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Resumo

ARAUJO, J esylaine Oliveira Cunha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, outubro de
2011. Efeitos da ingestao subcronica de arsénio sobre os testiculos de camundongos
adultos. Orientador: Juraci Alves de Oliveira. Co-Orientadora: Juliana Silva Rocha.

A toxicidade de um agente quimico depende de sua propensdo inerente de produzir
danos ao sistema bioldgico com o qual interage. O arsénio (As), um conhecido poluente
ambiental, merece destaque como elemento potencialmente toxico para a fungdo
reprodutiva masculina. A exposicdo ao As pode afetar o testiculo, resultando em efeitos
adversos na reproducdo, e vdrias evidéncias indicam que sua a¢ao toxica esta relacionada
ao estresse oxidativo. Com o objetivo de avaliar os efeitos do As sobre os testiculos de
camundongos adultos, os indicadores: biometria corporal, compartimentos tubular e
intertubular e atividade enzimatica antioxidante da catalase (CAT) e da dismutase do
superdxido (SOD) foram analisados apds exposicdo dos individuos a diferentes doses de
As. Trinta camundongos suicos adultos foram divididos em trés grupos: um grupo controle
que recebeu dgua potdvel, e dois outros que receberam solu¢cdo de arsénio nas
concentracdes de 0,05 (Asl) e 1,0 (As2) mg/L, oralmente. O tratamento em ambas as
concentracdes de arsénio ndo interferiu de forma significativa na maioria dos parametros
referentes a biometria corporal e a morfometria tubular. Observou-se aumento na massa
dos rins dos animais do grupo As2, sugerindo possivel toxicidade neste 6rgdo e maior
atividade do mesmo no processo de desintoxica¢do; houve diminuicdo da proporcao
volumétrica da tinica prépria e epitélio seminifero e aumento da propor¢ao do limen dos
animais do grupo As2, indicando possiveis efeitos adversos na espermatogénese, contudo,
alteracOes significativas nas medidas do diametro tubular e do epitélio seminifero que
confirmassem tais efeitos nao foram observadas. No compartimento intertubular, ambas as
concentracdes de As promoveram reduc¢do no volume e didmetro nucleares das células de
Leydig e aumento nas propor¢cdes de vasos linfaticos. No entanto, apenas a maior
concentracdo (As2) causou diminui¢do do volume de células de Leydig no interttibulo e de
sua relagdo nucleoplasmatica. Com relagcdo as defesas antioxidantes enzimadticas, aumento
da SOD e diminuicdo da CAT, sugere-se que hd producdo de H,O, aumentada
concomitantemente a uma diminuicdo de defesa antioxidante de CAT, ocasionando
estresse oxidativo. Os dados apresentados indicam que ingestdo subcronica de As provoca

alteracdes nas defesas enzimdticas do testiculo e afeta sua por¢do enddcrina sem, no

viii



entanto, promover modificagdes relevantes na histologia do compartimento tubular que

indiquem mudancas na atividade espermatogénica.
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Abstract

ARAUJO, Jesylaine Oliveira Cunha, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, October,
2011. Effects of arsenic subchronic ingestion on the testes of adult mice. Adviser:

Juraci Alves de Oliveira. Co-Adviser: Juliana Silva Rocha.

The toxicity of a chemical agent depends on its inherent propensity to produce
damage to the biological system with which it interacts. Arsenic (As), a well known
environmental pollutant, outstands as potentially toxic element to the male reproductive
function. The exposure to As can affect the testicle, resulting in adverse effects on
reproduction; several evidences indicate that its toxic action is related to oxidative stress.
In order to evaluate the effects of As on the testes of adult mice, the indicators: body
biometrics, tubular and intertubular compartments and antioxidant enzymatic activity of
catalase (CAT) and superoxide dismutase (SOD) were analyzed after exposure of
individuals to different doses of As. Thirty Swiss adult mice at reproductive age were
divided in three groups: a control group, which received drinking water, and two others,
which received arsenic solution in the concentrations of 0.05 (Asl) and 1.0 (As2) mg/L
orally. The treatment with both arsenic concentrations did not significantly interfere in
most parameters related to the body biometrics and tubular morphometry. There was
increase in the mass of kidneys of animals who ingested the highest concentration of As,
suggesting possible toxicity in this organ and his increased activity in the process of
detoxification; decrease in the proportion of the tunica propria volume and seminiferous
epithelium, and increase in the proportion of the lumen in the animals from group As2
were also observed, indicating possible adverse effects on the spermatogenesis, however,
significant changes in the tubular diameter and seminiferous epithelium measurements that
confirmed these effects were not observed. In the intertubular compartment, both
concentrations of As promoted a reduction in the volume and nuclear diameter of Leydig
cells and increase in the proportions of lymphatic vessels. However, only the highest
concentration (As2) caused decrease of volume of Leydig cell in the intertubular tissue and
its relationship nucleoplasmatic. With respect to the enzymatic antioxidant defenses,
increased SOD and decrease in the CAT were observed, suggesting a H,O, production
increase concomitantly with the reduction of the antioxidant defense of CAT, causing

oxidative stress. The data indicate that subchronic ingestion of As can causes alterations in



enzymatic defenses of the testis and affect its endocrine portion without, however,
promoting relevant modifications in the tubular compartment histology which would

indicate changes in the spermatogenic activity.
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1. Introducio Geral
1.1. Arsénio

O arsénio (As) é um semimetal (metaldide) presente na natureza numa variedade de
formas quimicas, incluindo espécies organicas e inorganicas que ocorrem em dois
diferentes estados de oxidagdo, +3 (arsenito) e +5 (arsenato), sob a forma de 6xidos de As
ou sais destes 6xidos (De Sesso, 1998; Ghosh, 2008). No ambiente e sistemas biolégicos, o
As inorganico é comumente encontrado na forma de arsenato pentavalente (Figueiredo et
al., 2007; Lubin et al., 2007).

A toxicidade de diversas espécies de As decresce na seguinte ordem: compostos de
As™ inorganico > compostos de As™ inorginico > compostos de As* organico >
compostos de As™ organico (USEPA, 2001; Ghosh, 2008; Flora, 2011), sendo as formas
inorganicas cerca de 100 vezes mais toxicas que as formas organicas (Thompson, 1993).

A intoxicacdo por potenciais contaminantes, como o As, pode resultar em efeitos
téxicos, agudos, subcronicos ou cronicos, relativos a exposi¢cdes curtas, médias e longas,
respectivamente, ocasionando diferentes patologias (Russell et al., 1990; Jana et al., 2006)

Segundo Figueiredo et al. (2007), estudos integrados do ambiente e exposi¢ao
humana ao As foram realizados em algumas &areas no Brasil (Quadrilatero Ferrifero —
Minas Gerais, Vale do Ribeira — Parand/Sao Paulo e Santana — Amap4d) onde constatou-se
grande quantidade deste elemento quimico liberada para o ambiente devido a diversas
causas, como: minera¢ao de ouro, refino de metais, intemperismo de rochas e associa¢ao
deste composto ao minério de manganés lavrado.

O Ministério da Saide no Brasil considera o As uma substidncia quimica que
representa potenciais risco a saide humana, sugerindo sua concentragdo maxima em aguas
potaveis 0,01 mg/L (Ministério da Sauide, 2006), em conformidade com a Organizagdo
Mundial de Saiude (WHO, 2011).

A Agéncia de Substancias Toxicas e Registro de Doencas (Agency for Toxic
Substances and Diseases Registry - ATSDR), sediada nos Estados Unidos, considerou, em
2011, o As como elemento quimico mais perigoso de sua Lista Prioritaria de Substancias
Perigosas (Priority List of Hazardous Substances) (ATSDR, 2011), tornando-o merecedor

de ampla atencao.



Enquanto exposi¢do ao arsénio em niveis elevados € restrita a certas regides do
mundo, exposicao a baixos niveis, mas potencialmente prejudiciais, € por vezes constante
(cronica) (Celik et al., 2008). Essa exposi¢do, associada a rdpida industrializacdo e
crescente urbanizacdo, tem resultado em diversos efeitos téxicos, com destaque para
aqueles relacionados a reproducio masculina (Al-Attar, 2011).

Diversas pesquisas realizadas nos tultimos anos tém revelado amplo espectro de
acoes toxicas irreversiveis em nivel celular e molecular no sistema reprodutor de humanos
e animais experimentais (Kaur e Bansal, 2004; Al-Attar, 2011; Tiwari et al., 2011), sendo
que a intensidade destes danos € proporcional a dose e a duracdo da exposicdo
(cronicidade) aos agentes toxicos (Al-Attar, 2011).

Arsénio inorganico tem influéncia supressiva na espermatogénese e androgénese do
sistema reprodutor masculino (Jana et al., 2006). A exposicao de roedores ao arsenito de
sédio levou a ocorréncia de eventos patoldgicos na estrutura dos testiculos (Neves et al.,
2004) e desequilibrio de hormodnios relacionados a espermatogénese (diminui¢do da
concentracdo de LH, FSH e testosterona plasmaticos e de testosterona testicular) (Jana et
al., 2006). O arsenito tem efeitos toxicos sobre o sistema reprodutor de camundongos,
acumulando-se nos testiculos, vesicula seminal e glandula prostatica, causando diminuicao
do peso testicular e desordens na motilidade do espermatozdéide (Pant et al., 2004).

O arsénio inorganico é rapidamente absorvido através do trato gastrointestinal e
biotransformado no figado e outros tecidos (Vahter, 1994; Holladay et al., 2006). O inicio
da biotransformacao depende das reagdes de oxirreducdo que interconvertem arsenato em
arsenito, de modo nio enzimdtico, com o emprego de glutationa reduzida como agente
redutor (Aposhian et al., 1999). A reducdo de arsenato para arsenito pode ser mediada pela
arsenato redutase e ocorre, principalmente, no figado (Carvalho, 2009). Ainda neste orgao,
o arsenito sofre metilacdo e é transformado em 4cido metilarsonico (MMA) e acido
dimetilarsinico (DMA), que sdo excretados na urina (Naranmandura et al., 2007).

Processos de metilacdo e oxirredu¢do sao responsdveis pela biotransformacgdo e
excre¢dao renal de mais de 75% do arsénio absorvido (Holladay et al., 2006; Carvalho,
2009), sendo este o caminho metabdlico predominante para esse semimetal em humanos e
na maioria dos animais de laboratério (Vahter, 1994).

A metilacdo do arsénio inorginico pode ser considerada um mecanismo de
desintoxicacdo, uma vez que metabdlitos metilados finais sdo menos reativos as

macromoléculas dos tecidos e mais facilmente eliminados por excrecdo renal (Deschamps



e Matschullat, 2007). No entanto, estudos evidenciam que metabdlitos de arsénio podem
contribuir para a carcinogenicidade ou toxicidade do semimetal (Goering, 1999;

Naranmandura et al., 2007).

1.2. Processos oxidativos

O estresse oxidativo, envolvido em diversos processos fisiol6gicos e patolégicos
nos organismos, € resultante, principalmente, da agcdo dos intermedidrios reativos de
oxigénio (ROI’s). A producdo em excesso de ROIS’s gera o estresse e pode acarretar
danos aos constituintes celulares proximos ao local de sua produgdo (Ames et al., 1993;
Repine et al., 1997; Andrade Jr et al., 2005; Vellosa et al., 2007).

