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“N&o sei... se a vida é curta
ou longa demais para nos,
mas, sei que nada

do que vivemos tem sentido,
se ndo tocamos o coragéo das
pessoas.

Muitas vezes basta ser:
o colo que acolhe,

0 braco que envolve,

a palavra que conforta,
0 siléncio que respeita,
a alegria que contagia,
a lagrima que corre,

o olhar que acaricia,

0 desejo que sacia,

0 amor que promove.

E isso ndo € coisa de outro mundo,
€ 0 que da sentido a vida.

E o que faz com que ela ndo

seja nem curta, nem longa demais,
mas que seja intensa, verdadeira,
pura enquanto ela durar...

Feliz aquele que transfere o que sabe
e aprende o que ensina.”

Cora Coralina
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RESUMO

COSTA, Kyvia Lugate Cardoso, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo de
2013. Danos testiculares em ratos submetidos a diferentes doses de chumbo:
Avaliacdo histomorfométrica, ultraestrutural e bioquimica. Orientador: Sérgio
Luis P. da Matta.

O chumbo é um dos contaminantes ambientais mais comuns sem nenhuma funcéo
bioldgica conhecida e potencialmente capaz de induzir diversos efeitos toxicos no
sistema reprodutor de homens e outros animais. Neste contexto, o objetivo do
trabalho foi avaliar os efeitos da exposi¢éo subcronica ao acetato de chumbo sobre os
testiculos de ratos Wistar. Foram utilizados 25 ratos Wistar adultos divididos em
cinco grupos: o grupo controle (1) recebeu agua destilada e os grupos tratados (l1, 11,
IV e V), receberam solugéo de acetato de chumbo nas doses de 16, 32, 64 e 128 mg
Pb/kg, respectivamente, por gavagem, durante 30 dias consecutivos. Fragmentos
testiculares foram fixados e processados para microscopia de luz e eletronica. A
concentragdo de chumbo no testiculo, a atividade das enzimas antioxidantes
dismutase do superoxido (SOD) e catalase (CAT) e os niveis séricos de testosterona
foram quantificados. As avaliacOes estruturais e ultraestruturais revelaram diferentes
niveis de patologias no epitélio seminifero dos animais intoxicados por chumbo, tais
como vacuolizacBes, descamagdo de células germinativas, presenca de corpos
apoptoticos e de grandes goticulas lipidicas, além de ruptura da barreira de célula de
Sertoli. A presenca de edema foi evidenciada no intertubulo dos animais tratados
com chumbo. Além disso, avalia¢des ultraestruturais revelaram alteracdes nas células
de Leydig e vasos sanguineos. A tunica propria diminuiu nos grupos Il e Ill,
enquanto o percentual de epitélio seminifero foi menor nos grupos IV e V. Houve
aumento no volume do espaco linfatico nos grupos Il e V. A proporcao do espago
linfatico foi maior nos grupos Ill, IV e V em relagdo ao controle. Observou-se
reducdo significativa na proporcdo volumétrica das células de Leydig nos grupos
expostos ao chumbo. Houve aumento no volume e proporgdo de tecido conjuntivo
nos grupos tratados em relagdo ao controle. O volume e a proporcao de macréfagos
ndo variaram entre 0S grupos experimentais, exceto no grupo Il. O volume
citoplasmético e o volume das células de Leydig reduziram nos grupos tratados em
relacdo ao controle. O percentual de limen tubular aumentou nos grupos II, 1V e V.

Observou-se reducdo da altura do epitélio e aumento no didmetro do Iimen tubular



em todos os ratos expostos ao chumbo. A populacdo de células germinativas do
epitélio seminifero diminuiu nos grupos tratados, ao passo que o nimero de células
de Sertoli ndo sofreu alteragBes. A producdo espermatica didria e a reserva
espermatica, ambas por grama de testiculo apresentaram reducédo nos grupos I, 1V e
V. Observou-se um aumento dose dependente na concentragdo de chumbo nos
testiculos dos ratos expostos ao metal. Houve reducéo significativa na atividade da
catalase (CAT) e da dismutase do superdxido (SOD) nos grupos tratados. Houve
reducdo significativa nos niveis séricos de testosterona nos grupos que receberam
chumbo. Em concluséo, os resultados sugerem que a exposicdo subcronica de
chumbo pode induzir o estresse oxidativo através da reducdo da atividade das
enzimas antioxidantes, promovendo uma serie de alteracBes morfoldgicas,
morfométricas e ultraestruturais no testiculo, inibindo a esteroidogénese e

comprometendo assim a funcdo espermaética.
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ABSTRACT

COSTA, Kyvia Lugate Cardoso, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2013. Testicular damage in rats subjected to different doses of lead:
histomorphometric evaluation, ultrastructural and biochemical. Adviser: Sérgio
Luis P. da Matta.

Lead is one of the most common environmental pollutants with no biological
function known and potentially able to induce several toxic effects on male and
animal reproductive system. In this context, the aim of this study was to evaluate the
effects of subchronic exposure to lead acetate on testes of Wistar rats. Twenty-five
adult Wistar rats were used and divided into five groups: Group | (control) received
distilled water and treated groups (11, I11, 1V and V) received lead acetate solution at
concentrations of 16, 32, 64 and 128 mg Pb/kg, respectively, by gavage for 30
consecutive days. Testicular fragments were fixed and processed for light and
electron microscopy. The concentration of lead in the testis, the activity of
antioxidant enzymes superoxide dismutase (SOD) and catalase (CAT) and serum
testosterone levels were quantified. Structural and ultrastructural evaluations
revealed different levels of pathology in the seminiferous epithelium of animals
intoxicated by lead, such as vacuolization, shedding of germ cells, presence of
apoptotic bodies and large lipid droplets, and rupture of blood-testis barrier. Presence
of edema was observed in the intertubule of animals treated with lead. Furthermore,
ultrastructural evaluations revealed changes in Leydig cells and blood vessels.
Tunica propria decreased in groups Il and Ill, while the percentage of seminiferous
epithelium was lower in groups IV and V. There was an increase in the volume of
lymphatic space in groups Il and V. The proportion of lymphatic space was higher
in groups I, 1V and V compared to control. Significant reduction in volumetric
proportion of Leydig cells in groups exposed to lead was observed. There was an
increase in the volume and proportion of connective tissue in the treated groups
compared to control. The volume and proportion of macrophages did not differ
between experimental groups, except in group Il. Cytoplasmic volume and volume of
Leydig cells decreased in the treated groups compared to control. The percentage of
tubular lumen increased in groups I, IV and V. Reduction in height of the epithelium
and increase in diameter of tubular lumen were observed in all rats exposed to lead.

Population of germ cells in seminiferous epithelium decreased in the treated groups,

Xii



whereas the number of Sertoli cells remained unchanged. Daily sperm production
and sperm reserves, both per gram of testis decreased in groups IlI, IV and V. A
dose-dependent increase in lead concentration in the testes of mice exposed to metal
was observed. There was significant reduction in the activity of catalase (CAT) and
superoxide dismutase (SOD) as in serum testosterone levels in treated groups. In
conclusion, the results suggest that subchronic exposure of lead can induce oxidative
stress by reducing the activity of antioxidant enzymes, promoting a series of
morphological, morphometric and ultrastructural testicle, inhibiting steroidogenesis

and thus compromising sperm function.
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1. INTRODUCAO GERAL

A exposicdo das populagdes humanas a uma variedade de metais toxicos
encontrados no ambiente é um problema de salde publica (Flora et al., 2011) e,
devido ao amplo emprego industrial destes compostos, a exposi¢do ocupacional
constitui uma das principais formas de intoxicagdo. Dentre os metais pesados de
maior preocupacao estdo o chumbo, o mercurio e o cddmio (Liu et al., 2008). H4 um
crescente interesse no papel da exposi¢cdo ocupacional e ambiental a poluentes
toxicos, tais como os metais pesados, pois se entende ser esta uma das causas de
declinio da concentracdo espermatica na populagdo humana (Becker & Berhane,
1997; Apostoli & Catalani, 2011). Os metais pesados como o chumbo tém
despertado grande interesse ambiental, principalmente pelo fato de ndo apresentarem
carater de biodegradabilidade. Uma vez introduzidos nos organismos sdo capazes de
bioacumular-se e promover uma série de disfun¢bes nos diversos 6rgdos, inclusive
nos testiculos, j& que ndo possuem qualquer fungdo bioldgica conhecida (Kakkar &
Jaffery, 2005). A disfuncdo testicular induzida por metais pode levar a distdrbios nas
células de Sertoli, que sustentam as células germinativas, ou nas células de Leydig,
que sdo responsaveis pela produgdo de andrdgenos sob controle do eixo hipotalamo-
hipofise-testiculo (Bizarro et al., 2003).

Por ser um metal onipresente no ambiente, como resultado de sua ocorréncia
natural e sua ampla utilizagdo industrial, o chumbo permanece associado a diversas
patologias sendo por isso, considerado um poluente com séria ameaga para salde
humana (Liu et al., 2008; Flora et al., 2011). Varios estudos tém indicado o aumento
na prevaléncia de diversas anormalidades no sistema reprodutor de homens e animais
expostos a este metal (Apostoli et al., 1998; Landrigan et al., 2000; Watson et al.,
2004; Apostoli & Catalani, 2011). Um dos mecanismos pelos quais o0 chumbo exerce
seu efeito toxico esta associado a inducdo do estresse oxidativo. De fato, um aumento
da producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) foi observada apds exposicéo
ao chumbo nos testiculos e espermatozoides em ratos (Hsu et al., 1997; Hsu et al.,
1998; Batra et al., 1998; Acharya et al., 2003; Marchlewicz et al., 2007) e humanos
(Solliway et al., 1996; Kasperczyk et al., 2008). Alteracdes histologicas nos
testiculos de ratos tratados com chumbo mostraram danos testiculares, tais como
desorganizagdo do epitélio germinativo, vacuolizagdo epitelial e perda celular (Batra
et al., 1998; El-Sayed & EI-Neweshy, 2010; El-Neweshy & El-Sayed, 2011; Shafai



et al., 2011). O chumbo também pode afetar diretamente as células de Leydig e
reduzir sua capacidade esteroidogénica. Varios trabalhos tém demonstrado reducéo
nos niveis seéricos de testosterona em ratos ap6s exposicdo ao chumbo (Sokol et al.,
1985; Thoreux-Manlay et al., 1995; Hsu et al., 1998; Biswas & Ghosh, 2004; Haw et
al., 2012).

O declinio da saude reprodutiva masculina é uma das principais
manifestacbes da toxicidade do chumbo (Kakkar & Jaffery, 2005). Entender,
portanto 0s mecanismos que levam as alteragBes no parénquima testicular, inclusive
nas células de Leydig produtoras de testosterona, é de extrema importancia para a
busca de alternativas na prevengdo ou tratamento para tais agravos. O estudo
qualitativo e quantitativo da espermatogénese permite avaliar os tipos de respostas
morfoldgicas, bem como a severidade e a frequéncia de danos oxidativos causados
ao parénquima testicular, permitindo uma deteccdo mais acurada e sensivel dos
efeitos adversos provocados por tdxicos ambientais (Franca & Russell, 1998).
Embora seja bem conhecido que o chumbo exerce efeitos toxicos sobre os testiculos,
poucos estudos tém quantificado e qualificado, ao mesmo tempo, as alteracdes
morfolGgicas e ultraestruturais no parénquima testicular apds exposicdo ao metal.
Dentro desse contexto, o objetivo desse trabalho foi avaliar os efeitos da exposicéo
subcronica ao acetato de chumbo sobre os compartimentos tubular e intertubular de
ratos Wistar adultos através de andlises histomorfométricas, ultraestruturais e

bioquimicas.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar os efeitos da exposigdo subcrdnica em diferentes concentragfes de

acetato de chumbo sobre os testiculos de ratos Wistar adultos.

2.2. Objetivos Especificos

Avaliar  qualitativa e  quantitativamente, através de  analises
histomorfométricas, estereoldgicas e ultraestruturais possiveis alteracdes no
parénquima testicular;

Avaliar a concentragdo de chumbo acumulada no testiculo;

Determinar a atividade das enzimas dismutase do superdxidoe catalase nos
testiculos;

Dosar os niveis séricos de testosterona;



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Metais
3.1.1. Metais pesados

Os metais pesados sdo definidos como elementos quimicos que apresentam
densidade maior que 5 g/cm?® (Lars, 2003). Esses elementos ocorrem naturalmente no
ambiente, em baixas concentracdes, devido & agdo do intemperismo e de outros
processos pedogénicos em rochas e no material de origem do solo (Apostoli, 2002).
Os principais metais pesados sdo o cddmio (Cd), cobre (Cu), chumbo (Pb), zinco
(Zn), cromo (Cr), niquel (Ni), bério (Ba), cobalto (Co), mercurio (Hg) e antiménio
(Sb), sendo alguns desses elementos essenciais para varias funcdes fisioldgicas nos
seres Vvivos, enquanto outros, ndo possuem funcbes bioldgicas conhecidas e
geralmente prejudicam os organismos por formarem complexos estaveis com as
biomoléculas (Lasat, 2002). Embora alguns metais sejam essenciais para o
desempenho de Vvarios processos bioguimicos, todos sdo considerados
potencialmente toxicos quando presentes em concentracfes elevadas (Liu et al.,
2008). A toxicidade dos metais estd diretamente associada a dose, tempo de
exposicao, forma fisica e quimica do elemento, via de absorcdo e espécie envolvida
(Apostoli, 2002; Plum et al., 2010).

Um dos principais problemas ambientais esta relacionado ao fato dos metais
pesados serem altamente reativos e bioacumuléveis, ou seja, 0s organismos s&o
incapazes de elimind-los quimicamente, ficando retidos no ecossistema (Schmitt-
Jansen et al., 2008; Liu et al., 2008). Como esses metais s&éo amplamente utilizados
na vida cotidiana, podem representar risco continuo para a salde humana e animal
(Calderén et al., 2003; Lars, 2003). Uma vez absorvidos, 0os metais pesados
interagem com as proteinas sendo transportados pelo sangue até os tecidos onde
podem ser estocados ou biotransformados (Liu et al., 2008). A toxicidade causada
por estes metais se deve & ocorréncia de dois principais mecanismos de acéo:
formacéo de complexos com os grupos funcionais das enzimas, o que prejudica o
perfeito funcionamento do organismo e a combinagdo com as membranas celulares,
0 que perturba ou impede completamente o transporte de substancias essenciais
(Goldhaber, 2003). Além disso, alguns metais pesados sdo capazes de imitar 0s
metais essenciais unindo-se a sitios fisiol6gicos que normalmente seriam ocupados

por estes, o que pode contribuir para a bioacumulacdo de metais toxicos no



organismo (Liu et al., 2008). Os efeitos toxicos exercidos por esses metais podem
incluir a letalidade e efeitos subletais, como alteragbes no crescimento,
desenvolvimento, reproducéo, respostas farmacocinéticas, patolégicas, bioquimicas,

fisiologicas e comportamentais (Liu et al., 2008; Flora et al., 2011).

3.1.2. Chumbo: aspectos gerais

O chumbo (do latim plumbum) é um elemento quimico de simbolo Pb,
namero atdmico 82, com massa atémica igual a 207,19, pertencente ao grupo 14 ou
IVA da classificacdo periodica dos elementos quimicos. Este metal foi um dos
primeiros a serem manipulados pelo homem por possuir caracteristicas como baixo
ponto de fusdo, durabilidade, ductibilidade e facilidade em formar ligas metalicas
(Sheets, 1998; Liu et al., 2008).

Uma das primeiras civilizagdes a explorar extensivamente os depdsitos de
chumbo foi a populacéo do Império Romano, no século V a.C., utilizando as reservas
existentes na Peninsula Ibérica para variadas aplicacdes, como a confeccdo de
objetos (tacas e utensilios), fabricagéo de tubulaces e torneiras, produtos de beleza e
até na correcdo da acidez do vinho, através da adicdo de acetato de chumbo (“agucar
de chumbo”), que conferia a bebida um sabor adocicado (Nriagu, 1983; Hernberg,
2000). Incorporados ao padrdo de vida do império romano, estima-se que a
confeccdo de produtos baseados no chumbo consumia cerca de 60 mil toneladas
deste metal por ano (Hernberg, 2000). Como consequéncia, 0 envenenamento por
chumbo foi epidémico e parece ter causado muitos obitos, deformidades e danos
cerebrais (Milton, 1988). Considerando que a exposic¢ao a esse metal também reduz a
fertilidade, tem sido sugerido que o envenenamento generalizado por chumbo
contribuiu para a decadéncia e, posteriormente, para a queda do Império Romano
(Gilfillan, 1965). De fato, elevadas concentrages de chumbo foram encontrados em
0ssos de romanos (Mackie et al., 1975; Lessler, 1988).

