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Maria, Maria

(M. Nascimento / F. Brant)

“Mas € preciso ter forca
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Maria, Maria
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Mas € preciso ter manha
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Quem traz na pele essa marca
Possui a estranha mania

De ter fé na vida.”
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passaram a existir, quer se trate do estado ou de qualquer

outra coisa, tera delas a mais bela visdo.”

Aristoteles
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RESUMO

LIMA, Graziela Domingues de Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho
de 2013. Fertilidade e morfofisiologia epididimaria de ratos wistar submetidos a
ingestao de arsenato e arsenito de sédio. Orientadora: Mariana Machado Neves.

O objetivo deste estudo foi comparar o efeito da exposicdo a diferentes concentracdes
de arsénio nas formas pentavalentes (arsenato; As® ) e trivalentes (arsenito; As+3) sobre
parametros reprodutivos. Utilizou-se 30 ratos divididos em cinco grupos (n= 6 animais/
grupo). Animais controle receberam NaCl a 0,9%, enquanto que os demais foram
tratados diariamente por via oral com 0,01 e 10mg/L de arsénio, nas formas de arsenato
e arsenito de sédio por 56 dias. Animais tratados com 10mg/L de arsenito tiveram
reducdo na producdo espermadtica didria, no nimero de espermatides no testiculo e por
grama de testiculo, no nimero de espermatozoides nas regides epididimdrias e no
percentual de espermatozoides com membranas integras (P < 0,05). J4 0,0lmg/L de
arsenito causou reducao no nimero de espermatozoide nas regides de cabeca/corpo do
epididimo e no percentual de espermatozoides integros (P < 0,05). Houve aumento no
percentual de vasos sanguineos no segmento inicial do epididimo de animais tratados
com arsenito (0,01 e 10mg/L) e arsenato (0,0lmg/L). Arsenato de sédio, na
concentracdo de 10mg/L, alterou o percentual de espermatozoides integros e o
percentual de limen sem espermatozoides na cauda do epididimo (P < 0,05). 81,8% de
fémeas conceberam de machos controle, 50% quando os machos foram tratados com
arsenato 0,01 mg/L e arsenito 10 mg/L e 63,6% quandolOmg/L de arsenato foi
utilizado. Nao houve diferenca entre os grupos de fémeas para nimero de corpos liteos
e de implantacdes (P > 0,05), sendo o potencial de fertilidade (%) de machos tratados
com arsenato 0,01mg/L (40,6£12,8) e arsenito 10mg/L (40,6£11,7) menor que o dos
machos controle (71,0+21,4). A perda embriondria pré-implantacdo foi de 59% para
machos tratados com arsenato 0,01mg/L e arsenito 10mg/L e 29% para animais
controle. Pode-se concluir que o arsenito foi mais danoso que o arsenato de s6dio para
parametros testiculares, epididimdrios e esperméticos. Arsénio presente na dgua de
beber na concentracao de 0,01mg/L alterou parametros de fertilidade de ratos quando na

forma de arsenato de sédio.
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ABSTRACT

LIMA, Graziela Domingues de Almeida, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July
2013. Fertility and morphophysiology epididymal of rats wistar subject to intake
sodium arsenate and arsenite. Adviser: Mariana Machado Neves.

The aim of this study was to compare the effect of exposure to different concentrations
of arsenic in the pentavalent (arsenate, As+5) and trivalent forms (arsenite, As+3) on
reproductive parameters. Were used 30 Wistar rats randomly divided into five
experimental groups (n = 6 animals/group). The control animals received saline, while the
treated animals were exposed orally to sodium arsenate and arsenite, testing for each
chemical form with concentrations of 0.01mg/L and 10mg/L, daily for 56 days. Animals
exposed to 10mg/L of arsenite had reduced daily sperm production, the number of
spermatids in the testis and per gram of testis, the number of sperm in the epididymal
regions and the percentage of sperm with intact membranes (P < 0.05). Already
0.01mg/L arsenite caused a reduction in the number of sperm in the caput/corpus regions
of the epididymis and the percentage of sperm with intact membranes (P < 0.05). In
addition, there was increase in the percentage of blood vessels in the initial segment of
the epididymis to the animals exposed to arsenite (0.01 and 10mg/L) and arsenate
(0.0lmg/L). Sodium arsenate at the concentration to 10mg/L, only changed the
percentage of sperm with intact membranes and percentage of lumen without sperm in
the cauda of the epididymis (P < 0.05). Regarding the fertility parameters, there was
obtained 81.82% of pregnant females to males control, 50% of males exposed with
arsenate 0.01 mg/L and arsenite 10 mg/L and 63.64% of males exposed to 10mg/L of
arsenate. 81.8% of the females conceived from males, 50% when the males were treated
with 0.01 mg/L of arsenate and 10 mg/L of arsenite and 63.6% when 10 mg/L of
arsenate were used. There was no difference between females groups for number of
corpora lutea and implantations (P > 0.05), and the fertility potential (%) for the males
exposed with arsenate 0.01mg/L (40.6 £ 12.8) and arsenite 10mg/L (40.6 £11.7) was
lower than the control males (71.0 = 21.4). The pre-implantation loss was 59% for
males exposed to arsenite 10mg/L and arsenate 0.01mg/L and 29% for control animals.
In conclusion, the arsenite was more damaging than sodium arsenate some parameters
for testicular and epididymal sperm. Arsenic present in drinking water at 0.01mg/L