Todos os componentes celulares sdo suscetiveis a acdo dos ROI’s, porém, a
membrana ¢ um dos mais atingidos em decorréncia da peroxidagdo lipidica, que acarreta
alteracOes em sua estrutura e permeabilidade. Consequentemente, hd perda da seletividade
na troca ionica e liberacdo do conteido de organelas, como as enzimas hidroliticas dos
lisossomos, e formacgao de produtos citotéxicos, culminando com a morte celular (Ferreira
e Matsubara, 1997). Células espermatogénicas podem ser suscetiveis ao estresse oxidativo
por causa da sua alta concentracdo de 4cidos graxos poliinsaturados e baixa capacidade
antioxidante (Vernet et al., 2004).

O malondialdeido (MDA), produto da peroxidacdo lipidica, possui acdo citotoxica e
genotdxica, encontrando-se em niveis elevados em algumas patologias associadas ao
estresse oxidativo (Andrade Jr et al., 2005). Assim, pode ser utilizado como indicador da
acdo dos radicais livres no organismo (Ferreira e Matsubara, 1997; Antunes et al., 2008). A
presenca de ROI’s no ambiente das células espermaéticas representa um desequilibrio entre
a producdo destas moléculas pela célula e a capacidade da célula de elimina-las, podendo
ser isso uma das razdes para toxicidade reprodutiva masculina induzida por As (Vernet et
al., 2004; Sainath, 2011).

Em um 6rgdo como o testiculo, com altas taxas de metabolismo e replica¢io
celular, o estresse oxidativo pode ser especialmente danoso, sendo assim, € importante que

esse orgao possua elevada capacidade antioxidante.

1.3. Sistemas antioxidantes



Os antioxidantes sdo substancias capazes de manter em equilibrio os processos de
formacdo de ROI’s e, assim, retardar ou inibir processos oxidativos como, por exemplo, a
lipoperoxidagao (Atoui et al., 2005; Chun et al., 2005).

O desequilibrio na formagao de ROI’s, resultante da acao de agentes toxicos, aciona
mecanismos de defesa celular que podem atuar de duas formas: i) como desintoxicadores
do agente antes que ele cause lesdo, sendo constituidos pela glutationa reduzida (GSH),
dismutase do superéxido (SOD), catalase (CAT), glutationa-peroxidase (GSH-Px) e
vitamina E; ii) como reparadores da lesdo ocorrida, sendo constituidos pelo dacido
ascorbico, pela glutationa-redutase (GSH-Rd) e pela GSH-Px. Com excec¢do da vitamina E
(a-tocoferol), que € um antioxidante estrutural da membrana, a maior parte dos agentes
antioxidantes estd no meio intracelular (Ross e Moldeus, 1991; Vellosa et al., 2007).

O aumento da tolerancia aos estresses pode estar fortemente relacionado ao
aumento da atividade de sistemas antioxidantes, com eleva¢@o no nivel de expressdo de
proteinas como CAT, SOD e glutationa (Neto et al., 2008).

O sistema enzimdtico representa a primeira linha de defesa antioxidante endégena
contra as espécies reativas de oxigénio. As principais enzimas antioxidantes nos mamiferos
sdao SOD, CAT e GSH-Px, todas elas expressas nos testiculos (Vernet et al., 2004; Turner e
Lysiak, 2008).

A dismutase do superéxido (SOD) constitui a primeira enzima de defesa contra
danos provocados pelos ROI’s, uma vez que atua sobre o radical superéxido (O, 7)
convertendo-o em peréxido de hidrogénio (H,0,) e oxigénio (O,), utilizando 2H" (Figura
1) (White, 1993; Turner e Lysiak, 2008). O produto final da reacdo de dismutagdo, H,O,, é
um metabolito extremamente deletério ao organismo. Apesar de niao ser um radical livre,
pela auséncia de elétrons desemparelhados na dltima camada, € altamente téxico para as
células por possuir vida longa e ser capaz de atravessar camadas lipidicas, podendo reagir
com membranas bioldgicas ou com proteinas ligadas ao ion Fe*? (Ferreira e Matsubara,

1997).

SOD

20, +2H" H,0,+0;

Figura 1 — Dismuta¢do do radical superéxido por ac¢do da dismutase do superéxido (SOD).



Se o perdxido de hidrogénio produzido pela dismutacdo da SOD néo sofrer a¢do da
CAT, que o transforma em O, e H,O (Figura 2), ele pode ser acrescido de um anion
superoxido (reacao de Haber-Weiss) (Figura 3A) ou de um metal de transicao (Reagdo de

Fenton) (Figura 3B), formando o radical hidroxil (¢*OH).

2H,0, — AT | 2H,0+0,

Figura 2 — Reacdo de decomposi¢do do perdxido de hidrogénio (H,0,) pela catalase (CAT).

H,0,+ 0, _M *OH+OH + O,

Figura 3A — Reacgdo de Haber-Weiss.

H,0,+Fe” | Fe"™ ++OH+OH"

H,0,+Cu™ ___  Cu™++OH+OH"

Figura 3B — Reacdo de Fenton.

O radical hidroxil é mais uma forma de ROI’s e, apesar de seu baixo tempo de vida,
€ considerado o mais reativo radical conhecido. Em sistemas bioldgicos, o radical hidroxil
apresenta capacidade de iniciar a oxidacdo de 4cidos graxos poliinsaturados das
membranas, inativar vérias proteinas ao oxidar seus grupos sulfidricos e inativar o DNA,
ou causar mutacao, pela modificagdo de suas bases nitrogenadas (Halliwell e Gutteridge,
1999; Vellosa et al., 2007).

A catalase (hidroperoxidase) é uma enzima intracelular encontrada na maioria dos
organismos, responsdvel por catalisar a transformacdo do peréxido de hidrogénio (H,0O,)
em oxigénio e dgua (Turner e Lysiak, 2008; Glorieux et al., 2011) e se encontra, em grande

parte, nos peroxissomos de animais e plantas (Halliwell e Gutteridge, 1999; Scandalios,



2002). Ela possui o mais elevado nimero de turnover (k.,) conhecido em enzimas: uma
molécula de catalase pode catalisar a decomposicdo de até 40.000.000 moléculas de
peréxido de hidrogénio por segundo, o que a torna uma enzima importante para a
desintoxicacdo desta substancia, sendo a principal reguladora dos niveis intracelulares de

H,0; (Nelson e Cox, 2008).

2. Objetivos

Este trabalho teve como objetivos:

1. Analisar os efeitos da administracdo oral de arsenato de sédio sobre os testiculos de
camundongos adultos avaliando, quantitativamente, através de andlises
morfométricas, possiveis alteragdes nas estruturas testiculares e suas proviveis
implicacdes no processo espermatogeénico;

2. Determinar a atividade das enzimas dismutase do superéxido e catalase nos

testiculos.

Com a finalidade de se observar a interac@o entre o testiculo e a biometria corporal
dos camundongos analisou-se as massas corporal e de 6rgdos relacionados a reproducao
(epididimos, ductos deferentes, vesicula seminal). Optou-se ainda por avaliar figado e rins
dos animais por se tratar de 6rgdos-chave no processo de desintoxicacio e excre¢do das
formas quimicas do As.

Para cumprir estes propdsitos foram empregadas técnicas histométricas aliadas a
andlises de imagem e bioquimicas. Os resultados obtidos foram divididos em duas sec¢des,

as quais serdo apresentadas nos proximos capitulos.
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Capitulo I

Avaliacdo da biometria corporal reprodutiva e da morfometria do compartimento tubular

em testiculos de camundongos adultos expostos a ingestdo subcronica de arsénio

Resumo

O arsénio (As) é um dos principais poluentes de dguas naturais e um carcinégeno
humano conhecido, tendo multiplos efeitos nos seres vivos. As rotas mais importantes de
contamina¢do de animais sdo através da ingestdo de alimentos e de dgua contaminados.
Compostos de As atuam sobre o sistema reprodutor masculino, com agao supressiva na
espermatogénese e androgénese, podendo levar a desordens patoldgicas na estrutura dos
testiculos. O objetivo do trabalho foi avaliar se a exposi¢do subcronica a baixas doses de
As tem influéncia sobre a biometria corporal e sobre o compartimento tubular de testiculos
de camundongos adultos. Trinta animais foram divididos em trés grupos: um grupo
controle que recebeu 4gua potdvel, e dois outros que receberam solu¢do de arsénio nas
concentracoes de 0,05 (Asl) e 1,0 (As2) mg/L na &dgua de beber. Apds 42 dias,
correspondente a 1 ciclo espermatogénico completo na espécie, os animais foram
eutanasiados. O tratamento em ambas as concentragcdes de arsénio ndo interferiu de forma
significativa na maioria dos parametros referentes a biometria corporal, observando-se
aumento na massa da vesicula seminal e na massa dos rins no grupo As2, em relagcdo ao
controle e ao grupo Asl. No compartimento tubular dos testiculos, ocorreram variacdes
significativas nas propor¢des volumétricas dos componentes do tibulo seminifero no grupo
tratado com maior dose, enquanto as propor¢des do intertibulo ndo se modificaram.
Entretanto, isso ndo ocasionou alteracdes nos volumes tubulares e intertubulares, no indice
tubulossomadtico, nas medidas do didmetro tubular e da altura do epitélio seminifero, assim
como no comprimento total de tibulos seminiferos e no comprimento dos mesmos por
grama de testiculo. Os dados obtidos permitem sugerir que o tratamento com As nao
produziu sinais clinicos de toxicidade e ndo interferiu expressivamente no compartimento
tubular dos testiculos de camundongos adultos, ndo sendo observadas variagoes relevantes

em seus elementos que indicassem alteragdes na atividade espermatogénica.

Palavras chave: toxicidade, tibulo seminifero, reprodugao.
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1. Introducao

Nos tltimos anos tem crescido a preocupagao sobre potenciais efeitos adversos de
varios contaminantes ambientais (Saradha e Mathur, 2006), dentre eles o arsénio (As), um
dos principais poluentes de dguas naturais. O As é um semimetal amplamente distribuido
na crosta, podendo combinar-se com outros elementos formando diferentes espécies,
organicas e inorganicas, que apresentam diferentes graus de toxicidade nos seres vivos
(Jain e Ali, 2000), dependendo do seu estado de oxidacao (WHO, 2011).

A contribui¢do antropica é oriunda de combustiveis fdsseis, de atividades de
mineracdo e metalurgia e de uso de compostos de arsénio para diversos fins,
principalmente para a agricultura (pesticidas e biocidas), e para a industria (conservantes
de madeira, dessecante de algodio, tintas, etc.) (ATSDR, 2011; Blaser et al., 2000;
Ruokolainen, 2000).

Mundialmente, mais de 100 milhdes de pessoas estdo expostas ao As em dgua de
beber em concentragdes maiores que 0,05 mg/L (Rahman, 2001), niveis considerados
nocivos para a saide. Enquanto a exposi¢do ao arsénio em niveis elevados é restrita a
certas regioes do mundo, exposi¢ao a baixos niveis, mas potencialmente prejudiciais, é por
vezes constante (cronica) (Celik et al., 2008). Segundo a Organizacdo Mundial de Saide
(WHO), a concentracdo de As na dgua potdvel abaixo da qual nenhum efeito possa ser
observado ainda ndo foi estabelecida. Assim, a concentrac@o limite permitida (0,01 mg/L)
¢ mantida como uma meta e designada como proviséria (WHO, 2011).