O chumbo € encontrado na natureza tanto no estado livre como em associacao
com outros elementos quimicos. Combinado com o enxofre, ocorre sob a forma de
galena (PbS) que é um dos mais abundantes minérios de chumbo (Paoliello &
Chasin, 2001). As maiores fontes naturais de chumbo s&o emissfes vulcénicas,
intemperismo geoquimico e névoas aquéaticas (WHO, 1995). Entre as fontes
antropicas destacam-se as fabricas de baterias de automoveis, as ligas metalicas, 0s

pigmentos de tinta, a municdo, a mineragédo, a fundicdo e a gasolina (Liu et al.,



2008). Outras aplicagdes importantes sdo na fabricagcdo de revestimentos de cabos
elétricos, tubulacbes, conduites, soldas para dispositivos elétricos, radiadores de
automoveis, inseticidas e mantas protetoras para os aparelhos de raios-X. Compostos
de chumbo também podem ser adicionados em ceramicas, plasticos, vidros e
argamassa (Crosby, 1998; Henretig, 2002). A contaminagdo antropica é a principal
responsavel pela liberagdo de chumbo no ambiente. A cada ano, a industria produz
cerca de 2,5 milhdes de toneladas de chumbo em todo mundo (Flora et al., 2011). A
introducgdo de compostos organicos de chumbo (chumbo tetraetila) como aditivo para
gasolina contribuiu para o aumento das concentra¢des de chumbo no ambiente, mas
em alguns paises, incluindo o Brasil, o uso se tornou restrito (WHO, 1995). Da
mesma forma, a quantidade de chumbo acrescida a determinados produtos como
tintas, tem sido reduzida nos ultimos anos com objetivo de minimizar a exposicéo
(Liu et al., 2008). Porém, em decorréncia de sua persisténcia no ambiente, a
exposicao ao metal representa, ainda, um sério problema de salde ocupacional e
ambiental em todo mundo (Patocka & Cerny, 2003; Liu et al., 2008).

Os principais setores envolvendo a exposicdo de trabalhadores ao metal sdo a
fabricacdo e reforma de baterias acidas de chumbo, reparadores de radiadores,
fundicbes secundérias e refino de metais, cujos trabalhadores sofrem altos niveis de
exposicao (Goldsberg et al., 1997). Nos paises em desenvolvimento, a fabricacéo de
baterias em pequena escala ou operagdes de reparos sdo responsaveis pela maioria
das intoxicagOes ocupacionais por chumbo notificadas (Liu et al., 2008). O chumbo
pode ser encontrado no ar, na agua de beber, nos rios, lagos e oceanos, na poeira, no
solo e na cadeia alimentar. Portanto, uma das mais importantes formas de exposi¢éo
ambiental ao metal pode ocorrer pela ingestdo de comida ou aguas contaminadas. A
exposicao ao chumbo também pode ocorrer durante atividades como a demolicédo e
restauracdo de construcdes velhas, cujas tintas contenham o metal em sua
composicéo (Floraet al., 2011).

A Organizacdo Mundial da Saude (OMS) reconhece o chumbo como um dos
elementos quimicos mais perigosos a saude humana (WHO, 1999). 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, 2011). A legislagéo brasileira, por meio da Norma Regulamentadora NR-7
(Portaria n® 24, de 29/12/94), estabelece que a concentracdo méxima de chumbo no

sangue de trabalhadores ndo deve ultrapassar 40pg/dl (Valor de Referéncia de



Normalidade) e o limite de tolerancia biol6gica (indice Bioldgico Maximo
Permitido) é de 60ug/dl (Jacob et al., 2002).

3.1.3. Toxicocinética do chumbo

Existem dois grupos principais de compostos de chumbo e que apresentam
diferengas quanto a toxicidade: o chumbo inorgénico (sais de chumbo e chumbo
metélico) e o chumbo orgénico. A intoxicacdo por chumbo inorgénico ocorre
predominantemente através da via respiratdria e trato gastrintestinal (Liu et al.,
2008). No organismo humano o chumbo inorgénico ndo sofre metabolizacdo, mas é
complexado com macromoléculas, sendo diretamente absorvido, distribuido e
excretado (Tsalev & Zapriav, 1985). Com relacdo ao chumbo orgénico a intoxicagao
é mais freqliente através do chumbo tetraetila e tetrametila. Por serem lipossollveis,
séo facilmente absorvidos pela pele, pelo trato gastrintestinal e pelos pulmdes (Liu et
al., 2008). Ao contrario do chumbo inorgénico, o chumbo orgéanico é metabolizado
pelo figado a chumbo trialquil e chumbo inorgénico, os quais sdo responsaveis pelos
efeitos toxicos no organismo (Kosnett, 2003).

A absor¢do do chumbo é determinada por sua espécie quimica, suas
caracteristicas fisico-quimicas e pela dose, freqiiéncia, duracéo e via de exposi¢do,
podendo ser influenciada por fatores como idade, sexo, estilo de vida, estado
fisioldgico e nutricional e ainda pela suscetibilidade individual do organismo exposto
(Wang et al., 2008). Baixa ingestdo de célcio, ferro, fosforo e proteinas pode
provocar aumento na absorcdo do chumbo. Por outro lado, a vitamina C reduz a
absorcdo do chumbo, provavelmente por facilitar a absorcdo do ferro (Liu et al.,
2008). Diferencas na absorcdo intestinal, metabolismo ésseo e o réapido
desenvolvimento do sistema nervoso central, predispdem uma absorgéo do chumbo
cinco vezes maior nas criangas em relacdo aos adultos (Lockitch, 1993). Os adultos
podem absorver 5 a 15% de uma dose oral de chumbo soltvel em 4gua, enquanto
criancas absorvem 42% (Liu et al., 2008).

Uma vez absorvido, o chumbo distribui-se no compartimento sanguineo em
duas formas: uma delas, ndo difusivel, ligada aos eritrocitos e outra difusivel no
plasma. Aproximadamente 95% do metal encontram-se associado aos eritrocitos,
seja na superficie externa de suas membranas ou no meio intracelular ligado a
proteinas, como a &cido &-aminolevulinico desidratase (ALAD) e a hemoglobina

(Simons, 1993). Os 5% restantes de chumbo podem ser encontrados no plasma, de



forma livre ou associado & albumina, a y-globulina e a outros compostos de baixo
peso molecular contendo sulfidrilas (SH) (cisteina, hemocisteina e cisteamina),
constituindo a fracdo potencialmente toxica do metal, que é capaz de alcancar os
orgdos e tecidos-alvo (Al-Modhefer et al., 1991). A meia vida para o chumbo no
sangue € em torno de 36 dias (Paoliello & Chasin, 2001; Kosnet, 2003).

Do sangue o chumbo distribui-se para os tecidos moles como cérebro, figado,
rins e testiculo onde permanece, predominantemente, ligado a proteinas. Complexos
formados pelo chumbo e proteinas &cidas denominados corpos de inclusdo
intranucleares podem ser observados em células do tubulo renal proximal de
individuos que apresentam nefropatia induzida pelo metal (Gonick, 2008). A meia
vida do chumbo nos tecidos moles é em torno de 40 dias (Paoliello & Chasin, 2001;
Kosnet, 2003).

Finalmente o chumbo deposita-se nos 0ssos onde substitui o célcio, ja que os
fons Pb®* e Ca** sdo similares em tamanho (Baird, 2002). Em adultos contaminados
com chumbo, os 0ssos contém cerca de 90% a 95% do contelido corpéreo total de
chumbo, enquanto que 80% a 95% s&o encontrados em criancas (Hu, 1998). O tecido
6sseo constitui o principal sitio de estocagem de longo prazo, de onde o metal pode
ser mobilizado, levando 0 organismo a uma exposigdo sistémica continuada (Smith
et al., 1995; Flora et al., 2011). A toxicidade do chumbo pode ser atribuida, em parte,
a sua capacidade para imitar o célcio e substitui-lo em muitos processos celulares
fundamentais dependentes de célcio (Flora et al., 2011). A meia vida do chumbo nos
0ss0s € em torno de 20 a 30 anos (Paoliello & Chasin, 2001; Kosnet, 2003).

Independente da via de absor¢éo, o chumbo é eliminado principalmente pelas
fezes (excrecdo biliar-15%) e urina (75-80%), e por outras vias de menor eliminacdo,
como saliva, suor, cabelo e unhas (<8%) (WHO, 1995; ATSDR, 2007). Uma via
especial de excrecdo do chumbo enddgeno é atraves do leite materno (Skerfving et
al., 1993). O chumbo possui a capacidade de atravessar a barreira transplacentaria,
podendo passar do organismo materno para o fetal. Portanto, a exposic¢éo da crianga
pode ter inicio ainda na vida intrauterina (Ong et al., 1993; Liu et al., 2008).

O chumbo pode afetar uma série de sistemas nos organismos Vivos cujos
efeitos serdo dependentes do nivel e da duragdo da exposicdo (Liu et al., 2008; Flora
et al., 2011). Este metal é extremamente toxico para 0s sistemas nervoso central
(SNC) e periférico, renal, hematopoiético e trato gastrintestinal. Pode afetar também

0 sistema cardiovascular, causar alteragdes enddcrinas, imunoldgicas, danos



reprodutivos e causar efeitos carcinogénicos e mutagénicos (Skerfving et al., 1993;
Liu et al., 2008). A diversidade de sistemas afetados gera vérios sintomas que,
juntos, levam a um estado patolégico denominado Saturnismo. Os sintomas mais
comuns sdo: dor abdominal, fadiga, sonoléncia, cefaléia inespecifica, dores
articulares, irritabilidade, impoténcia sexual, depresséo, anorexia, mialgia, tremores,
alteragdes do ritmo intestinal, hipertenséo arterial sistémica e perda de peso (WHO,
1995).

3.1.4. Estresse oxidativo e chumbo

As espécies reativas de oxigénio (EROs) séo geradas como consequéncia de
processos metabolicos celulares normais. Em concentragdes fisiologicas as EROs
tém funcdes bioldgicas, porém quantidades excessivas podem induzir o estresse
oxidativo (Sharma & Agarwal, 1996). As EROS incluem um grande nimero de
moléculas quimicamente reativas oriundas do oxigénio, dentre elas, o anion radical
superdxido (O27), o peroxido de hidrogénio (H.0,) e o radical hidroxil (OH) (Riley
& Behrman, 1991).

O estresse oxidativo pode estar relacionado ao surgimento de condicdes
patoldgicas no organismo por promover danos em muitos constituintes celulares,
como lipidios insaturados, proteinas e DNA (Pande & Flora, 2002). A homeostase
entre a formacédo e a degradagdo de EROS no organismo é mantida por moléculas e
proteinas antioxidantes que removem as EROS e restauram o balango pro-
oxidante/antioxidante (Sharma & Agarwal, 1996). Dentre as enzimas de defesa
antioxidante presentes na célula, destacam-se a dismutase do superéxido(SOD), que
catalisa a conversdo do radical superdxido (O,") a peroxido de hidrogénio (H,O,) e a
catalase (CAT) que reduz o H,0, & 4gua e oxigénio (O,) (Riley & Behrman, 1991).

Os testiculos e a fungdo espermaética sdo particularmente sensiveis as injlrias
produzidas por EROs (Fraga et al, 1991; Lucesoli & Fraga, 1995). O dano oxidativo
pode afetar as células germinativas e influenciar o processo espermatogénico o qual
pode levar a disfuncbes na funcdo espermatica (Aitken, 1995). Estudos tém
confirmado que a susceptibilidade do espermatozoide aos danos oxidativos causados
pelas EROs decorrem da alta quantidade de acidos graxos poliinsaturados presentes
na sua membrana plasmética. Estes &cidos graxos sdo altamente predispostos ao
ataque dos radicais livres e conseqlientemente, a peroxidacdo dos lipidios. A

acumulacdo de peroxidos de lipidios na superficie do espermatozOide causa



disfuncdo e morte celular (Armstrong et al., 1999; Krzyzosiak et al., 2000; Baumber
et al., 2002; Bilodeau et al., 2001).

Alguns dos efeitos toxicos do chumbo tém sido atribuidos a indugdo do
estresse oxidativo, pois o chumbo prejudica o balanco pré-oxidante/antioxidante dos
tecidos, levando ao aparecimento de disfuncdes fisiologicas, bioquimicas e
comportamentais (Hsu & Guo, 2002). Estudos tém mostrado que o estresse oxidativo
induzido pelo chumbo pode afetar a reproducdo em homens e outros animais. De
fato, um aumento da produgdo de EROs foi observada ap6s exposi¢do ao chumbo
nos testiculos e espermatozoides em ratos (Hsu et al., 1997; Hsu et al., 1998; Batra et
al., 1998; Acharya et al., 2003; Marchlewicz et al., 2007) e humanos (Solliway et al.,
1996; Kasperczyk et al., 2008). Estas EROs induzidas pelo chumbo foram associadas
com a diminuicdo na contagem de espermatozoides (Hsu et al., 1998; Acharya et al.,
2003; Kasperczyk et al., 2008), perda da mobilidade espermética (Hsu et al., 1997;
Hsu et al., 1998; Kasperczyk et al., 2008) e aumento de espermatozdides anormais
(Acharya et al., 2003). O chumbo pode alterar a atividade antioxidante das enzimas
pela sua capacidade de se ligar aos grupos sulfidrilos, inibindo assim as suas func¢oes
normais (Batra et al., 1998; Hsu & Guo, 2002; Sainath et al., 2011). Além disso, o Pb
pode competir com alguns elementos-tragco essenciais presentes nessas enzimas,
substituindo-os e alterando sua atividade (Hsu & Guo, 2002; Flora et al., 2008).

As atividades das enzimas antioxidantes catalase (CAT) e dismutase do
superdxido(SOD) séo os parametros mais comumente utilizados para a avaliacdo do
dano oxidativo induzido pelo chumbo em estudos com humanos e outros animais
(Pande & Flora, 2002).

3.1.5. Efeitos do chumbo sobre o aparelho reprodutor masculino

Estudos com humanos e outros animais tém demonstrado que a exposi¢éo ao
chumbo promove uma série de alteracdes 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, duragdo e frequéncia da
exposicao, rota de entrada, espécies animais utilizadas no experimento e dose
administrada (Ronis et al., 1996; Wang et al., 2008). Altera¢cbes macroscopicas nos
6rgdos acessorios sexuais tais como, diminui¢do do peso testicular, vesicula seminal,
epididimo e prostata ventral tém sido relatadas em estudos usando animais

experimentais expostos ao chumbo (Sokol, 1990; Thoreux-Manlay et al. 1995; Ronis
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et al., 1996; Wadi & Ahamad, 1999; Ahmad et al., 2003; Biswas & Ghosh, 2004; Ait
Hamadouche et al., 2009).

Alteracbes nos testiculos, especialmente nos tubulos seminiferos, foram
observadas em diversos trabalhos quando o chumbo foi administrado. Ahmad et al.
(2003) e Ait Hamadouche et al. (2009) observaram reducdo significativa do didmetro
tubular em ratos tratados com acetato de chumbo por via intraperitoneal e oral
durante 30 e 90 dias, respectivamente. Massanyi et al. (2006) observaram alteracdes
dose-dependentes na altura do epitélio seminifero. Graga et al. (2004) mostraram que
camundongos expostos ao chumbo apresentaram reducdo no peso testicular, no
didmetro dos tabulos seminiferos e nas contagens de espermatozoides.

A exposicdo ao chumbo pode afetar as interacbes entre as celulas
espermatogénicas. Os efeitos citotdxicos desse metal sobre as interacdes celulares
foram avaliados in vitro. As diferentes concentragbes testadas induziram
consideravel toxicidade na cocultura de células germinativas-Sertoli, indicando
distdrbios na interagcdo normal entre esses tipos celulares (Gray & Beamand, 1984;
Adhikari et al., 2001). As funcdes das células de Sertoli também foram alteradas em
macacos cronicamente expostos ao metal (Gustafson, 1989; McGregor & Mason,
1990). Massanyi et al. (2006) relataram o efeito negativo do chumbo sobre a
estrutura testicular observando diminui¢do do nimero de células germinativas, bem
como aumento da incidéncia de células apoptéticas no epitélio seminifero, o que
culminou com o aumento do didmetro do lumen tubular. Ratos expostos a altas
concentragcdes de chumbo mostraram uma série de alteracdes, tais como, danos na
membrana basal, desorganizacdo do epitélio seminifero com reducdo da populagdo
de celulas germinativas e vacuolizagdo das celulas de Sertoli, o que culminou com a
inibicdo do processo espermatogénico (Batra et al.,, 2001). Em outros estudos
também ocorreram redugdes significativas nas populacdes celulares do epitélio
seminifero como consequéncia da exposicdo ao chumbo (Corpas et al., 2002;
Massanyi et al., 2006; Nava-Hernandez et al., 2009). Além disso, a presenca de
apoptose em células germinativas também foi detectada (Murthy et al., 1991; Shafai
etal., 2011).