altered fertility parameters in the form of sodium arsenate.
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1. INTRODUCAO GERAL

A humanidade sempre esteve exposta a diferentes metais e metaloides, que, por
serem elementos naturais, estdo presentes em todo ambiente, como dgua, ar e solo. No
entanto, a exposicdo humana a estes elementos aumentou no ultimo século, devido a
maior disponibilidade dos mesmos no meio ambiente consequencia de langcamentos de
origem antrdpica, resultado do crescimento industrial e urbano (Carpenter et al., 2002).

O arsénio € um metaloide considerado na atualidade como o elemento quimico
mais perigoso da Priority List of Hazardous Substances de 2011. A exposi¢do a este
elemento representa uma grave ameaca a saude publica. A Organizacdo Mundial da
Satde estima que mais de 140 milhdes de individuos estdo expostos ao arsénio por meio
da 4gua de beber, seja ele proveniente de fontes geoldgicas naturais ou como resultado
de atividades antropogénicas, como minerac¢ao, processos de fabricacio de eletronicos e
fundicao de metais (States et al., 2011; Naujokas et al., 2013).

No ambiente, o arsénio ocorre em diferentes formas quimicas, como organica e
inorganica, e estados de oxidagdo, -3, 0, +3 e +5. Sua toxicidade depende desses dois
fatores, sendo que as formas inorgénicas trivalentes (arsenito; As™) e pentavalentes
(arsenato; As*>) sdo consideradas as mais téxicas. A acdo do arsénio no organismo esté
relacionada com seu acimulo em tecidos e células, producdo de espécies reativas de
oxigénio e fun¢do de enzimas relacionadas com a metilacdo, uma das etapas do
processo de metabolizagdo e eliminacdo deste elemento. Com isto podem ocorrer
alteracOes degenerativas, inflamatorias e neopldsicas em varios sistemas organicos,
como nervoso, respiratorio, hematopoiético, cardiovascular e reprodutor (Cui e
Okayasu, 2008; Chen et al., 2011; Watanabe e Hirano, 2013).

Exposi¢do a altas concentracdes de arsénio sdo toxicas ao aparelho reprodutor
masculino (Chang et al., 2007; Ahmad et al., 2008). Estudos relatam que a acdo deste
metaloide estd associada a comprometimento da atividade da célula de Leydig, reducao
das concentracdes séricas de testosterona e inibicao da espermatogénese. Além disso, ha
comprometimento da qualidade seminal e reducdo do peso de 6érgaos sexuais acessorios
como o epididimo (Pant et al., 2001; Ahmad et al., 2008; Li et al., 2012a; Li et al.,
2012b).

Historicamente, estudos que avaliam a toxicidade do arsénio sobre o aparelho
reprodutor masculino tém enfocado a toxicidade do arsenito de sédio sobre as

caracteristicas histologicas e a fisiologia testicular, e poucas informacdes relatam sobre
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os efeitos deste composto no epididimo e espermatozoide (Savabieasfahani et al., 1998;
Pant et al., 2004; Ahmad et al., 2008; Chen et al., 2011). E importante avaliar os efeitos
do arsénio sobre o epididimo, ao considerar que este 6rgdo € responsavel pela
maturagdo espermdtica, processo no qual os espermatozoides produzidos no testiculo
adquirem motilidade e capacidade fecundante (Cornwall, 2009; Shum et al., 2009).