No Brasil, pesquisas sobre as interferéncias ambientais ocasionados pela
contaminacdo por arsénio sdo ainda incipientes, mas ja se verifica o problema
principalmente em regides industriais e de mineragao em alguns estados (Figueiredo et al.,
2007).

Compostos de As sdo toxinas ambientais com multiplos efeitos em representantes
do Reino Animal, devido a sua alta toxicidade mesmo em baixas concentragdes. As rotas
mais importantes de contaminagdo sao através dos alimentos, medicamentos e de dgua
potavel (Mehranjani e Hemadi, 2007; WHO, 2011). Além de ser classificado como um
carcinégeno humano Classe I, por sua associagdo com o aumento no risco de cancer de
pele, o As também tem sido associado a maior risco de cancer interno, diabetes, doencas
cardiovasculares, complicacdes na gravidez e diminuicdo da funcdo intelectual de criancas

(Chen et al., 2009).
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Exposicdo ao As, associada a rdpida industrializacio e crescente urbanizacao, tem
resultado em diversos efeitos toxicos, com destaque para aqueles relacionados a
reproducdo masculina (Celik et al., 2008; Al-Attar, 2011). E sabido que o arsenito age
sobre o sistema reprodutor de camundongos acumulando-se nos testiculos, vesicula
seminal e glandula prostatica, causando diminui¢do do peso testicular e desordens na
motilidade do espermatozéide (Pant et al., 2004). Diante de sua influéncia supressiva na
espermatogénese e androgénese (Jana et al., 2006), verifica-se a importancia de estudos
relacionando o As ao processo espermatogénico.

O testiculo dos mamiferos ¢ um 6rgao suscetivel a agentes toxicos ambientais, 0
que pode comprometer a espermatogénese (Boekelheide, 2005). Dessa forma, e
considerando o uso de modelos animais para avaliar as possiveis alteragdes nos processos
envolvidos na espermatogénese, a andlise de parametros morfolégicos e morfométricos do
compartimento tubular do testiculo revela-se uma estratégia simples e efetiva (Amann,
1982).

Funcionalmente o testiculo dos mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos principais: o tubular e o intertubular (Russell et al., 1990). O
compartimento tubular é constituido por tdnica propria, epitélio seminifero e limen
tubular. A tunica propria, composta por células midides, elementos acelulares (fibras
coldgenas) e lamina basal, reveste o tibulo externamente, sendo responsdvel pela
movimentacdo de fluido e propulsdo de espermatozdides ao longo do limen tubular. No
epitélio seminifero sdo encontradas as células germinativas e as células de Sertoli, estas se
localizam junto a lamina basal e se estendem da base do tubulo ao limen, estando em
contato com todas as células germinativas (Russell et al., 1990; Franca e Russell, 1998;
Godinho, 1999). Os elementos que compdem o compartimento intertubular sdo as células
de Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos € uma populacdo celular varidvel
constituida principalmente de fibroblastos, macréfagos e mastocitos (Russell et al., 1990;
Setchell, 1991).

A espermatogénese e as fungdes reprodutivas masculinas podem ser afetadas por
uma variedade de fatores, como hipertermia, exposicdo a microorganismos, drogas
antitumorais e imunossupressoras, utilizacdo de medicamentos em altas dosagens e de
forma prolongada, além de contaminantes do meio (Wingfield e Sapolsky, 2003; Mata,
2009), como o As, um efetivo contaminante ambiental. Exposi¢do a este elemento quimico

pode resultar em efeitos toxicos, incluindo reducao da androgénese (Pant et al.,2001; Jana,
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2006), das massas dos testiculos e dos 6rgdos sexuais acessorios, além de diminui¢do da
contagem e motilidade espermdtica (Pant et al., 2001; Neves et al., 2004).

Assim, em face dos potenciais danos do As ao sistema reprodutor de mamiferos,
este trabalho teve por objetivos avaliar os efeitos de baixas concentracdes de arsénio sobre
a biometria corporal relacionada a reproducdo e sobre a histomorfometria dos tubulos
seminiferos de camundongos adultos, sendo utilizada a forma quimica arsenato, por ser a

mais comumente encontrada em agua.

2. Material e métodos

2.1. Animais, grupos experimentais e tratamentos

Foram utilizados trinta camundongos (Mus musculus) adultos da linhagem Swiss,
em idade reprodutiva (55 dias), provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biolégicas e da Saide da Universidade Federal de Vicosa (UFV). Os animais foram
pesados e colocados em gaiolas individuais sob fotoperiodo (12-12h claro/escuro) e
temperatura (24 °C) controlados. Trés grupos experimentais foram constituidos (n=10 em
cada grupo): um grupo controle que recebeu dgua potdvel, e dois outros que receberam
solucdo de arsénio (na forma de arsenato de sddio) nas concentracdes de 0,05 (Asl) e 1,0
(As2) mg/L, respectivamente, na dgua de beber. O regime liquido foi fornecido na
quantidade de 100 mL por dia. O regime sélido (ragcdo) foi fornecido ad libitum. A fase de
tratamento teve duragdo de 42 dias consecutivos, correspondente a 1 ciclo espermatogénico
completo na espécie. Os animais foram manuseados de acordo com os principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal
(COBEA) e com a legislagdo vigente, tendo sido este trabalho submetido ao Comité de

Etica da UFV (processo n° 12/ 2011).

2.2. Coleta de amostras

Ao término do periodo de tratamento os animais foram contidos fisicamente,
anestesiados com mistura de cloridrato de quetamina e cloridrato de xilazina e tiveram seus

dados biométricos registrados. Em seguida, apds incisdo ventral, os testiculos, epididimos,
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glandulas vesiculares, ductos deferentes, figado e rins foram retirados e colocados em
solucdo fixadora de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas, transferidos para dlcool

70% e posteriormente pesados em balanca de precisao.

2.3. Biometria corporal e testicular

Um dos testiculos foi destinado ao estudo em microscopia de luz. Apds passagem
pelo élcool 70%, a albuginea foi removida desse testiculo e pesada, tendo sua massa
subtraida do massa total do testiculo, a fim de se determinar a massa do parénquima
testicular (testiculo sem albuginea), que corresponde a parte funcional, gametogénica e
androgénica do orgao.

Fragmentos deste mesmo testiculo foram desidratados em concentragdes crescentes
de etanol (70° 80° 90° 95° e 100° GL), com trocas a cada trinta minutos. Apds
desidratacdo se procedeu a pré-inclusdao e inclusdo em resina a base de 2-hidroxietil
metacrilato (Historesin®, Leica). Os fragmentos incluidos foram seccionados de modo
semiseriado na espessura de 3 wm em micrétomo rotativo, respeitando-se uma distancia de
36 wm entre os cortes, e corados com azul de toluidina-borato de sédio 1%.

Imagens do parénquima testicular foram obtidas em microscépio Olympus AX-70 e

analisadas, utilizando-se o programa Image Pro Plus 4 (Media Cybernetics).

2.3.1. Indice gonadossomdtico (IGS)

Com base nos pesos corporais e testiculares, foi obtido o IGS (%), propor¢ao da

massa corporal representada pelos testiculos, calculado a partir da seguinte férmula:

IGS = (MG/MC) x 100

Onde:

MG = massa total das gonadas; MC = massa corporal.

2.4. Analises morfométricas do compartimento tubular do testiculo

2.4.1. Proporgdo volumétrica e volume dos componentes do testiculo
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A propor¢do volumétrica (%) entre tubulo e intertubulo, foi estimada a partir da
contagem de 2.100 pontos projetados sobre imagens capturadas utilizando objetiva de 10X,

em diferentes cortes histolégicos do testiculo de cada animal. Utilizou-se a férmula:

Propor¢ao volumétrica (%) = (nimero de pontos encontrados para o tibulo ou intertibulo

x 100) / 2100 pontos totais

O volume (mL) de cada componente testicular foi estimado a partir do
conhecimento do percentual ocupado pelos mesmos no testiculo e do volume do

parénquima testicular. Para tal, se utilizou a férmula:

Volume = (% tdbulo ou intertibulo / 100) x volume do parénquima de 1 testiculo.

Como a densidade volumétrica do testiculo de mamiferos € em torno de 1 g/mL, a
massa do testiculo em gramas € considerada igual ao seu volume em mililitros (Costa et

al., 2011; Johnson e Neaves, 1981; Franca, 1991; Paula, 1999; Tae et al., 2005).

2.4.2. Indice tubulossomatico (ITS)

Com base nos volumes de tibulos seminiferos e nas massas corporais, foi calculado
o ITS (%), propor¢cdao do peso corporal alocado em tubulos seminiferos, a partir da
férmula:

ITS = (VT/MC) x 100

Onde:

VT = volume de tibulo seminifero; MC = massa corporal.

2.4.3. Diagmetro tubular e altura do epitélio seminifero

O diametro tubular médio de cada animal foi obtido a partir da medida, ao acaso, de
20 secgdes transversais de tibulos seminiferos que apresentavam contorno o mais circular

possivel, ndo levando em consideragdo o estddio do ciclo do epitélio seminifero. Essas
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medidas foram realizadas utilizando-se programa de andlise de imagem (Image Pro Plus),
em imagens aumentadas em 100x, com objetiva de 10X .

As mesmas sec¢Oes utilizadas para se medir o didmetro tubular foram usadas na
mensuracdo da altura do epitélio seminifero, compreendida da tinica prépria ao lume
tubular. O valor encontrado para a altura do epitélio, em cada tibulo, representa a média de

duas medidas diametralmente opostas.

2.4.4. Comprimento total dos tubulos seminiferos (CTT) e comprimento total dos

tubulos seminiferos por grama de testiculo (CTT/g)
Devido ao formato cilindrico do tibulo seminifero, utilizou-se para cédlculo de seu

comprimento a derivacdo da férmula volumétrica do cilindro (Attal e Courot, 1963; Dorst

e Sajonski, 1974), em que:

CTT = VTS/nR?

Onde:
VTS = volume total de tibulos seminiferos nos testiculos;

TR? = 4rea da secc¢ao transversal dos tibulos seminiferos (R = didmetro tubular/2).
O CTT/g (m/g) foi calculado a partir da férmula:

CTT/g = CTT/MG
Onde:

CTT = Comprimento total de tibulos seminiferos;

MG = Massa total das gdnadas.

2.5. Analises estatisticas

Andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste Student Newman-Keuls (SNK),

foi usada para comparar médias entre os grupos experimentais. Todos os resultados foram
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expressos em média + desvio padrdo da média. A probabilidade (p) de erro menor que 0,05

foi considerada significativa.

3. Resultados

3.1. Efeitos da exposicao subcronica ao arsénio sobre a biometria corporal e testicular

Os parametros biométricos referentes a massa corporal, massa testicular, massa da
albuginea, massa do parénquima e ao indice gonadossomadtico (IGS) (Tabela 1) nao
exibiram variagOes significativas entre os grupos controle e aqueles que receberam
administracdo oral de arsenato de sddio. Da mesma forma, com relacio a massa dos

epididimos, dos ductos deferentes e do figado (Tabela 2).

Tabela 1 — Parametros biométricos de camundongos adultos ap6s administracio oral de arsenato de sédio por

42 dias.