Analises em microscopia eletronica tém revelado que em macacos (Macaca
fascicularis) expostos ao chumbo durante a infancia podem desenvolver alteragdes
testiculares que persistem na vida adulta, mesmo com a reducdo da concentragdo de

chumbo no sangue (Foster et al., 1998). Desta maneira, o testiculo pode ser um
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importante alvo para toxicidade do chumbo e até mesmo exposi¢cdes neonatais
podem ser suficientes para reduzir a fertilidade em machos adultos (Flora et al.,
2011). Shafai et al. (2011) também descreveram uma seérie de alteracOes
ultraestruturais nos tubulos seminiferos de ratos como consequéncia da exposicdo ao
chumbo. A exposicdo a este metal esta associada com a diminuicdo da motilidade e
do numero de espermatozoides e com o aumento de anormalidades morfoldgicas dos
espermatozoides em animais (Sokol & Berman, 1991) e humanos (Alexander et al.,
1996). Hsu et al. (1998) demonstraram que a exposicdo ao chumbo pode diminuir a
capacidade de defesa do espermatozoide ao estresse oxidativo e aumentar a geragéo
de espécies reativas de oxigénio, 0 que estd negativamente associado com a
fertilidade. O chumbo pode afetar diretamente as células de Leydig e reduzir sua
capacidade esteroidogénica. Vérios trabalhos tém demonstrado reducéo nos niveis
séricos de testosterona em ratos apds exposicdo ao chumbo (Sokol et al., 1985;
Thoreux-Manlay et al., 1995; Hsu et al., 1998; Biswas & Ghosh, 2004; Haw et al.,
2012)

Desde 1970 vérios autores tém reafirmado a possivel queda na qualidade
espermatica e, conseqiientemente, um aumento das taxas de infertilidade no sexo
masculino (Nelson & Bunge, 1974; Pasqualotto et al., 2003). As causas do aumento
da infertilidade permanecem controversas (Swan et al., 1997; Golden et al., 1999;
Pasqualotto et al., 2003), mas os pesquisadores sugerem que muitas substancias a que
0s homens estdo expostos, principalmente no trabalho, podem afetar sua fertilidade
(Lerda & Rezzi, 1991; Petrelli et al., 2000). Acredita-se que o desenvolvimento
agricola no seculo XX esteja envolvido nesse processo, pois favoreceu 0 manuseio e
exposicao a varias substancias que sdo nocivas aos seres humanos, algumas delas
afetando o sistema reprodutor, tais como pesticidas e metais (Cox, 1996; Cooper &
Kavlock, 1997; Pasqualotto et al., 2003). Isso levanta a hipdtese de que os efeitos
dessas substancias sobre os o¢rgdos reprodutores masculinos podem estar
relacionados com o aumento da infertilidade masculina (Queiroz & Waissmann,
2006).

A disfungdo reprodutiva tem sido descrita em homens expostos ao chumbo no
local de trabalho, incluindo oligozoospermia e astenozoospermia (Lancranjan et al.,
1975; Rom, 1976). Assennato et al. (1987), verificaram diminuigdo significativa na
contagem de espermatozdides em trabalhadores expostos ao chumbo, porém néo

foram encontradas diferengas nas concentragfes hormonais, sugerindo um efeito
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toxico direto deste metal na producdo de espermatozoides. Rodamilans et al. (1988)
demonstraram o0s efeitos toxicos do chumbo diretamente sobre o testiculo
acompanhado por distirbio no hipotalamo ou hipéfise apés um longo periodo de
exposicao ao metal. Gustafson (1989) realizaram um estudo na Suécia com um grupo
de trabalhadores na fundi¢cdo do chumbo. Este estudo mostrou um complexo efeito
da moderada exposi¢do ao metal sobre o sistema enddcrino, possivelmente mediado
por mudancas no eixo hipotadlamo-hipéfise. Outros autores também relataram
hipogonadismo e diminuicdo nos niveis de testosterona sérica em trabalhadores na
fundigdo do chumbo (Cullen et al., 1983; Cullen et al., 1984). McGregor et al. (1990)
sugeriram que o chumbo pode causar danos aos tubulos seminiferos em
concentragdes maiores que 47 ug/dl. Porém, as concentragBes de testosterona foram
normais, contrastando com os resultados de Rodamilans et al (1988). 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
concentragdo de espermatozdides (Telisman et al.,, 2000). A reducdo da
espermatogénese entre os trabalhadores nas fabricas de baterias também tém sido
descrita como resultado da intoxicagdo por chumbo (Rachootin & Olsen, 1983;
Cullen et al., 1984; Kumar, 2004). O aumento da concentragdo de chumbo no sangue
esti associado com a diminuicdo da libido e aumento de anomalias no sémen de

homens expostos ao metal no local de trabalho (Ellis & Desjardins, 1982).

3.2. O testiculo e o processo espermatogénico

3.2.1. Testiculo

O testiculo é um 6rgdo com fungdo enddcrina e exdcrina revestido por uma
espessa capsula conjuntiva, a albuginea, que envia septos para o interior do 6rgdo
formando o mediastino testicular. O parénquima testicular apresenta dois
compartimentos principais: o tubular e o intersticial 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, responsdvel pela produgdo dos espermatozoides,
encontram-se tubulos seminiferos, que se conectam através das duas extremidades a
rede testicular localizada no mediastino de onde o contelido tubular é direcionado

para dentro dos tubulos eferentes e epididimos. Existe grande variacdo no nimero e
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nas dimensdes (diametro e comprimento) dos tabulos seminiferos nas diferentes
espécies de mamiferos (Franga e Russell, 1998).

Os tubulos seminiferos sdo constituidos, de sua porc¢éo externa para a interna,
de tunica propria, epitélio seminifero e lume. Na tunica prépria sdo observadas as
células midides ou peritubulares, a membrana basal e fibras colagenas. Dois tipos
celulares estdo presentes no epitélio seminifero: as células de Sertoli e as células
germinativas ou espermatogénicas. As células de Sertoli, através de jungdes de
oclusdo, dividem o epitélio seminifero em dois ambientes: o basal onde se localizam
as espermatogdnias e 0s espermatdcitos primarios na fase inicial da profase meiotica
(preleptotenos e leptotenos), e o adluminal, no qual se encontram 0s espermatocitos
primarios a partir da fase de zigoteno, espermatdcitos secundérios e espermatides.
Juntamente com as células midides, as células de Sertoli elaboram a membrana basal
que serve de suporte estrutural para a prdpria célula de Sertoli e para as células
germinativas que se encontram na porcao basal do epitélio seminifero. Desta forma,
0 ambiente adluminal estad totalmente sob o controle das células de Sertoli,
propiciando um microambiente isolado do sistema imunitério, o que é essencial para
0 desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et al., 1990; Setchell,
1991; Poccia, 1994; Sharpe, 1994). No lume tubular € encontrado o fluido secretado
pelas células de Sertoli e os espermatozoides recém-espermiados (Russell et al.,
1990).

O compartimento intertubular € constituido de vasos sanguineos e linfaticos,
nervos, células e fibras do tecido conjuntivo e células de Leydig. Estas células sdo
bastante conhecidas por sua marcante producdo de andrégenos, 0s quais S&o
sintetizados a partir de uma molécula base, o colesterol, e responsaveis pela
manifestacdo dos caracteres sexuais secundarios e pela manutengdo da
espermatogénese em animais sexualmente maduros (Bardin, 1996). Apesar de existir
grande variacdo entre as diversas espécies quanto a propor¢do volumétrica dos
diferentes componentes do compartimento intertubular (Fawcett et al., 1973; Franca
& Russell, 1998), a célula de Leydig é usualmente o tipo celular mais freqiiente neste
compartimento. Assim, o percentual ocupado pelas mesmas nos testiculos de animais
sexualmente maduros, no periodo reprodutivo, pode variar de aproximadamente 1%
em carneiros até cerca de 35% em capivaras (Franca & Russell, 1998; Paula et al.,
2002). De modo geral, os roedores apresentam o padrdo intertubular do tipo |

descrito por Fawcett et al. (1973), onde pequena quantidade de células de Leydig e
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0s vasos sangiiineos encontram-se separados dos tdbulos seminiferos por um espago
linfatico bem desenvolvido. Este espaco linfatico é revestido pela camada endotelial
visceral, a qual envolve as células de Leydig e os vasos sangliineos, e pela camada

parietal que se encontra em contato com a tunica propria dos tubulos seminiferos.

3.2.2. Espermatogénese

A espermatogénese € um processo altamente complexo e bem organizado que
ocorre nos tdbulos seminiferos e dura de 40 a 60 dias na maioria dos mamiferos
(Franca & Russel, 1998; Franca et al., 1998). Baseado em caracteristicas
morfol6gicas e funcionais o processo espermatogénico pode ser dividido em trés
fases: (a) fase proliferativa (espermatogonial), caracterizada por divisdes mitoticas
rapidas e sucessivas das espermatogonias; (b) fase meidtica, que envolve a sintese de
DNA no espermatdcito em pré-leptoteno, sintese de RNA no espermatdcito em
paquiteno e finalizacdo da meiose, durante a qual ocorre uma divisdo reducional,
acompanhada de recombinagdo génica e uma divisdo equacional na qual,
teoricamente, cada espermatdcito paquiteno dard origem a quatro espermatides
hapldides; (c) fase de diferenciagdo ou espermiogénica, onde cada espermaétide
arredondada passa por profundas mudancas estruturais e bioquimicas e diferencia-se
em espermatozdide, um tipo celular estruturalmente especializado para alcangar e
fertilizar o ovécito (Sharpe, 1994; Hess & Franca, 2008).

Nos tubulos seminiferos de individuos sexualmente maduros, as células
germinativas ndo estdo organizadas ao acaso, e sim em associagbes celulares
distintas denominadas estadios, que se encontram arranjados de forma ciclica,
permitindo, na maioria das espécies, a ocorréncia de um unico estadio por seccéo
transversal do tdbulo seminifero (Russell et al., 1990). Os estadios do ciclo do
epitélio seminifero podem ser classificados pelo método da morfologia tubular
(Berndtson, 1977; Hess & Franga, 2008) e pelo método do sistema acrossdmico
(Hess & Franca, 2008). No primeiro, 8 estadios do ciclo sdo obtidos para todas as
espécies, enquanto que pelo sistema acrossémico o numero de estadios classificados
varia conforme a espécie. A duragdo do ciclo do epitélio seminifero é uma constante
bioldgica espécie-especifica, a qual estd sob o controle do gendtipo da célula
germinativa (Franca et al., 1998). De maneira geral, em torno de 4,5 ciclos sdo

necessarios para que 0 processo espermatogénico se complete em mamiferos, ou
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seja, desde uma espermatogbnia do tipo A; até a liberacdo dos espermatozdides no
lume do tubulo seminifero (Amann & Schanbacher, 1983; Hess & Franca, 2008).

E importante salientar a necessidade da interagio das células germinativas
com os componentes somaticos do testiculo, principalmente células de Sertoli,
células de Leydig e células midides, para que 0 processo espermatogénico transcorra

de maneira normal e eficiente (Franca & Russell, 1998; Hess & Francga, 2008).

3.2.3. Células de Sertoli

As células de Sertoli ttm o importante papel de regular a espermatogénese
(Russell & Griswold, 1993), ja que intermediam a a¢do da testosterona e do FSH nos
testiculos, sendo responséveis pelo inicio, manutencdo e regulacdo deste processo
(Sharpe, 1994). Além da formacéo da barreira de célula de Sertoli, que propicia um
ambiente protegido do sistema imune no epitélio seminifero, as células de Sertoli
desempenham outras funcBes essenciais para o desenvolvimento das células
germinativas. Assim, podem ser citadas a sintese de vérias proteinas, o fornecimento
de nutrientes e inumeros outros fatores importantes para as células germinativas,
mediacdo da acdo do FSH (horménio foliculo estimulante) e da testosterona na
espermatogénese, fornecimento de suporte fisico (sustentacdo) para as células
espermatogénicas, participacdo ativa no processo de liberagdo (espermiagéo) das
espermétides para o lume tubular, fagocitose do excesso de citoplasma (corpos
residuais) resultante da liberacdo das células espermiadas e fagocitose de células
germinativas que sofrem apoptose. As células de Sertoli secretam ainda fluido em
direcdo ao lume tubular, o qual possui substancias importantes para a fungéo
epididiméria e maturacéo espermética, servindo também de veiculo para o transporte
dos espermatozdides. A secrecdo também ocorre em dire¢do ao intersticio, estando
envolvida com os mecanismos de regulacdo paracrina de outros tipos celulares do
testiculo tais como células midides, células de Leydig e células musculares lisas dos
vasos (Sharpe, 1994; Hess & Franca, 2008). Durante o desenvolvimento testicular, as
células de Sertoli multiplicam-se por mitose, porém ap6s a puberdade ndo sofrem

mais divisdes, mantendo sua populacéo estavel (Courot et al., 1970).

3.2.4. Células de Leydig
Distribuidas no tecido conjuntivo frouxo do estroma, no espaco intertubular

do parénquima testicular, estdo as células produtoras de esterdides denominadas
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células de Leydig. Sdo células relativamente grandes, poliédricas e limitadas pela
membrana plasmética que usualmente contém microvilos. Seu nlcleo esta localizado
excentricamente no citoplasma com um a trés nucléolos, usualmente de formato
arredondado ou oval. Granulos de heterocromatina formam uma camada
intimamente associada ao envoltério nuclear, sendo uma caracteristica universal
destas células (Setchell, 1991).

As ceélulas de Leydig sdo responsaveis pela sintese e armazenamento de
testosterona, importante para promover o comportamento sexual normal (libido) e a
ocorréncia do processo espermatogénico (juntamente com FSH e LH), além de
manter a fungdo das glandulas acessorias (Haider et al., 2007). A testosterona
produzida pelas células de Leydig tem uma acdo parécrina ao se difundir para os
tibulos seminiferos, atravessando facilmente a barreira-hematotesticular (Weinbauer
& Wessels, 1999). Altas concentraces de testosterona sdo necessarias para a
espermatogénese e especialmente para o processo de meiose. A acdo dos andrdgenos
na espermatogénese acontece via células de Sertoli, ja que as células germinativas
ndo possuem receptores para andrégenos (Lyu & Handelsman, 2003).

Inimeros fatores podem influenciar na quantidade de células de Leydig por
animal, dentre os quais podem ser destacados a quantidade de LH disponivel, o
namero de receptores de LH por células, a quantidade de testosterona que a célula de
Leydig é capaz de secretar por uma unidade de tempo, a velocidade pela qual a
testosterona deixa o testiculo via vasos linfaticos, vasos sanguineos e fluidos
seminais, 0 volume sanguineo do animal e a taxa de metabolismo da testosterona
(Russell et al., 1994; Russell, 1996).
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ARTIGO |

Danos oxidativos, histomorfométricos e ultraestruturais nos testiculos de ratos

intoxicados com acetato de chumbo

Resumo

O chumbo é um poluente ambiental amplamente distribuido nos sistemas bioldgicos.
Evidéncias indicam que a exposicdo a este metal pode causar efeitos toxicos na
reproducdo de humanos e outros animais, induzindo alteragdes histopatologicas nos
testiculos e interferindo no sistema enzimatico de defesas antioxidantes. Os objetivos
deste trabalho foram quantificar e qualificar os efeitos da exposicdo subcronica ao
chumbo, através da avaliacdo do estresse oxidativo e de analises histopatoldgicas,
morfométricas e ultraestruturais nos testiculos de ratos Wistar adultos. Foram
utilizados 25 ratos Wistar divididos em cinco grupos: o grupo controle (1) recebeu
agua destilada e os grupos tratados (l1, 111, 1V e V), receberam chumbo nas doses de
16, 32, 64 e 128 mg /kg, respectivamente, em solugdo de acetato de chumbo por
gavagem, durante 30 dias consecutivos. Apds o tratamento, os animais foram
anestesiados, eutanasiados e pesados, procedendo-se a coleta dos testiculos.
Fragmentos testiculares foram fixados e processados para microscopia de luz e
eletrdnica. A concentracdo de chumbo no testiculo e a atividade das enzimas
antioxidantes dismutase do superéxido (SOD) e catalase (CAT) também foram
quantificadas. Analises morfométricas foram realizadas com o auxilio do programa
Image Pro-Plus® sobre imagens digitais obtidas do parénquima testicular. As
avaliaces estruturais e ultraestruturais revelaram diferentes niveis de patologias no
epitélio seminifero dos animais intoxicados por chumbo, tais como vacuolizagdes,
descamacdo de células germinativas, presenca de corpos apoptdticos e de grandes
goticulas lipidicas, além de ruptura da barreira de célula de Sertoli. Observou-se
reducdo dose-dependente da altura do epitélio e aumento no didmetro do limen
tubular em todos os ratos expostos ao chumbo. A populacéo de células germinativas
do epitélio seminifero diminuiu nos grupos tratados, ao passo que o nimero de
células de Sertoli ndo sofreu alteracBes. A producdo espermatica diaria e a reserva
espermatica, ambas por grama de testiculo apresentaram reducédo nos grupos I, 1V e
V. Observou-se um aumento dose dependente na concentragdo de chumbo nos
testiculos dos ratos expostos ao metal. Houve reducéo significativa na atividade da

catalase (CAT) e da dismutase do superdxido (SOD) nos grupos tratados. Conclui-se
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que a exposi¢do ao chumbo pode induzir o estresse oxidativo através da reducéo da
atividade das enzimas antioxidantes, promovendo uma série de alteracbes
histopatoldgicas e ultraestruturais nos testiculos e comprometendo assim a producéo

espermatica.

