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RESUMO

COIMBRA, John Lennon de Paiva, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2020.
Parametros espermaticos, testiculares e epididimarios de ratos Wistar expostos ao
arsénio. Orientadora: Mariana Machado Neves. Coorientadora: Ana Claudia Ferreira Souza.

O arsénio ¢ um metaloide encontrado no solo, ar e agua e sua contaminagdo ocorre
principalmente pela ingestdo de agua contaminada com o elemento. Tal exposicdo, esta
associada com o surgimento de patologias e lesdes em 6rgaos de diversos sistemas organicos,
inclusive do aparelho reprodutor masculino. Neste contexto, tem-se concentrado esforcos para
descrever a influéncia da exposicdo em diferentes concentragdes de arsénio para a
espermatogénese, atividade antioxidante nos 6rgdos reprodutores e o possivel potencial
genotdxico do metaloide nas células espermaticas. Nesse sentido, esse trabalho objetivou
investigar consequéncias da exposi¢do ao arsenito de sodio, em duas concentragdes, em 6rgaos
do sistema reprodutor masculino durante 56 dias, focando nos parametros morfoldgicos e
funcionais. Para isso, os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais
(n=10/ grupo). O grupo controle (C), em que os animais receberam agua filtrada, e os grupos
Asl e As10 em que os roedores receberam solucdo de arsenito de sddio a 1 mg/L e 10 mg/L
durante um ciclo do epitélio seminifero em ratos. A exposicdo ao elemento acarretou em
alteragcdes na histologia dos tubulos seminiferos e desregulacdo das atividades de enzimas
antioxidantes testiculares e epididimarias. A presenga do arsénio ndo afetou a biometria
corporal, a dosagem de testosterona sérica, a morfometria testicular, e parametros morfolégicos
e de genotoxicidade nos espermatozoides epididimarios. Entretanto, o grupo que recebeu 10
mg/L do arsenito de sddio, apresentou a motilidade espermatica reduzida. Esses resultados,
mostram que o metaloide nas concentragdes testadas possuiu efeito negativo em alguns dos

parametros morfofuncionais dos testiculos, epididimo e dos espermatozoides.

Palavras-chave: Arsénio, toxicologia, toxicologia reprodutiva, parametros morfofuncionais



ABSTRACT

COIMBRA, John Lennon de Paiva, M.Sc., Federal Universidade Federal de Vicosa, February
2020. Sperm, testicular and epididymal parameters of Wistar rats exposed to arsenic.
Advisor: Mariana Machado Neves. CO-Advisor: Ana Claudia Ferreira Souza

Arsenic is a heavy metal found in soil, air and water and its contamination occurs mainly by
drinking water contaminated with the element. Such exposure is associated with the appearance
of pathologies and injuries in organs of several organic systems, including the male
reproductive system. In this context, efforts have been concentrated to describe the influence
of exposure on different concentrations of arsenic for spermatogenesis, antioxidant activity in
reproductive organs and the possible genotoxic potential of metal in sperm cells. In this sense,
this study aimed to investigate the consequences of exposure to sodium arsenite, in two
concentrations in male reproductive system organs during 56 days, focusing on morphological
and functional parameters. For this, the animals were randomly divided into three experimental
groups (n =10/ group). The control group (C), where the animals received filtered water, and
the groups Asl and As10, in which the rodents received sodium arsenite solution at 1 mg /L
and 10 mg / L during a cycle of the seminiferous epithelium in rats. Exposure to the element
resulted in changes in the histology of seminiferous tubules, deregulation of the activities of
testicular and epididymal antioxidant enzymes. The presence of arsenic did not affect
biometrics, serum testosterone levels, testicular morphometry, morphological and genotoxic
damage to epididymal sperm, however the group that received 10mg / L of sodium arsenite,
had reduced sperm motility. These results show that the metal at the tested concentrations had
a negative effect on some of the morphofunctional parameters of the testicles, epididymis and

sperm.

Keywords: Arsenic, toxicology, reproductive toxicology, morphofunctional parameters.
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1. INTRODUCAO

A interacdo entre toxicos ambientais e organismos bioldgicos se tornou tematica de
estudo de diversos pesquisadores preocupados com o bem-estar social e suas consequéncias
para a saude publica. No centro destas pesquisas, destacam-se os metais pesados e metaloides,
como o arsénio, que tém sido considerado um importante contaminante ambiental com efeitos
agudos e cronicos que podem promover acometimento de doencas, injarias, bem como lesdes
em 0Orgaos de diversos sistemas organicos inclusive do aparelho reprodutor masculino. Seu
efeito, no entanto, depende de fatores como tempo de exposicdo, vias de exposicdo e
concentragdo do toxico (Ratnaike, 2003; Akter et al., 2006; Zinco, 2014).

O principal veiculo de exposi¢cdo humana ao arsénio ¢ a 4gua potavel contaminada. Este
metaloide possui alta capacidade de se solubilizar ndo apresentando odor ou paladar que possam
servir como indicativo de sua presenca na agua. Acredita-se que milhdes de pessoas no mundo
estdo sendo expostas diariamente a concentragdes de arsénio por meio da ingestdo de aguas que
contém o metaloide solubilizado. Este fato ¢ entendido como um problema ambiental sério em
todo o mundo, levantando a preocupagao de paises em desenvolvimento com Bangladesh, que
¢ um exemplo de local com maior acometimento de pessoas pelo arsénio, € em paises
desenvolvidos como os Estados Unidos (Ng et al., 2003;Hei et al., 2004).

No sistema reprodutor a exposi¢ao ao arsénio pode promover um quadro de estresse
oxidativo, resultando na producgao de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, que provocam
danos diretos e indiretos a biomoléculas importantes, como proteinas, enzimas, lipideos e na
molécula de desoxirribonucleico (DNA) (Sharma et al., 2014). A produgdo destas espécimes
nos sistema reprodutor estd frequentemente associada a eventos que desregulam a homeostase
testicular e epididimaria (Zubair et al., 2017). A perda da eficiéncia na espermatogénese,
altera¢des histomorfométricas e histopatoldgicas nos orgados reprodutores, somado a menor
concentragdo de espermatozoides no limen desses 0rgdos estdo associadas a falhas no sistema
de defesa antioxidantes em combater os espécimes gerados pelo metal (Johnson et al.,2000;
Jana, 2006; Souza et al., 2016 ; Lima et al., 2018).

Soma-se ao dano do efeito oxidativo por meio das diferentes formas de arsénio
disponibilizados no ambiente a capacidade de promover genotoxicidade celular (Mass et al.,
2001; Hei et al., 2004), implicando em danos diretos na molécula de DNA, resultando em
aberragdes e mutagdes cromossomicas. Em casos mais graves, a genotoxicidade do metal se
associa ao surgimento de neoplasias (Hei et al., 2004).

Dentro desse contexto, tem-se intensificado esforgos para descrever a influéncia da

exposicdo em diferentes concentracdes de arsénio no sistema reprodutor masculino,
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relacionando tais achados com o evento espermatogénico, atividade antioxidante nos 6rgaos
reprodutores e o possivel potencial genotoxico do metal nas células espermaticas. Nesse
sentido, esse trabalho objetivou investigar consequéncias da exposi¢ao ao arsenito de sodio, em
duas concentragoes (1 mg/L e 10 mg/L), em o6rgados do sistema reprodutor masculino durante
um ciclo do epitélio seminifero de ratos Wistar adultos, focando em pardmetros morfoldgicos
e funcionais. Como objetivos especificos temos:

- Avaliar os espermatozoides de animais expostos ao arsénio quanto a parametros
morfologicos e funcionais, identificando possiveis danos ao DNA celular;

- Analisar o ambiente testicular em que estas células estdo sendo produzidas apds a
exposicdo a este metaloide, quanto a parametros morfoldgicos, histomorfométricos e
funcionais;

-Dosar a concentracdo sérica de testosterona nestes animais no momento
histofisiolégico em analise;

-Determinar a atividade das enzimas antioxidantes que atuam no processo de estresse

oxidativo, bem como outros indicadores de dano oxidativo nos testiculos e epididimos.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 — Arsénio: caracterizagdo quimica