Massa corporal ~ Massa testicular 1GS (%) Massa da Massa do

Grupos (@) (2) albuginea (g) parénquima (g)

Controle 42,40 + 6,30" 0,24 +0,021° 0,579 £0,073" 0,024 +0,002° 0,218 £0,019*
Asl 39,65 + 477" 0,24 +0,030° 0,611 £0,072* 0,024 +0,003" 0,217 £ 0,028"

As2 41,82 +3,54° 0,26 +0,029° 0,626 +0,065" 0,026 + 0,003" 0,235 +0,026"

Valores agrupados por média + desvio padrio.
Letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) (n=10). Controle: dgua potavel;

Asl: solugdo de arsénio 0,05 mg/L; As2: solugdo de arsénio 1,0 mg/L.

Dentre os parametros avaliados, a massa da vesicula seminal e a massa dos rins
(Tabela 2) apresentaram aumento (p<0,05) no grupo As2 quando comparado com o

controle e com Asl.
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Tabela 2 — Pardmetros biométricos (g) de camundongos adultos, massa dos epididimos, dos deferentes, da

vesicula seminal, do figado e dos rins, apds administrag@o oral de arsenato de s6dio por 42 dias.

Grupos Epididimos Deferentes Vesicula seminal Figado Rins

Controle 0,077 £0,018" 0,023 + 0,007 0,232 +0,061* 1,414 £ 0,251* 0,379 + 0,063"
Asl 0,077 £0,008" 0,024 +0,003" 0,269 + 0,030" 1,449 +0,157* 0,413 +0,052°

As2 0,078 £0,027* 0,026 + 0,003" 0,314 + 0,048 1,471 40,140 0,473 £0,035°

Valores agrupados por média + desvio padrio.
Letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) (n=10). Controle: dgua potavel;

Asl: solugdo de arsénio 0,05 mg/L; As2: solucdo de arsénio 1,0 mg/L.

3.2. Efeitos da exposicao subcronica ao arsénio sobre a proporcao volumétrica entre

tabulo e intertibulo, volume tubular, intertubular e indice tubulossomatico

A propor¢do volumétrica do tubulo seminifero ndo variou significativamente entre
os grupos (Tabela 3), embora tenha havido diminui¢do (p<0,05) da propor¢do do epitélio
seminifero no grupo As2 e da tinica propria nos animais que receberam As, em relacdo ao
controle. Houve aumento significativo da propor¢ao do limen nos grupos tratados em
relacdo ao grupo controle, ao passo que ndo foi observada alteracdo na proporcdo

volumétrica do intertibulo entre os grupos.

Tabela 3 - Proporcdes volumétricas (%) de tibulo seminifero (tinica propria, epitélio seminifero e limen) e

intertibulo de camundongos adultos apds administracdo oral de arsenato de sddio por 42 dias.

Grupos Tunica prépria  Epitélio seminifero Ldmen Tubulo Intertdbulo

Controle 3,69 + 0,68 75,73 + 3,00° 7,01 £1,57*  86,42+2,84" 13,58 +2,84"
Asl 2,44 0,50 73,17 +3,74° 8,99 +234"  84,60+2,74"  1540+274"
As2 2,33£0,18" 71,38 +2,04° 10,88 £ 1,60° 84,59+ 1,91° 1541+191"

Valores agrupados por média + desvio padrao.
Letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) (n=10). Controle: dgua potavel;

Asl: solugdo de arsénio 0,05 mg/L; As2: solucdo de arsénio 1,0 mg/L.
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Os volumes tubulares, intertubulares e ITS (Tabela 4) foram estatisticamente iguais

nos grupos analisados, ndo sendo afetados pelo arsénio.

Tabela 4 - Volume (mL) dos compartimentos do parénquima testicular e indice tubulossomatico - ITS (%) de

camundongos adultos, apés administracdo oral de arsenato de sédio por 42 dias.

Grupos Volume tubular Volume intertubular ITS

Controle 0,086 +0,012° 0,014 +0,003" 0,195 +0,017*
Asl 0,087 £0,015* 0,016 +0,002* 0,218 £0,032*
As2 0,092 + 0,009* 0,017 +0,003* 0,222 +0,016"

Valores agrupados por média + desvio padrao.
Letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) (n=10). Controle: dgua potavel;

Asl: solugdo de arsénio 0,05 mg/L; As2: solucdo de arsénio 1,0 mg/L.

3.3. Efeitos da exposicdo subcronica ao arsénio sobre diametro tubular, altura do

epitélio seminifero e comprimento total dos tiibulos

Nao houve variagcdes (p>0,05) nas medidas do didmetro tubular, da altura do
epitélio seminifero, do comprimento total de tibulos seminiferos e do comprimento dos

mesmos por grama de testiculo (Tabela 5).

Tabela 5 - Didmetro tubular, altura do epitélio seminifero, comprimento total dos tibulos seminiferos (CTT)
e comprimento total dos tiibulos seminiferos por grama de testiculo (CTT/g) de camundongos adultos, apds

administracdo oral de arsenato de sédio por 42 dias.

Grupos Diametro tubular (um)  Altura do epitélio (um) CTT (m) CTT/g (m/g)
Controle 192 +10,31° 62,50 + 15,09* 3,08 £0,516" 12,73 +1,88"
Asl 211 £15,52° 57,98 +7,01° 2,35 +0,488" 9,65 + 1,37*
As2 210 +28,47° 57,17 +8,21° 3,07 £1,904* 11,53 +5,63"

Valores agrupados por média + desvio padrao.
Letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) (n=10). Controle: dgua potavel;

Asl: solugdo de arsénio 0,05 mg/L; As2: solugdo de arsénio 1,0 mg/L.
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4. Discussao

4.1. Efeitos da exposicao subcronica ao arsénio sobre a biometria corporal e testicular

Mudancgas nas massas dos 6rgaos reprodutores masculinos pela influéncia de algum
agente permitem inferir que esse agente causa algum efeito sobre a reproducao de machos
(Zenick e Clegg, 1994). Entretanto, os efeitos téxicos produzidos por substancias quimicas
em sistemas bioldgicos sé se manifestam se o agente téxico ou um produto de sua
biotransformacao alcancar locais especificos do organismo, em concentragdo e tempo
suficientes para produzi-los (Oga et al., 2008). A massa testicular pode ser usada como
indicadora quantitativa da producdo espermdtica, j& que o principal componente dos
testiculos € o tibulo seminifero; hd uma forte correlacao entre massa testicular e nimero de
células espermatogénicas presentes no testiculo (Franca e Russell, 1998; Russell et al.,
1990; Melo et al., 2010).

Na maioria dos parametros biométricos avaliados o As ndo causou alteragao,
semelhante ao observado por Chang et al. (2007) em relagdo as massas corporal e testicular
e ao IGS, ap6s 5 semanas de administragdo oral de As nas doses de 11,5 e 23 ppm.

Modifica¢do na massa corporal de um animal € um importante indicador de efeito
biolégico de uma substancia (Jahn e Giinzel, 1997). O indice gonadossomatico (IGS)
representa a porcentagem da massa corporal correspondente ao testiculo e, em alguns
casos, pode sofrer severa redugdo, como observado por Chandra et al. (2007) em ratos
tratados com dicromato de potdssio na concentracdo de 0,6 mgK,Cr,O-/kg/dia. Outros
parametros, no entanto, podem ser distintamente afetados, conforme resultados de Anjum
et al. (2011) em que ratos expostos ao acetato de chumbo nao tiveram alteragdo da massa
corporal, mas ocorreram significativos decréscimos nas massas dos testiculos, epididimos,
vesicula seminal e ductos deferentes, quando expressados em relacdo a massa corporal.

Os primeiros indicadores de possiveis alteracdes no estado androgénico do animal
sao mudancas nas massas da vesicula seminal e da préstata (Creasy, 2001), glandulas
andrégeno-dependentes (Sainath et al., 2011). Redu¢do na massa da vesicula seminal pode
representar potencial dano que resulta em infertilidade (Gupta et al., 2001), uma vez que o
liquido seminal secretado por ela constitui fonte energética para a motilidade dos
espermatozdides e representa a maior parte do volume de ejaculado (Junqueira e Carneiro,

2008). Reducdo na massa das glandulas sexuais acessorias foi constatada em trabalho de
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Sarkar et al. (2003) em ratos expostos ao arsenito de sodio. No presente trabalho, no
entanto, houve aumento (p<0,05) na massa da vesicula seminal do grupo As2 em relacao
ao controle e ao grupo Asl. Isso pode ser devido ao grande acimulo de concregdo calcaria
anormal no seu limen, conforme constatado por Espinoza-Navarro et al. (2007).

O rim € a principal via de excrec@o do arsénio e seus metabdlitos e o principal local
para biotransforma¢do do mesmo, se tornando, assim, o orgdao mais sensivel a exposicao a
esse semimetal (Patel e Kalia, 2010). A maior massa encontrada nos rins do grupo As2 em
comparacdo com Asl e com o controle pode indicar maior atividade deste orgdo na
filtracdo plasmatica, sugerindo maior acimulo de As renal. Ha evidéncias que o As induz
nefrotoxicidade por causar distirbio no sistema de defesa antioxidante (Patel e Kalia,
2010). Segundo Barbier et al. (2005), a intoxicag@o por metais pesados, tanto aguda quanto
cronica, demonstra causar nefropatias.

O figado, maior glandula do organismo, representa o local de numerosos processos
metabolicos, além de ser o principal orgdo de desintoxicaciao do corpo (Pough et al., 1999).
Ele € vulneravel aos efeitos toxicos de substancias, pois abriga, mesmo que por um curto
periodo, ndo apenas os compostos a serem transformados, mas também os metabdlitos
resultantes (Vasconcelos et al., 2007). Sendo assim, vdrias drogas ou substincias toxicas
podem afetar a fungdo hepatica por estresse oxidativo (Pawa e Ali, 2004) e alteragdes nos
parametros biométricos do figado possuem estreita correlacio com hepatotoxicidade. A
massa do figado nos animais tratados com arsénio ndo apresentou variacoes significativas,
o que pode indicar que as doses administradas e a duracdo da exposicdo ndo foram
suficientes para induzir essa alteracio; entretanto, outras andlises, como medida do teor de
arsénio no o6rgdo e determinagdo plasmdtica de enzimas transaminases do figado
(marcadores sensiveis de les@o hepdtica) sdo necessdrias para afirmar auséncia ou presenca

de hepatotoxicidade.

4.2. Efeitos da exposicao subcronica ao arsénio sobre a proporcao volumétrica entre

tdbulo e intertibulo

Em termos funcionais, o testiculo de mamiferos pode ser dividido em dois
compartimentos, o compartimento dos tuibulos seminiferos ou espermatogénico e o
compartimento intertubular ou androgé€nico. A proporcdo volumétrica de tubulos
seminiferos em mamiferos € bastante varidvel, sendo um dos principais fatores

responsaveis pela diferenga observada na eficiéncia da producdo espermadtica nas diversas
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espécies (Russell et al., 1990; Franca e Russell, 1998). No presente trabalho ndo foram
encontradas alteracOes significativas relacionadas a propor¢do volumétrica de tdbulo e
intertibulo entre os grupos experimentais. De maneira semelhante, Oliveira (2010) e
Carvalho (2009), ao estudarem os efeitos da exposicdo cronica ao cloreto de niquel e ao
arsenato de sodio, respectivamente, em testiculos de camundongos, ndo encontraram tais
diferencas (p<0,05).