Palavras-chave: Metal pesado, tGbulo seminifero, célula de Sertoli, estresse

oxidativo.
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1. Introducéo

Com o advento da industrializacdo, houve grande aumento na producdo de
poluentes liberados no ambiente. Muitos desses poluentes sdo considerados toxicos
reprodutivos e causam efeitos adversos no organismo, destacando-se dentre esses, 0s
metais pesados (Bustos-Obrégon & Hartley, 2008). A maioria dos metais pesados €
desprovida de fungBes bioldgicas, ou seja, sdo elementos que ndo participam de
reagbes bioquimicas necessdrias a manutengdo da vida. Contudo, uma vez
introduzidos no organismo através de contaminacdo exdgena, estes elementos podem
acumular-se nos tecidos, interagindo de vérias formas com a maquinaria celular e
induzindo diversas alteraces nos processos metabdlicos dos seres vivos (Stohs &
Bagchi, 1995; Benoff et al., 2000; Caldero6n et al., 2003; Flora et al., 2008). Um dos
principais mecanismos envolvidos na toxicidade dos metais pesados tem sido
atribuido ao estresse oxidativo, pois estes sdo capazes de provocar distlrbios no
balanco prd-oxidante/antioxidante das células através da producdo excessiva de
espécies reativas de oxigénio (EROs) (Gurer & Ercal, 2000). As EROs estéo
envolvidas em diversos tipos de eventos oxidativos ocasionando a oxidagédo de
estruturas celulares como membranas, proteinas e &cidos desoxirribonucléicos
(DNA), podendo causar disfungéo celular (Hsu & Guo, 2002).

Por ser um metal onipresente no ambiente, como resultado de sua ocorréncia
natural e sua ampla utilizagdo industrial, o chumbo (Pb) permanece associado a
diversas patologias (Apostoli et al., 1998; Landrigan et al., 2000; Watson et al., 2004;
Apostoli & Catalani, 2011; Awadalla et al., 2011). Estudos tém mostrado que o
estresse oxidativo induzido pelo Pb pode afetar a reproducdo em homens e outros
animais. De fato, um aumento da producdo de EROs foi observada ap6s exposi¢do ao
Pb nos testiculos e espermatozdides em ratos (Hsu et al., 1997; Hsu et al., 1998;
Batra et al., 1998; Acharya et al., 2003; Marchlewicz et al., 2007) e humanos
(Solliway et al., 1996; Kasperczyk et al., 2008). Estas EROs induzidas pelo Pb foram
associadas com a diminuigdo na contagem de espermatozéides (Hsu et al., 1998;
Acharya et al., 2003; Kasperczyk et al., 2008), perda da mobilidade espermética (Hsu
etal., 1997; Hsu et al., 1998; Kasperczyk et al., 2008) e aumento de espermatozdides
anormais (Acharya et al., 2003). Alteracdes histoldgicas nos testiculos de ratos
tratados com Pb também mostraram danos testiculares, tais como desorganizacdo do
epitélio germinativo, vacuolizagdo epitelial e perda celular (Batra et al., 1998; El-
Sayed & El-Neweshy, 2010; EI-Neweshy & El-Sayed, 2011; Shafai et al., 2011).
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Uma consequéncia drastica da exposicdo a toxicos reprodutivos é a
infertilidade (Skakkebaek et al., 1994). Vérios estudos tém mostrado que a qualidade
do sémen em homens normais esta em declinio (Carlsen et al., 1992; Auger et al.,
1995; Paulozzi et al., 1997; Huyghe et al., 2003) e parte dos casos de infertilidade
masculina de etiologia desconhecida pode ser atribuida a varios fatores ambientais e
ocupacionais (Benoff et al., 2000; Awadalla et al., 2011). Desta maneira, hd um
crescente interesse no papel da exposi¢cdo ocupacional e ambiental a poluentes
toxicos, tais como os metais pesados, pois se entende ser esta uma das causas de
declinio da concentragdo espermética na populacdo humana (Becker & Berhane,
1997; Apostoli & Catalani, 2011).

Devido ao risco potencial da exposi¢éo do sistema reprodutor ao Pb torna-se
necessario compreender melhor os efeitos da toxicidade desse metal sobre os
mecanismos de indugdo do estresse oxidativo nos testiculos e os danos histoldgicos e
ultraestruturais decorrentes desse processo nos tubulos seminiferos. Os tabulos
seminiferos abrigam o epitélio germinativo, elemento dindmico e sujeito a agdo de
diversos agentes toxicos (Creasy, 2001). O estudo qualitativo e quantitativo da
espermatogénese permite avaliar os tipos de respostas morfolégicas, bem como a
severidade e a frequéncia de danos oxidativos causados ao parénquima testicular,
permitindo a detec¢do mais acurada e sensivel dos efeitos adversos provocados por
toxicos ambientais (Russell et al., 1990; Franca & Russell, 1998). Além disso, o
conhecimento das alteragdes que ocorrem no compartimento tubular do testiculo é
pré-requisito para o desenvolvimento de terapias que possam ser usadas no
tratamento da infertilidade masculina (Holstein et al., 2003). Dentro deste contexto,
0s objetivos deste trabalho foram quantificar e qualificar os efeitos da exposicdo
subcrdnica ao acetato de chumbo, através da avaliacdo do estresse oxidativo e de
analises histopatoldgicas, morfométricas e ultraestruturais nos testiculos de ratos

Wistar adultos.

2. Material e métodos

2.1. Animais
Foram utilizados 25 ratos Wistar adultos com idade de 100 dias provenientes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Salde (CCB), da

Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, Brasil. Os animais foram mantidos sob

31



as mesmas condi¢des quanto a dieta (Agua e racdo ad libitum), luminosidade (12h) e
temperatura (21-23°C).

2.2. Tratamentos

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais
(CEUA) do Departamento de Veterinaria da UFV (protocolo 69/2010). Os animais
foram colocados em gaiolas individuais e distribuidos em 5 grupos experimentais de
5 animais cada: o grupo controle (I) recebeu agua destilada e os quatro grupos
tratados (I1, 111, IV e V) receberam chumbo nas doses de 16, 32, 64 e 128 mg/kg,
respectivamente, na forma de acetato de chumbo [(C;H30;).Pb.3H,0)] (Sigma-
Aldrich). Os tratamentos foram administrados uma vez ao dia, por gavagem, durante
30 dias consecutivos. Para impedir a precipitagdo 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 eutanasiados por inalagdo de CO,. Um dos testiculos, destinado as anélises
bioquimicas foi pesado e resfriado em nitrogénio liquido, sendo mantido armazenado

em ultrafreezer (-80°C) até sua utilizacéo.

2.3. Estudos histoldgicos

2.3.1. Preparacéo do testiculo para microscopia de luz

Os testiculos foram removidos, dissecados e pesados e, em seguida, imersos
em solugdo de Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas. Fragmentos testiculares
foram incluidos em hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica), seccionados em
espessura de 3 um e corados com azul de toluidina/borato de so6dio 1%. Imagens do
parénquima testicular foram obtidas utilizando-se microscépio Olympus AX-70 e

analisadas com o auxilio do software Image-Pro Plus® (v. 6.0 — Media Cybernetics).

2.3.2. Alteracdes histopatoldgicas

Analises histopatoldgicas qualitativas foram realizadas observando-se
alteragdes teciduais tubulares, nas mesmas preparagdes utilizadas para a morfometria
de tubular. Foram analisadas duas laminas por animal com quinze cortes

semisseriados por lamina.
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2.3.3. Analises morfométricas e estereoldgicas

O peso do parénquima testicular foi obtido subtraindo-se a massa ocupada
pela albuginea do peso total dos testiculos, obtendo-se assim o peso liquido da
porcdo funcional do drgdo. O indice gonadossomatico (IGS), definido pela razédo
entre peso corporal e testicular, foi calculado usando a formula: (PG/PC)x100 (PG =
peso total das gdnadas e PC = peso corporal (Amann, 1970).

As densidades volumétricas (V.v.) de tubulo seminifero e intertibulo foram
obtidas utilizando-se uma grade contendo 266 pontos projetados sobre imagens
digitalizadas do parénquima testicular, totalizando 2660 pontos por animal. Foram
registrados os pontos coincidentes sobre tbulo seminifero (tinica propria, epitélio
seminifero e limen) e intertdbulo e, em seguida, calculado o percentual dos pontos
sobre cada componente. O volume (mL) de cada componente testicular foi estimado
a partir da formula: % tabulo (ou seus constituintes)/100 x volume total do
parénquima testicular (Melo et al., 2010). Como a densidade do testiculo de
mamiferos é em torno de 1 (Paula et al., 2002; Tae et al., 2005; Leal & Franca, 2006;
Costa et al.,, 2011), a massa do testiculo foi considerada igual ao seu volume.
Baseado nos volumes de tubulos seminiferos e nos pesos corporais foi calculado o
indice tubulossomético (ITS) a partir da formula: (VT/PC)x100 (VT=Volume de
tibulo seminifero e PC= Peso corporal).

O diametro tubular médio foi obtido a partir de 20 seccdes transversais de
tibulo seminifero para cada animal. As seccdes escolhidas foram as mais circulares
possiveis, independentes do estadio em que se encontravam. Considerou-se para tal
abordagem o menor didmetro observado em cada seccdo transversal, conforme
recomendacdo de Berndtson et al. (1989). A altura do epitélio seminifero foi
mensurada na mesma secgéo transversal em que foi aferido o didmetro dos tabulos
seminiferos. Neste caso, considerou-se a distancia desde a tUnica propria até a borda
luminal, tomando-se duas medidas diametralmente opostas em cada seccdo
transversal, sendo considerada como medida representativa a média das duas. O
didmetro do lumen foi obtido subtraindo-se o didmetro tubular das duas alturas
obtidas para o epitélio seminifero.

O comprimento total (metros) dos tubulos seminiferos foi estimado a partir do
volume ocupado pelos tabulos seminiferos nos testiculos e do didmetro tubular
médio obtido para cada animal, empregando-se a formula onde CT=VTS/aR? (VTS

= volume total dos tdbulos seminiferos; nR? = 4rea da seccéo transversal dos tibulos
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seminiferos; R = raio tubular) (Attal & Courot, 1963). O comprimento dos tdbulos
seminiferos por grama de testiculo foi calculado dividindo-se o comprimento total
pelo peso bruto dos testiculos.

As populacdes de células germinativas e de células de Sertoli foram
estimadas pela contagem de 10 sec¢Bes transversais de tubulos seminiferos no
estadio 1 segundo o método da morfologia tubular (Berndtson, 1977). Os seguintes
tipos celulares foram contados: espermatogdnias do tipo A (SGA), espermatdcitos
priméarios em preleptoteno/leptéteno (PLL) e paquiteno (PQ), espermaétides
arredondadas (AR) e células de Sertoli (CS) com nucléolos bem evidentes. Os
diametros nucleares e nucleolares médios, os ultimos somente para células de Sertoli,
foram obtidos pela mensuracdo de 20 nucleos ou nucléolos em cada tipo celular
supracitado. Devido a variagdes no tamanho, a contagem dos diferentes tipos
celulares foi corrigida pela formula proposta por Abercrombie (1946), modificada
por Amann & Almquist (1962). Baseado em valores corrigidos, foi possivel
quantificar os seguintes coeficientes: mitose espermatogonial (PLL/SGA),
rendimento meidtico (AR/PQ), rendimento geral da espermatogénese (AR/SGA),
indice de célula de Sertoli (AR/CS) e capacidade total de suporte da célula de Sertoli
((SGA + PLL + PQ + AR)/CS). O niimero total de células de Sertoli foi determinado
pelo nimero corrigido de nucléolos de célula de Sertoli por seccdo transversal de
tibulo seminifero e o comprimento total de tGbulos seminiferos (Hochereau-de-
Reviers & Lincoln, 1978). A partir deste célculo e do peso bruto de um testiculo, foi
estimado o nimero de células de Sertoli por grama de testiculo.

A producdo espermética diaria (PED) foi calculada de acordo com Amann &
Almquist (1962) e Amann (1970). A duracéo do ciclo do epitélio seminifero em ratos
Wistar é de 12,8 dias (Russell et al., 1990; Van Haaster & De Rooij, 1993), sendo
esta uma constante bioldgica espécie-especifica. Para se calcular a producéo
espermaética diaria por grama de testiculo, a producdo espermatica diaria total foi
dividida pelo peso bruto dos testiculos. Os resultados foram expressos em producéo
diaria de espermatides total e por grama de testiculo.

A reserva espermética do testiculo (RET) foi calculada com base na
populacdo de AR, adaptando-se a formula descrita por Amann (1970) e Berndtson
(1977), na qual RET= (comprimento total dos tubulos seminiferos/espessura do

corte) x (namero corrigido de AR).
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2.3.4. Preparacdo do testiculo para Microscopia Eletronica de Transmissédo
(MET)

Fragmentos testiculares foram fixados em glutaraldeido 5% por 24 horas e
pos-fixados em tetroxido de 6smio 1% durante 2 horas, desidratados em acetona e
incluidos em resina Epon. Secgdes ultrafinas (20-60 nm) foram obtidas com navalha
de diamante e contrastadas com acetato de uranila 2% (25 min) e citrato de chumbo
2% (10 min), antes da observacéo em microscopio eletrdnico de transmisséo (Zeiss®,
Leo 906).

2.4. Determinacdo da concentragdo de chumbo tecidual

Amostras de testiculo foram pesadas em balanga digital analitica (preciséo
0,0001g - BEL Mark 210A) e posteriormente secas em estufa a 70°C, até peso seco
constante. As amostras secas foram colocadas em Erlenmeyers de 25 mL juntamente
com 1,5 mL de HNO; concentrado e 0,5 mL de HCIO4 (70%) e transferidas para uma
chapa aquecedora onde a temperatura foi sendo aumentada gradativamente, a partir
de 70 °C até 90 °C, de modo que a digestdo do material fosse completa. O tempo
medio gasto para a digestdo foi de 30 minutos. Apds a digestdo, as amostras foram
diluidas em 25 mL de &gua deionizada e filtradas em papel de filtro. A determinacédo
da concentragdo de chumbo nessas amostras foi feita em espectrofotometro de
absorcdo atdmica (SpectrAA 220FS Varian).

2.5. Analises enzimaticas

Para determinar a atividade da catalase (CAT), amostras de 200 mg de
testiculo foram homogeneizadas em tampé&o fosfato 50 mM e a suspensdo resultante
foi centrifugada por 10 min a 5.000 rpm, em 4 °C. O sobrenadante foi utilizado para
a dosagem das enzimas. A atividade da CAT foi determinada pela taxa de
decaimento do peroxido de hidrogénio lido em espectofotometro (Pré-anélise
UV.1600) a 240 nm, segundo método descrito por Aebi (1984). A atividade da
dismutase do superéxido (SOD) foi determinada segundo protocolo adaptado de
Dieterich et al. (2000), o qual é baseado na habilidade da dismutase do superéxido
retirar 0 O2, diminuindo, assim, a razdo de autoxidacdo do pirogalol com leitura em
espectofotdmetro a 570 nm. O conteuldo de proteinas foi mensurado de acordo com o
meétodo descrito por Lowry et al. (1951). Todas as andlises foram realizadas em

triplicatas.
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2.6. Analise estatistica
Anélise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-Keuls
(SNK) foi usada para comparar médias e desvio-padrdo entre 0S grupos

experimentais. O nivel de significancia foi estabelecido a p<0,05.

3. Resultados

3.1. Histopatologia
3.1.1. Avaliagéo estrutural

Nas seccOes testiculares dos ratos do grupo controle os tdbulos 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 nucleo irregular e nucléolos evidentes (Fig. 1a e b).

O tratamento com acetato de chumbo provocou diferentes niveis de danos aos
tibulos seminiferos. Observou-se no citoplasma das células de Sertoli uma série de
vacuUolos, de tamanhos variados, localizados em diferentes alturas da célula, desde a
regido basal até o limen (Figs. 1c, d e g). A presenga aumentada de corpos
apoptoticos também foi evidenciada em alguns tubulos seminiferos (Fig. 1c). Houve
aumento do espaco intercelular e descamacao de células germinativas aparentemente
normais em direcdo ao limen tubular, com consequente reducéo da altura do epitélio
seminifero (Figs. 1d e h). Evidenciou-se ainda, a presenca de tGbulos atrofiados
(Figs. le e f) e tdbulos em estado de degeneragdo avancada, com vacuolos
citoplasméticos das células de Sertoli preenchendo quase todo o tdbulo. Nestes
tlbulos, detectou-se auséncia de células germinativas restando apenas aglomerados

de células de Sertoli (Fig.1g).

3.1.2. Avaliagao ultraestrutural

N&o foram observadas alteracBes no epitélio seminifero dos ratos do grupo
controle (Fig. 2a). Entretanto, os grupos tratados com acetato de chumbo
apresentaram alteragdes no epitélio seminifero sendo a vacuolizagdo do citoplasma
das células de Sertoli a patologia mais evidente. Vaclolos elétron-licidos foram
observados no citoplasma destas células (Figs. 2a, ¢ e d). Houve também aumento no
espago intercelular, tanto em células que ocupam o ambiente basal quanto o

adluminal (Figs. 2b, c, d e e). Em alguns tabulos seminiferos, observaram-se corpos
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apoptoticos no citoplasma das células de Sertoli (Figs. 2c, d e e). No grupo que
recebeu a maior dose de Pb, observou-se maior deposi¢do de colageno na lamina
basal (Fig. 2f) e gotas lipidicas grandes no epitélio seminifero (Fig. 2f). A barreira
de célula de Sertoli sofreu ruptura em todos os grupos tratados com acetato de

chumbo (Fig. 29).