Sdo escassos os estudos sobre os efeitos do arsénio em parametros
histomorfométricos e funcionais do epididimo, principalmente quando este elemento
apresenta-se na dgua em baixas concentragdes. Sabe-se que organizagdes brasileiras e
internacionais toleram uma ingestdo didria de arsénio na dgua de beber na concentra¢ao
méxima de 0,01mg/L (BRASIL, 2005; WHO, 2011). Com base no presente exposto,
formulou-se a hipdtese de que a exposicao a diferentes concentragdes de arsenito causa
mais danos em parametros histofisioldgicos epididimérios e de fertilidade que o

arsenato de sédio. Para testa-la, foram estabelecidos os seguintes objetivos:

Objetivo geral:
- Avaliar o efeito de baixas concentracdes de arsénio, nas formas de arsenato e
arsenito de sodio, sobre parametros testiculares, epididimdrios, espermaticos e de

fertilidade em ratos Wistar adultos.

Objetivos especificos:

- Mensurar o peso absoluto e peso relativo de 6rgdos do aparelho reprodutor
masculino, considerando diferentes formas quimicas e concentracdes;

- Determinar a concentragao sérica de testosterona;

- Comparar os efeitos da ingestdo de arsenito e arsenato de sodio sobre os
epididimos, analisando parametros microscépicos qualitativos, como arquitetura
tecidual, e quantitativos, como morfometria e propor¢ao volumétrica dos componentes
tubulares e intertubulares nas quatro regides do 6rgao, segmento inicial, cabega, corpo e
cauda, em microscopia de luz;

- Avaliar parametros espermaticos, como morfologia, motilidade e cinética
espermaticas, além da integridade estrutural das membranas, plasmética e acrossomal;

- Analisar a influéncia do arsénio, em duas concentracdes e formas quimicas, no
nimero de espermaétides testicular, na producdo espermdtica didria, na contagem de

espermatozoides no epididimo, bem como no transito epididimario.



- Comparar a fertilidade de fémeas higidas cruzadas com machos expostos ao
arsenato e arsenito de sodio, a partir de resultados obtidos para taxa de acasalamento,
taxa de prenhez, peso de ovario, nimero de corpos liteos, nimero de implantagdes,
nimero de fetos, peso de fetos, potencial de fertilidade, taxa de perdas pré e pos

implantacdo.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Arsénio

O arsénio é um elemento quimico natural amplamente distribuido na crosta
terrestre, sendo encontrado em 4gua, ar e solo. Fontes geoldgicas naturais e locais aonde
ocorre a acdo do homem, como mineragdo, processos de fabricacdo de eletrdnicos,
incineragdo de residuos, combustdo do carvado e fundicdo de metais, podem tornar esse
elemento disponivel no ambiente. A agéncia internacional Agency for Toxic Substances
and Disease Registry (ATSDR) considera o arsénio como o elemento quimico mais
perigoso da Priority List of Hazardous Substances, o que o faz merecedor de atencio
(ATSDR, 2011; Hughes et al., 2011; WHO, 2011). Isto porque a contaminag¢do do
homem pode ocorrer por exposi¢ao inalatéria, em pessoas que trabalham em fundi¢des,
industrias de fabricacdo de vidro e semicondutores, ou oral, via d4gua doce (Jana et al.,
2006).

Atualmente a contaminacdo da dgua pelo arsénio tem sido considerada uma
ameaca a saude publica, por ser uma das principais vias de contaminacdo. A
Organizacdo Mundial da Saude estima que mais de 140 milhdes de individuos estdo
expostos ao arsénio por meio da dgua de beber (WHO, 2011; States et al., 2011;
Naujokas et al., 2013). Muitos paises como Argentina, Chile, México, China,
Bangladesh, India e Estados Unidos tém relatado aumento das concentracdes de arsénio
na agua potdvel, sendo sua ingestdo implicada em diferentes efeitos toxicos, como
diaréia, hemorragias gastrointestinais e lesdes cutaneas (WHO, 2011; Naujokas et al.,
2013). Os maiores focos endémicos estdo localizados em Bangladesh, onde estima-se
que mais de 50 milhdes de pessoas estdo expostas a concentragdes toxicas de arsénio na
agua, sendo esta exposi¢do implicada em cardiopatias e diferentes tipos de cancer, como
de pulmaio, bexiga e pele (Jiang et al., 2012; George et al., 2013).

Com relacdo ao Brasil, sdo poucas as informagdes sobre a ocorréncia natural e
antropogénica do arsénio. Estudos integrados do ambiente e exposi¢do humana a este
elemento quimico foram realizados em apenas trés dreas do territério nacional,
Quadrilatero Ferrifero — Minas Gerais, Vale do Ribeira — Parana/Sao Paulo e Santana —
Amapd, onde constatou-se grande quantidade deste elemento quimico liberada para o
ambiente devido a mineracdo de ouro, refino de metais, intemperismo de rochas e

associacdo deste composto ao minério de manganés lavrado (Figueiredo et al., 2007).



