acetato de chumbo (Grupos lll e IV) em relacdo aos animais controles
(Grupos | e Il) e diminuiu nos animais que receberam acetato de chumbo e acai
(Grupos V e VI) em relagdo aos animais que receberam apenas acetato de chumbo
(Figura 4). Além disso, animais dos Grupos V e VI tiveram melhora nos niveis de
dano em relacdo aos animais dos Grupos lll e IV (Figura 5).

Os animais dos Grupos | e Il apresentaram apenas alguns tubulos contendo
pequenos vacuolos univesiculares, estando a maioria dos tdbulos integros com as
células germinativas bem preservadas e epitélio seminifero bem organizado
determinando um arranjo normal (Figura 1 a, b). Estes dois grupos enquadraram-se
no nivel 1 de classificacdo histopatolégica, pois 0s vacuolos univesiculares am baix
propor¢cdo podem ocorrer em individuos sadios (Figura 5). Animais que receberam
acetato de chumbo (Gruptl$ e IV) apresentaram vacuolos uni e multivesiculares
nas ceélulas de Sertoli, além de descamacdo de células germinativas oriundas do
ambiente adluminal para o limen tubular, enquanto as células do ambiente basal
permaneceram em seu sitio de localizacdo juntamente com as células de Sertoli
(Figura 1 c, d). Estes dois grupos enquadraram-se nos niveis 2 e 3 de classificagdo
histopatolégica (Figura 5). Entretanto, nos animais do Grupo IV as patologias
apresentaram-se mais severas, enquadrando-se principalmente no nével 3
pouquissimos tubulos enquadrando-se no nivel 4 (Figura 5). Animais que receberam
acetato de chumbeacai (Grupos V e VI) continuaram apresentando vaculos uni e
multivesiculares nas células de Sertoli e descamacédo de células germinativas, mas
em menor proporcdo se comparados aos Grupos lll e IV (Figura 5). Nenhum dos
animais apresentou histopatologia de nivel 5, que se caracteriza por auséncia total de
células no tubulo seminifero. O dano mais severo presente principalmente nos
animais do Grupo IV foi a presenca de tubulos seminiferos apenas com células de

Sertoli e espermatogbisiaa regidao basal nivel 4 (Figura 2).
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Figura 4. Proporcao de tubulos seminiferos integros e patolégicos de ratos Wistar
adultos.
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Letras diferentes nas barras, entre tratamentos, diferem significativamente entre si
(p>0,05). Grupo I: controle; Grupo Il: acai 400mg/kg; Grupo Ill: Pb 32 mg/kg;
Grupo IV: Pb 128 mg/kg; Grupo V: acai 400mg/kg e Pb 32 mg/kg; Grupo VI: acai
400mg/kg e Pb 128 mg/kg.
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Figura 5. Proporcdo de tdbulos seminiferos integeosom diferentes niveis de
patolajia de ratos Wistar adultos.
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Letras diferentes nas barras, entre tratamentos, diferem significativamente entre si
(p>0,05). Grupo I. controle; Grupo Il: acai 400mg/kg; Grupo Ill: Pb 32 mg/kg;
Grupo IV: Pb 128 mg/kg; Grupo V: acai 400mg/kg e Pb 32 mg/kg; Grupo VI: acai
400mg/kg e Pb 128 mg/kg.
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6. Discusséo

Pelo nosso conhecimento, ndo ha publicagbes que tragam detalhes da
combinacéo da exposicao ao churelntm efeito protetor do acai nos testiculos.

No presente estudo, a exposi¢ao ao acetato de chumbo por 58 dias promoveu
alterag6es nos tubulos seminiferos, embora muitas areas tenham permanecido
inalteradas e a espermatogénese aparentemente se manteve normal nesses tubulos.
Alguns tabulos seminiferos apresentaram-se mais vulneraveis do que outros a acao
do chumbo. Os grupos que receberam chumbo e foram tratados com acai também
apresentaram alteragdes nos seus tubulos seminiferos, mas em menor nimero e num
grau patolégico menos acentuado (Figura 1).