3.2. Analises morfométricas e estereoldgicas

Os parametros biométricos analisados encontram-se na Tabela 1. Nao foram
observadas variagOes significativas entre os grupos controle e tratados quanto aos
pesos testicular, do parénquima testicular e da albuginea assim como para o IGS.

Os pardmetros morfométricos tubulares do parénquima testicular encontram-
se na Tabela 2. A tdnica propria diminuiu significativamente nos grupos Il e lll e 0
percentual de epitélio seminifero foi menor nos grupos IV e V. O percentual de
[Gmen tubular aumentou nos grupos Il, 1V e V, ndo havendo variacdo significativa no
volume da tdnica propria e epitélio seminifero entre os grupos experimentais. O
volume do lumen tubular aumentou nos grupos 1V e V em relagdo ao controle,
embora o didmetro tubular ndo tenha sofrido alteragbes entre 0s grupos
experimentais. Entretanto, foi observada reducéo significativa na altura do epitélio
seminifero nos grupos tratados em relagéo ao controle. O didmetro do lGmen tubular
aumentou nos grupos expostos ao Pb. N&o houve alteragdo no comprimento total de
tbulos seminiferos por testiculo, por grama de testiculo e no ITS dos grupos tratados
em relag&o ao controle.

O namero corrigido de células germinativas por seccdo de tibulo seminifero
no estadio 1 encontra-se na Tabela 3. Espermatogbnias do tipo A, espermatdcitos
priméarios em preleptdteno, espermatdcitos em paquiteno e espermatides
arredondadas reduziram nos grupos tratados em relagdo ao controle, mas o nimero
de células de Sertoli ndo diferiu entre 0s grupos experimentais.

As razbes entre os numeros celulares corrigidos para avaliagdo do processo
espermatogénico, indice de célula de Sertoli, producéo espermatica diaria e reserva
espermatica testicular encontram-se na Tabela 4. Os indices mit6tico e meidtico, o
rendimento geral da espermatogénese, o indice de eficiéncia da célula de Sertoli e a
capacidade total de suporte da célula de Sertoli ndo apresentaram variacéo
significativa entre os tratamentos. O nimero de células de Sertoli por testiculo e por

grama de testiculo, bem como a producdo espermética diaria também ndo
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apresentaram variagdes entre 0s grupos experimentais. Por outro lado, a produgéo
espermaética diéria por grama de testiculo diminuiu significativamente nos grupos IlI,
IV e V em relacdo ao grupo controle. A reserva espermatica do testiculo ndo
apresentou variacdo entre os tratamentos, porém, houve reducdo significativa na
reserva espermatica por grama de testiculo nos grupos Ill, 1V e V em relagdo ao

controle.

3.3. Concentragédo de chumbo no testiculo

Na figura 3 observam-se os niveis de concentragdo de chumbo nos testiculos
de ratos expostos a diferentes doses do metal. Observou-se aumento dose dependente
na concentracdo de chumbo nos diferentes tratamentos. Houve maior concentragéo

do metal nos grupos Ill, IV e V em relagé&o aos grupos controle e .

3.4. Parametros bioguimicos
Houve reducéo significativa na atividade da catalase (CAT) e da dismutase do
superdxido (SOD) no testiculo dos ratos expostos ao chumbo comparados ao

controle, como mostrado na Figura 4A e B.

4. Discussao

Analises histopatologicas tém sido amplamente utilizadas como importantes
biomarcadores para toxicidade de poluentes ambientais (Hinton et al., 1992). E
possivel identificar provaveis alvos celulares para acdo tdxica de um agente através
da avaliacéo destas alteragdes. No presente estudo, a exposicdo ao acetato de chumbo
por 30 dias promoveu alteragBes nos tubulos seminiferos, embora muitas areas
restaram inalteradas e a espermatogénese aparentemente se manteve normal. Alguns
tlbulos, visualizados em microscopio de luz, apresentaram-se mais vulneraveis do
que outros & agdo do metal pesado.

As avaliacOes estruturais e ultraestruturais mostraram-se condizentes quanto
as patologias observadas. Analises ultraestruturais revelaram mais detalhes celulares,
confirmando o efeito tdxico do metal sobre o epitélio seminifero. Shafai et al. (2011)
também descreveram uma série de alteragBes ultraestruturais nos tubulos seminiferos
de ratos como consequéncia da exposi¢do ao chumbo. As vacuolizagdes observadas
no citoplasma das células de Sertoli no presente estudo podem ser derivadas da

dilatacdo e vesiculagdo do reticulo endoplasmético liso. Segundo Murthy et al.
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(1991), essa dilatagio pode ser causada pela entrada de agua na célula como parte da
degeneragdo hidropica, uma mudanca que pode ocorrer nas células de Sertoli sob a
influéncia nociva do chumbo. A funcéo e a estrutura normal das células de Sertoli e
das células germinativas sdo mutuamente dependentes. Uma das principais funcdes
das células de Sertoli ¢ manter um ambiente apropriado para proliferacdo e
maturacdo de células germinativas (Creasy, 2001) e a vacuolizagdo das células de
Sertoli, 0 que ocorre frequentemente no inicio da resposta histopatologica, antecede
uma degeneracdo extensa de células germinativas. Consequentemente, alteracdes na
funcdo das células de Sertoli podem resultar em perda de células germinativas no
epitélio seminifero (Boekelheide et al., 2005).

Outra alteracdo estrutural observada nos tubulos seminiferos foi a
descamacéo de células germinativas para o limen tubular. Esta descamacdo pode ter
ocorrido devido & perda das juncOes celulares entre estas células e as células de
Sertoli. As células germinativas normalmente apresentam juncdes de adesdo com as
células de Sertoli. Estas juncBes de adesdo sdo frequentemente alvo de agentes
toxicos devido a sua morfologia ultraestrutural Unica e composicdo molecular
dindmica (Boekelheide et al., 2005). A perda de adesdo das células germinativas, e
seu consequente aparecimento no limen, sdo alteracdes descritas para muitos toxicos
de celula de Sertoli (Boekelheide et al., 2005). Os espacos intercelulares observados
ao MET neste trabalho, tanto em células que ocupam o ambiente basal quanto o
adluminal, reforgam a acdo negativa do chumbo sobre as jungdes de adesdo. Segundo
Adhikari et al. (2001), que avaliaram as relag@es in vitro entre células germinativas e
de Sertoli, o chumbo pode perturbar as interagdes normais entre esses tipos celulares,
0 que pode levar & descamagdo de células. Segundo os mesmos autores, a perda
celular pode ser a possivel razdo pela qual o chumbo induz disturbios na
espermatogénese, diminui¢cdo na contagem de espermatozoides e redugdo da taxa
espermética. O chumbo pode também funcionar como um agente desregulador de
microtdbulos, o que também resulta no desprendimento de células germinativas.
Assim, dependendo da severidade e da duracdo do dano sobre as células de Sertoli, a
perda de células germinativas pode ser parcial ou completa e, em quase todas as
circunstancias, as células de Sertoli, mais resistentes a acao de toxicos, permanecerdo
intactas compondo tabulos seminiferos com poucas células germinativas ou mesmo
desprovidos delas (Murthy et al., 1991).
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A presenca de corpos apoptdticos no citoplasma das células de Sertoli
observada neste trabalho pode indicar um aumento no nimero de células
germinativas destruidas que foram fagocitadas por células de Sertoli. Essa afirmativa
corrobora com o encontrado por Murthy et al. (1991) que, trabalhando com ratos
contaminados com chumbo, observou corpos apoptdticos no citoplasma de células de
Sertoli, além de aumento dos lisossomos. A apoptose € um processo fisiolégico no
tecido testicular que contribui para manter o nimero celular e ajuda a remover
células danificadas. No entanto, a apoptose excessiva pode causar interrupcdo da
funcdo reprodutiva masculina (John, 2000). A presenca de corpos apoptoticos
também esta de acordo com os resultados encontrados por Shafai et al. (2011), os
quais observaram aumento da presenca de apoptose em células germinativas de
animais expostos ao chumbo.

No presente estudo, os tubulos seminiferos de ratos tratados com a maior
concentragdo de Pb apresentaram maior deposi¢do de colageno junto as células
midides que constituem a porcéao externa dos tubulos seminiferos. As células midides
peritubulares podem produzir matriz extracelular e assim modular a morfologia e
funcédo das celulas de Sertoli (Reid & Jefferson, 1984). Ha fortes evidéncias de que
as células peritubulares, através de produtos secretores, podem estar diretamente
envolvidas no controle das fungBes testiculares humanas, na saude e na doenca
(Schell et al., 2008). Células peritubulares produzem baixos niveis de decorina, uma
proteoglicana da matriz extracelular, que tem a capacidade de interferir com a
sinalizacdo de fatores de crescimento para as células espermatogénicas. Por outro
lado, o aumento nos niveis de decorina pode provocar a remodelacdo fibrdtica da
regido peritubular, o que causaria desequilibrio das vias de sinalizagdo parécrina nos
testiculos humanos levando a reducdo da espermatogénese (Adam et al., 2011).
Desse modo, a maior deposicdo de colageno observada nos animais que receberam a
maior dose do metal no presente estudo, pode ser um mecanismo adicional induzido
pelo chumbo no distdrbio das fungdes das celulas de Sertoli e das ceélulas
espermatogénicas.

A barreira de célula de Sertoli isola as células que passam pelas fases
meiltica e pos-meidtica da espermatogénese, propiciando um ambiente segregado do
sistema imune e apropriado para o desenvolvimento do processo espermatogénico
(Pelletier, 2011). As alteracOes ultraestruturais observadas no epitélio seminifero dos

animais intoxicados por acetato de chumbo no presente estudo podem estar
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associadas ao rompimento desta barreira, o que fatalmente comprometeu o processo
espermatogénico normal, afetando diretamente as células germinativas. Esta relacéo
foi descrita por Xia et al., (2005), os quais afirmam que o testiculo é extremamente
vulneravel a substancias toxicas. Eles observaram que, quando expostas a produtos
quimicos, as juncdes entre células de Sertoli e as jungdes de célula de Sertoli com
células germinativas sdo rapidamente desfeitas provavelmente como resultado da
regulacdo negativa de proteinas juncionais. Desse modo, hé inducéo da perda de
células germinativas que se manifesta por descamacgéo, em varios modelos animais
em experimentos utilizando toéxicos ambientais (Liu et al., 2008; Flora et al., 2011).

Os animais que receberam a maior dose de Pb no presente estudo, também
apresentaram grandes goticulas de lipidio no citoplasma das células de Sertoli.
VariacOes estadio-dependentes no contetdo lipidico das células de Sertoli fornecem
evidéncias morfoldgicas de que as fungdes metabdlicas das células de Sertoli séo
sincronizadas com o ciclo espermatogénico para garantir a coordenacgéo local da
proliferacdo e maturagdo das células germinativas (Ueno & Mori, 1990). Porém,
estudos tém mostrado que em ocasifes de prejuizo a espermatogénese combinado
com danos as células germinativas, hd o acimulo de grandes goticulas lipidicas no
citoplasma das células de Sertoli (Ueno & Mori, 1990; Bensoussan et al., 1998).
Desta maneira, 0 aumento no volume e quantidade de goticulas lipidicas, observado
no presente estudo, pode estar associado & degeneracdo das células germinativas nos
tlbulos seminiferos dos ratos intoxicados com chumbo.

No presente estudo, ndo foram encontradas diferencas nos pesos corporal e
testicular de ratos intoxicados por chumbo em relagdo ao grupo controle. Resultados
similares também foram observados por Marchlewicz et al. (2004), Allouche et al.
(2009), El-Sayed & EI-Neweshy (2010), que intoxicaram ratos com acetato de
chumbo por via oral durante 180, 168 e 60 dias, respectivamente. Por outro lado,
outros estudos tém demonstrado alteracéo significativa no peso corporal e testicular
em animais expostos ao chumbo (Sokol, 1990; Thoreux-Manlay et al. 1995; Wadi &
Ahamad, 1999; Ahmad et al., 2003; Biswas & Ghosh, 2004; Ait Hamadouche et al.,
2009). Entéo, parte da heterogeneidade observada nos efeitos do chumbo em vérios
experimentos pode ser explicada (Allouche et al., 2009), o que dificulta a
comparagdo entre os trabalhos. De fato, a severidade da toxicidade do chumbo

parece ser dependente de fatores tais como idade do animal, duragéo e frequéncia da

41



exposicao, rota de entrada, espécies animais utilizadas no experimento e dose
administrada (Ronis et al., 1996; Wang et al., 2008).

A auséncia de alteracdo no IGS indica que ndo houve um comprometimento
da massa testicular devido aos diferentes tratamentos. Ronis et al., (1996) e El-Sayed
& EI-Neweshy (2010), que expuseram ratos ao acetato de chumbo por via oral,
também ndo encontraram alteracfes neste pardmetro. Por outro lado, ratos
intoxicados com Pb por via intraperitoneal, durante 30 dias, apresentaram redugéo
significativa do IGS em relagéo ao grupo controle (Ahmad et al., 2003).

A propor¢do volumétrica de tubulos seminiferos ndo variou entre 0s grupos
experimentais do presente estudo, porém os danos observados no epitélio seminifero
evidenciam a agéo negativa do metal sobre o ambiente tubular.

A auséncia de variagdo do volume da tlnica propria e do epitélio seminifero
entre 0s grupos experimentais do presente estudo se deve ao maior peso testicular
observado nos grupos que receberam as maiores doses do metal. Por outro lado,
houve reducdo no percentual de tdnica préopria nos grupos Il e 1ll, o que sugere
possivel interferéncia do chumbo sobre a barreira de célula de Sertoli.

A reducéo no percentual de epitélio seminifero e o aumento no percentual e
volume do limen tubular dos grupos que receberam as maiores doses no presente
estudo reforcam a influéncia negativa deste metal sobre as células germinativas.
Massanyi et al. (2006) também relataram o efeito negativo do chumbo sobre a
estrutura e funcéo dos testiculos de ratos expostos a diferentes doses do metal. Estes
autores observaram reducdo do nimero de células germinativas, bem como aumento
da incidéncia de células apoptéticas no epitélio seminifero, o que culminou com o
aumento do didametro do lamen tubular.

No presente trabalho, o tratamento com acetato de chumbo ndo afetou o
didmetro tubular. Ratos que receberam acetato de chumbo por via intraperitoneal por
35 dias também ndo apresentaram alteracdo no didmetro dos tdbulos seminiferos
(Thoreux-Manlay et al., 1995). Por outro lado, Ahmad et al. (2003) e Ait
Hamadouche et al. (2009) observaram reducéo significativa do didmetro tubular em
ratos tratados com acetato de chumbo por via intraperitoneal e oral durante 30 e 90
dias, respectivamente.

Sabe-se que a altura do epitélio seminifero € uma mensuracdo mais efetiva
para avaliacdo da producgdo espermatica por ser este um elemento dindmico do tubulo

seminifero (Wing & Christensen, 1982). Neste trabalho, a altura do epitélio
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seminifero apresentou reducéo nos grupos tratados, de forma proporcional as doses
administradas. Resultados similares foram observados por Massanyi et al. (2006),
que observaram alteracGes dose-dependentes nos testiculos de ratos expostos ao
chumbo. Com base nos resultados encontrados, estes autores acreditam que um longo
periodo de exposicdo ao metal pode levar a um quadro de esterilidade. Ait
Hamadouche et al. (2009) também relataram reducdo significativa neste parametro
em ratos expostos ao chumbo por via oral durante 90 dias.

O didmetro do lumen tubular aumentou significativamente nos grupos
tratados com acetato de chumbo em relagdo ao controle no presente estudo.
Resultados similares foram observados por Massanyi et al. (2006) em ratos expostos
a diferentes concentragdes de nitroxido de chumbo por via intraperitoneal. Sabe-se
que o chumbo pode afetar a integridade funcional da barreira de célula de Sertoli,
danificando o epitélio seminifero e levando & diminuigdo da sua altura devido a perda
de células germinativas, o que resulta em aumento do limen tubular (Bustos-
Obregdn & Hartley, 2008), o qual pode também ser resultante de uma obstrugdo dos
tibulos ou um bloqueio no sistema de ductos (Russell et al., 1990).

Parametros estruturais como volume testicular, diametro tubular e proporgao
volumétrica dos tUbulos seminiferos, estdo intimamente relacionados com o
comprimento total dos tdbulos seminiferos (Franca & Russell, 1998). Como néo
houve alteracbes nestes pardmetros, o comprimento total de tGbulos também
permaneceu sem variagOes significativas entre 0s grupos experimentais. Os valores
medios do comprimento de tbulos seminiferos por grama de testiculo dos animais
tratados com acetato de chumbo permaneceram dentro da faixa média de 10 a 15
metros descritos para os mamiferos (Franca & Russell, 1998).

O indice tubulossomético (ITS) é um pardmetro que visa quantificar o
investimento em tdbulos seminiferos em relagdo & massa corporal. Os grupos
experimentais ndo diferiram significativamente entre si em relacéo a este parametro,
sugerindo que o investimento em massa tubular ndo sofreu alteragdes com o
tratamento no presente estudo. Porém, reducéo no ITS foi observada em animais
tratados com baixas concentracdes de cadmio (Cupertino, 2012).