O arsénio ¢ definido como um metaloide por ter caracteristicas fisicas e quimicas que
transitam entre os elementos metais e ndo metais (Baker e Chesnin, 1975). Este elemento
compde o grupo 15 (5A) da tabela periddica (Chou, 2003) e apresenta consisténcia solida,
sendo cristalino e de cor acinzentada. Ele pode estar em diferentes valéncias quimicas (3-, 0,
3+ e 5+) quando combinado com oxigénio, cloro e enxofre. Neste caso ele ¢ chamado de arsénio
inorgéanico, como no caso do arsenito e arsenato. Quando combinado com carbono e hidrogénio,
apresenta-se na sua forma orgéanica, como arsina e derivados organicos (Graeme, 1998 ; Chou
et al., 2003; Jomova et al., 2011). Os estados de oxidagdo do arsénio, As (III) e As (V), sdo os
biologicamente mais relevantes, ja que sdo considerados os mais toxicos. Ao longo da historia,
esses elementos foram utilizados como medicamentos contra doengas como a sifilis e
neoplasias (Graeme, 1998). O arsénio ¢ um elemento quimico amplamente distribuido no
planeta, sendo o 20° mais abundante na crosta terrestre (Jomova et al., 2011; Chou, 2003). O
metaloide esta presente no ar, 4gua, solo e nos varios tipos de rocha, especialmente em minérios
que contém chumbo e cobre. As fontes naturais de liberagao do elemento para o ambiente

incluem processos de erosdo, lixiviagdo e fendomenos e vulcanicos (Ribas, 2013). Ac¢des
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antropicas como a combustdo e atividade de usinas que utilizam carvdo podem liberar
quantidades de arsénio na atmosfera, que se depositam no solo, ficam retidos no ar, sendo
transportado por longas distancias ou ainda dissolver-se em agua, sendo comum sua presenca
em lagos, rios ou aguas subterraneas em decorréncia de descarga de residuos industriais
resultantes da a¢des humanas (Chou, 2003).

O termo metal pesado ndo possui uma defini¢do clara. Sobre o ponto de vista quimico,
metais pesados sdo aqueles que apresentam densidade especifica de mais de 5 g/cm? (Filho,
2016). No ponto de vista da toxicologia, o grupo de metais pesados € composto por elementos
quimicos da tabela periddica que sdo considerados toxicos, ndo sendo destruidos dentro do
organismo contaminado e, além disso, sendo bioacumulados. Como poluentes ambientais, eles
representam um sério risco a saude de organismos bioldgicos, inclusive humanos. Dentre os
metais pesados mais conhecidos destacam-se os que, ainda hoje, mesmo se sabendo do
potencial toxicoldgico, sdo amplamente utilizados por pessoas do mundo todo (Souza et al.,
2014). Seus representantes em destaque sdo o chumbo, cadmio, mercurio e arsénio. O arsénio,
dentro da area toxicologica ¢ referido como um metal pesado por possuir densidade de 5,72 g/
cm?, que pode se bioacumular em tecidos e 6rgios, promovendo toxicidade nos mesmos (Jérup,

2003).

2.2 — Metabolismo do arsénio

O arsénio ¢ absorvido principalmente pela ingestdo ou inalagdo, sendo que a principal
forma de exposi¢do humana ao elemento ¢ pela 4gua de beber. Uma vez ingerido, sua absor¢ao
e distribui¢do pelos 6rgdos bioldgicos ocorre em até 24 horas (Graeme, 1998). O arsenito chega
dentro dos compartimentos celulares por meio das aquagliceroporinas 7 € 9 ou por hexoses
permeases. No caso do arsenato, estes sdo transportados por meio de transportadores fosfatos
(Liu et al., 2002). Uma vez dentro da célula, o arsénio ¢ metilado no figado pela agao de
enzimaticas de metiltransferases, formando compostos menos tdxicos para o organismo: acido
monometilarsonico e acido dimetilarsinico, os quais chegam ao espago extracelular e sdo
excretados pela urina. Entretanto, leva-se de trés a cinco dias para que 50% consiga ser
eliminado do organismo (Ratnaike, 2003; Wang et al., 2006).

A toxicidade dos metais como o arsénio relaciona-se com a capacidade destes elementos
de se ligarem ao grupo tiol de proteinas e enzimas, desestabilizando suas conformagdes
funcionais, e, consequentemente, suas atividades. Além de serem fatores de risco para o
desenvolvimento de algumas doengas, eles podem afetar negativamente os sintomas e

progressdo de doengas pré-existentes (Akinola et al., 2016).
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A nivel molecular, Abernathy et al. (1999) explicam que o arsénio pode interromper a
expressdo de genes envolvidos com as vias de transdug@o de sinal, o que pode implicar no
declinio de fungdes celulares relevantes para o organismo. Cerca de 200 proteinas envolvidas
com processos vitais, como o mecanismo de replicacao e reparo do DNA e/ou sintese de ATP,
podem ser inibidos por agdo do arsénio, devido a inativa¢do enzimatica (Ratnaike, 2003).

As patologias que surgem devido a toxicidade do arsénio estdo relacionadas ao tempo
de exposicdo ao metal, que pode ocorrer de forma aguda ou cronica. Os efeitos acarretados,
devido a exposicao aguda, incluem nausea, vomito, dor abdominal, encefalopatia e neuropatia.
Enquanto na exposi¢do cronica ¢ comum o surgimento de neoplasias no pulmao, bexiga, pele
e figado, além de disturbios metabdlicos como diabetes, doencas cardiacas e problemas de
fertilidade (Ratnaike, 2003).

2.3 — Toxicidade em o6rgaos reprodutores masculinos

No sistema reprodutor masculino, o arsénio ¢ conhecido por promover danos aos
testiculos e epididimos, prejudicando as fungdes destes 6rgaos. Estudos epidemioldgicos em
homens demonstram que a exposi¢do ao arsénio promove a reducao da qualidade dos
espermatozoides (Nie et al ., 2006; Hsieh et al. 2008). De acordo com Souza et al. (2016a),
roedores expostos ao arsenito e arsenato de sodio apresentaram vactiolos no epitélio testicular,
além de redugdo na produgao espermatica. Mudangas na biometria testicular, como a dimuigao
de seu peso e reducao do nimero de espermatozides normais também foram identificadas em
animais expostos a diferentes compostos de arsénio (Pant et al., 2004; Guvvala et al., 2016). A
exposicao ao arsénio foi ainda capaz de promover a degeneracgao das células germinativas (Picut
e Remick., 2017). Camundongos expostos ao arsénio exibiram redug¢des graduais no diametro
tubular seminifero (Sanghamitra et al., 2008) e, em ratos, o contetdo micromineral do 6rgado
foi alterado (Lima et al., 2018). Estudos experimetais demonstram que, tanto o testiculo como
o epididimo, s3o orgdos-alvos dentro da acdo toxicoldgica do arsénio (Souza et al., 2016b; Lima
et al., 2018), o que pode comprometer a fisiologia destes orgaos.

O testiculo ¢ um 6rgao do sistema reprodutor masculino responsavel pela producao dos
espermatozoides e da testosterona (Russell et al., 1993). Ele ¢ formado no embrido a partir das
células germinativas primordiais € no adulto apresenta um compartimento tubular, composto
por células de Sertoli e células germinativas, e um compartimento intertubular, onde se
encontram as células intersticiais que produzem esteroides (Gonzalez, 2002). O 6rgdo ¢
responsavel pela producdo dos espermatozoides, evento que ocorre dentro dos tubulos
seminiferos de modo regulado e coordenado, envolvendo diferentes fatores: endocrinos,

génicos e transicionais (Hess e Franca, 2008). Este fendmeno recebe o nome de
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espermatogénese, que pode ser explicado de modo geral como: a diferenciagdo das
espermatogonias (c€lulas germinativas indiferenciadas) que compode o epitélio do tibulo
seminifero em espermatozoides maduros (Costa, 2017).