A vacuolizacéo nas células de Sertoli € o primeiro sinal morfolégico de danos
tubulares antecedentes as alteracfes nas células germinativas, mostrando que as
células de Sertoli séo o local primario de acdo de substancias toxicas nos testiculos
(Creasy, 2001; Boekelheide, 2005). As vacuoliza¢cdes observadas no citoplasma das
células de Sertoli no presente estudo podem ser derivadas da dilatacdo e vesiculacéo
do reticulo endoplasmatico liso, presente em grande quantidade nestas células. Essas
vacuolizacbes podem ser causadas pela entrada de agua na célula como parte da
degeneracdo hidrépica, uma resposta ndo especifica das células de Sertoli para
qualquer injaria quimica (Murthy et al., 1991). Uma das principais funcdes das
células de Sertoli € manter um ambiente apropriado para proliferacdo e maturacao de
células germinativas e a vacuolizacdo dessas células, que ocorre frequentemente no
inicio da resposta histopatolégica, podera ter efeito secundario sobre a sobrevivéncia
das células germinativas (Creasy, 2001). Consequentemente, altera¢cdes na funcéo
das células de Sertoli podem resultar em alteracéo e/ou perda de células germinativas
no epitélio seminifero (Boekelheide et al., 2005). Estas afirmacfes foram
comprovadas no presente estudo, pois animais que receberam acetato de chumbo
apresentaram vacuolizagdo uni e multivesiculares nas células de Sertoli, e estas,
juntamente com as células germinativas iniciais, permaneceram no ambiente basal.
JA as células do ambiente adluminal encontraram-se desorganizadas e
frequentemente descamadas, o que indica uma acao direta do chumbo sobre as
células de Sertoli, sem atingir a barreira hematotesticular. Embora sejam na maioria
das vezes o sitio primario de injdrias, as células de Sertoli raramente se desprendem
do epitélio seminifero, a ndo ser que os tubulos tenham atingido um grau maximo de

resposta apds a administracdo de uma substancia (Russell et al., 1990b).
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No presente estudo, apenas o grupo tratado com maior dose de chumbo (IV)
sofreu alteracdo no peso corporal e no indice gonadossomatico. Resultados similares
também foram observados por Sokol (1990) e Sokol & Berman (1991), que
expuseram ratos ao acetato de chumbo por via oral durante 30 dias. Entretanto,
outros trabalhos ndo mostraram diferenga significativa no peso corporal de animais
expostos ao chumbo (Marchlewicz et al., 2004; Allouche et al., 2009; El-Sayed & EI-
Neweshy, 2010; Costa, 2013). O menor peso corporal reflete no maior indice
gonadossomatico apresentado pelos animais do grupo IV, ja que ndo houve diferenca
no peso gonadal. Parte da heterogeneidade observada nos efeitos do chumbo em
varios experimentos dificulta a comparacdo entre os trabalhos (Wang et al., 2008).
De fato, a severidade da toxicidade do chumbo parece ser dependente de fatores tais
como idade do animal, duracdo da exposicdo, rota de entrada, espécies animais
utilizadas no experimento e dose administrada (Ronis et al.,, 1996; Wang et al.,
2008).

O peso do parénquima testicular foi maior nos grupos tratados com chumbo e
acai (V e VI) em relacédo aos grupos tratados apenas com chumbo (lll e IV), mas sem
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (l) e o que recebeu apenas acai
(). Além disso, houve um aumento no percentual de epitélio seminifero nos grupos
V e VI. Tudo isso pode indicar uma acéo positiva do tratamento concomitante do
extrato de acai e acetato de chumbo no epitélio seminifero. Resultados semelhantes
foram observados por Youssef & Salama (2009), que trataram o0s animais com
cloreto de aluminio e propolis. Apesar de ndo ser significativo, o peso do parénquima
testicular dos animais tratados com chumbo foi em torno de 10% menor do que 0s
animais do grupo controle, sugerindo algum tipo de dano. Resultado similar foi
observado por El-Sayed & EI-Neweshy (2010) que trataram animais com agua
contaminada com acetato de chumbo por 60 dias.