O tratamento com acetato de chumbo no presente estudo ndo afetou o nimero
de células de Sertoli entre 0s grupos experimentais, mas provocou redugdo numérica
significativa de todos os tipos de células germinativas encontradas no estadio 1 do

ciclo do epitélio seminifero. Similarmente, ratos tratados com diferentes
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concentragdes de chumbo por 90 dias também ndo apresentaram alteracdo no nimero
de células de Sertoli, mas apresentaram reducéo significativa da populacdo de preé-
leptotenos, paquitenos e espermatides (Batra et al., 2004). Em outros estudos também
foram relatadas redugdes significativas nas populacdes celulares do epitélio
seminifero como consequéncia da exposicdo ao chumbo (Corpas et al., 2002;
Massanyi et al., 2006; Nava-Hernandez et al., 2009). As células de Sertoli sdo mais
resistentes a acdo de agentes toxicos do que as células germinativas, porém sdo muito
sensiveis a perturbagbes funcionais que afetam as vias metabolicas e regulatdrias, o
que pode rapidamente levar a uma degeneracdo das células germinativas (Russell et
al., 1990). A diminuicdo no nimero de celulas germinativas demonstra a severidade
da toxicidade do chumbo nas células espermatogénicas, o que pode levar ao declinio
na fertilidade em longo prazo. Interagbes entre as células de Sertoli e celulas
germinativas tem sido estudadas in vitro utilizando culturas de células testiculares,
especialmente em coculturas de células germinativas-Sertoli (Gray & Beamand,
1984; Adhikari et al., 2001). Adhikari et al. (2001) avaliaram os efeitos citotoxicos
do chumbo sobre as interacdes entre células germinativas e células de Sertoli de
ratos. Os autores observaram que as diferentes concentracdes testadas induziram
consideravel citotoxicidade na cocultura de células germinativas-Sertoli, indicando
distdrbios na interacdo normal entre esses tipos celulares. Assim, parece certo que o
chumbo interfere nas relagdes Sertoli-Sertoli e Sertoli-células germinativas, fato
também j& comprovado para a¢do do cddmio (Xia et al., 2005).

As razdes entre os diferentes tipos de células germinativas constituem um
modo bastante seguro de se analisar a eficiéncia do processo espermatogénico
(Berndtson, 2011). Os principais indices utilizados, baseados nas razdes celulares,
séo o coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais (CEME), o rendimento
meidtico (RM) e o rendimento geral da espermatogénese (RGE) os quais
correspondem, respectivamente, ao grau de perdas celulares na fase espermatogonial
ou proliferativa, a eficiéncia das duas divisdes meidticas e a eficiéncia do processo
espermatogénico como um todo (Franga & Russell, 1998; Berndtson, 2011). As
razbes entre o0s numeros celulares calculadas para avaliagdo do processo
espermatogénico no presente estudo ndo variaram entre 0S grupos experimentais,
pois, como o numero de células germinativas foi progressivamente reduzido, a razéo

entre eles também néo sofreu alteraces.
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Os parametros que avaliam a eficiéncia funcional das células de Sertoli, como
o indice da célula de Sertoli e a capacidade total de suporte das células de Sertoli,
ndo mostraram diferenca significativa entre 0s grupos experimentais no presente
estudo. Porém, um dos primeiros sinais de comprometimento da funcéo das células
de Sertoli esté diretamente associado a danos nas células germinativas (Russell et al.,
1990; Creasy, 2001). Como as células germinativas foram afetadas com o
tratamento, acredita-se que o acetato de chumbo apresente acdo direta sobre as
células de Sertoli.

A determinagdo da producdo espermética diaria (PED) e por grama de
testiculo € um método quantitativo importante para avaliar a eficiéncia do processo
espermatogénico (Amann, 1970). O tratamento com acetato de chumbo do presente
estudo promoveu reducdo significativa da PED por grama de testiculo nos grupos 111,
IV e V. Este resultado reflete o efeito deletério do chumbo sobre a populacéo celular
do epitélio seminifero nos animais que receberam as maiores doses do metal.

A reserva espermatica testicular (RET) quantifica o nimero potencial de
espermatozoides em producéo no testiculo ou por grama de testiculo a cada ciclo do
epitélio seminifero (Amann & Lambiase, 1969; Berndtson, 1977; Franca & Russell,
1998), constituindo um parametro Gtil em experimentacfes envolvendo a producéo
espermaética. Neste trabalho, a redugdo da RET por grama de testiculo nos grupos 111,
IV e V confirma os dados da PED, a qual também foi reduzida nesses mesmos
grupos. Varios trabalhos tém descrito anormalidades e redugdo no ndmero de
espermatozoides em animais expostos ao chumbo (Hsu et al., 1997; Hsu et al., 1998;
Wadi & Ahmad, 1999; Acharya et al., 2003), demonstrando os efeitos deletérios
desse metal sobre as células germinativas. Nossos resultados comprovam a
interferéncia negativa do acetato de chumbo sobre a producéo de espermatozdides
como resultado de danos gerados no epitélio seminifero, o que pode levar a um
quadro de esterilidade em casos de longos periodos de exposicdo ao metal.

Vérios trabalhos tém mostrado que a exposicdo ao Pb pode levar a um
acimulo do metal nos testiculos (Batra et al., 1998, Haw et al., 2012) e em outros
6rgdos (Barry, 1975; Rader et al., 1981, Mestek et al., 1998). Os metais pesados
possuem a capacidade de se acumular nos tecidos, pela estimulagdo da produgéo
excessiva de EROs, gerando alteragfes nas fun¢bes normais das células e induzindo-
as ao estresse oxidativo (Gurer & Ercal, 2000; Hsu & Guo, 2002). Altas
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concentragdes de Pb foram observadas nos testiculos dos animais tratados em relacéo
ao controle, indicando que o testiculo € um 6rgéo sensivel a intoxicagao por Pb.

No presente estudo, 0s animais expostos ao Pb apresentaram diminuicéo
significativa na atividade da CAT e da SOD no testiculo. Esses resultados estdo em
concordancia com o observado por Batra et al. (1998) e Sainath et al. (2011) que
também relataram reducdo da atividade enzimética nos testiculos ap6s exposicéo ao
Pb. SOD e CAT séo compostos enzimaticos responsaveis pela defesa antioxidante do
organismo. Através delas, as células tentam manter baixas as quantidades de O, e de
H,O,, evitando assim, a formacgéo do radical hidroxila (Harold et al., 2007). Sob
condi¢des normais, 0s sistemas antioxidantes das células minimizam os danos
causados pelas EROs, mas quando a producéo de radicais livres excede a capacidade
protetora da célula, observa-se o estresse oxidativo (Hsu & Guo, 2002). Um dos
principais mecanismos envolvidos na toxicidade dos metais pesados € atribuido ao
estresse oxidativo (Ercal et al., 2001; Flora et al., 2008). Estudos sugerem que a
exposicao ao Pb altera o balangco pré-oxidante/antioxidante existente nas células de
mamiferos e pode contribuir, pelo menos em parte, para a toxicidade desse elemento
por afetar membranas, DNA e os sistemas de defesas antioxidantes das células
(Pande & Flora, 2002; Hsu & Guo, 2002; Bolin et al., 2006; Patrick, 2006;
Marchlewicz et al., 2007; Xu et al., 2008). O Pb pode alterar a atividade antioxidante
das enzimas pela sua capacidade de se ligar aos grupos sulfidrilos, inibindo assim as
suas fungdes normais (Hsu & Guo, 2002). Além disso, o Pb pode competir com
alguns elementos-traco essenciais presentes nessas enzimas, substituindo-os e
alterando sua atividade (Hsu & Guo, 2002; Flora et al., 2008). Desta maneira, a
reducédo da atividade das enzimas SOD e CAT nos grupos expostos ao Pb pode ser o
resultado dos efeitos inibitdrios desse metal sobre os sistemas de defesa antioxidantes

das células, tornando-as mais suscetiveis a danos oxidativos.

5. Conclusdes

O tratamento com chumbo pode induzir o estresse oxidativo através da
reducdo da atividade das enzimas antioxidantes, promovendo uma série de alteragdes
morfolégicas, morfométricas e ultraestruturais no testiculo e comprometendo assim,

a producdo espermatica.
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Figura 1. SeccOes histologicas transversais de tibulos seminiferos de ratos Wistar

controle e tratados com acetato de chumbo (AcPb). a-b: grupo | (controle); c: grupo
11 (16 mg Pb/kg); d: grupo 111 (32 mg Pb/kg); e: grupo V (128 mg Pb/kg); f: grupo
I1 (16 mg Pb/kg); g: grupo IV (64 mg Pb/kg). Detalhe: agregado celular; h: grupo
V (128 mg Pb/kg). TP: tdnica propria; T: tdbulo seminifero; ES: epitélio
seminifero; LU: lamen tubular; IN: intertibulo; SG: espermatogbnia; S: célula de
Sertoli; P: espermatdcito primario em paquiteno; AR: espermatide arredondada;
AL: espermétide alongada; EZ: espermatozoides; V: vaclolo; #: células
germinativas em apoptose; ®: descamacéo celular; +: tubulo atrofiado; *: células

germinativas descamadas no limen. Barras: 50pum.
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Figura 2. Ultraestrutura de tabulos seminiferos de ratos controle e tratados com

acetato de chumbo (AcPb). a: grupo | (controle); b: grupo Il (16 mg Pb/kg); c-d:
grupo 111 (32 mg Pb/kg); e: grupo IV (64 mg Pb/kg); f-g: grupo V (128 mg Pb/kg).
MB: membrana basal; S: célula de Sertoli; SG: espermatogénia; SP: espermatdécito;
AR: espermatide arredondada; AL: espermatide alongada; L: lipidio; Li: lisossomo;
M: mitocondria; V: vacuolo; CA: corpos apoptéticos; *: espaco intercelular; N:
deposicdo de colageno; = : barreira de célula de Sertoli; <: Ruptura da barreira de

célula de Sertoli (detalhe) e comunicacdo entre células de Sertoli. Barras: S5um.
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Figura 3. Concentragdo de chumbo (ug/g) nos testiculos de ratos Wistar controle e
expostos a diferentes doses de acetato de chumbo (AcPb). Letras iguais indicam que
as médias ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). Grupo I: controle; Grupo
I1: 16 mg Pb/kg; Grupo 111: 32 mg Pb/kg; Grupo IV: 64 mg Pb/kg; Grupo V: 128 mg
Pb/kg.
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Figura 4. Efeitos do acetato chumbo (AcPb) sobre as enzimas antioxidantes nos
testiculos de ratos Wistar adultos. A) Atividade da catalase (CAT) e B) Atividade da
dismutase do superdxido (SOD). Letras iguais indicam que as médias ndo diferem
significativamente entre si (p>0,05). Grupo I: controle; Grupo Il: 16 mg Pb/kg;
Grupo I11: 32 mg Pb/kg; Grupo IV: 64 mg Pb/kg; Grupo V: 128 mg Pb/kg.
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Tabela 1. Pardmetros biométricos corporais, testiculares e indice gonadossomatico (IGS)
de ratos Wistar adultos controle e tratados com AcPb (média + Desvio padrdo; n=5).

Parametro Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V
Peso

377,50+10,21% 372,50+28,01* 398,50+6,75° 401,40+19,78% 408,00+30,59°
corporal(g)

Peso
3,13+0,43? 3,09+0,20? 3,42+0,29% 3,36+0,252 3,50+0,342

testicular(g)

Peso do
3,08+0,43? 3,04+0,20° 3,36+0,30° 3,31+0,25? 3,45+0,342

parénquima(g)

Peso da
) 0,05+0,01° 0,05+0,00 0,05+0,01° 0,05+0,01° 0,05+0,01°
albuginea(g)
IGS(%) 0,83+0,12° 0,83+0,04° 0,86+0,06° 0,84+0,05% 0,86+0,06°

Letras iguais na linha indicam que as médias ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). Grupo I:

controle; Grupo II: 16 mg Pb/kg; Grupo Il1: 32 mg Pb/kg; Grupo 1V: 64 mg Pb/kg; Grupo V: 128 mg Pb/kg.
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Tabela 2. Pardmetros morfométricos tubulares do parénquima testicular de ratos
Wistar adultos tratados com AcPb (média + Desvio padrdo; n=5).

Parametro Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V
TS (%)  89,20£1,40°  88,77+2,90*°  84,90+2,78" 86,47+2,88" 85,80+3,14°
TP (%) 3,79+0,86*  2,63%0,25°  275#0,41°  4,30+0,82°  3,20+0,63%°
ES (%)  69,17+2,65° 66,04+1,81%" 66,21+3,74* 62,71+2,49° 62,84%1,69"
LT (%)  16,24+1,80° 20,10+1,82°  1594+1,45% 19,46+248" 19,76+2,04°
TS(mL)  2,76x0,43*  2,70+021*  2,86+0,27°  2,87#0,29°  2,96+0,29°
TP(mL)  0,12+0,04*  0,08+0,01*  0,09+0,01°  0,14+0,03*°  0,11#0,01°
ES(mL)  213#0,32°  2,01#0,15°  2,23%0,27*  2,08+0,21*  2,1740,25°
LT (mL)  050+0,10*  0,61+0,07  0,53+0,04®  0,65+0,10°  0,68+0,06"
DT (um) 308,51+19,9* 293,64+8,9*  307,99+6,7° 303,69+10,0° 295,73+10,0%
AE (um)  96,80+6,56%  78,13+3,50°  76,71+3,23" 65,66+1,88° 64,07+1,90°
DL (um) 114,9049,99* 137,39+18,25° 154,57+6,40° 172,36+9,47° 167,59+7,46°

CT/T(m) 37,54%9,34° 39,89+325%  3848+4,94° 39,774582* 43274507
CT/gT(m) 11,87+#1,60° 12,93+0,84*  11,23+0,52° 11,81+1,08% 12,35+0,95°
ITS (%)  0,73%0,11*  0,73+0,05°  0,72#0,06°  0,71+0,05°  0,73+0,04°

Letras iguais na linha indicam que as médias ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). Grupo I:
controle; Grupo IlI: 16 mg Pb/kg; Grupo Il1: 32 mg Pb/kg; Grupo IV: 64 mg Pb/kg; Grupo V: 128 mg
Pb/kg. TS: Tabulo seminifero; TP: Tanica propria; ES: Epitélio seminifero; LT: lGmen tubular; DT:
Diametro tubular; AE: Altura de epitélio seminifero; LT: IGmen tubular; DL: Diametro do lGmen tubular;

CT/T: Comprimento total de tdbulos seminiferos por testiculo; CT/g T: Comprimento total de tGbulos

seminiferos por grama de testiculo; ITS: indice tubulossomatico.
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Tabela 3. Populagdo celular corrigida de ratos Wistar adultos tratados com AcPb
(média + Desvio padréo; n=5).

Parametro  Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V

SGA 1,6740,32°  1,15+0,26°  1,2840,20°  1,27+0,17°  1,50+0,06"
PLL 28,83+3,50° 2521+157™ 2518+1,07° 22,86+1,35™ 22,13+1,25°
PQ 30,65+3,86° 25,50+1,23" 24,96+1,90° 23,33+0,50° 23,04+0,47"
AR 82,76+9,17° 68,93+3,41° 69,79+6,48° 66,03+6,32° 63,63+2,28"
CS 11,08+1,59° 9,56+1,08°  9,7240,69*  9,62+0,86°  10,04+1,54°

Letras iguais na linha indicam que as médias ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). Grupo I
controle; Grupo II: 16 mg Pb/kg; Grupo IlI: 32 mg Pb/kg; Grupo IV: 64 mg Pb/kg; Grupo V: 128 mg
Pb/kg. SGA: Espermatogonia do tipo A; PLL: Espermatécito primario em pré-leptéteno/leptéteno; PQ:

Espermat6cito primario em paquiteno; AR: Espermatides arredondadas; CS: células de Sertoli.
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Tabela 4. Razdes entre os numeros celulares, indice de célula de Sertoli, producéo e
reserva espermatica do testiculo de ratos Wistar adultos tratados com AcPb (média +
Desvio padréo; n=5).