O arsénio € um metaloide pertencente ao grupo 15 (5A) da classificacao
periddica dos elementos quimicos, com nimero atdmico 33 e massa atdmica 74,92 u.
Este metaloide estd presente na natureza em diferentes formas quimicas, organica e
inorganica, e estados de oxidagdo, -3, 0, +3 e +5, na forma de 6xidos de arsénio ou sais
destes 6xidos. Sua toxicidade varia de acordo com suas caracteristicas quimicas, sendo
que os compostos inorganicos sdo 100 vezes mais toxicos que 0s Organicos, € 0s
compostos trivalentes 60 vezes mais toxicos que os pentavalentes (Chatterjee et al.,
1995; Hughes et al., 2011; Watanabe e Hirano, 2013).

A solubilidade do arsénio em dgua, nas formas quimicas de arsenito e arsenato, é
um fator importante para sua absor¢do nas regides gastrointestinais do aparelho
digestério, que correesponde de 60 a 90% do arsénio total ingerido (Deschamps e
Matschullat, 2007). Apés ser absorvido, o arsénio € rapidamente distribuido pelo sangue
a diferentes 6rgaos, como rins, pulmdes, testiculo, epididimo e figado (Pant et al., 2001;
Cui e Okayasu, 2008), sendo este ultimo o principal local de sua biotransformacao.
Arsenito e arsenato entram nos hepatdcitos por meio de proteinas de membranas
especificas. O arsenito é transportado para dentro do compartimento intracelular pelas
aquagliceroporinas tipo 7 € 9 ou por hexoses permeases, enquanto que o arsenato entra
via transportadores de fosfato (Liu et al., 2002; Watanabe e Hirano, 2013). Dentro dos
hepatécitos o arsenato € biotransformado em arsenito por meio de reagdes de oxi-
redugcdo. O arsenito intracelular resultante ou niao desta reacdo se conjuga com a
glutationa e € metilado pela enzima arsénio-metiltransferase, produzindo dacido
metilarsonico e acido dimetilarsénico (Ren et al., 2011; Watanabe e Hirano, 2013).
Estes compostos sdo transportados para fora do espaco intracelular via proteinas
transportadoras ATP-dependentes, sendo liberados na bile e na corrente sanguinea para
serem excretados principalmente por fezes e urina (Ren et al., 2011; Watanabe e Hirano,
2013).

A intoxicagdo por arsénio pode resultar em efeitos agudos ou cronicos,
dependendo do tempo de exposicdo. Os mecanismos pelos quais o arsénio tem efeitos
téxicos estdo relacionados com produgdo de espécies reativas de oxigénio e alteracao
em estrutura do DNA, sintese de proteinas e proliferacdo celular (Ren et al., 2011;
States et al., 2011; Li et al., 2012b; Wang et al., 2013). Com isto podem ocorrer
alteracdes degenerativas, inflamatdrias e neopldsicas em varios sistemas organicos,
como nervoso, respiratério, hematopoiético, cardiovascular e reprodutor (Ahmad et al.,

2008; Chen et al., 2011; Flora, 2011; Naujokas et al., 2013).



2.2 Arsénio e sua toxicidade sobre o aparelho reprodutor masculino

Uma vez que o testiculo desempenha fun¢do na produgdo de espermatozoides e
andrégenos (Russell et al., 1990) e o epididimo seja responsdvel pela maturagdo
espermadtica (Sullivan et al., 2005; Cornwall, 2009), agentes téxicos que alterem a
fisiologia destes 6rgdos podem causar redu¢@o na producdo e viabilidade espermaticas,
influenciando na fertilidade (Ahmad et al., 2008; Fossato et al., 2011).

Virios estudos tém caracterizado a acdo nociva do arsénio sobre a morfologia e
a funcdo testicular, sendo poucas as informagdes sobre seus efeitos em epididimo,
espermatozoides e parametros de fertilidade. Efeitos conhecidos do arsénio na
reprodu¢do envolvem diminui¢do da androgénese testicular, inibicdo da
espermatogénese, reducdo do peso testicular e de 6rgdos sexuais acessorios, como
prostata e epididimo, além de diminui¢do da motilidade espermatica e do nimero de
espermatozoides epididimais (Jana et al., 2006; Chang et al., 2007; Ahmad et al., 2008;
Chiou et al., 2008; Reddy et al., 2011).