Sabe-se que os espermatozoide saem dos testiculos sem apresentarem a capacidade de
motilidade, adquirindo esta e outras especificacdes no epididimo (Sostaric et al., 2008). O
epididimo ¢ um o6rgdo altamente enovelado, divido em quatro regides anatdmicas, segmento
inicial, cabeca, corpo e cauda (Robaire et al., 2015). O epididimo possui como fungdo a
maturacdo, estocagem e transporte dos espermatozoides, criando um ambiente luminal
especializado para a promocao de tais eventos. A maturacdo espermatica, se inicia na cabeca
do epididimo e segue pelo corpo chegando at¢ a cauda (Sostaric et al., 2008). O
espermatozoides, no epididimo, sofrem transformagdes como as modificacdes na membrana
plasmatica, que sdao induzidas pelo ambiente i6nico, somado a presenga ou auséncia de
macromoléculas especificas dentro do limen do 6rgdo (Sostaric et al., 2008). Neste processo,
o espermatozoide sofre modificagdes bioquimicas, morfologicas e funcionais, estimuladas por
proteinas estruturais, enzimaticas e por glicoproteinas sintetizadas e adicionadas a0 mesmo por
células do epididimo (Robaire et al., 2015). O ambiente epididimal fornece ao espermatozoide
disponibilidade de substratos, temperatura, tensdes de oxigénio e pH adequados, auxiliadores
no processo inicial da capitacdo espermatica (Viscontl et al., 2011). Assim, a exposi¢dao ao
arsénio, pode prejudicar tanto a fungdo testicular de produgdo espermatica quanto a de
maturacao exercida pelo epididimo, resultando em uma menor qualidade e viabilidade dos
espermatozoides.

2.4 — Mecanismos de agdo do arsé€nio na reproducao

Ainda ndo esté totalmente elucidado todos os mecanismos pelos quais o arsénio exerce
sua toxicidade nos 6rgdos do sistema reprodutor masculino. Entretanto, ¢ bem caracterizado
sua acdo via promog¢ao em excesso de espécies reativas de oxigénios e nitrogénio. Isto gera um
desequilibrio entre tais espécies e as enzimas antioxidantes que buscam neutralizar os efeitos
negativos da presenca exacerbada das espécies reativas de oxigénio e de seus subprodutos,
gerando no ambiente celular um quadro de estresse oxidativo (Davies, 2000). Em situacdes
fisiologicas, os espécimes participam como mediadores de eventos celulares, atuam durante
respostas inflamatdérias e, por meio da cadeia transportadora de elétrons, auxiliam na
capacitagdo final do espermatozoide no momento da fertilizagdo (Barbosa et al., 2010).

O sistema antioxidante ¢ composto de enzimas como a superdxido-dismutase (SOD),
catalase (CAT) e glutationa S-transferase (GSH), que compdem a primeira linha de defesa para

as células. A agdo da SOD no ambiente celular relaciona-se com a remo¢ao do radical
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superoxido (O%), gerando o peroxido de hidrogénio (H202) e em seguida, tem-se a atuagio da
CAT que catalisa a reagdo de H2O», em 4gua e oxigénio, evitando danos celulares e/ou teciduais
(Davies, 2000). A GSH possui papel na biotransformacao e elimina¢ao de xenobioticos e na
defesa das células contra compostos que apresentam um carbono, um nitrogénio ou um atomo
de enxofre eletrolitico (Huber, 2008). Essas enzimas trabalham em conjunto para neutralizagdo
e transformagdo de espécies reativas de oxigé€nio e nitrogénio em moléculas inofensivas para
as célula, tecidos e 6rgaos (Ighodaro et al., 2018).

O arsénio consegue liga-se aos grupos sulfidrila nas proteinas interferindo em suas
funcdes. A exposicdo ao metal leva comumente o surgimento da peroxidacdo lipidica,
implicando em lesdes celulares relacionados com alteracdes na permeabilidade seletiva da
membrana bioldgicas e desestruturando o aparato que suporta receptores hormonais envolvidos
com mecanismos de sinalizagao. Como consequéncia desse processo, ocorre 0 aumento nos
niveis de malondialdeido, que relacionam-se com a propor¢ao de danos celulares gerados pela
peroxidagdo lipidica (Lima et al., 2001; Reddy et al., 2011). Outro importante marcador de
dano oxidativo ¢ a carbonilagao de proteinas, o que implica em perda da fun¢do destas. Sabe-
se que a carbonilacao pode ocorrer mediada diretamente por agdo radicais livres ou de forma
indireta, por meio da formag¢ao dos malondialdeido (Vincent et al., 2007; Zithanova et al., 2007;
Reddy et al., 2011). O excesso de 60xido nitrico induz a diminui¢do da motilidade, da viabilidade
dos espermatozoides e compromete a capacitacdo da reacdo acrossdmica (Aitken, 1997).

Em homens, a exposi¢do ao metal acarretou em uma diminui¢ao do peso dos testiculos
e em uma menor contagem de espermatozoides (Kim e Kim, 2015). De acordo com Chiou et
al. (2008), ratos tratados com trioxido de arsénio apresentaram diminui¢ao na motilidade e
viabilidade espermatica, reducdo nos niveis de testosterona plasmatica, ndo alterando a
testosterona testicular nas condi¢des testadas, mas ocorreu a expressao reduzida do mRNA
envolvido na sintese de testosterona testicular. A diminui¢do do niimero de espermatozoides,
esfoliagdo de células que compdem os tubulos seminiferos, propor¢ao alterada do nucleo /
citoplasma das células de Leydig e uma menor expressdo de receptores de androgenos no
epididimo, foi relatada como consequéncias da exposi¢ao ao arsénio devido ao quadro de
estresse oxidativo (Silva et al., 2017).

Kim e Kim (2015) sugerem que os espécimes reativos de oxigénio e nitrogénio gerados
pelo metal podem exercer sua toxicidade, afetando o eixo-hipotalamico-hipofisario-gonadal.
Assim, o arsénio exerce seus efeitos toxicos, tanto no cérebro e/ou hipofise, provocando via
estresse oxidativo desregulagdo endocrina, o que prejudica as fungdes testiculares e

epididimarias, uma vez que estes 6rgdos sao androgenos dependentes. A exposi¢ao ao metal
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em modelos experimentais foi capaz de reduzir concentragdes do hormonio luteinizante (LH),
horménio foliculoestimulante (FSH) e producdo de testosterona pelas células de Leydig,
implicando em perturbagdes nos processos de perturbado espermatogénese.

2.5 — Consequéncias da intoxicagdo pelo arsénio para o espermatozoide

Os espermatozoides sdo células haploides altamente especializadas dotadas de
capacidade de fertilizagdo. Durante sua produgdo, que corresponde a um ciclo completo do
epitélio seminifero, que ¢ especifico por espécie animal, essas células passam por mudancas
morfologicas e estruturais de suas caracteristicas (Holstein et al., 1987). A anatomia do
espermatozoide maduro, consiste em uma regido denominada cabega e outra chamada de cauda,
revestidas por membrana plasmatica (Brito, 2007). Na cabega, encontra-se o ntcleo com seus
cromossomos condensados, citoesqueletos aderentes ao nicleo e o acrossoma, que ¢ uma
organela delimitada por membrana, dotada de enzimas fundamentais ao processo de fertilizagao
(Olson et al., 2002). A cauda, também chamada de flagelo, ¢ a estrutura dotada de movimentos,
sendo dividida em pega média, pecga principal e peca final. O axonema estende-se por todo o
comprimento da cauda e organiza-se em um formato de nove duplas de microtubulos,
apresentando um par central (Brito, 2007). Nesta organiza¢do estrutural, encontram-se
proteinas motoras dotadas de ATPases que utilizam moléculas de adenosina trifosfato (ATP),
produzidas pelas mitocondrias, para proporcionar motilidade ao espermatozoide (Inaba e
Mizuno, 2016).

Os espermatozoides podem ter seu processo de produgdo e maturacao prejudicado em
decorréncia da producdo de espécimes reativas de oxigénio, sendo este iniciado nas
mitocondrias destas células, envolvendo uma gama de vias de sinalizag¢do celular (Aitken etl
al., 2012). A exposi¢do a metais pesados como arsénio, podem promover a ativacdo em maior
quantidade dos espécimes reativos de oxigénio pelas mitocondrias espermaticas (Barbosa et al.,
2010). Sabe-se que a producao em pequenas quantidades de tais espécimes € necessaria para a
funcdo espermatica normal, como o aumento da fluidez da membrana plasmatica, eventos de
fosforilagdo da tirosina que se associam a capacitacdo espermatica (Aitken, 2011). Se
relacionam, também, com a hiperativagao da motilidade, reagdo acrossomal e a penetragao do
espermatozoide ao ovocito II (Maia e Bicudo, 2009). Contudo, o excesso de espécimes reativas
de oxigénio, promove a ativagdo de diversos eventos moleculares, que perturbam organelas,
desencadeiam ou aumentam da peroxidagdo lipidica, promovem a formagdo de proteinas
carboniladas e levam a danos oxidativos no DNA espermatico tendo como consequéncias
espermatozoides com sua motilidade, viabilidade e integridade génica diminuida (Aitken, 2011;

Aitken et al., 2012).
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Agentes toxicos podem exercer papeis de disruptores endocrinos, promovendo
variagdes ou interrupgdes na producdo de hormonios que sdo necessarios para uma produgdo
espermatica normal. A avaliacao de fertilidade pode ser averiguada por analises padroes como
motilidade e morfologia. Para a morfologia, considera-se espermatozoides anormais os que
apresentam defeitos nas regides da cabega e ao longo da cauda. A motilidade espermatica ¢ um
parametro que pode ser usado para medir a viabilidade do espermatozoides, sendo que os
espermatozoides imoveis sao considerados inviaveis (Khatun et al., 2018).