O epitélio seminifero é envolvido pela tinica prépria, que € formada por lamina
basal e por uma bainha de tecido conjuntivo composto por fibroblastos, elementos
acelulares e células midides (Junqueira e Carneiro, 2008; Russell et al., 1990). As células
midides, unidas entre si por jungdes de oclusdo, possuem propriedades contrateis, secretam
componentes da lamina basal e sdo dotadas de receptores de androgenos em sua superficie,
o que as torna andrégeno-dependentes (Rodriguez et al., 2008). No epitélio seminifero, as
juncdes entre as células de Sertoli adjacentes formam a barreira hematotesticular, que
divide funcionalmente o epitélio seminifero em dois compartimentos, o basal (abaixo das
jungdes entre as células de Sertoli) e o adluminal (acima das jungdes). As células de
Sertoli, importantes no suporte estrutural e nutricional das células germinativas, precisam
se apoiar na lamina basal (constituinte da tinica) para o correto desempenho de suas
funcdes, sendo assim, a tiinica propria contribui indiretamente para manuten¢do das células
da linhagem espermatogénica (Garcia e Ferndndez, 2003). Além deste papel, a tinica
possui papel regulador e protetor (através das jungdes entre as células midides) contra
substancias téxicas de origem externa ao tibulo (Garcia e Fernindez, 2003; Carvalho,
2009; Mata, 2009) e controla, parcialmente, por contracdo das células midides, o
movimento do fluido dos tibulos para a rede testicular (Creasy, 2001).

A redugdo na proporcao volumétrica da tinica propria nos animais expostos ao
arsenato (Asl e As2) em relagdo ao grupo controle pode indicar menor contratilidade dos
tibulos e, assim, menor fluxo de fluidos, nos levando a sugerir que o As altera os
mecanismos de interacdo entre as células e fibras que constituem o tecido peritubular.
Resultados semelhantes foram observados por Franca et al. (2000) em ratos expostos a
cimetidina, um toxico de células peritubulares, que apresentaram reducdo na densidade
volumétrica da tdnica prépria quando comparados com animais controle.

O aumento significativo na propor¢do volumétrica do limen pode indicar elevacao
da atividade de sintese pelas células espermatogénicas e do deslocamento do fluido tubular

(Creasy, 2001), isso se houver também aumento na medida do epitélio seminifero e do
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didmetro do tdbulo. Aumento do didmetro tubular indica maior atividade espermatogénica
apenas se houver ampliacdo na medida do epitélio seminifero (Franca e Russell, 1998). Se
ndo acontecer desta forma, dilatacdo do diametro tubular pode ser usado como um
importante indicador de acimulo de fluido. Se o actimulo for tal, a ponto de causar
obstruc¢do do fluido circulante, pode-se originar um aumento marcante no didmetro tubular.
Alguns compostos toxicos podem causar danos as células do epitélio dos ductos,
acumulando restos celulares e causando inflamac¢ao que pode resultar na obstrucio de todo
o sistema ductular (Creasy, 2001).

O aumento na propor¢do volumétrica do limen do tdbulo nos animais tratados com
a maior dose de As ndo refletiu em aumento significativo do didmetro tubular neste grupo,
isto porque juntamente com o aumento do limen houve diminui¢do (p<0,05) da propor¢ao
volumétrica do epitélio seminifero.

Desta forma, a diminui¢do na proporcdo volumétrica da tinica propria, epitélio
seminifero e aumento na propor¢do volumétrica do limen tubular nos animais tratados
com a maior dose (As2) em relacdo ao controle, neste trabalho, pode refletir uma atividade
espermatogénica diminuida em relacdo aos demais grupos. Entretanto, outras anélises
como diametro tubular e altura do epitélio seminifero sdo necessdrias para confirmar esta

hipétese.

4.3. Efeitos da exposicao subcronica ao arsénio sobre os volumes tubular, intertubular

e indice tubulossomatico (ITS)

H4 uma forte correlagdo entre a massa do testiculo e o volume ocupado pelos
tibulos seminiferos, o que reflete na produgdo espermatica (Amann, 1970; Franca e
Russell, 1998). O compartimento tubular é o principal componente do testiculo, por isso
exerce grande influéncia sobre a massa testicular e sobre a producdo de espermatozoéides.

A reducdo significativa no volume dos tubulos seminiferos de animais tratados com
niquel (40mg/dia), observada por Oliveira (2010), estava relacionada a diminui¢do da
massa testicular, ja& que o volume intertubular ndo sofreu alteracdes (p>0,05). Da mesma
forma, Mata (2009), estudando camundongos expostos a 100 mg/LL de As, concluiu que a
diminuicdo na massa testicular daqueles animais foi devida a redu¢do do volume de
tibulos seminiferos, uma vez que o volume do intertibulo permaneceu inalterado.

Entretanto, a exposicdo de animais a doses menores de As ndo provocou tais alteracdes,
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conforme observado no trabalho de Carvalho (2009) e no presente trabalho, onde a massa
testicular e os volumes tubular e intertubular permaneceram inalterados.

O ITS, que é um parametro utilizado para se quantificar a propor¢ao de tibulos
seminiferos em relacdo a massa corporal, nao diferiu entre os grupos experimentais
estudados. O mesmo foi observado em ratos tratados com cloreto de niquel (Oliveira,
2010) e em camundongos com arsenato de sédio (Carvalho, 2009). Redugdo do ITS
representa menor investimento corporal na producdo espermadtica, sugerindo um prejuizo
nesta producao; isso porque o ITS € diretamente proporcional ao volume que os tibulos

seminiferos ocupam no testiculo.

4.4. Efeitos da exposicdo subcronica ao arsénio sobre diametro tubular, altura do

epitélio seminifero e comprimento total dos tibulos (CTT)

A medida do didmetro tubular é uma abordagem classicamente utilizada como
indicador da atividade espermatogénica (Franca e Russell, 1998; Paula et al., 2002),
entretanto, a medida da altura do epitélio seminifero € mais precisa que a do diametro para
avaliacdo da produgdo espermdtica (Wing e Christensen, 1982), uma vez que € no epitélio
seminifero que ocorre os eventos da sintese de espermatozoides. Como ndo ocorreram
alteracdes no diametro tubular, altura do epitélio seminifero e comprimento total dos
tibulos, podemos afirmar que a administracdo de baixas doses de As ndo modificou a
atividade espermatogénica nos animais expostos, em relacdo ao controle. Esses resultados
estdo em concordancia com os resultados que Mehranjani e Hemadi (2007) encontraram
quando submeteram ratos a exposi¢ao ao arsenito de sédio (8mg/kg/dia) por 8 semanas.

O CTT ¢ relacionado a trés parametros estruturais: massa testicular, diametro
tubular e volume do tibulo seminifero. A exposi¢do ao As ndo provocou alteracao no CTT,
o que reflete na manutencdo da massa testicular, do didmetro tubular e do volume de
tibulos nos grupos tratados (Asl e As2) em relagdo ao controle, indicando que ndo houve
alterac@o na produgdo espermatica.

No tempo e doses de exposicdo do presente trabalho ndo foram observadas
modificagdes acentuadas na histologia tubular. Segundo Russell et al. (1990), estudos
conduzidos com agentes administrados acima de um periodo de vdrias semanas € meses
indicaram amplia¢do de um dano, antes focal, para células da sec¢do transversal do tibulo

seminifero.
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5. Conclusoes

Com relacdo ao parénquima testicular de camundongos adultos, nao foram
observadas variagdes significativas relevantes na histologia do compartimento tubular dos
testiculos que indicassem alteracdes na atividade espermatogénica. Apesar de ter havido
reducdo da propor¢do de tdnica prépria no grupo As2, resultando em diminui¢do da
propor¢ao do epitélio seminifero e aumento da proporcao do ldmen tubular, estas
alteracoes nao foram suficientes para causar outras modificagdes significativas em
parametros relacionados, como didmetro tubular e altura do epitélio seminifero.

Mesmo diante dos resultados, ndo se pode afirmar que um tempo de exposi¢ao
maior ndo afetaria o compartimento dos tibulos seminiferos e a espermatogénese, pois a
intensidade do dano causado pelo composto € diretamente proporcional a sua dose e ao
tempo de exposicdo a ele.

Em adicdo, pode-se concluir que a administracdo subcronica de arsénio em ambas
as concentragdes ndo produziu sinais clinicos de toxicidade na maioria dos parametros
biométricos observados. Entretanto, o aumento na massa dos rins do grupo tratado com
maior dose indica sobrecarga renal, sugerindo possivel toxicidade neste 6rgdo, o que deve

ser investigado em maior detalhe.
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Capitulo IT

Efeitos da ingestdo subcronica de arsénio sobre o compartimento intertubular e a
atividade enzimdtica da dismutase do superoxido e catalase de testiculos de camundongos

adultos

Resumo

Contaminacao ambiental por arsénio (As) e suas consequéncias para a populagdo é
considerada um problema de saide publica mundial. Evidéncias indicam que exposi¢cdo a
este semimetal pode causar efeitos prejudiciais na reproducdo de humanos e outros
animais, interferindo no sistema enzimdtico de defesas antioxidantes, na morfologia do
testiculo e no equilibrio da androgénese. O objetivo deste trabalho foi investigar o impacto
dos efeitos do arsé€nio sobre a por¢do androgénica testicular e os demais componentes do
compartimento intertubular e sobre a atividade enzimética antioxidante da catalase (CAT)
e da dismutase do superéxido (SOD) dos testiculos de camundongos adultos. Utilizou-se
30 camundongos em idade reprodutiva, separados em trés grupos, sendo um grupo
controle, que recebeu 4dgua potavel, e dois outros que receberam solucdo de arsénio nas
concentracoes de 0,05 (Asl) e 1,0 (As2) mg/L na dgua de beber. O tratamento durou 42
dias, correspondente a 1 ciclo espermatogénico completo na espécie. A exposicao
subcronica ao As reduziu o volume de células de Leydig no intertibulo e o didmetro e
volume nucleares desta célula nos animais do grupo tratado com maior dose, assim como
sua relagdo nucleoplasmatica. Observou-se aumento nas atividades enziméticas de SOD e
diminui¢do nas de CAT, sugerindo estresse oxidativo. Os dados apresentados indicam que
ingestdo subcronica de As provoca variagdes nas defesas enzimaticas do testiculo, afetando

sua por¢ao enddcrina.

Palavras chave: toxicidade, reproducdo, testiculo, intertibulo, célula de Leydig.
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1. Introducao

A diversidade funcional do sistema reprodutor masculino e a complexidade de sua
regulacdo hormonal favorecem a ocorréncia de distirbios quimicos causados por agentes
ambientais, como o arsénio (As) (Creasy, 2001; Parada et al., 2004). Sendo o testiculo um
alvo provédvel, danos podem resultar em sintese diminuida de espermatozdides,
interferéncia no seu transporte através do sistema de ductos e reduzida secrecdo de
testosterona (Jana et al., 2006; Maneesh e Jayalekshmi, 2006; Turner e Lysiak, 2008).