2.2.1 - Testiculo

O testiculo € o 6rgao responsavel pela producdo de espermatoizes e andrégenos.
Sao 6rgdos pares revestidos por uma espessa cdpsula de tecido conjuntivo denso, a
albuginea testicular, a qual emite septos para o interior do 6rgdao até a regidao do
mediastino, dividindo o testiculo em l6bulos. Histologicamente e funcionalmente, o
testiculo dos mamiferos pode ser dividido em dois compartimentos, compartimento
intertubular e tubular (Russell et al., 1990; Franga e Godinho, 2003).

No compartimento intertubular encontram-se as células de Leydig, célula
responsavel pela producdo de testosterona, vasos sanguineos e linfiticos, nervos,
fibroblastos, macréfagos e mastdcitos (Russell et al.,1990). O compartimento tubular
representa de 70 a 90% do parénquima testicular na maioria dos mamiferos. Os tibulos
seminiferos sdo constituidos por tinica prépria, epitélio seminifero e limen. A tdnica
propria reveste o tibulo externamente, apresentando em sua constituicdo células
mioides, fibras coldgenas e membrana basal, sendo responsdvel pela movimentacdo de
fluido testicular através do lume tubular (Russell et al., 1990). No epitélio seminifero
sao encontrados dois tipos celulares, as células germinativas e as células de Sertoli. A

célula de Sertoli € responsédvel pela manutencdo da integridade do epitélio seminifero e
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pela secrecdo de fluido para formar o lume, além de participar do processo de
espermiogénese, realizar fagocitose, permitir a movimentagdo de células no epitélio,
secretar proteinas e regular o ciclo espermatogénico, através das jungdes com as demais
células (Skinner e Griswold, 2005). Ja as células germinativas, apds secessivas divisdes,
se diferenciardo gradativamente em espermatozoides durante o processo de
espermatogénese (Franca et al., 2005).

A espermatogénese € um processo complexo e sincronizado, que ocorre nos
tibulos seminiferos e dura cerca de 40 a 60 dias na maioria dos mamiferos (Franga et
al., 2005). Durante este processo, uma espermatogonia (cé€lula diploide) sofre uma série
de divisdes e se diferencia gradativamente em espermatozoide (célula hapldide).
Baseado em caracteristicas morfoldgicas e funcionais, o processo espermatogénico pode
ser dividido em trés fases: 1) fase proliferativa ou espermatogonial, na qual as
espermatogonias sofrem rdpidas e sucessivas divisdes mitéticas; 2) a fase meidtica ou
espermatocitogénica, na cada espermatécito dard origem a quatro espermatides
haploides e durante a qual ocorre uma divisao reducional e outra equacional; 3) fase de
diferenciacdo ou espermiogénica, onde cada espermitide arredondada passa por
mudancas estruturais e bioquimicas diferenciando-se em espermatozoide, um tipo
celular especializado para alcancar e fertilizar o ovdcito (Franga e Russell, 1998).

Estudos relatam que a toxicidade causada pelo arsénio no testiculo se deve
principalmente ao esgotamento de enzimas antioxidantes testiculares, como a
glutationa, e a elevac@o da concentragcdo de espécies reativas de oxigénio (Chang et al.,
2007; Reddy et al., 2011). Ahmad et al. (2008) observaram que o arsénio foi capaz de
reduzir o diametro dos tibulos seminiferos, causar alteracdes degenerativas nas células
de Leydig e comprometer a espermatogénese de ratos tratados com 6 mg/kg arsenito de
sodio por 30 dias. Pant et al. (2004) encontraram acimulo significativo de arsénio nos
testiculos e 6rgdos sexuais acessorios, além de reducao significativa em marcadores de
enzimas testiculares, como 17-f hidroxiesteroide-desidrogenase, sorbitol desidrogenase
e fosfatase 4cida, alteracdo nestas enzimas sugerem danos as células da linhagem
germinativa. O acimulo de arsénio no testiculo também estd relacionado ao aumento na
atividade de enzimas testiculares como a y-glutamiltranspeptidase. Aumento
significativo na atividade desta enzima indica que o arsénio pode interferir na fisiologia
normal das células de Sertoli, afetando o desenvolvimento de espermatécitos e
espermatides (Pant et al., 2004). Ratos wistar expostos oralmente ao trioxido de arsénio,

nas concentragdes de 50mg/L e 100mg/L, por 90 dias, apresentaram danos no DNA de
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espermatdcitos primdrios. Este dano leva a alteracdes na fertiliade e danos reprodutivos,
tais como aborto espontaneo e doengas genéticas (Nava-Herndndez et al., 2009).
Carvalho (2009), ao tratar camundongos com arsenato de s6dio na concentracdo
de 1,0 mgL" por 84 dias, observou acimulo de arsénio no testiculo e reducdo na altura
do epitélio seminifero. Mata (2009) observou actimulo de arsénio no testiculo e redugdo
no peso absoluto e do parénquima deste 6rgdo em camundongos expostos oralmente a

100 mg/L 'de arsenato de sédio, por 70 dias.