Soma-se a esta verificacdo, ensaios que permitem detectar dano oxidativo ao DNA
espermatico. Algumas técnicas podem ser utilizadas para tal investiga¢do, como medir niveis
de 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine (8-OHdG) que encontram-se aumentados quando existe dano
oxidativo ao DNA, o teste Sperm Chromatin Structure Assay (SCSA), que permite a avaliagao
da estrutura da cromatina dos espermatozoides, a técnica de TUNEL que se baseia na
incorporagdo de nucledtidos deoxyuridina trifosfatados (dUTP) e o ensaio cometa, que ¢ uma
técnica rapida, de baixo custo, sensivel e que permite avaliar a fragmentacdo do DNA de cadeia
simples ou de cadeia dupla a depender de adaptagdes metodoldgicas.

De modo geral, o principio do ensaio cometa baseia-se na inclusao dos nucleos
espermaticos em um gel de agarose sobre laminas histologicas, submetendo-as em uma corrente
elétrica. Em situacdes de fragmentagdo nuclear, o DNA, por possuir carga negativa, ird migrar
para fora do nucleo, essa migragdo forma um aspecto de cauda de cometa. Quanto maior a
fragmentacdo, maior a relagdo com o dano oxidativo ao DNA, sendo que na auséncia de lesdes
nucleares o DNA permanece armazenado dentro do nucleo (Evenson,1987 ; Shen et al., 2000 ;
Olive et al., 2006). A integridade do DNA da célula espermatica se faz necessaria para o
processo de fertilizacdo, ja& que o DNA integro pode refletir no sucesso reprodutivo de um
individuo (Noblanc et al., 2013). De acordo com Nifo et al. (2016), roedores expostos ao
trioxido de arsénio mostraram uma diminui¢do na concentragdo de espermatozoides, na
motilidade e aumento da fragmentagdo no DNA espermatico.

3. MATERIAL E METODOS
3.1 Animais

Este trabalho ¢ uma continuidade dos trabalhos da linha de pesquisa sobre toxicologia
reprodutiva desenvolvidos pelo grupo de pesquisa em reproducdo animal e toxicologia. Ratos
Wistar adultos (n = 30, 80 dias de idade), pesando aproximadamente 310,40g vieram
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Vigosa e foram mantidos
individualmente em gaiolas de polipropileno, sob temperatura (21 = 2 °C) e iluminacao

controlada (12-12 h claro / escuro), no Biotério Setorial do Laboratorio de Biologia Estrutural
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do Departamento de Biologia Geral. Durante o experimento, os modelos experimentais tiveram
acesso a ragdo e a agua ad libitum. A administracdo das quantidades de arsénio ocorreu de
forma oral, sendo a agua o veiculo escolhido para promog¢ao de exposicao dos roedores ao
elemento. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica Animal da Universidade Federal de
Vigosa (CEUA/UFV; numero de protocolo 8§1/2018) e foi conduzido de acordo com o Conselho
Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA).
3.2. Delineamento experimental

Os animais foram submetidos a um periodo de aclimatacao de dez dias e em seguida,
foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais (n =10 / grupo). O grupo controle
(C), em que os animais receberam agua filtrada, e os grupos Asl e As10 em que os roedores
receberam solucdo de arsenito de s6dio a 1 mg/L e 10 mg/L (NaAsO2; Sigma Aldrich Co., St.
Louis, MO) respectivamente, por meio da agua de beber por 56 dias, sendo o consumo de agua,
medido diariamente ao longo do experimento. Um total de 0,017g de arsenito (NaAsO2) foi
dissolvido em 1 L de 4gua destilada para obter um total de 1 mg/L de arsénio, enquanto 0,052¢g
de arsenito (NaAsO?2) foi dissolvido em 1 L de agua destilada para se obter 10 mg/L de arsénio.
As concentragdes de arsénio, presentes na agua de beber dentro deste estudo sdo maiores que o
limite permitido pela Organizagdo Mundial de Saude que atualmente ¢ de 0,01 mg/L. (Who,
2011). Entretanto, considera-se que populacdes humanas em regides endémicas do mundo,
estdo sujeitas a exposi¢do e consequentemente contaminagdes com niveis muito acima do
permitido por lei. O periodo experimental correspondeu a um ciclo do epitélio seminifero em
ratos, sendo o consumo de agua e da solu¢do medido diariamente. Os animais foram pesados
semanalmente de acordo com Lima et al., (2013) e Souza et al., (2016), para a monitoracao do
peso corporal.
3.3. Eutanasia, coleta dos 6rgdos e mensuracao de pardmetros biométricos

Apos 56 dias de exposicao ao arsénio, todos os animais (n = 30) foram pesados, ¢
sedados (xilazina 10 mg/ kg/ intraperitoneal) e depois anestesiados (quetamina 150 mg / kg/
intraperitoneal) assim como descrito em Souza et al., (2016). Posteriormente, testiculos,
epididimos, prostata ventral e vesicula seminal (sem glandula coagulante) foram removidos,
dissecados e pesados , registrando-se os pesos dos Orgdos para a mensura¢ao de parametros
biométricos. Os testiculos e epididimos direitos, foram utilizados para a analise histopatoldgica
e histomorfometrica e os esquerdos, destinados ao estresse oxidativo, ensaio cometa e

parametros espermaticos.
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3.4. Dosagem de testosterona sérica

O sangue foi coletado por pungdo cardiaca durante o periodo de anestesia do animal e
posteriormente centrifugado a 4.119 x g. por 15 min. O soro obtido foi utilizado para
quantificagdo da testosterona, utilizando-se do kit testosterona ELISA (ADI-900-065, Enzo
Life Sciences, Plymouth, PA, EUA) seguindo as instrugdes do fabricante (Lima et al., 2018;
Souza et al., 2016a, 2016c¢).

3.5. Analise Histopatologica

Testiculos e epididimos (n = 5/grupo) foram fixados por imersdo por 24 horas em
paraformaldeido a 4%. Posteriormente, tanto os fragmentos dos testiculos como os das regides
do epididimo (segmento inicial, cabeca, corpo e cauda) foram desidratados em série crescente
de etanol (70, 80, 90 ¢ 100%). Posteriormente, eles foram diafinizados em xilol e embebidos
em parafina histologica. Cortes histologicos com 5 um foram obtidos utilizando um micrétomo
rotativo (RM 2255, Leica Biosystems, Nussloch, Alemanha) e corados com hematoxilina e
eosina. Em aumentos de 10, 20 e 40 x analisou-se 100 tubulos seminiferos considerando tibulos
com células acidofilas, células multinucleadas, degeneragao tubular, vacuolizagao do epitélio e
células germinativas destacadas na regido luminal (Picut et al., 2017). Na andlise
histopatologica do epididimo, a aparéncia do epitélio, o conteudo luminal e o intersticio foram
observados, classificados de acordo com as diretrizes para estudos toxicoldgicos (Grava et al.,

2014).