No presente trabalho, o tratamento com acetato de chumbo ndo afetou o
diametro tubular, que também foi observado por Costa (2013) que expos ratos as
mesmas doses de acetato de chumbo por via oral por 30 dias. Ratos que receberam
acetato de chumbo por via intraperitoneal por 35 dias também ndo apresentaram
alteracdo no diametro dos tubulos seminiferos (Thoreux-Manlay et al., 1995b). Por
outro lado, Ahmad et al. (2003) e Hamadouche et al. (2009) observaram redugao
significativa do diametro tubular em ratos tratados com acetato de chumbo por via

intraperitoneal por 30 dias e oral por 90 dias, respectivamente. Os resultados por
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vezes controversos indicam que deve ser levada em conta a individualidade dos
animais, que podem ser mais ou menos susceptiveis a acdo do chumbo (Apostoli et
al., 1998).

A altura do epitélio seminifero € a mensuracédo mais efetiva para avaliacdo da
producdo espermatica por este ser um elemento dindmico do tubulo seminifero
(Wing & Christensen, 1982). Neste trabalho, a altura do epitélio seminifero
apresentou-se maior nos grupos tratados com acai e chumbo (V e VI) se comparados
com o grupo controle (I) e com aqueles que receberam somente o metal (lll e 1V)
Massanyi et al. (2007) e Costa (2013) observaram reducdo da altura dose-
dependentes no epitélio seminifero de ratos expostos a diferentes doses de chumbo
por 48 horas e 30 dias, respectivamente. O chumbo pode afetar a integridade
funcional da barreira de células de Sertoli, danificando o epitélio seminifero e
levando a diminuicdo da sua altura devido a perda de células germinativas (Bustos-
Obregon & Hartley, 2008). Por outro lado, foi observado neste trabalho o aumento
da densidade volumétrica (¥)vdo epitélio nos grupos tratados com chumbo e acai
em relacdo aos grupos tratados com chumbo, demonstrando o efeito positivo do
extrato de acai sobre o tubulo seminifero de animais expostos ao metal.

O volume tubular reduziu nos grupos expostos ao chumbo (lll e 1V) em
comparacao aos grupos controle (I) e acai (Il), o que coincide com os achados de
Massanyi et al. (2007) e Costa (2013), que relataram efeito negativo do chumbo
sobre a estrutura dos tubulos seminiferos de ratos expostos ao metal. Estes autores
observaram aumento da incidéncia de células apoptéticas no epitélio seminifero, o
gue culminou na reducao do percentual de epitélio seminifero e do volume tubular.
Entretanto, neste trabalho os grupos de animais expostos ao chumbo que recebram
extrato de acai (V e VI) mostraram aumento do volume tubular quando comparados a
todos os grupos, incluindo o controle. Resultados semelhantes foram relatados por
Haw et al. (2012), que trataram ratos com acetato de chuiithmgera elatior por
via oral. Assim, entende-se que 0 maior volume dos tubulos seminiferos nos grupos
tratados com acai reforca a importancia das antocianinas presentes no fruto no
processo de recuperacao tubular.

O indice tubulossomatico (ITS) € um parametro que visa quantificar o
investimento dos tubulos seminiferos em relacdo a massa corporal. Animais do grupo
VI apresentaram ITS maior em relagdo aos outros grupos. Animais do Grupo V

apresentaram ITS em torno de 20% maior que 0S grupos expostos ao chumbo, sendo
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significativo com relagdo ao grupo Ill. Os grupos controle e aqueles submetidos ao
chumbo nao diferiram significativamente entre si em relagdo a este parametro,
sugerindo que o investimento em massa tubular ndo sofreu alteragcbes com a agéao do
metal no presente estudo. Resultado semelhante foi obtido por Carvalho (2009) em
camundongos tratados com arsenato de sodio. Por outro lado, a redugéo do ITS foi
observada em animais tratados com baixas concentracbes de cadmio (Cupertino,
2012). O aumento do ITS no grupo V, em relagdo ao grupo Ill, ocorreu
provavelmente devido ao maior volume tubular observado no primeiro grupo. O
mesmo pode ser observado em relagdo aos grupos V e VI que apresentaram maior
ITS em relacdo aos demais como reflexo do maior volume tubular.