2.2.2 - Epididimo

Os espermatozoides saem dos testiculos imoveis e incapazes de fertilizar um
ovdcito. Eles s6 adquirem motilidade e capacidade fecundante apés sua passagem pelo
ducto epididimério (Shum et al., 2009).

O epididimo consiste em um unico e longo ducto, altamente enovelado e
contorcido, que conecta os ductos eferentes ao ducto deferente (Sullivan, 2004).
Anatomicamente o epididimo pode ser dividido em quatro regides principais, segmento
inicial, cabeca, corpo e cauda. Esta regionalizacdo baseia-se no estudo da altura do
epitélio, do diametro tubular e da variagdo na frequéncia dos diferentes tipos celulares
que compdem seu epitélio (Hermo e Robaire, 2002; Cornwall, 2009).

Cada regido do epididimo apresenta funcdes distintas, sendo que o segmento
inicial estd relacionado com a absorcdo de fluidos vindos do testiculo, as regides da
cabeca e corpo estdo envolvidas com o0s processos iniciais e tardios de maturacdo
espermadtica, como a aquisicdo da motilidade progressiva e da capacidade de
reconhecimento e fertilizacdo do ovdcito, enquanto que a regido da cauda estd associada
com 0 armazenamento espermdtico e com a fagocitose de espermatozoides anormais
(Robaire e Viger, 1995; Cornwall, 2009).

Histologicamente o  epitélio  epididimdrio €  classificado  como
pseudoestratificado prismatico com estereocilios, O epitélio é composto por uma
populacdo variada de células que incluem as células principais, basais, apicais, halo,
claras e estreitas (Hermo e Robaire, 2002; Oliva et al., 2009). Estas células exercem
funcoes diferenciadas, que s@o necessdrias para a funcdo deste 6rgdo, como secrecio e
absor¢do de proteina (células principais), endocitose (células claras), atividade

secretoria responsdvel pela acidificacdo do fluido luminal (células claras e estreitas),



defesa imune, fagocitose e producdo de antioxidantes (células basais) (Hermo e
Robaire, 2002; Franca et al., 2005; Cornwall, 2009).

As células principais constituem cerca de 80% do epitélio epididiméario. Estas
células possuem em sua membrana apical proteinas transportadoras, como a aquaporina
9, que semelhante as aquagliceroporinas presentes nos hepatdcitos, pertence a uma
classe de proteinas que formam poros na membrana plasmdtica e estdo relacionadas
com o transporte de dgua e outros solutos (Agre et al., 1995; Pastor-Soler et al., 2001).
As células principais mostram uma morfofuncionalidade diferente entre as regides do
epididimo. No entanto, independente do segmento considerado, na regido apical destas
células estdo presentes juncdes de oclusdo que sdo responsdveis pela formacdo da
barreira hemato-epididimaria. Neste sentido, o epitélio epididimério € responsavel por
criar um microambiente altamente especializado responsdvel pelo transporte,
maturacdo, estocagem e protecio espermatica (Robaire e Viger, 1995; Hermo e Robaire,
2002).

A maturagdo espermadtica € definida pela aquisi¢do da habilidade de fertilizagao
pelos espermatozoides (Sullivan et al., 2005; Cornwall, 2009). Este processo envolve
uma interacdo orquestrada entre o espermatozoide e proteinas que sdo produzidas e
secretadas pelo epitélio epididimdrio, sendo a presenca delas regido-dependente
(Robaire et al., 2006; Cornwall, 2009). O fluido luminal do ducto epididimario contém
diversas proteinas e enzimas, como as enzimas antioxidantes gamaglutamiltransferase e
o0xido nitrico-sintetase. A producdo de espécies reativas de oxigénio em
espermatozoides estd associada a func¢do fisioldégica normal, mas o descontrole e o
excesso de tais espécies representam um dos maiores fatores relacionados com a
infertilidade, comprometendo a motilidade do espermatozoide e a sua viabilidade em
promover fertilizacdo (Oliva et al., 2009).