3.6. Histomorfometria testicular

Para as analises morfométricas, imagens digitais do parénquima testicular foram obtidas
utilizando o microscopio de luz (Olympus BX-53, Toquio, Japao) equipado com camera digital
(Olympus DP73, Toquio, Japao) e analisadas com o programa Image-Pro Plus® 4.5 (Media
Cybernetics, Silver Spring, EUA). Obteve-se o didmetro médio dos tibulos seminiferos e
diametro luminal dos modelos experimentais a partir da medida, ao acaso, de 30 secgoes
transversais de tibulos que apresentaram o contorno o mais circular possivel. As mesmas
seccoes utilizadas para medir o didmetro tubular, foram usadas na mensuragao da altura do
epitélio seminifero, compreendida da tinica propria ao lumen tubular. O valor encontrado para
altura do epitélio, em cada tubulo, representa a média de duas medidas diametralmente opostas

(Souza et al., 2016a).
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3.7. Marcadores de estresse oxidativo e enzimas antioxidantes

Para a anélise das atividades superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), e glutationa
S-transferase (GST), foram utilizados 100 mg de testiculo e cauda do epididimo (n =15/ grupo)
previamente congelados, onde foram homogeneizados em tampao fosfato e centrifugado a 4000
g a5 ° C por 10 minutos, de acordo com Souza et al., (2016b,2019). A atividade da SOD, foi
avaliada pelo método do pirogalol, com base na capacidade dessa enzima de catalisar a reagao
de superdxido (O?) e perdxido de hidrogénio (Dieterich et al., 2000). A atividade de CAT, foi
avaliada de acordo com o método AEBI (1984), medindo a cinética da decomposi¢dao do
peroxido de hidrogénio. A atividade de GST foi estimada pelo espectrofotometro a 340 nm,
como descrito por Habig et al.,(1974) e calculado pela taxa de oxida¢do do NADPH. Para a
analise do malondialdeido, o produto final de peroxidacao lipidica, 50 mg do testiculo e da
cauda epididimal (n =5 / grupo) foram homogeneizados em tampao fosfato (pH 7,0) seguido
de centrifugagdo a 10.000 g por 10 minutos. O sobrenadante foi entdo reagido com solucao
TBARS (15% de acido tricloroacético, 0,375% de acido tiobarbitarico, 0,25N HCL) por 15
minutos. A formac¢ao de substancias reativas ao acido tiobarbiturico foi monitorada a 535 nm,
conforme descrito por Buege e Aust (1978). Os niveis de 6xido nitrico, foram indiretamente
determinados pela quantificagdo dos niveis de nitrito / nitrato nos testiculos e na cauda dos
epididimos de acordo com a metodologia de Griess (Tsikas, 2007). A concentragdo de proteinas
carboniladas, foram medidas bioquimicamente pela adicdo de 0,5 mL de solugdo de
dinitrofenil-hidrazina aos granulos de tecido testicular. O dano proteico foi determinado no
sobrenadante final, com base nos grupos carbonila da reacdo DNPH e medido em
espectrofotometria a 370 nm (Levine et al., 1990).
3.8. Analises espermaticas

A regido da cauda epididimaria, obtida dos machos controle e tratados com arsénio (n
= 10 / grupo) foram cortadas vérias vezes usando uma lamina de bisturi sobre uma placa de
Petri. Estes cortes foram realizados sobre 500 pl de NaCl a 0,09% a fim de facilitar a saida do
fluido epididimario contendo espermatozoides deste oOrgdo. Para analisar a motilidade
espermatica, 10 pl de fluido epididimario, foram colocados entre lamina e laminula previamente
aquecidos a 37 °C (Souza et al., 2016c¢). E posteriormente avaliados em microscopio optico (L
- 1000B, Bioval, Sao Paulo, Brasil) em aumento de 400x. As células foram entdo classificadas
como maveis ou imoveis, e os resultados foram expressos em percentual (Morakinyo et al.,
2010).

Para a morfologia espermética (n = 10 / grupo) utilizou-se 50 pl do fluido epididimario

fixado em 100 pl de paraformaldeido a 4% tamponado, sendo mantido refrigerado a -20°C até
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o momento da analise. Foram analisados 200 espermatozoides em microscépio de contraste de
fase (Bioval L - 1000B) em aumento de, 200x e 1000x. As anormalidades espermaticas foram
classificadas quanto a defeitos de cabeca (nticleo e acrossoma), peca intermediaria (quebrada,
fracamente dobrada e fortemente dobrada) e peca principal (fracamente enrolada e fortemente
enrolada), sendo os resultados expressos em porcentagem (Lima et al., 2018;Souza et al.,

2016a).

3.9. Ensaio cometa

Espermatozoides das trés regides do epididimo, cabega, corpo e cauda, (n = 5 / grupo)
foram coletados durante a eutandsia dos animais e centrifugados em 600 rpm por 20 minutos,
descartando-se o sobrenadante nos intervalos e adicionado-se ao pellet uma solug¢do de red
blood cells, para a remocao de células sanguineas no meio. Esse processo se repetiu por quatro
vezes, para cada amostra dos animais tratados e controle. Posteriormente 100 ul do material foi
congelado em nitrogénio liquido e armazenado a 20C° até o momento do processamento. O
dano no DNA dos espermatozoides foi avaliado pelo teste do cometa de acordo com (Duydu et
al., 2012), com algumas modificagdes. Laminas histologicas, foram cobertas com agarose com
ponto de fusdo normal e armazenadas em estufa 37° C durante a noite para permitir a
solidificagdo da agarose. 100 pl de tampao de isolamento nuclear foram adicionados a cada
amostra ¢ apos 20 minutos, 50 pl destas, foram adicionados as laminas histologicas, e em
seguida, 60 pl de agarose com baixo ponto de fusdo (low-melting) foi aplicado sobre as 1aminas
histologicas, cobrindo-se com laminulas de 24 x 50mn. Logo apos esses eventos, as laminas
foram armazenadas no congelador por 10 minutos a 4 ° C e levadas a geladeira por 1 mim.
Posteriormente, as laminas histologicas, sem laminulas foram armazenadas por 5 minutos em
tampao de eletroforese alcalina (TRIS 250 mM, EDTA 1 mM e NaOH 10 mM), e apds esse
tempo, a eletroforese foi iniciada, durando 20 minutos em uma corrente elétricade 25 V/ea
amperagem ajustada para 270 mA. Trés lavagens com Tris-HCI foram entdo realizadas por 5
minutos cada. Para a coloragdo das amostras, utilizou-se 100 pl de Acridine Orange (50 pum)
durante 15 minutos no escuro. Para remog¢ao do excesso do corante, as laminas foram lavadas
trés vezes com agua destilada por 5 minutos. Apds a secagem das laminas histologicas, 100
células foram contadas para documentar a fragmentacdo do DNA espermatico. A visualizagdo
ocorreu em um microscopio de epifluorescéncia Olympus IX80 (Toquio, Japao), com uma

ampliagdo de 200x.
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3.10. Analise estatistica

Os dados foram avaliados quanto a sua normalidade pelo teste de ShapiroWilk.
Variaveis paramétricas, foram comparadas pela analise de variancia (ANOVA), seguida pelo
teste de Student Newman Keuls, para comparacao entre médias. Os resultados nao paramétricos
foram submetidos ao teste de Kruskal Wallis, sendo suas médias comparadas pelo teste de
Dunn. As diferengas foram consideradas significativas quando p < 0,05. Os dados sao
apresentados como média + erro padrao da média (Média = SEM). As andlises estatisticas foram

realizadas pelo software GraphPad Prism (versdo 7.0).

4. RESULTADOS

4.1. Consumo de agua

Apds 56 dias de tratamentos, ndo houve diferenca entre os grupos quanto ao consumo
de agua (P > 0,05). Animais do grupo controle ingeriram 43,18 £+ 0,44 mL de dgua de beber,
enquanto animais expostos a 1 mg/L de arsénio ingeriram 43,06 + 0,37 mL da solu¢do. Ja os
animais do grupo que recebeu a maior concentragdo de arsénio na dgua de beber ingeriram
43,66 + 1,66 mL.