O testiculo estd dividido em dois compartimentos funcionais: o tubular e o
intertubular (Russell et al., 1990). O primeiro é formado por tibulos seminiferos e o
segundo por células de Leydig, vasos sanguineos e linfaticos, nervos e uma populagcao
celular varidvel constituida principalmente de fibroblastos, macréfagos e mastdcitos
(Setchell, 1991). As células de Leydig encontram-se em contato intimo com o sistema de
capilares existentes no compartimento intertubular do testiculo, sendo, desta forma, as
primeiras a entrar em contato com substincias toxicas que chegam ao testiculo pelo
sistema sanguineo (Chen et al., 2011). Elas sdo responsdveis pela sintese e armazenamento
de andrégenos, principalmente a testosterona, importante, dentre outras coisas, por
promover comportamento sexual normal, manter a espermatogénese e a funcdo das
glandulas acessorias (Dellmann e Wrobel, 1982; Russell, 1996; Chen et al., 2011).

A habilidade reprodutiva de machos sexualmente maduros é dependente da
capacidade dos testiculos de produzir elevado ndmero de espermatozdides vidveis
(espermatogénese) e niveis adequados de andrégenos (androgénese). Sabe-se que o As
inorganico tem influéncia supressiva nestes dois eventos (Jana et al., 2006).

Acgdes toxicas irreversiveis do As podem ocorrer em nivel celular e molecular,
conforme observado no sistema reprodutor de humanos e de animais experimentais (Kaur e
Bansal, 2004; Al-Attar, 2011; Tiwari et al., 2011). Alteracdes na metabolizacdo de As
ingerido e seu acimulo podem conduzir a toxicidade testicular (Vazquez, 1998), gerando
estresse oxidativo, que desempenha importante papel na infertilidade masculina. Células
espermatogénicas podem ser sujeitas ao estresse oxidativo por causa da sua alta
concentracdo de acidos graxos poliinsaturados e baixa capacidade antioxidante (Vernet et
al., 2004).

Todos os componentes celulares sdao suscetiveis a acdo dos intermedidrios reativos

de oxigénio (ROI’s), porém a membrana é um dos mais atingidos em decorréncia do
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processo da peroxidagdo lipidica. Este processo acarreta alteragdes na estrutura da
membrana e em sua permeabilidade, ocasionando perda da seletividade na troca i6nica,
liberacdo do conteido de organelas (como as enzimas hidroliticas dos lisossomos) e
formacdo de produtos citotéxicos, culminando com a morte celular (Ferreira e Matsubara,
1997).

O aumento da tolerancia aos estresses pode estar fortemente relacionado ao
aumento da atividade de sistemas antioxidantes na célula, com elevacdo no nivel de
expressao de proteinas como catalase (CAT), dismutase do superéxido (SOD) e glutationa
(Neto et al., 2008). Em um 6rgdo como o testiculo, com altas taxas de metabolismo e
replicagdo celular, o estresse oxidativo pode ser especialmente danoso, sendo assim, €
importante que esse oOrgdo possua elevada capacidade antioxidante. Muitos fatores,
incluindo aqueles que resultam em estresse oxidativo, parecem afetar o sistema enddcrino
(Kaur e Bansal, 2004), comprometendo a espermatogénese.

Neste sentido, sabendo que o As representa risco para saide humana (Chen et al.,
2009; WHO, 2011) e para capacidade reprodutiva masculina (Borba et al., 2000; Pokhrel e
Viraraghavan, 2009; Tiwari et al., 2011), objetivou-se com este trabalho avaliar os efeitos
da administra¢do de arsénio, de forma subcronica, sobre os elementos do compartimento

intertubular e sobre o sistema antioxidante dos testiculos de camundongos .

2. Material e métodos

2.1. Animais, grupos experimentais e tratamentos

Trinta camundongos (Mus musculus) adultos da linhagem Swiss, em idade
reprodutiva (55 dias), provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e
da Saide da Universidade Federal de Vigcosa foram utilizados. Os animais foram pesados e
colocados em gaiolas individuais sob um ambiente controlado de fotoperiodo (12-12h
claro/escuro) e temperatura (24 °C). Trés grupos experimentais foram constituidos (n=10
em cada grupo): um grupo controle que recebeu dgua potdvel, e dois outros que receberam
solucdo de arsénio (na forma de arsenato de s6dio) nas concentracdes de 0,05 (Asl) e 1,0
(As2) mg/L, respectivamente, na dgua de beber. O regime liquido foi fornecido na

quantidade de 100 mL por dia. O regime sélido (ra¢ao) foi fornecido ad libitum. A fase de
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tratamento teve duragdo de 42 dias consecutivos, correspondente a 1 ciclo espermatogénico
completo na espécie. Os animais foram manuseados de acordo com os principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacio Animal
(COBEA) e com a legislagio vigente, sendo este trabalho submetido ao Comité de Etica da

UFV (processo n® 12/ 2011).

2.2. Coleta de amostras

Ao término do periodo de tratamento, os animais foram contidos fisicamente,
anestesiados com mistura de cloridrato de quetamina e cloridrato de xilazina e tiveram seus
dados biométricos registrados. Em seguida, apds incisdo ventral, os testiculos, epididimos,
glandulas vesiculares, ductos deferentes, figado e rins foram retirados e mantidos em
solucdo fixadora de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas, transferidos para dlcool
70% e posteriormente pesados em balanga de precis@do. Um dos testiculos, destinado as
andlises bioquimicas, foi pesado e resfriado em nitrogénio liquido, sendo mantido

armazenado sob temperatura de -80 °C até sua utilizag3o.

2.3. Analises morfométricas do compartimento intertubular do testiculo

2.3.1. Calculo da propor¢dao volumétrica e do volume dos elementos do

intertiibulo

A proporcdo volumétrica (%) entre os componentes intertubulares foi obtida a
partir da contagem de 1000 pontos projetados sobre imagens da regido do intertibulo, ao
acaso, nos diferentes cortes histologicos do testiculo de cada animal. As imagens foram
adquiridas com aumento de 400x e foram considerados os seguintes elementos do
intertibulo: tecido conjuntivo, macréfagos, vasos sanguineos, espaco linfatico e células de

Leydig. Para cdlculo desta propor¢ao utilizou-se a férmula:

Propor¢ao volumétrica do elemento no intertubulo = (nimero de pontos do componente do

intertibulo x 100) / 1000 pontos totais.
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O volume (mL) de cada componente do intertibulo por testiculo foi calculado a

partir da proporcao do elemento no testiculo / 100 x massa do parénquima de um testiculo.

Proporc¢do volumétrica (%) do elemento intertubular no testiculo = (proporcao volumétrica

de intertibulo x propor¢do volumétrica do elemento) / 100.

2.3.2. Morfometria da célula de Leydig
a) Cdlculo do didmetro nuclear médio

O diametro nuclear médio (um) das células de Leydig foi mensurado
utilizando imagens capturadas com objetiva de 40X e zoom de 1.5. Trinta nucleos
de células de Leydig foram medidos em cada animal, utilizando-se programa de
andlise de imagens (Image Pro Plus), escolhendo-se os nicleos que apresentavam

contorno esférico, cromatina perinuclear e nucléolos evidentes.

b) Cdlculo da relagdo nucleoplasmdtica

Quinhentos pontos distribuidos ao acaso sobre nicleo e citoplasma das
células de Leydig foram contados por animal, em imagens capturadas, utilizando-se
objetiva de 40X e zoom de 1.5. Para se calcular a relacdo nucleoplasmdtica das
células de Leydig, dividiu-se o percentual ocupado pelo nicleo pelo percentual

ocupado pelo citoplasma e multiplicou-se por 100.

c) Cdlculo dos volumes nuclear, citoplasmdtico e de cada célula de Leydig

Foram calculados os volumes (um3) nuclear, citoplasmético e de cada célula

de Leydig por animal aplicando-se as formulas abaixo:

Volume nuclear = 4/37R3, onde R = raio nuclear;
Volume citoplasmaético = (% citoplasma x volume nuclear) / % ntcleo;

Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmaético.
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d) Cdlculo do niimero de células de Leydig por testiculo

Obtido o volume individual da célula de Leydig, foi calculado o nimero de

células de Leydig por testiculo conforme férmula seguinte:

Numero de células de Leydig por testiculo = volume que as células de Leydig

ocupam por testiculo (um?) / volume de uma célula de Leydig (um®)

Onde:
Volume que a célula de Leydig ocupa por testiculo = (propor¢cao da célula de

Leydig no testiculo x massa do parénquima de um testiculo) / 100

e) Cdlculo do niimero de células de Leydig por grama de testiculo

Este cdlculo foi realizado de baseado na seguinte férmula:

Numero de células de Leydig por grama de testiculo = volume que a célula de
Leydig ocupa por grama de testiculo (um®) / volume de uma célula de Leydig

(um’)

Onde:
Volume que a célula de Leydig ocupa por grama de testiculo = volume que a célula

de Leydig ocupa por testiculo / massa bruta de um testiculo

f) Cdlculo do Indice Leydigossomdtico (ILS)

Para se quantificar a proporcao de células de Leydig, em relacdo a massa

corporal, foi calculado o ILS (%), conforme a férmula:

ILS = (volume que a célula de Leydig ocupa nos testiculos / MC) x 100

Onde:
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Volume que a célula de Leydig ocupa nos testiculos = (porcentual de Leydig nos
testiculos / 100) x massa do parénquima das gonadas;

MC = Massa corporal.

2.4. Analises Bioquimicas

2.4.1. Obtencdo das amostras de tecidos para leitura das atividades enzimdticas

Fragmentos de testiculo (100 mg) foram homogeneizados em 1 mL de solucdo
tampao fosfato de sdédio 25 mM (pH 7.4) e centrifugados a 10.000 x g, por 10 minutos, a

4°C. O sobrenadante foi armazenado em ultrafreezer a -80 °C.

2.4.2. Determinacdo da atividade enzimdtica da Catalase (CAT, EC 1.11.1.6) no

testiculo

A atividade da CAT foi determinada pela adicdo de 50 uL do extrato enzimético
obtido em 2.4.1. a 950 pL de meio de reacdo, constituido de H,0O, (30%) em tampao
fosfato de sédio 25 mM, pH 7,4 (modificado de Aebi, 1974). A atividade da enzima foi
determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, no intervalo de 0 a 60 segundos. A
atividade da enzima foi expressa em umol de H,O, consumido por min por mg de proteina,
sendo representada como unidade de CAT / miligrama de proteina (uma unidade de CAT =

1 umol de H,O, consumido por minuto).

2.4.3. Determinagdo da atividade da Dismutase do superéxido (SOD, EC
1.15.1.1) no testiculo

A técnica utilizada foi modificada de Madesh e Balasubramanian (1998). O método
envolve geragdo do anion superéxido (O, ") pela autoxidacdo de pirogalol e inibi¢do da
reducdo (dependente de superdxido) do corante MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-2-
tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazolio] a cristais de formazan. A SOD presente no extrato
enzimatico em estudo compete pelo radical superéxido, inibindo a redu¢dao do MTT a

formazan (Figura 1).
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A reacdo € terminada pela adi¢do de dimetil sulféxido (DMSO) que interrompe a
reacdo e também ajuda a solubilizar os cristais formados.

Uma vez que ndo se consegue determinar a concentragdo da enzima nem sua
atividade em termos de substrato consumido por unidade de tempo, se utiliza a

quantificagdo em unidades relativas.