O transporte dos espermatozoides através do ducto epididimério depende do
gradiente de pressdo hidrostatica diferencial entre as porcdes proximal e distal do ducto
epididimério, da atividade contratil da parede do ducto, controlada pelo sistema nervoso
autdbnomo e da acao de andrégenos (Cosentino e Cockett, 1986; Robaire e Viger, 1995;
Klinefelter, 2002). A regulacdo destes mecanismos garante um tempo do transito
espermdtico adequado para a ocorréncia da maturacdo espermadtica (Kempinas et al.,
1998; Franca et al., 2005). O tempo da passagem dos espermatozoides pelo ducto
epididimdrio € espécie-especifico, variando de 3 a 15 dias (Cosentino e Cockett, 1986).

No rato, o tempo de transito € de 8 dias (Robb et al., 1978; Franca et al., 2005) e uma
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alteracdo nesse tempo pode alterar o processo de maturacdo espermdtica. Dados da
literatura mostram que o atraso no tempo de transito pelo epididimo ndo altera a
capacidade fértil dos gametas, mas quando ele € acelerado a fertilidade fica
comprometida (Kempinas et al., 1998). Este prejuizo ocorre porque o tempo disponivel
dos processos requeridos para a aquisicdo da capacidade fértil fica diminuido. Uma
alteracdo no tempo de transito espermdtico também altera a quantidade de
espermatozoides disponiveis para a ejaculacio (Klinefelter, 2002).

Sao poucos os trabalhos avaliando a acdo do arsénio na morfofisiologia
epididiméria. Mata (2009) observou acimulo de arsénio no epididimo de camundongos
expostos oralmente a 100 mg/L'de arsenato de sédio, por 70 dias. Carvalho (2009)
também relatou acimulo de arsénio no epididimo de camundongos expostos oralmente
a 1,0 mgL" de arsenato de sédio, por 84 dias. Reddy et al. (2011) relataram reducdo de
peso do epididimo de camundongos expostos oralmente a 4 mg/L de arsenito de sédio,
por 35 dias. Li et al. (2012b) observaram reducdo de peso e alteracdo na arquitetura
tecidual do epididimo, como redugdo na area de limen e limen com espermatozoides,
de camundongos expostos oralmente, via dgua de beber, a 2 e 4 mg/L de triéxido de
arsénio, por 60 dias. Estes autores também relataram que este composto reduziu a
expressdo do gene Ddx3y, que estd relacionado a funcionalidade do epididimo

comprometendo sua fisiologia normal (Li et al., 2012b ).

2.2.3 Espermatozoides e fertilidade

Os espermatozoides sdo morfologicamente divididos em cabeca e cauda. A
cabeca contém o nucleo haploide, com cromatina altamente compactada, e o acrossoma,
uma estrutura de dupla parede situada entre a membrana plasmética e a por¢cao anterior
do nucleo. Ele € derivado do complexo de Golgi, sendo formado durante a etapa final da
espermatogénese, a espermiogénese. No rato e no hamster a cabega do espermatozoide é
alongada em formato de gancho (Hafez, 1970; Alberts et al., 2004; Robaire et al., 2006).

A cauda é formada por um longo flagelo composto de quatro segmentos, peca de
ligacdo, peca intermedidria, peca principal e terminal. Na peca intermedidria existe um
grande nimero de mitocondrias que possuindo a fun¢do de produzir a energia necessdria
para a motilidade espermdtica. O axonema do flagelo se inicia na regido da peca
intermediaria e se mantém ao longo de toda a cauda. Ele apresenta nove pares de

microtibulos periféricose um par central, além de duas proteinas contriteis principais, a
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dineina e a tubulina, que utilizama adenosina trifosfato (ATP), produzido pelas
mitocOndrias presentes na peca intermedidria, no mecanismo da motilidade espermatica
(Gilbert, 2003; Alberts, 2010; Robaire et al., 2006).

Andlises espermaticas in vitro permitem avaliar parametros morfofuncionais de
espermatozoides que podem ser correlacionados com a fertilidade. Motilidade,
morfologia e concentragdo espermadticas sao importantes parametros para avaliacdo do
potencial reprodutivo de machos, sendo a determinacdo da porcentagem de
espermatozoides méveis, um dos testes mais utilizado para predizer a qualidade seminal
(Verstegen et al., 2002). A quantificacdo da motilidade espermética pode ser feita por
subjetivamente, usando uma estimativa visual do nimero de espermatozoides moveis
(Verstegen et al., 2002; Amann e Hammerstedt, 2004). Para reduzir a subjetividade,
sistemas automaticos para andlise computadorizada de s€émen (CASA) vém sendo
desenvolvidos com o objetivo de fornecer dados acurados da motilidade dos
espermatozoides e resumo estatistico de suas subpopulacdes (Verstegen et al., 2002).