4.2. Peso corporal, peso de 6rgaos reprodutivos masculinos e testosterona sérica

Nao foram observadas diferencas entre os grupos experimentais para os parametros

biométricos avaliados (P > 0,05; Tab. 1). A concentracdo sérica de testosterona também nao

sofreu alteracdo entre os animais dos grupos experimentais (P > 0.05; Tab. 1).
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Tabela 1. Parametros biométricos e testosterona sérica de ratos Wistar adultos expostos ao arsénio nas
concentracdes de 1 mg /L (Asl) e 10 mg/ L (As10 por 56 dias na agua de beber

Parametros Controle Asl Asl0
Peso corporal final (g) 378,5+£12,34% 426,6 £12,89* 414,8 £20,34%
Testiculos (g) 1,75+0,04% 1,67 +0,08% 1,78 £ 0,032
Testiculos (g/100g) 0,46 +0,01% 0,39 +0,022 0,44 £0,02°
Epididimos (mg) 698,3 +£14,02° 729,0 +£30,48% 731,8 £20,68%
Epididimos (mg/100g) 185,8 £5,292 171,9+38,13°2 179,7 £ 8,922
Vesicula seminal (mg) 1254 £ 115,82 1140 £ 96,9 ¢ 1301 +£119,2%
Vesicula seminal 316,1 £33,05% 284,6 £28,21% 331 +33,03%

(mg/100g)

Prostata Ventral (mg)

Prostata Ventral
(mg/100g)

Testosterona sérica
(ng/dl)

605,752,592

152,1 +£13,17%

904,5 +56,71%

680,6 + 25,24

169,8 9,75

823,6 £78,07?

579,7+16,71°

149,7+ 15,71%

843,1 £69,14°

Valores expressos em média + SEM pelo teste de Student Newman Keuls (P >0,05).
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4.3. Histologia de testiculo e epididimo

Os animais do grupo controle possuiam tibulos seminiferos normais, compostos por
tinica propria, epitélio germinativo e lumen (Figura 1). No entanto, os animais do grupo Asl
apresentaram vacuolos na base do epitélio seminifero e menor nimero de espermatozoides no
limen dos tubulos (Figura 1). Essas alteragdes, também foram visualizadas nos animais
pertencentes ao grupo Asl0, somado a presenca de células germinativas no limen tubular
(Figura 1). Nao foram observadas alteracdes histopatoldgicas no epitélio do epididimo em todas
as regides avaliadas nos animais expostos a ambas concentragdes de arsénio. No entanto,
observou-se uma discreta diminui¢gdo no nimero de espermatozoides no limen dos ductos
pertencentes ao seguimento inicial em Asl e As10, na regido da cabe¢ca em As10 e no corpo do

epididimo em Asl e As10 (Figura 2).



26

Controle

Testiculo

FIGURA 1: Tubulos seminiferos de ratos Wistar adultos. Controle dgua potavel; Asl: 1 mg/ L de e As10: 10 mg/ L de arsénio. E = epitélio,
L = limen, In = Intersticio * = indica presenca dos espermatozoides. ** indica aparente redugdo espermatica, observada pelos espagcos em
branco no limen, cabega da ponta de seta = vactiolos. Seta = células germinativas no lumen. Coloragao hematoxilina & eosina. Barras de escala
=20 pum.
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FIGURA 2: Seccdes histologicas de epididimo de ratos Wistar adultos. Controle
agua potavel; Asl: 1 mg/ L de e Asl10: 10 mg / L de arsénio. E = epitélio, L =
limen, In = Intersticio. Indica uma aparente redugdo espermatica, enxergada pelos
espacos em branco no limen. Coloragdo hematoxilina & eosina. Barras de escala

=20 um
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4.4. Histomorfometria testicular

Os dados morfométricos dos tubulos seminiferos ndo apresentaram diferencas
entre 0s grupos experimentais para os parametros didmetro tubular, didmetro luminal e
altura do epitélio (P > 0,05; Tab. 2).

Tabela 2. Parametros morfométricos de testiculos de ratos adultos expostos ao arsénio
nas concentragdes de 1 mg /L (Asl) e 10 mg/ L (As10) na 4gua de beber.

Parametros Controle Asl Al10

Diametro tubular (um) 231,94+6,93* 2358+7,21% 219,7+3,31°%
Diametro luminal (um) 91,31 +3,72% 92,72+5.84% 91,33+7,49°?
Altura do epitélio (um) 70,28 £2,32% 71,53 +1,87* 65,02+4,41°%

Valores expressos em Média £ SEM pelo teste de Student Newman Keuls (P >0,05).

4.5. Motilidade e morfologia espermatica

A motilidade espermatica foi reduzida em animais tratados com 10 mg/L arsénio
em relagdo aos animais do grupo controle e aqueles expostos a concentragdo de 1 mg/L
do metal (P <0.05; Tab. 3). Por outro lado, o parametro morfoldgico dos espermatozoides
ndo diferiu entre os animais controles e expostos ao arsénio (P > 0.05; Tab. 3).

Tabela 3. Motilidade e Morfologia de espermatozoides de ratos adultos expostos ao

arsénio durante 56 dias em duas concentragdes de 1 mg /L (Asl) e 10 mg/ L (As10) na
agua de beber.

Parametros Controle Asl Al10
Motilidade espermatica (%) 83+1,85% 78,5+1,50%  48,5+2,47°
Morfologia espermatica normal (%) 96,4 + 0,472 97,6 £0,26% 96,5+0,5°

Valores expressos em média + SEM. ®° letras diferentes sobrescritas na mesma linha
indicam diferencas significativas pelo teste de Student Newman Keuls (P < 0,05).

4.6. Atividade de enzimas antioxidantes € marcadores de estresse oxidativo

No testiculo dos animais expostos ao arsénio a 10 m/L, a enzima antioxidante
SOD, apresentou aumento significante em relagdo aos animais do grupo controle e aos
expostos a | mg/L (P <0,05; Fig. 3). A atividade testicular de CAT, foi menor nos animais
expostos ao arsénio (Asl e As10) quando comparados com os animais do grupo controle
(P < 0,05; Fig. 3). Ja os niveis de GST, apresentaram um aumento nos roedores que

ingeriam as concentracdes de arsénio testadas neste estudo comparados aos animais
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controle (P < 0,05; Fig. 3). Os niveis do marcador de estresse oxidativo, 6xido nitrico e
de MDA no testiculo ndo se alteraram nos grupos que receberam arsénio comparados ao
grupo controle (P > 0,05; Fig. 4). Por outro lado, o conteudo de proteina carbonilada no
testiculo aumentou no grupo Asl0 comparado aos demais grupos analisados (P < 0,05;
Fig. 4).

Na regido da cauda do epididimo as enzimas antioxidantes SOD e GST, nado
sofreram alteragdes nos animais expostos ao arsénio, quando comparados com os animais
do grupo controle (P > 0,05; Fig. 3). J& os niveis de CAT, apresentaram redugdo
significante nos animais dos grupos Asl e Asl0 em relagdao aos do controle (P < 0,05;
Fig. 3). Os niveis dos marcadores de oxido nitrico, se mantiverem sem alteragdes na
regido da cauda do epididimo (P > 0,05; Fig. 4). O contetido de proteina carbonilada
sofreu aumento significante em roedores que receberam 1mg/L de arsénio (P <0,05; Fig.
4) comparados aos outros grupos analisados. No caso do marcador malondialdeido,
apenas o grupo Asl0 exibiu niveis mais elevados, quando comparados com os outros

grupos experimentais (P < 0,05; Fig. 4).
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FIGURA 3: Atividade de enzimas antioxidantes relacionadas ao quadro de estresse
oxidativo nos o6rgaos reprodutivos, testiculo e epididimo de ratos Wistar adultos expostos
ao arsénio por 56 dias por meio da dgua potavel. SOD: superdxido dismutase; CAT:
catalase; GST: glutationa S-transferase. Modelos experimentais; controle; agua potavel;
Asl: 1 mg/L de arsenito de sddio; As10: 10 mg /L de arsenito de s6dio. Média + SEM.
% b Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as medidas pelo teste de
Student Newman Keuls (P < 0,05).
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FIGURA 4: Niveis de marcadores relacionadas ao quadro de estresse oxidativo, nos
orgdos reprodutivos testiculo e epididimo, de ratos Wistar adultos expostos ao arsénio de
sodio por 56 dias por meio da agua potavel. Em NO>NOs: Nitrito e Nitrato;, MDA:
malondialdeido; CP: proteina carboniladas. Modelos experimentais; controle; agua
potavel; Asl: 1 mg/ L de arsenito de sddio; As10: 10 mg/ L de arsenito de sédio. Média
+ SEM. ¢ Diferentes letras indicam diferencas significativas entre as medidas pelo
teste de Student Newman Keuls (P < 0,05). A exposi¢do ao arsénio durante 56 dias ndo
foi capaz de induzir danos no DNA dos espermatozoides de ratos Wistar adultos.
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Os espermatozoides coletados das trés regides epididimarias, cabega, corpo e

cauda nao apresentaram fragmentagdes de DNA, tanto de animais controle quanto de

animais expostos ao arsénio (P > 0,05; Fig. 5). A Figura 6 mostra os nucleos dos

espermatozoides visualizados ao microscopio de epifluorescéncia.
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FIGURA 5: Integridade do DNA dos espermatozoides das regides do epididimo (cabeca,
corpo e cauda); Controle agua potavel; Asl: 1 mg/ L de arsenito de sédio; As10: 10 mg
/ L de arseniato de sddio. Média + SEM. Sem diferencas significativas entre os modelos
experimentais as medidas pelo teste de Student Newman Keuls (P >0,05).