Parametros estruturais como volume testicular e didmetro tubular estdo
intimamente relacionados ao comprimento total dos tubulos seminiferos (Franca &
Russell, 1998). Ndo houve diferenca significativa no comprimento total de tubulos
seminiferos e no comprimento de tdbulos seminiferos por grama de testiculo.
Resultados semelhantes foram obtidos por Costa (2013) em um experimento usando
ratos expostos ao acetato de chumbo por 30 dias.

A secrecado de fluidos intersticiais no testiculo tem funcdo fundamental no
transporte de oxigénio e nutrientes do sangue para o tubulo seminifero, além de ser
um meio importante para o transporte de fatores paracrinos no testiculo (Setchell,
1990). O volume do fluido intersticial € determinado pela permeabilidade das células
endoteliais dos capilares testiculares em conjunto com o sistema linfatico e é
regulado em parte por fatores secretados pelas células de Leydig (Maddocks &
Sharpe, 1989; Setchell, 1990; Creasy, 2001). Evidenciou-se neste trabalho o aumento
percentual de tecido conjuntivo, por intertibulo e por testiculo, nos ratos expostos ao
chumbo em relagéo ao controle. Resultados similares foram observados por Predes et
al. (2009) no intertibulo de ratos expostos a baixas doses de cadmio. Como outros
parametros do intertibulo se mostraram menores o conjuntivo refletiu o somatorio
desses parametros, o0 que deixou a diferenca significativa. Sugere-se que o aumento
de tecido conjuntivo em animais expostos ao chumbo pode afetar o0 movimento de
fluidos e horménios na comunicacdo paracrina entre as ceélulas de Leydig e os
tubulos seminiferos. Entretanto, o percentual de tecido conjuntivo nos animais
tratados com chumbo e agai foi menor do que o dos animais expostos apenas ao

chumbo, evidenciando o poder do agai na reversao de danos causados pelo chumbo.
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As células de Leydig sdo responsaveis pela secrecdo de androgenos,
principalmente a testosterona, fundamental para o desenvolvimento e a fungéo
reprodutiva no macho (Russell et al., 1996). No presente estudo, nenhum dos grupos
tratados apresentou qualquer alteracdo estrutural nas células de Leydig. Além disso,
também ndo foram observadas alteracbes no percentual e volume de células de
Leydig no testiculo, nem no indice Leydigossomético. Resultado semelhante foi
observado por Leite et al., (2013).

A interrupcdo da biossintese de testosterona por fatores ambientais, tais
como, exposicao a metais pesados pode causar disfuncdo sexual e infertilidade
(Papadopoulos, 2007). Alguns estudos apontam que ratos expostos ao chumbo tém
mostrado distlrbios na espermatogénese com degeneracdo e atrofia de células de
Leydig e consequente reducdo dos niveis de testosterona (Thoreux-Manlay et al.,
1995b; Wenda-Rozewicka et al., 1996; Cheng et al., 2005; Costa, 2013). Segundo
Castro et al. (2002), ndo ha correlacao entre altas concentracdes de testosterona e
aumento da atividade espermatogénica. Como nao houve alteracbes nos parametros
intertubulares e, particularmente nas células de Leydig, entende-se que nas doses de
chumbo a que foram submetidos os animais, ndo ha prejuizo para a sintese de

andrégenos.

7. Conclusbes

Houve recuperacdo de parametros tubulares em animais expostos ao chumbo
e submetidos ao tratamento com acai, indicando o beneficio do extrato na protecéo
testicular. Por outro lado, é possivel que o testiculo se adapte a exposi¢cdo cronica ao
chumbo a ponto do metal ndo causar danos tdo marcantes no ambiente testicular. O
acai, Euterpe edulis, pode ser uma opcéo de tratamento contra os danos induzidos

pelo chumbo nos componentes testiculares.
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