Parametro Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V
CEME 17,82+4,26° 22,69+4,37° 20,04+3,53° 18,37£3,13° 18,41+1,27°
RM 2,72+0,30° 2,69+0,03° 2,80%0,15° 2,830,21° 2,76+0,10°
RGE 50,48+5,88° 62,41+14,18*  55,42+10,30° 52,90+8,57° 52,4242 25
ICS 7,52+0,67° 7,28+0,89° 7,21+0,83° 6,88+0,61° 6,45+0,97°
CTCS 13,10+1,30° 12,77+1,66° 12,52#1,29° 11,84+0,81° 11,20+1,75°
CsIT 69,38+21,75 63,3846,63"  62,57#11,10°  63,93+£12,69*°  72,03+11,43°
CcsigT 43,64+7,79° 41,2545,52° 36,41+3,71° 37,9645,81° 41,37+7,52°
PED 80,01+17,59° 71,45+4,54°  70,28+14,32°  69,00£16,63*  71,57+7,56°
PED/GT 25,39+2,77° 23,15+0,58®  20,45+2,66" 20,43+3,84° 20,43+1,23"
RET 1024,15+225,18" 914,60458,15" 899,63+183,25" 883,18+212,92* 916,14+96,81°
RET/g 325,03+35,45°  296,35+7,48%°  261,72+34,02°  261,48+49,18° 261,55+15,70°

Letras iguais na linha indicam que as médias ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). Grupo
I: controle; Grupo II: 16 mg Pb/kg; Grupo Il1: 32 mg Pb/kg; Grupo IV: 64 mg Pb/kg; Grupo V: 128

mg Pb/kg. CEME: Coeficiente de eficiéncia de mitose espermatogonial; RM: Rendimento mei6tico;

RGE: Rendimento geral da espermatogénese; ICS: indice de célula de Sertoli; CTCS: Capacidade
total de suporte das células de Sertoli; CS/T: Numero de célula de Sertoli por testiculo (x10%); CS/g T:

Célula de Sertoli por grama de testiculo (x10°); PED: Producéo espermatica diaria (x10°); PED/g T:

Producdo espermatica diaria por grama de testiculo (x10%); RET: Reserva espermatica do testiculo

(x10%); RET/g: Reserva espermética por grama de testiculo (x10°).
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ARTIGO Il

Avaliacdo histomorfométrica e ultraestrutural do intertibulo de ratos Wistar

expostos ao acetato de chumbo

Resumo

A exposicdo ao chumbo esta associada a uma variedade de efeitos toéxicos nos
testiculos que interferem negativamente no processo espermatogénico. Estudos tém
demonstrado que esta acdo pode estar associada a disfuncdes no eixo hipotalamo-
hipofise-células de Leydig. O objetivo desse trabalho foi avaliar, através de andlises
histomorfomeétricas, ultraestruturais e da quantificagdo dos niveis séricos de
testosterona, alteragdes no ambiente intertubular de ratos Wistar adultos expostos ao
chumbo. Foram utilizados 25 ratos Wistar divididos em cinco grupos: o grupo
controle (I) recebeu agua destilada e os grupos tratados (Il, 1l1, IV e V), receberam
chumbo nas doses de 16, 32, 64 e 128 mg /kg, respectivamente, em solucéo de
acetato de chumbo por gavagem, durante 30 dias consecutivos. Na avaliagdo
estrutural, foi observada a presenca de edema no intertibulo dos animais tratados
com chumbo. A microscopia eletronica revelou maiores detalhes e permitiu a
visualizagdo mais precisa de alteracdes, especialmente, nas células de Leydig e vasos
sanguineos. Houve aumento no volume do espaco linfatico nos grupos Il e V. A
propor¢do do espaco linfatico foi maior nos grupos I, 1V e V em relagdo ao
controle. Observou-se reducdo significativa na proporcdo volumétrica das células de
Leydig nos grupos expostos ao chumbo. Houve aumento no volume e proporgéo de
tecido conjuntivo nos grupos tratados em relagdo ao controle. O volume e a
propor¢do de macrofagos ndo variaram entre 0S grupos experimentais, exceto no
grupo Il. O volume citoplasmético e o volume das células de Leydig reduziram nos
grupos tratados em relagdo ao controle. Houve reducdo significativa nos niveis
séricos de testosterona nos grupos que receberam chumbo. Em conclusdo, o0s
resultados sugerem que as alteracbes histomorfomeétricas e ultraestruturais no
compartimento intertubular do testiculo, observadas apds a administracdo do
chumbo, podem ser responséveis pela inibi¢do da esteroidogénese o que pode afetar

0 processo espermatogénico promovendo falhas na producéo espermatica.

Palavras-chave: Metal pesado, células de Leydig, testosterona, vasos sanguineos.
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1. Introducéo

O crescente processo de industrializacdo tem contribuido de forma continua
para liberacdo de poluentes nos diversos ambientes incluindo o solo, a &gua e o ar.
Dentre esses poluentes toxicos, destacam-se 0s metais pesados que, em sua maioria,
sdo particularmente criticos neste processo, ja que entram facilmente na cadeia
trofica e podem ser bioacumulados em diferentes organismos (Calderdn et al., 2003).

O declinio global no nimero de espermatozoides produzidos pelos homens, a
maior incidéncia de anomalias urogenitais, a redugdo da qualidade do sémen, e a
maior incidéncia de cancer testicular, tém sido atribuidos, pelo menos em parte, a
exposicdo a toxicos ambientais (Carlsen et al., 1992; Skakkebaek et al., 2001).
Evidéncias indicam que a exposicdo a agentes quimicos interferem na funcéo
enddcrina resultando em alteragbes no sistema reprodutor masculino (Colborn et al.,
1993; Papadopoulos, 2007). Entre os principais interferentes endocrinos que podem
causar infertilidade masculina estdo os agrotoxicos e 0s metais pesados (Skakkebaek
et al., 2001; Papadopoulos, 2007; Svechnikov et al., 2010). A disfungéo induzida por
metais pode levar a distUrbios nas células de Sertoli, as quais sustentam as celulas
germinativas, ou nas células de Leydig, que sdo responséveis pela producdo de
androgenos sob controle do eixo hipotalamo-hipofise-testiculo (Bizarro et al., 2003).

O chumbo é um metal pesado de uso industrial bastante difundido, sendo que
sua principal aplicagdo é na fabricacdo de baterias acidas de chumbo, responsaveis
pela maioria das intoxicagbes ocupacionais notificadas (Naha et al., 2005). A
intoxicacdo por chumbo é conhecida pela humanidade desde a antiguidade e
mencionada em documentos deixados pelos gregos, romanos, arabes e egipcios
(Nriagu, 1983; Milton, 1988). Com o advento da Revolugdo Industrial a partir do
século XVIII, as concentracBes de chumbo no ambiente elevaram-se de forma
alarmante, principalmente devido a introducdo de compostos organicos de chumbo
(chumbo tetraetila) como aditivo para gasolina, embora em alguns paises, incluindo o
Brasil, o seu uso tenha sido restringido (WHO, 1995; Croshy, 1998).

Devido ao seu amplo emprego industrial, o chumbo é considerado um
poluente com séria ameaga para salide humana (Pirkle et al., 1998; Landrigan et al.,
2000; Watson et al., 2004; Apostoli & Catalani, 2011). O chumbo apresenta uma
atividade gonadotdxica que pode induzir diferentes alteraces no parénquima
testicular (Pinna et al., 1995; El-Sayed & EI-Neweshy, 2010; Shafai et al., 2011). A

exposicdo a este metal estd associada com a diminuicdo do ndmero de
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espermatozoides, reducdo da motilidade e aumento de anormalidades morfoldgicas
dos espermatozoides em animais (Sokol & Berman, 1991) e humanos (Alexander et
al., 1996). Hsu et al. (1998) demonstraram que a exposi¢ao ao chumbo pode diminuir
a capacidade de defesa do espermatozoide ao estresse oxidativo e aumentar a geragao
de espécies reativas de oxigénio (EROs), o que esta negativamente associado com a
fertilidade. O chumbo pode afetar diretamente as células de Leydig e reduzir sua
capacidade esteroidogénica. Vérios trabalhos tém demonstrado reducéo nos niveis
séricos de testosterona em ratos apds exposicdo ao chumbo (Sokol et al., 1985;
Thoreux-Manlay et al., 1995b; Hsu et al., 1998; Biswas & Ghosh, 2004; Haw et al.,
2012).

A contaminagdo por metais pesados é crescente e causa efeitos adversos a
saude da populacdo exposta. A importancia dos interferentes enddcrinos tem sido
investigada diante das crescentes evidéncias sobre a relagdo entre a exposicédo a estes
compostos e 0 aumento de distdrbios reprodutivos em homens (Sharpe & Irvine,
2004; Maffini et al., 2006; Skakkebaek et al., 2006, Fowler et al., 2007). Embora seja
bem conhecido que o chumbo exerce efeitos toxicos sobre os testiculos, culminando
na diminuicdo da capacidade reprodutiva, poucos estudos tém quantificado e
qualificado as alteragGes estruturais e ultraestruturais no ambiente intertubular ap6s
exposicao ao chumbo. Entender, portanto, 0s mecanismos que levam as alteracdes no
parénquima testicular, sobretudo nas células de Leydig produtoras de testosterona, €
de extrema importancia para a busca de alternativas na prevencgdo ou tratamento para
tais agravos. Desta maneira, o objetivo desse trabalho foi avaliar através de analises
histomorfométricas, ultraestruturais e da quantificagdo dos niveis séricos de
testosterona, alteragdes no ambiente intertubular de ratos Wistar adultos expostos ao

chumbo.

2. Material e métodos

2.1. Animais

Foram utilizados 25 ratos Wistar adultos com idade de 100 dias provenientes
do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saide (CCB), da
Universidade Federal de Vigosa, Vigosa, MG, Brasil. Os animais foram mantidos sob

as mesmas condi¢des quanto a dieta (dgua e racdo ad libitum), luminosidade (12h) e
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temperatura (21-23°C), e aclimatados por um periodo de 30 dias antes do inicio do

experimento.

2.2. Tratamentos

O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica para Uso de Animais
(CEUA) do Departamento de Veterinaria da UFV (protocolo 69/2010). Os animais
foram colocados em gaiolas individuais e distribuidos em 5 grupos experimentais de
5 animais cada: o grupo controle (I) recebeu agua destilada e os quatro grupos
tratados (I1, 111, IV e V) receberam chumbo nas doses de 16, 32, 64 e 128 mg/kg,
respectivamente, na forma de acetato de chumbo [(C;H30,).Pb.3H,0)] (Sigma-
Aldrich). Os tratamentos foram administrados uma vez ao dia, por gavagem, durante
30 dias consecutivos. Para impedir a precipitagdo do acetato de chumbo, foi
adicionado 1 mL de HCI 5N para cada litro de agua destilada (Allouche et al., 2009).
Ao final do periodo experimental, os animais foram pesados e eutanasiados por

inalagcéo de CO,.

2.3. Fixacao e processamento do testiculo

Os testiculos foram removidos, imediatamente imersos em solucdo de
Karnovsky (Karnovsky, 1965) por 24 horas e, em seguida, dissecados e pesados.
Fragmentos testiculares foram incluidos em hidroxietil metacrilato (Historesin®,
Leica), seccionados em espessura de 3 pum e corados com azul de toluidina/borato de
sodio 1%. Imagens do parénquima testicular foram obtidas utilizando-se microscopio
Olympus AX-70 e analisadas com o auxilio do software Image-Pro Plus® (v. 6.0 —
Media Cybernetics).

Para as andlises em microscopia eletronica de transmissdo, fragmentos
testiculares foram fixados em glutaraldeido 5% por 24 horas e poés-fixados em
tetroxido de 6smio 1% durante 2 horas, desidratados em acetona e incluidos em
resina Epon. Secgdes ultrafinas (20-60 nm) foram obtidas com navalha de diamante e
contrastadas com acetato de uranila 2% (25 min) e citrato de chumbo 2% (10 min),

antes da observag&o em microscopio eletrdnico de transmissao (Zeiss®, Leo 906).

2.4. Analises estereoldgicas dos componentes intertubulares
Para a obtencdo das proporgdes volumétricas (%) dos componentes

intertubulares foram contados 1.000 pontos projetados sobre imagens capturadas da
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regido do intertubulo, nos diferentes cortes histolégicos do testiculo de cada animal.
Foram registrados os pontos coincidentes sobre ndcleo e citoplasma de células de
Leydig (NC e CL), vaso sanguineo (VS), espaco linfatico (EL), tecido conjuntivo
(TC) e macrofagos (M). O percentual de cada elemento no intertubulo foi obtido
multiplicando por 100 o nimero de pontos contados sobre 0s elementos e dividindo o
valor obtido por 1000. O volume de cada elemento no intertibulo foi determinado
como o produto da proporcdo do elemento no intertibulo e o volume de intertdbulo
(Franca et al., 2000).

2.4.1. Estereologia das células de Leydig

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

O volume que as células de Leydig ocupam por grama de testiculo foi obtido
utilizando-se o peso bruto dos testiculos. O nimero 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 relacéo a
massa corporal, foi calculado o indice Leydigossomético (ILS), utilizando-se a

formula: ILS=volume total de célula de Leydig no parénquima testicular/PC x 100,
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onde PC= peso corporal. A relagdo nucleoplasmética (RNP) foi obtida dividindo-se o
percentual do ndcleo de células de Leydig pelo percentual de citoplasma de células

de Leydig e multiplicando-se por 100.

2.5. Testosterona sérica

A concentracdo plasmética de testosterona foi obtida pelo método de
quimioluminescéncia, utilizando-se kit Access® Testosterone (Beckman, USA). As
leituras foram realizadas em aparelho Access Il (Beckman, USA) e os resultados

foram expressos em ng/dL.

2.6. Analise estatistica
Anélise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste Student-Newman-Keuls
(SNK) foi usada para comparar médias e desvio-padrdo entre 0S grupos

experimentais. O nivel de significancia foi estabelecido a p<0,05.

3. Resultados

3.1. Analises estruturais e ultraestruturais

O ambiente intertubular dos grupos tratados com chumbo mostrou poucas
alteragbes estruturais em relagdo ao grupo controle quando observados em
microscdpio de luz (Fig. 1). Nos grupos tratados, o tecido intersticial foi similar ao
do grupo controle contendo vasos sanguineos, espago linfatico, tecido conjuntivo,
células de Leydig e macrofagos (Fig. 1). A alteragdo mais evidente foi o aumento do
espago linfatico nos grupos Ill, IV e V em relagdo aos grupos | e Il (Fig. 1c-e).
Entretanto, as observagdes ultraestruturais mostraram alterages induzidas pelo
chumbo no tecido intersticial que ndo foram observadas no microscépio de luz (Fig.
2). As células de Leydig do grupo controle apresentaram-se normais, contendo um
nucleo excéntrico e esférico com reentrancia pouco profunda. A cisterna perinuclear
apresentou aspecto normal. No citoplasma observou-se a presenca de reticulo
endoplasmético liso e rugoso e mitocdndrias (Fig. 2a). As ceélulas de Leydig dos
grupos tratados (Fig. 2b-e) mostraram-se pleomdrficas, geralmente apresentado
nucleos irregulares com reentrancias profundas e nucléolo proeminente. A cisterna
perinuclear mostrou-se dilatada. O citoplasma apresentou-se denso e desorganizado.

Evidenciou-se ainda muitas proje¢des na superficie do citoplasma das células de
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Leydig (Fig. 2b-f). Nos grupos tratados com chumbo, o espaco linfatico mostrou-se
denso (Fig. 2b-f) e a presenca de coldgeno foi mais evidente no grupo intoxicado
com a maior dose do metal (Fig. 2f).

Ultraestruturalmente, os vasos sanguineos testiculares dos ratos do grupo
controle apresentaram uma aparéncia normal contendo jungdes intercelulares intactas
(Fig. 3a). Porém, nos grupos que receberam acetato de chumbo observou-se a
presenca de Varios vacuolos no citoplasma das células endoteliais (Fig. 3b-f).
Evidenciou-se também, uma série de pequenos vacuolos que se estenderam pelas

juncdes intercelulares (Fig. 3e).

3.2. Analises estereologicas

Os dados referentes ao volume (mL) e proporcdo volumétrica (%) dos
componentes intertubulares encontram-se na Tabela 1. O volume e proporgdo de
intertibulo e vasos sanguineos ndo variaram entre 0s grupos experimentais. Houve
aumento no volume do espaco linfatico nos grupos Il e V. A proporcao do espago
linfatico foi maior nos grupos IIl, IV e V em relagdo ao controle. O volume das
células de Leydig no intertibulo ndo variou, embora tenha sido observada reducéo
significativa na propor¢do volumétrica das células de Leydig nos grupos expostos ao
chumbo. Houve aumento no volume e proporcdo de tecido conjuntivo nos grupos
tratados em relacdo ao controle. O volume e a propor¢do de macréfagos néo
variaram entre 0S grupos experimentais, exceto no grupo Il onde a proporgéo de

macrdfagos foi maior em relacéo ao controle.

3.3. Estereologia das células de Leydig

Os parametros estereoldgicos das células de Leydig encontram-se na Tabela
2. Néo houve variagdo no volume nuclear das células de Leydig entre os grupos
estudados. Entretanto, o volume citoplasmético e o volume celular de Leydig
reduziram em todos os grupos tratados em relacdo ao controle. O nimero de células
de Leydig por testiculo e por grama de testiculo ndo sofreu variagdes. A relagéo
nucleoplasmética das células de Leydig e o indice Leydigossomatico ndo diferiram

entre 0s grupos experimentais.
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3.4. Concentracéo de testosterona sérica
Os dados referentes a testosterona encontram-se na Figura 4. Houve redugéo
significativa nos niveis séricos de testosterona nos grupos que receberam acetato de

chumbo em relag&o ao controle.

4. Discussao

O processo espermatogénico depende da coordenagdo e interagdo entre
células germinativas, células de Sertoli, células de Leydig, células peritubulares,
macrdfagos e vasos sanguineos. A regulagdo desse processo como um todo €
mediada através do eixo hipotalamo-hipdfise-células de Leydig, ao mesmo tempo, a
regulagdo local da fungéo celular através de fatores pardcrinos e autocrinos também
sdo importantes (Weinbauer & Wessels, 1999; Creasy 2001). Ha evidéncias de que a
exposicdo ao chumbo gera uma variedade de efeitos toxicos nos testiculos que
interferem negativamente no processo espermatogénico. Estudos tém demonstrado
que esta acdo pode estar associada a disfungdes no eixo hipotalamo-hipofise-testiculo
(Sokol et al., 1985; Thoreux-Manlay et al., 1995a; Martin et al., 1996; Ronis et al.,
1998; Sokol et al., 2002).