FIGURA 6: Representacdo da integridade e cometa no DNA dos espermatozoides expostos
ao arsénio por 56 dias. a) Representacdo de uma amostra de nicleos corados com laranja de
acridina; b) Nucleo integro; b') Nucleo apresentando sinais de danos no DNA; b") Cometa.
Controle agua potavel; Asl: Il mg/L dee 10: 10 mg/ L de arsénio. Barra de escala =10 pm

5. DISCUSSAO

Os resultados obtidos neste trabalho mostraram que animais expostos ao arsénio,
na forma de arsenito de sddio por 56 dias, apresentaram alteracdes morfologicas e
funcionais dependendo da concentracdo administrada. No geral, a histologia e a atividade
de enzimas antioxidantes testiculares e epididimarias foram alteradas na presenga do
arsénio, com consequente dano em proteinas e lipideos celulares. As concentragdes de 1
e 10 mg/L de arsénio, no entanto, ndo foram capazes de alterar negativamente parametros
biométricos, dosagem de testosterona sérica e morfometria testicular, nem causar danos
morfologicos e de genotoxicidade nos espermatozoides epididimarios. A motilidade
espermatica, porém, reduziu em animais expostos a 10 mg/L de arsenito de sédio.

No presente estudo, ndo € possivel afirmar que os animais foram intoxicados pelo
metaloide nas concentragdes fornecidas, considerados os resultados do consumo de agua
de beber e peso corporal final. Além de ndo apresentarem nenhuma sintomatologia
clinica. A toxicidade sist€émica de um metal pesado se reflete no ganho de peso dos

animais durante o tempo de exposi¢ao (Sellers et al., 2007), bem como na reducao da
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ingestao de agua. Por isso, 0 monitoramento desses parametros em ensaios toxicoldgicos
fornecem dados importantes sobre as condi¢des corporais € do metabolismo do animal,
indicando se o agente toxico exerceu agdo direta ou acometeu 6rgdos alvo (Fernandes et
al., 2007).

Outros parametros aqui avaliados que podem indicar que as concentragdes de
arsénio aqui administradas, no tempo de exposicao previamente determinado, ndo foram
toxicas ao animal estdo relacionadas ao peso dos orgaos reprodutores, como testiculo,
epididimo, vesicula seminal e prostata. A pesagem dos orgdos reprodutores se faz
necessaria em animais sexualmente maduros, pois os pesos dos testiculos podem refletir
alteragdes nos tubulos seminiferos ou edema no espago intersticial. Mudangas no peso
dos epididimos podem refletir em menor produgdo de espermatozoides pelos testiculos e
uma capacitacao inicial espermatica deficiente. As variagdes que podem ser encontradas
nos pesos das vesiculas seminais e prostatas sinalizam para que se busque entender a
acao androgenos e estrogenos (Sellers et al., 2007).

De fato, sabe-se que o arsénio pode atuar negativamente sobre a reprodugo
masculina de duas maneiras, por a¢ao inibitoria do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal
ou por estresse oxidativo (Kim e Kim, 2015; Souza et al., 2019). No presente estudo, nao
podemos afirmar que a a¢ao se deve pela primeira forma de atuagdo, devido a manutengao
da concentragdo plasmatica de testosterona nos animais expostos ao metaloide. Este
resultado, influenciou os achados para peso absoluto e relativo dos 6rgdos androgeno-
dependentes avaliados, testiculos, epididimos e glandulas anexas. Resultados similares
foram encontrados por (Souza et al., 2016) e (Lima et al., 2018) que administraram
diferentes doses e formas de arsénio por 56 dias também na dgua de beber, num periodo
de 56 dias.

Adicionalmente, a presenca de testosterona circulante também foi capaz de manter
a arquitetura testicular integra, com seus tubulos seminiferos bem caracteristicos e seu
espaco intersticial preservado. No presente estudo, também foi observada a manutencao
de parametros morfométricos testiculares em animais expostos ao arsénio, como diametro
tubular, didmetro do limen e a altura do epitélio seminifero. Tanto o didmetro tubular
como didmetro luminal dos tibulos seminiferos, podem ser indicadores da atividade
espermatogénica, pois mudancas nessas dimensdes podem relacionar- se com um
processo de espermatogénese deficiente e em comprometimento da fungao testicular. Em
animais sexualmente maduros e com produgao hormonal tais dimensdes nao apresentam

variacoes (Franga e Godinho, 2003; Russell et al., 1990; Scolfaro et al., 2003). Enquanto
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a média da altura do epitélio seminifero, a partir do qual os espermatozoides sdo
originados, auxilia na avaliagdo da producdo espermadtica; se existe ou ndo,
comprometimento da fungdo testicular (Pintus et al., 2015).

Nos testiculos, tanto a concentragao 1 mg/L quanto a 10 mg/L foram capazes de
induzirem alteragdes histopatoldgicas, como o surgimento de vacuolizagdes na base do
epitélio seminifero, reducdo de espermatozoides, presenca de células germinativas no
limen, sendo que estes efeitos foram mais graves nos animais expostos a maior dose do
metaloide. A vacuolizagdo ¢ uma das respostas morfolégicas mais comuns apresentadas
pelas células de Sertoli a injurias iniciais de carater reversivel, mas que pode ser agravada
caso o agente toxico continue sendo fornecido ao longo do tempo, evoluindo para
processos patoldgicos irreversiveis (Creasy, 2001). A presenca de células germinativas
no lumen testicular indica um achado histopatologico importante, pois pode implicar em
tubulos seminiferos compostos apenas por células de Sertoli e alteragcdes no processo de
espermatogénese (Creasy, 2001). A presenca de vactolos nas células de Sertoli também
foi observada por Souza et al., (2016b) e Lima et al., (2018) quando expuseram ratos
Wistar adultos por 56 dias a diferentes formas quimicas e concentragdes de arsénio.

A anélise histopatologia do epididimo revelou um epitélio bem preservado, sem
nenhuma alteragdo morfologica no mesmo. Entretanto, observou-se reducdo de
espermatozoides presentes no limen do ducto, ao longo das suas regides (segmento
inicial, cabeca e corpo) sendo o fendmeno mais acentuado nos animais que receberam a
maior dose de arsenito de sddio. Tanto Souza et al., (2016a) como Morakinyo (2010),
relataram menor produgdo espermatica testicular por dia em animais expostos ao arsénio,
o que se refletiu na quantidade destas células no epididimo A redugdo do numero de
espermatozoides encontrado aqui pode ser um reflexo do desequilibrio antioxidante
testicular, uma vez que os niveis de SOD e CAT aumentaram, na tentaiva de proteger o
orgao dos espécimes reativas geradas pela presenca do elemento. Contudo, os niveis de
CAT reduziram, indicando exaustdo da atividade enzimatica o que implica em falhas na
neutralizacao dos danos oxidativos, que se refletiram no aumento de CP, apontando para
lesdes em proteinas testiculares em decorréncia do quadro oxiditaivo gerado, sendo isto,
uma possivel causa das vacuolizagde e a presenga de células germinativas no limen. No
epididimo, a atividade de SOD e GST mantiveram-se ativas, trabalhando para
neutralizacdo dos espécimes reativas de oxigénio e nitrogénio, mas houve exaustdo dos
niveis de CAT e consequentemente aumento de marcadores da peroxidacao lipidica e

proteina carbonilada. Apesar dos niveis dos marcadores aumentados, a arquitetura



36

epitelial do 6rgao nao foi afetada, contudo eles sugerem, que caso a exposi¢ao continuam
por um periodo maior que 56 dias, tal arquitetura poderia ser afetada devido a continuo
dano oxidativo gerado em proteinas e fosfolipidios destas células, tendo implicagdes para
a maturagao dos espermatozoides.