SOD
L
Pirogalol » (O, (anion superéxido)
(auto-oxidacdo)
MTT oxidado MTT reduzido
(amarelo) (formazan - roxo)

Figura 1 — Esquema da geracdo do anion superdxido, sua participacdo na reducdo de MTT e inibi¢do da

reacdo pela SOD.

O meio de reacdo do ensaio consistiu de 15 pL. de pirogalol (1000 uM), 6 uL de
MTT (1,25 mM) e 30 uL do homogeneizado de testiculo. O volume foi completado para
150 uL com tampao fosfato de sédio (25 mM) pH 7.4.

A andlise da variacdo de absorbancia foi acompanhada a 570 nm pelo método de
Elisa, sendo a placa incubada por 5 minutos a 37 °C na estufa antes da leitura. Através da
curva padrao foi obtida a equagdo da reta para realiza¢do dos cdlculos.

Os resultados foram expressos em U de SOD/mg de proteina, sendo uma unidade
de SOD definida como a quantidade de enzima necessdria para inibir em 50% a reducdo de

MTT.

2.4.4. Dosagem de proteinas

As proteinas foram quantificadas pelo método descrito por Bradford,
utilizando como padrdo uma solu¢do de albumina bovina na concentracao de 0,2 mg/mL
(Bradford, 1976).

Inicialmente preparou-se o reagente de Bradford 5x que foi deixado em repouso por
12 horas e depois filtrado e armazenado em frasco ambar envolvido em papel aluminio.

Em seguida fez-se uma dilui¢do de 15x da amostra do homogenato de testiculo, sendo
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utilizados 30 puL desta com 900 pL de reagente de Bradford completando o volume com
dgua para 1000 pL. As leituras foram feitas em 595 nm apds 15 minutos da adicdo do

reagente de Bradford.

2.5. Analises estatisticas

Andlise de variancia (ANOVA), seguida pelo teste Student Newman-Keuls (SNK),
foi usada para comparar médias entre os grupos experimentais. Todos os resultados foram
expressos em média + desvio padrdo da média. A probabilidade (p) de erro menor que 0,05

foi considerada significativa.

3. Resultados

3.1. Efeitos da exposicao subcronica ao As sobre a proporc¢ao volumétrica, o volume

dos elementos do intertibulo e a morfometria da célula de Leydig

A propor¢ao volumétrica do espago linfitico aumentou (p<0,05) nos grupos
expostos ao arsénio (Asl e As2) em relacdo ao controle, entretanto, ndo se verificou
alteracOes significativas nas propor¢des dos outros elementos do intertibulo (tecido

conjuntivo, vasos sanguineos, macréfagos e células de Leydig).

Tabela 1 — Propor¢dao volumétrica (%) dos elementos no intertibulo de camundongos adultos, apds

administracao oral de arsenato de sddio por 42 dias.

Tecido Espaco Vasos ) Células de
Grupos L e ., Macréfagos .
conjuntivo linfatico sanguineos Leydig
Controle 7,28+3,01* 27,16+5,77* 12,38+4,39" 1,48+0,76" 51,7+3,82°
Asl 3,76+1,59" 50,22+16,23" 8,52+5,61" 0,82+0,41* 36,68+15,67"
As2 4,86+1,82" 50,52423,26° 9,26+3,55" 0,9240,46" 34,44421,19*

Valores agrupados por média + desvio padrio.
Letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) (n=10). Controle: dgua potavel;

Asl: solugdo de arsénio 0,05 mg/L; As2: solucdo de arsénio 1,0 mg/L.
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Concernente ao volume dos elementos do intertibulo verificou-se aumento
significativo do volume de células de Leydig no grupo As2 em relacdo ao controle e do
volume de espaco linfatico em Asl e As2 em comparacdo com o controle, ndo se

observando alteracdes nos volumes dos demais componentes do intertibulo (Tabela 2).

Tabela 2 — Volume (mL) dos elementos no intertibulo por testiculo de camundongos adultos, apds

administracdo oral de arsenato de sédio por 42 dias.

Espago Vasos Células de

Grupos Tecido conjuntivo o j Macroéfagos .
P ! linfatico sanguineos & Leydig

Controle  0,00002+0,000009* 0,0035+0,0005* 0,0017+0,0008" 0,0002+0,0004"  0,007+0,0019*
Asl 0,00005+0,00004*  0,0077+0,0021°  0,0014+0,0011*  0,0002+0,0001*  0,004+0,0009*"

As2 0,00004+0,000004*  0,0081+0,0036°  0,0019+0,0011*  0,0002+0,0001*  0,003+0,0004°

Valores agrupados por média + desvio padrao.
Letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) (n=10). Controle: dgua potavel;

Asl: solugdo de arsénio 0,05 mg/L; As2: solug@o de arsénio 1,0 mg/L.

3.2. Efeitos da exposicao subcronica ao As sobre a morfometria da célula de Leydig

Na andlise morfométrica das células de Leydig, observou-se diminui¢cdo (p<0,05)
do diametro nuclear médio nos grupos expostos as duas concentracdes de As e da relagdo
nucleoplasmaética (RNP), cuja reducdo foi significativa apenas no grupo As2 em relacido ao
controle. A propor¢ao de nucleo e citoplasma de células de Leydig e o ILS ndo variaram

(p>0,05) entre os tratamentos (Tabela 3).
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Tabela 3 — Morfometria da célula de Leydig (didmetro nuclear, propor¢do entre nicleo e citoplasma de
células de Leydig, relacdo nucleoplasmdtica e indice leydigossomdtico) em testiculos de camundongos

adultos, apds administracdo oral de arsenato de sddio por 42 dias.

Nicleo de Citoplasma de

Diametro . . RNP - Relagao ILS - Indice
Leydig no Leydig no . . L
Grupos nuclear de . ) . ) nucleoplasmdtica  leydigossomatico
Leydig (um) intertibulo intertibulo %) %)
yaet (%) (%) ’ ’
Controle 6,91 +0,56" 14,5+1,48" 37,2+2,64° 38,98+2,79* 0,038+0,007*
Asl 6,55 + 0,22 9,28+3,51* 27,4+12 27" 34,46+3,97" 0,032+0,017*
As2 6,48 +0,24° 8,66+6,11° 25,8+15,09" 31,77+5,13 0,036+0,022°

Valores agrupados por média + desvio padrao.
Letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) (n=10). Controle: dgua potavel;

Asl: solugdo de arsénio 0,05 mg/L; As2: solucdo de arsénio 1,0 mg/L.

O volume nuclear de Leydig apresentou-se diminuido (p<0,05) nos grupos Asl e
As2. Entretanto, os volumes citoplasmético e de uma célula de Leydig ndo acompanharam
esta reducdo, permanecendo invariados, assim como o numero de células de Leydig por

testiculo e por grama de testiculo (Tabela 4).

Tabela 4 — Morfometria da célula de Leydig de camundongos adultos, apds administrag@o oral de arsenato de

s6dio por 42 dias.
Volume Volume Volume de uma . N° de células /
. L. . . N° de células /
Grupos nuclear citoplasmatico célula de Leydig testiculo (x10%) grama de
(um”) (um’) (um’) testiculo (x10°)

Controle 175,91+45,55*  428,20+69,76" 604,11+107,32" 11,96+4,14* 116,24+32 45°
Asl 147,94+14,77°  431,78+66,11° 579,73+£79,11* 10,14+4,51° 95,07+49,37*

As2 142,95+15,17°  458,39+66,75 601,34+70,10" 12,60+8,39" 98,68+63,34"

Valores agrupados por média + desvio padrio.
Letras iguais nas colunas, ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) (n=10). Controle: dgua potavel;

Asl: solugdo de arsénio 0,05 mg/L; As2: solucdo de arsénio 1,0 mg/L.

3.2. Efeito da exposicao subcronica ao As sobre a atividade enzimatica de SOD e CAT

testiculares
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A atividade enzimdtica da dismutase do superéxido (SOD) apresentou-se
aumentada (p<0,05) nos testiculos dos animais que receberam arsénio em sua maior

concentragdo (As2), em relacdo ao tratamento Asl e ao controle (Figura 2).

120,00
100,00
80,00
60,00
40,00
20,00

Dismutase do Superdéxido
(unidades / mg de proteina)

Controle Asl As2

Grupo

Figura 2 — Atividade da dismutase do superéxido (SOD) em testiculos de camundongos, apds administracido
oral de arsenato de s6dio por 42 dias.
Médias (+ erro padrio) seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). Controle:

dgua potavel; Asl: solugdo de arsénio 0,05 mg/L; As2: solugdo de arsénio 1,0 mg/L.

Andlises estatisticas revelaram que a administracdo de baixas doses de arsénio
(Asl e As2) diminuiram significativamente a atividade da catalase (CAT) em homogenatos
de testiculo de animais tratados (Asl e As2) quando comparado com animais que

administraram apenas dgua (Controle) (Figura 3).
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Figura 3 — Atividade da catalase (CAT) em testiculos de camundongos, apds administragdo oral de arsenato
de sédio por 42 dias.
Meédias (+ erro padrio) seguidas de letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). Controle:

dgua potavel; Asl: solugdo de arsénio 0,05 mg/L; As2: solugdo de arsénio 1,0 mg/L.
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4. Discussao

4.1. Efeito da exposicio subcronica ao As sobre a proporc¢io volumétrica e volume

dos elementos do intertibulo e sobre a morfometria da célula de Leydig

O compartimento intertubular representa a por¢do enddcrina do testiculo e, embora
o arranjo e a proporcdo dos seus diferentes componentes variem sobremaneira entre as
diferentes espécies, € o responsdvel pela manutengao dos niveis fisioldgicos de andrégenos
no fluido intersticial e na circulacdo sanguinea (Fawcett et al., 1973).

Segundo Jana et al. (2006) e Mehranjani e Hemadi (2007), a exposi¢do ao arsenito
de sédio determina inibicdo da androgénese testicular em ratos, a qual € exercida pelas
células de Leydig. Aproximadamente 90% da testosterona no sangue sao produzidas pelas
células de Leydig e, por isso, modificacdo em sua morfologia pode levar a efeitos sobre a
espermatogénese (Chen et al., 2011). Este hormdnio € necessdrio para iniciacdo da
espermatogénese na puberdade e para manutencdo desse processo no adulto, sendo
requerido para finalizagdo da meiose e para diferenciacdo das espermatides (Castro et al.,
2002; Liu e Handelsman, 2003).

O tratamento com arsenato de sédio ndo causou alteracdo na proporcao de células
de Leydig no intertibulo, nem no volume das mesmas no testiculo. Estudos
correlacionando estrutura e func¢do das células de Leydig mostraram que variagdes na
secrecdo de testosterona resultam mais da capacidade individual da célula de Leydig de
secretar testosterona do que de diferencas no volume total das mesmas no testiculo (Ewing
et al., 1979). Esta capacidade estd altamente associada a quantidade de reticulo
endoplasmatico liso presente na célula de Leydig e ao seu volume nuclear (Zirkin et al.,
1980; Castro et al., 2002).