A secrecdo de fluidos no testiculo tem funcdo fundamental no transporte de
oxigénio e nutrientes do sangue para o tdbulo seminifero através do fluido
intersticial. Além disso, € um meio importante para o transporte de fatores parécrinos
no testiculo (Setchell, 1990). O volume do fluido intersticial é determinado pela
permeabilidade das células endoteliais ndo fenestradas dos capilares testiculares e €
regulada em parte por fatores secretados pelas células de Leydig (Maddocks &
Sharpe, 1989). Desta maneira, a permeabilidade seletiva dos capilares testiculares,
em conjunto com o sistema linfatico, mantém um equilibrio delicado entre os
compartimentos vascular e intersticial (Creasy, 2001). Esses capilares parecem ser o
alvo para acdo toxica de metais pesados. AlteracBes no endotélio vascular dos
testiculos tém sido descritas em ratos expostos a metais pesados, como o cadmio
(Predes et al., 2011; Leite et al., 2013). Estudos in vivo e in vitro tém demonstrado
que a exposicdo cronica ao chumbo pode alterar uma série de mecanismos
endoteliais em animais experimentais, culminando em disfuncdo vascular e
induzindo diversos quadros patoldgicos, tais como, hipertensdo, arteriosclerose,
aterosclerose e trombose (Vaziri, 2008). Assim, as alteragfes ultraestruturais nos

vasos sanguineos observadas neste estudo, confirmam o efeito negativo da exposicao
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ao chumbo sobre o endotélio vascular. Além disso, a presenca de vactolos
intrajuncionais é um indicativo de que o chumbo pode causar o rompimento das
juncdes intercelulares entre as células endoteliais, aumentando a permeabilidade
vascular e consequentemente o volume de fluido intersticial nos testiculos.

Estudos mostram que os vasos linfaticos testiculares tém uma capacidade
limitada para mobilizar quantidades adicionais de fluidos que foram langados no
intersticio (Aoki & Hoffer, 1978; Sharpe et al., 1994). Em ratos tratados com
cadmio, no entanto, a infiltracdo excessiva de fluidos rapidamente domina a
capacidade de drenagem dos linfaticos e acumula-se uma presséo intratesticular que
é responsavel pela turgescéncia e formacdo de edema no intersticio (Aoki & Hoffer,
1978). O edema testicular € uma consequéncia direta da interrupc¢do de continuidade
endotelial e da entrada excessiva, no intersticio, de fluidos originarios do plasma
sanguineo (Setchell, 1990; Witte et al., 2006). No presente estudo, 0 aumento na
proporcdo e volume do espago linfatico é decorrente do aparecimento de edema
intersticial evidenciado também nas andlises estruturais. Resultados similares foram
encontrados por El-Neweshy & El-Sayed (2011) e Haw et al. (2012) que também
detectaram a presenca de edema no intertibulo de ratos intoxicados com acetato de
chumbo.

Fatores secretados pelos macrofagos controlam de modo parécrino a atividade
esteroidogénica e o desenvolvimento das células de Leydig. Porém a ativacdo de
macrdfagos, em condi¢bes patoldgicas, pode inibir a funcéo esteroidogénica das
células de Leydig (Hutson, 2006). Os macréfagos ativados produzem citocinas pro-
inflamatorias, tais como interleucina-1 (IL-1) e o fator de necrose tumoral (TNF),
que sdo inibidores de células de Leydig e parecem atuar como repressores
transcricionais da expressdo do gene da enzima esteroidogénica. Os macrdfagos
também produzem espécies reativas de oxigénio, tais como, peroxido de hidrogénio
que também inibe as fungdes das células de Leydig. As espécies reativas de oxigénio
parecem atuar sobre mitocondrias presentes nas células de Leydig resultando na
inibicdo da expressao da proteina StAR que regula a producgdo dos esteroides (Hales,
2002). Dessa maneira, 0 aumento de macrofagos nos ratos que receberam a menor
dose do metal pode estar relacionado a disfungdes na atividade secretdria das células
de Leydig, ja que neste grupo também houve reducdo dos niveis de testosterona.

Evidenciou-se neste trabalho o aumento volumétrico e percentual de tecido

conjuntivo no intertbulo dos ratos tratados com chumbo. Resultados similares foram
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observados por Predes et al. (2009) no intertibulo de ratos expostos a baixas doses
de cadmio. De maneira compensatdria, a reducgdo de células de Leydig no intersticio
levou ao aumento de tecido conjuntivo observado no presente estudo. Sugere-se que
0 aumento de tecido conjuntivo em animais expostos ao chumbo pode afetar o
movimento de fluidos e horménios na comunicacdo parécrina entre as células de
Leydig e os tibulos seminiferos.

As células de Leydig sdo responsaveis pela secrecdo de andrdgenos,
principalmente a testosterona, fundamental para o desenvolvimento e a fungéo
reprodutiva no macho (Russell et al., 1996). A interrup¢do da biossintese de
testosterona por fatores ambientais, tais como, exposicdo a metais pesados pode
causar disfuncdo sexual e infertilidade (Papadopoulos, 2007). O tratamento com
acetato de chumbo no presente estudo promoveu uma série de alteracBes
ultraestruturais nas células de Leydig, além de redugdo no percentual das mesmas no
intertibulo. Tais alteracdes estdo condizentes com estudos que também revelaram
disfuncdes nas células de Leydig em ratos intoxicados com outros metais, como o0
mercurio, niquel e cddmio (Ernest et al., 1991; Krockova et al., 2011; Predes et al.,
2011). Além disso, ratos intoxicados com chumbo tém mostrado distdrbios na
espermatogénese com degeneracdo e atrofia de células de Leydig (Saxena et al.,
1987; Chowdhury et al., 1987). Alteracdes na morfologia das células de Leydig em
animais expostos ao chumbo e outros metais pesados, tém provocado disfungdo na
sua atividade resultando na diminuicdo dos niveis de testosterona (Ernest et al., 1991;
Thoreux-Manlay et al., 1995b; Wenda-Rozewicka et al., 1996; Chengb et al., 2005).
Assim, as altera¢des ultraestruturais observadas nas células de Leydig no presente
estudo, bem como, sua reducéo no intertubulo, podem estar diretamente associadas a
disfuncdes na secrecdo de andrégenos, como a testosterona.

Segundo Castro et al. (2002), ndo h4 correlagdo entre altas concentracfes de
testosterona e aumento da atividade espermatogénica. As concentragdes desse
horménio precisam atingir um nivel limiar para que a espermatogénese proceda
normalmente. Assim sendo, baixas concentragdes de testosterona sdo extremamente
prejudiciais para reproducdo. Os niveis séricos de testosterona de ratos intoxicados
por chumbo foram reduzidos no presente estudo. Outros trabalhos tém relatado
diminuicdo da testosterona em ratos expostos ao chumbo (Sokol et al., 1985;
Thoreux-Manlay et al., 1995b; Hsu et al., 1998; Biswas & Ghosh, 2004; Haw et al.,

2012). Desta maneira, as alteracBes ultraestruturais evidenciadas nas células de
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Leydig, bem como, a reducdo dos niveis séricos de testosterona encontrados no
presente estudo indicam que estas células sdo alvo da acédo toxica do chumbo. O seu
comprometimento reduz a atividade esteroidogénica podendo induzir falhas no
processo reprodutivo.

O volume nuclear das células de Leydig néo foi alterado no presente estudo,
porém, houve reducdo no volume citoplasméatico o que refletiu na diminuicdo do
volume individual das células de Leydig nos animais tratados com chumbo. N&o ha
correlacdo entre o volume celular e a produgdo de testosterona, porém foi
determinado que a area de superficie do reticulo endoplasmatico liso est4 altamente
correlacionada com a capacidade de secrecéo de testosterona pelas células de Leydig
(Russell et al., 1996). Segundo Zirkin et al. (1985) ratos expostos a altas doses de
chumbo tiveram o volume das células de Leydig reduzidos. Nesse mesmo trabalho, a
area de superficie ocupada por reticulo endoplasmético liso por células de Leydig
também foram significativamente menores. De fato, a reducdo observada no
citoplasma das células de Leydig no presente estudo poderia estar relacionada a
reducdo da area ocupada pelo reticulo endoplasmatico liso, ja que houve redugdo no
volume citoplasmatico, o que justificaria também a reducdo dos niveis séricos de
testosterona nesses animais.

O ILS é um pardmetro que visa quantificar o investimento em células de
Leydig, com relacdo ao peso corporal (Russell, 1996). Neste estudo, animais tratados
com chumbo ndo apresentaram alteragcGes nesse parametro, diferente da redugéo
significativa do ILS em ratos tratados com cadmio (Cupertino, 2012). No presente
estudo, o nimero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo também
ndo apresentou variacGes. Leite et al. (2013) também ndo observaram reducéo
significativa no nimero de células de Leydig por testiculo em ratos expostos ao

cadmio.

5. Concluséo

As alteracdes morfométricas e ultraestruturais das células de Leydig,
juntamente com a reducdo dos niveis de testosterona em animais tratados com
chumbo, permitem-nos concluir que essas células sdo alvo da acdo toxica desse
metal. Além disso, as alteragBes ultraestruturais observadas nos vasos sanguineos, a
presenca de edema intersticial e o aumento de tecido conjuntivo nos animais

expostos ao chumbo podem ter comprometido o equilibrio delicado entre esses
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ambientes, dificultando a difusdo dos horménios do intertibulo até o epitélio
seminifero, levando a baixa estimulacdo das células germinativas e afetando assim, o

processo espermatogénico.
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Figura 1. SeccOes histoldgicas do compartimento intertubular de ratos Wistar
controle e submetidos a diferentes doses de acetato de chumbo (AcPb). a: grupo |
(controle); b: grupo Il (16 mg Pb/kg); c: grupo Il (32 mg Pb/kg); d: grupo IV (64
mg Pb/kg); e: grupo V (128 mg Pb/kg). TS: tubulo seminifero; VS: Vaso sanguineo;
EL: espaco linfatico; TC: tecido conjuntivo; »: macrdéfago; CL: células de Leydig.
Azul de Toluidina. Barras: 30 pm.
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Figura 2. Ultraestrutura das células de Leydig de ratos Wistar controle e tratados
com acetato de chumbo (AcPb). a: grupo I (controle); b: grupo 1l (16 mg Pb/kg); c:
grupo 111 (32 mg Pb/kg); d: grupo IV (64 mg Pb/kg); e-f: grupo V (128 mg Pb/kg).
N: nucleo; M: mitocdndria; RER: reticulo endoplasmatico rugoso; RL: reticulo
endoplasmatico liso; EL: espaco linfatico; V: vaso sanguineo; CL: células de
Leydig; *: protrusdes citoplasméticas das células de Leydig; N: deposicdo de

colageno. Barras: 2 pm.
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Figura 3. Ultraestrutura dos vasos sanguineos de ratos Wistar controle e tratados
com acetato de chumbo (AcPb). a: grupo | (controle); b: grupo Il (16 mg Pb/kg); c:
grupo 111 (32 mg Pb/kg); d-e: grupo IV (64 mg Pb/kg); f: grupo V (128 mg Pb/kg).
E: célula endotelial; V: vaso sanguineo; EL: espago linfatico; *: vaclolos

citoplasméticos; S: vacuolos intrajuncionais. Barras: 2 um.
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Tabela 1. Pardmetros biométricos testiculares, volume (mL) e proporcéo volumétrica
(%) dos componentes intertubulares de ratos Wistar adultos controle e tratados com
acetato de chumbo (média + Desvio padréo; n=5).

Parametro  Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV ~ GrupoV
PT(g)  3,13+0,43° 3,09+0,20° 3,42+029%° 3,36+0,25° 3,50+0,34°
PA(g)  0,05+0,01* 0,05£0,00* 0,05+0,01*® 0,05+0,01*° 0,05+0,01°
PPA(g)  3,08+0,43" 3,04+0,20° 3,36+0,30° 3,31+0,25* 3,45+0,34°
IN(mL)  0,33%0,02®° 0,34+0,09° 0,51+0,10° 0,40+0,07*  0,49+0,13
(%) 10,80+1,40° 11,23+2,90° 15,10+2,78% 13,53+2,88* 14,20+3,14°
VS(mL)  0,05+0,01° 0,05+0,02* 0,05+0,01* 0,05+0,01*° 0,06+0,02°
(%) 13,98+2,66° 14,12+3,99% 10,16+0,80% 11,98+2,05* 11,66+2,19°
EL(mL)  0,18%0,01* 0,18+0,04* 0,34+0,08° 0,28+0,05® 0,32+0,09"
(%) 53,74+1,53* 5516+7,06° 66,78+2,62° 62,62+2,49° 64,084553"
CL(mL)  0,09+0,02*° 0,07+0,03* 0,08+0,02* 0,07+0,01*° 0,07+0,02°
(%) 26,88+3,52% 20,00+3,37° 14,78+1,88° 1526+1,47° 14,4242 50°
TC(mL)  0,01+0,00° 0,03+0,01° 0,03+0,01° 0,03+0,01° 0,04+0,01"
(%) 3,60+1,01° 7,30+1,95° 6,04+1,02° 7,16+0,63" 7,40+2,19"
M(mL)  0,01+0,00° 0,01+0,00* 0,01+0,00* 0,01+0,00° 0,01+0,00
(%) 1,80+0,67% 3,42+0,50° 2,24+0,42%° 2,98+1,16° 2,44+0,47°

Letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). Grupo I: controle; Grupo I1: 16
mg Pb/kg; Grupo I11: 32 mg Pb/kg; Grupo IV: 64 mg Pb/kg; Grupo V: 128 mg Pb/kg. PT: peso testicular;
PA: peso da albuginea; PPA: peso do parénquima testicular; IN: intertibulo; VS: vaso sanguineo; EL:

espaco linfatico; CL: célula de Leydig; TC: tecido conjuntivo; M: macréfago.
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Tabela 2. Pardmetros estereoldgicos de células de Leydig de ratos Wistar controle e
tratados com acetato de chumbo (média + Desvio padrdo; n=5).

Parametro Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo V
VN(um®) 150,62+20,28°  175,37+15,46°  148,82+40,46" 148,97+28,85" 137,32+25,53"

VC(um®) 704,65+65,56° 531,64+115,01° 488,34+86,00° 474,10+72,79° 371,53+4525°

VL(pum®) 855,27+53,22%  707,02+12,28°  637,16+64,96° 623,06+88,15° 508,85+42,91°
NCL/T (105 51,77+7,72° 49,01+16,28°  59,71+1587*°  54,07+3,44*  69,46+17,94°
NCL/g T(10%)  33,62+7,19° 31,78+10,55° 35,05+9,90°  32,30+2,76° 39,40+8,93°
RNP(%) 21,66+4,74° 34,11+6,79° 32,13+12,80°  31,80+6,03° 37,67+9,97°

ILS(%) 0,024+0,005° 0,019+0,008° 0,019+0,004*  0,017+0,003°  0,017+0,005°

Letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). Grupo I: controle; Grupo II: 16 mg
Pb/kg; Grupo I1I: 32 mg Pb/kg; Grupo IV: 64 mg Pb/kg; Grupo V: 128mg Pb/kg. VN: volume dos nucleos da
célula de Leydig; VC: volume do citoplasma das células de Leydig; VL: volume de células de Leydig por
testiculo; NCL/T:nimero de células de Leydig por testiculo; NCL/gT: namero de células de Leydig por

grama de testiculo; RNP: relacdo nucleoplasmatica; ILS: indice Leydigossomatico.
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Figura 4. Niveis séricos de testosterona nos grupos controle e tratados com acetato
de chumbo. Letras iguais ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). Grupo I:
controle; Grupo 1l: 16 mg Pb/kg; Grupo IlI: 32 mg Pb/kg; Grupo 1V: 64 mg Pb/kg;
Grupo V: 128 mg Pb/kg.
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5. CONCLUSOES GERAIS

A exposi¢cdo ao chumbo interferiu negativamente, tanto no ambiente tubular
quanto no intersticio dos testiculos de ratos Wistar adultos, em todas as doses
utilizadas. O acimulo de chumbo no testiculo propicia a ocorréncia de reacbes que
culminam na geragdo de espécies reativas de oxigénio e exercem influéncia sobre o0s
mecanismos de defesa antioxidante das células, reduzindo a atividade das enzimas
SOD e CAT. Danos oxidativos induzidos pelo chumbo afetam as interacdes
existentes entre células germinativas, células de Sertoli, células de Leydig,
macréfagos e vasos sanguineos, promovendo disfungdes no processo
espermatogénico. Essas disfun¢des permitem-nos concluir que os testiculos séo alvo
da acdo toxica do chumbo. Assim, a exposi¢do subcrdnica a este metal pode induzir
0 estresse oxidativo devido & inoperancia das enzimas antioxidantes, promovendo
uma série de alteracdes morfoldgicas, morfométricas e ultraestruturais nos testiculos,

inibindo a esteroidogénese e comprometendo assim a produc¢do espermatica.
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