As desregulagdes nas atividades enzimaticas indicam a presenga de espécimes
reativas de oxigénio e nitrogénio, pois sdo enzimas chaves no combate aos subprodutos
de geracdo destes espécimes. O aumento da atividade de GST testicular relaciona-se com
o processo de metabolizagdo e detoxificagdo promovida pela exposi¢do ao metal,
minimizando as complicagdes morfofuncionais aqui avaliadas. Ja o aumento de SOD no
orgdo pode estar relacionado com o combate inicial de H2O». Por outro lado, a queda de
CAT tanto nos testiculos como na cauda do epididimo, indica o aumento de espécies
reativas nos orgaos devido a falhas na biotransformac¢ao do H>O2 em moléculas de agua
e oxigénio. A permeancia peroxido de hidrogénio na célula, por sua vez, relaciona-se com
o aumento dos niveis de proteinas carboniladas. Sendo este um dano que implica em
desregulagdes nas fungdes reprodutivas tanto dos testiculos quanto dos epididimos, por
promover perda de enzimas e proteinas necessarias para o sucesso da funcao reprodutiva,
como o ganho de motilidade (Aryal et al., 2013; SpiazzI et al., 2013; Manna et al.,2008a;
Chang et al., 2007). Os niveis aumentados de malondialdeido, fazem referéncia ao
aumento da peroxidagdo lipidica na cauda do epididimo, refletindo em possivel inversao
da fluidez da membrana biologica das células do 6rgdo, desagregacdo de grandes
complexos enzimaticos, e queda na capacidade seletiva da bicamada lipidica (Ighodaro
etal., 2018; Vaca et al., 1988; Reddy et al., 2011). De acordo com Dias (2018) os metais
pesados podem promover danos funcionais antes mesmo de acarretem, mudancas
estruturais nos tecidos. Pensa-se que por isso, somado a atividade de GST e SOD
aumentada, ndo foram encontrados os achados histopatologicos severos e mudangas nos
padrdes morfométricos testiculares pelo tempo de exposi¢ao testados.

A concentracdo de malondialdeido aumentada na cauda do epididimo e
possivelmente gerada pela presenca de peroxido de hidrogénio em excesso na célula, se
relacionando assim, com a queda da motilidade espermatica encontrada nos animais que
receberam a maiores doses de arsenito de sodio. Acredita-se que H20:, pode afetar a
enzimas vitais nos espermatozoides, resultando em diminui¢@o da motilidade espermatica
(Makker et al.,, 2009). A presenga de acidos graxos poli-insaturados compondo a
membrana plasmatica dos espermatozoides, os tornam células muito sensiveis a

peroxidacdo lipidica, que ¢ uma resposta a formacao de espécies reativas ao oxigénio e



37

pode ser apontado, também, como um fator responsavel pela redu¢ao da motilidade
espermatica (Lenzi et al., 1996). Alguns autores relataram a capacidade do metal se ligar
com alta especificidade a tubulina, por meio dos seus grupos tiols e interromper a
dinamica dos microtubulos flagelar, resultando e queda da motilidade dos
espermatozoides. (Li et al., 1999). As concentragdes de peroxido de hidrogénio e os
subprodutos gerados pelo dano oxidativo, nos animais que receberam Img/L de arsenito
de sodio, ndo devem ter sido suficientes, para desregular os mecanismos de motilidade
espermatica, pelo periodo de tempo testado neste experimento. E relatado que o quadro
de estresse oxidativo, mediado pelas reagdes dos radicais livres, acarretam em um
aumento de espermatozoides com cabecas anormais (Momeni e Eskandari, 2012). O que
nao aconteceu nos animais deste experimento pois, possivelmente, as concentragdes de 1
e 10 m/L ndo geram espécimes reativas de oxigénio e nitrogénio suficientes para se
ligarem a cromatina e induzir anormalidades morfologicas por 56 dias de tratamento.
Outro fator que pode ter favorecido a auséncia de anormalidades espermaticas, seriam os
niveis de GST aumentados no testiculo indicando a biotransformagao do metal em suas
formas menos toxicas (Momeni e Eskandari, 2012). As analises de morfologia e
motilidade dos espermatozoides, sdo componentes chaves nos estudos voltados para
toxicologia reprodutiva masculina, pois sdo marcadores da espermatogénese, ja que se
relacionam com a producgdo destes, pelos testiculos e maturacdo pelo epididimo,
fornecendo informagdes sobre a fisiologia e/ou patologias nos 6rgaos (Morakinyo et al.,
2010).

E relatado que a exposigdo ao arsénio pode induzir a quebras de DNA por meio
de reagdes mediadas por radicais livres (Morakinyo et al., 2010). A fragmentacdo no
DNA espermatico, das diferentes regides do epididimo, foi avaliada nesse estudo por
meio do ensaio cometa e ndo apresentou diferengas entre os grupos experimentais. O
reparo do DNA ¢ o processo que esta ativo durante a producdo dos espermatozoides
(Aitken et al., 2011). A fosforilagdo da proteina histona H2Ax, combinada com a ativacdo
das polimerases poli (ADP-ribose) e agao de glicosilases e nucleases, atuam como um
sistema que visa reparar e neutralizar as fragmentacdes nucleares das células espermaticas
(Aitken etal., 2011; Flora et al., 1990; Ighodaro et al., 2000).

Assim, acredita-se que o estresse oxidativo, causado pelo metal ndo foi capaz de
promover lesdo, quanto a fragmentacdo do DNA espermatico, devido a eficiéncia do
sistema de reparo que provavelmente manteve-se suas taxas de atuagdo altas, durante o

processo de producao destas células. Quando se pensa em espermatozoides maduros,
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acredita-se que os radicais livres gerados nesse experimento em decorréncia da ingestao
de Img e 10 mg/L por 56 dias ndo conseguem exercer efeitos toxicos que culminem em
danos oxidativos ao DNA dos espermatozoides. Outro fator que pode ter protegido o
DNA espermatico da agdo oxidante do metal ¢ a secrecao das células do epididimo, que
secretam enzimas antioxidantes como a glutatina peroxidase 5 (GPx5) no ambiente
luminal do 6rgdo, protegendo estas células do dano oxidativo no DNA.

Os niveis de nitros e nitratos ndo se alteram apds a exposi¢do ao arsénio neste
trabalho, indicando que a producao de oxido nitrico nos testiculos e na regido da cauda
dos epididimos, estdo dentro das condig¢des fisioldgicas esperadas, o que pode ter
contribuido para condi¢des patologicas menos severas. Estudos relatam, que em
concentragdes baixas o oxido nitrico, desempenha um papel importante na regulacio, na
quantidade e na fung¢do das células das células de Sertoli e Leydig, apoiando os processos
de diferenciacdo das células germinativas (Auharek et al., 2011). Participam também do
controle da funcdo testicular, via a acdo no eixo-hipotaldmico-gonadal, estimulando a
produg¢do hormonal. No epididimo, a auséncia ou excesso de oxido nitrico pode
desregular o ambiente luminal adequado, gerando danos oxidativos em proteinas
necessarias para maturagdo e capacitagao espermatica inicial que ocorre no 6rgao (Zini

et al., 1996).

6. CONCLUSAO

Nossos resultados indicaram que as concentracdes de 1 e 10 mg/L de arsénio
desregularam a atividade de enzimas antioxidantes e acarretaram no aumento de alguns
marcadores de danos oxidativos no testiculo e no epididimo de ratos Wistar adultos. O
metaloide foi capaz de induzir perda de motilidade espermaética, mas sem trazer prejuizos,
para a morfologia ou a estrutura do DNA dos espermatozoides. Alteracdes
histopatologicas, doses dependentes surgiram apos o tempo de exposi¢ao, sem alterar os
pardmetros morfométricos, biométricos e os niveis de testosterona. O conjunto desses
dados, sugerem, que a toxicologia do metal ¢ exercida pelo quadro de estresse oxidativo.
Contudo, sdo necessarios, mais estudos e ensaios para que se entenda, por exemplo, quais
proteinas, enzimas, lipidios e/ou vias de sinalizagdo, sofrem lesdes pela acao do metal e
quais as suas implicagdes, para os parametros morfofuncionais dos testiculos, epididimo

e dos espermatozoides.
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