Os vasos linfaticos possuem capacidade de se remodelar (plasticidade) (Karpanen
et al., 2006), portanto, o aumento significativo observado na propor¢ao de espaco linfitico
nos animais que receberam solugdo de arsénio (Asl e As2) deve ser devido ao espago
deixado pela diminuicdo dos outros componentes do intertibulo, principalmente das
células de Leydig, elemento mais abundante no compartimento intertubular. No testiculo
ha uma vasta rede de vasos linfaticos sinusdides que desempenha papel importante na
nutricdo e fornecimento de andrégenos aos tibulos seminiferos, mantendo adequadas as

concentracdes de andrégenos (Creasy, 2001; Foley, 2001), tendo também a habilidade de
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drenar fluidos extracelulares e mover para fora dos testiculos materiais vascularmente
secretados (Fawcett et al., 1973).

Ac¢do do As no testiculo pode gerar estresse oxidativo celular, aumentando a
producdo de intermedidrios reativos de oxigénio (ROI’s). Estas substancias influenciam a
liberacao de fatores proinflamatoérios pelos macréfagos e, dependendo da intensidade do
estresse, podem levar a reducdo na propor¢ao das células de Leydig (Papadopoulos, 2007),
reducdo essa observada de forma ndo significativa no presente trabalho. Durante o
desenvolvimento testicular, mudangas na morfologia das células de Leydig ocorrem de
maneira coordenada com os macréfagos, demonstrando intima relagdo entre estas células.
Assim, entende-se que fatores secretados pelos macréfagos controlam de um modo
paracrino a atividade esteroidogénica e o desenvolvimento das células de Leydig (Hales,
1996). Enquanto o nimero de macréfagos da maioria dos 6rgdos aumenta pela migragao de
mondcitos sanguineos para os tecidos periféricos, o nimero de macréfagos testicular
aumenta principalmente por proliferacio, ndo sendo este aumento mediado pela
testosterona (Raburn et al., 1993).

A redugdo observada no volume nuclear das células de Leydig, reflexo da
diminui¢do significativa no didmetro nuclear, ndo foi acompanhada pela reducdo do
volume citoplasmatico e celular. Segundo Castro et al. (2002), o volume nuclear da célula
de Leydig estd fortemente relacionado a concentracdo de testosterona testicular e
plasmadtica e assim, esta reducdo no volume nuclear estd ligada a reducdo da atividade
nuclear das células de Leydig e, provavelmente, acarreta reducdo significativa nas
concentracdes testiculares ou plasmadticas de testosterona nos grupos expostos ao As. Em
ratos tratados com arsenito de s6dio (30 e 40 mg/L), o didametro nuclear das células de
Leydig reduziu gradativamente em 45 e 60 dias, sendo observada também reducdo na
populacdo destas células (Sarkar et al., 2008). Em tratamento de camundongos com
solucdo de arsénio (100 mg/L), constatou-se que a reducdo do volume nuclear da célula de
Leydig causou diminui¢do significativa nas concentragdes plasmdticas de testosterona
(Mata, 2009).

Segundo Castro et al. (2002), ndo ha correlacdo entre altas concentracdes de
testosterona e aumento da atividade espermatogénica, sendo possivel que as concentragdes
deste horméOnio s6 precisem alcangar, ou exceder, um certo nivel limiar para que a
espermatogénese proceda normalmente. Assim sendo, baixas concentracdes de testosterona

sao ser especialmente danosas para a reproducao.
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Juntamente com a massa corporal, o volume individual e total de células de Leydig
no parénquima testicular e o nimero total desta célula no testiculo ndo variaram nos
animais expostos ao As, refletindo na conservacdao do ILS, um parametro que visa
quantificar o investimento da massa corporal na producdo de células de Leydig. O valor
estimado de ILS para camundongos € de 0,03% (Russell, 1996).

Assim, diante das alteragdes observadas na célula de Leydig, no referido tempo de
exposi¢do, sugerimos que pode ter havido reducdo significativa na androgénese.
Entretanto, dados provenientes de andlise plasmatica de andrégenos e da morfometria de
organelas, como o reticulo endoplasmatico liso, poderiam constatar com maior precisao

alteracoes relacionadas a producao androgénica.

4.2. Efeito da exposicao subcronica ao As sobre a atividade da dismutase do

superoéxido (EC 1.15.1.1) e catalase (EC 1.11.1.6) no testiculo

O As tem potencial de favorecer o aumento da sintese de SOD e CAT, ativando o
complexo protéico NF-k B, que participa da transcricdlo de DNA e estd envolvido em
respostas celulares a estimulos como o estresse, radicais livres, etc. (Bartosz, 1990). Se a
exposicao persistir por periodos longos, dependendo da dose e da via administrada, podem
ocorrer alteracdes em fatores de transcri¢do, como inibi¢ao de NF-k B, levando a formacao
excessiva de radicais livres (De Vizcaya-Ruiz et al., 2009) a ponto de gerar estresse
oxidativo, diminuindo assim as defesas antioxidantes enzimaticas da célula. No presente
trabalho, a verificagdo de aumento na atividade da SOD nos testiculos indica a participacdo
ativa desse sistema enzimatico no combate a a¢do oxidativa dos intermedidrios reativos de
oxigénio, gerados em decorréncia da exposi¢do dos animais ao As.

A resposta antioxidante ao As parece ser tempo-dependente visto que as atividades
de SOD e CAT crescem inicialmente, mas declinam depois de exposi¢do prolongada (De
Vizcaya-Ruiz et al., 2009), lembrando que a concentra¢do administrada também € um fator
que influencia a resposta. Ha indicacdo que o grau téxico de manifestacdo de diferentes
substancias depende da dose, duracdo, via de administracdo, dentre outros fatores
fisiolégicos (Al-Attar, 2011).

Nandi et al. (2006) verificaram aumento inicial (na quarta semana) nas atividades
enzimaticas de SOD e CAT nos rins e no figado de animais tratados com solucdo de

arsenito de sédio (10 ppm) em relacdo ao controle, seguido de diminui¢ao na décima
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segunda semana de exposi¢do. Os autores propuseram que a diminui¢do pode ter sido
devido a reducdo da sintese ou sobreutilizagdo de enzimas antioxidantes em decorréncia do
persistente estresse toxico. Assim, concluiram que exposi¢do a baixas doses de As por um
curto periodo de tempo causa ativacdo da defesa antioxidante intrinseca, mas que o
prolongamento da exposi¢ao pode afetar negativamente esse mecanismo de defesa.

Apesar do nosso ensaio ter sido com testiculo, € ndo com rim ou figado, podemos
inferir que o significativo (p<0,05) aumento da atividade de SOD nos testiculos do grupo
As2 em relagdo ao Asl e ao controle, ao final de 6 semanas de exposicdo, é atribuido ao
aumento da regulacdo da sintese de SOD, como uma resposta de prote¢do contra o estresse
oxidativo causado pela elevacdo da concentracdo do anion superéxido, conforme relatado
por Nandi et al. (2006).

Segundo Scandalios (2002), como o anion superéxido e seus derivados sao
altamente toxicos ao metabolismo, a ocorréncia de uma atividade basal de SOD torna-se
necessdria a manutenc¢io adequada dos mecanismos de protecao celular contra peroxidagdo
dos lipidios. Como consequéncia da maior atividade da SOD nos testiculos dos grupos
tratados com As, esperava-se concomitante aumento da atividade enzimatica da CAT, o
que nao foi confirmado pelas nossas andlises.

A diminuicdo na atividade de CAT observada nos testiculos de animais tratados
com As indica que essa enzima ndo teve participacdo efetiva na eliminacdao de H,O,
resultante da atividade da SOD na gonada. Swathy et al. (2006) também observaram, ao
final de 60 dias, diminuicdo da atividade da CAT nos testiculos de ratos tratados com
etanol (4g etanol/kg de massa corporal).

Vernet et al. (2004) consideram que a atuacdo da CAT torna-se importante apenas
quando as concentracdes de H,O, sdo elevadas, podendo ser atingidas durante um grande
desequilibrio oxidativo ou durante uma superexpressao de SOD. No presente trabalho é
possivel que o aumento da atividade da SOD no testiculo investigado tenha elevado a
concentracdo de H,O; no testiculo, mas ndo a ponto de alcancar o limiar para que a
resposta da CAT fosse satisfatoria.

Sendo assim, presume-se que a exposi¢do ao As no periodo de confinamento
contribuiu para maior produ¢do de H,O,, o qual ndo foi eliminado na mesma proporcao
com que foi produzido, ja que a atividade de CAT nos grupos tratados diminuiu

significativamente em relagao ao controle. Desta forma, podemos sugerir uma participagao
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limitada dessa enzima nos mecanismos de elimina¢do de H,O, sintetizado como resposta a
toxicidade do arsénio nos testiculos.

A diminui¢ao da atividade de CAT nos testiculos dos animais expostos ao As estd
em concordancia com o observado por Sainath et al. (2011) nos testiculos de ratos tratados
com chumbo, quando comparados ao grupo controle. Da mesma forma, o tratamento de
ratos com acetato de chumbo, diminuiu a atividade enzimatica da CAT nos tecidos de rins
e figado analisados (Trivedi et al., 1998). Atividades diminuidas dessa enzima, que tem
papel antioxidante, sugerem uma tendéncia ao aumento da peroxidagado lipidica, que ndo
foi quantificada neste trabalho.

Desta forma, os dados indicam que administracdo de As nas concentragdes
utilizadas promove alteragdes nas defesas enzimadticas da SOD e da CAT celulares,
causando estresse oxidativo testicular, processo que desempenha um importante papel na

infertilidade masculina.

5. Conclusoes

As doses de arsénio afetaram os parametros morfométricos do compartimento
intertubular, especialmente no grupo exposto a maior concentragdo. Alteracdes verificadas
na morfometria da célula de Leydig estdo associadas, principalmente, com o
comprometimento da esteroidogénese.

Administracdo de As provocou alteracdo nas defesas antioxidantes de SOD e CAT
no testiculo, permitindo sugerir que houve aumento na producdo de H,0O, pela SOD
concomitantemente a uma diminui¢do de defesa antioxidante de CAT, ocasionando o
processo conhecido como estresse oxidativo, um dos primeiros sinais da toxicidade desse
elemento quimico no 6rgdo.

Os dados apresentados indicam que ingestdo subcrOnica de As provoca alteragdes
nas defesas enzimdticas do testiculo e afeta sua por¢do enddcrina, promovendo
modificagdes na histologia do compartimento intertubular que conduzem a mudancas na

atividade esteroidogénica.
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Conclusoes gerais

A administracdo de arsénio (As), na forma de arsenato de s6dio, causou aumento
significativo na massa dos rins, sugerindo possivel toxicidade neste 6rgdo e maior
atividade no processo de desintoxicacao; provocou alteracdes nas defesas enzimédticas dos
testiculos e afetou sua por¢do enddcrina sem, no entanto, serem observadas modificacdes
relevantes na histologia do compartimento tubular que indicassem alteracdes na atividade
espermatogénica.

A ingestdo subcrOnica de arsénio na concentracdo de 0,05 mg/L, admitida por
algumas legislagdes internacionais, ndo causou, no tempo observado, efeitos adversos nos
testiculos de camundongos que pudessem indicar comprometimento da funcdo
espermatogénica. Entretanto, ¢ importante ressalvar que alteragdes enzimdticas gerando
estresse oxidativo e modificacdes nas células produtoras de testosterona sdo os primeiros
sinais de um possivel agravo na morfofisiologia reprodutiva. Assim, efeitos danosos em

longo prazo ndo podem ser excluidos.
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