As anormalidades morfolégicas nos espermatozoides tém sido classificada por
localizag@o do defeito, cabeca, peca intermedidria e cauda, ou de acordo com seu efeito
na fertilidade. Os defeitos maiores incluem a maioria das anormalidades na cabeca e
peca intermedidria, gota citoplasmadtica proximal e alteragcdes individuais presentes em
porcentagem elevada, enquanto que defeitos menores incluem cabecas de
espermatozoides destacadas e gota citoplasmatica distal (Menon et al., 2011).

Outro parametro espermatico analisado € a integridade estrutural das membranas
plasmatica e acrossomal. Esta andlise é feito utilizando a combinacdo de dois
fluorocromos, o diacetato de carboxifluoresceina (DACF) e o iodeto de propideo (IP), e
se baseia na permeabilidade do DACF a membrana plasmética e na impermeabilidade
do IP. O DACF, um éster ndo fluorescente e apolar, € hidrolisado por esterases nao
especificas no interior da célula, resultando na formacdo de 6- carboxifluoresceina,
composto impermedvel a membrana plasmdtica que emite flurescéncia verde nos
compartimentos celulares onde hd integridade de mambrana. J4 o IP, corante de forte
afinidade por 4cidos nucléicos, apenas cora células com membrana plasmatica lesada,
dando a mesma coloragdo vermelha fluorescente (Harrison e Vickers, 1990; Neves,
2008).

Li et al. (2012b), ao tratarem oralmente camundongos com 2 e 4 mg/L de
triéxido de arsénio por 60 dias, observaram aumento do percentual de espermatozoides

imoéveis e com malformagdes. Chang et al. (2007) verificaram reducao na motilidade
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espermatica e reducdo no nimero de espermatozoides epididimdrios em camundongos
tratados com 20 e 40 mg/L de arsenito de sédio. Jana et al. (2006) também observaram
redugdo no nimero de espermatozoides da cauda epididimdaria em ratos tratados com 5
mg/kgPC de arsenito de sédio.

No que se refere ao arsénio, ndo foram encontrados trabalhos que avaliam a
capacidade fecundante e taxas de fertilidade de machos apés a administracdo de
diferentes formas quimicas deste elemento. Apesar das andlises de concentragdao
espermatica, motilidade e morfologia destas células predizerem a fertilidade do animal,
o uso de testes in vivo com fémeas, seja por monta natural seja por inseminagdo
artificial, € a comprovagdo da capacidade do macho em gerar proles. Modelos animais
que visem avaliar a fertilidade in vivo s@o importantes para compreender a toxicidade
reprodutiva de uma substancia ou elemento (Favareto et al., 2011; Garcia et al., 2012).
Fernandes et al. (2007) observaram menor nimero de fetos vivos em fémeas acasaladas
com machos tratados com 125 mg/Kg/dia do herbicida diuron apdés 30 dias de
tratamento. Garcia et al. (2012) relataram redug¢do no potencial reprodutivo de
camundongos machos tratados com 5mg/Kg/dia do farmaco finasteride por 56 dias apds

acasalamento natural com fémeas higidas.
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ARTIGO

Fertilidade e morfofisiologia epididimaria de ratos wistar submetidos a ingestao de

arsenato e arsenito de sdédio

1. Introdugido

O arsénio € um metaloide téxico encontrado naturalmente em solo, ar e 4gua.
Atualmente o aumento dos lancamentos antropicos deste elemento no ambiente,
especialmente na 4gua potdvel, € considerado um problema de satde publica
(Carpenter et al., 2002; WHO, 2011; Naujokas et al., 2013). O arsénio ocorre em
diferentes formas quimicas e estados de valéncia e, sob a forma de 6xidos de arsénio ou
sais destes Oxidos, sendo as formas inorganicas trivalentes (arsenito) e pentavalentes
(arsenato) as mais comuns (Ren et al., 2011).

As formas inorganicas trivalentes sao consideradas as mais toxicas devido a sua
reatividade com compostos contendo enxofre, como grupos tiol, sulfidrila (Neves et al.,
2004; Hughes et al., 2011) e residuos de cisteina (Kurooka et al., 2013). Uma vez
absorvidos, o arsenito e o arsenato sdo biotransformados no figado em metabdlitos
metilados menos toxicos, como os acidos metilarsonico e dimetilarsdnico. Parte destes
compostos sdo eliminados via urina e fezes, enquanto que o restante se distribui pelos
tecidos, como hepatico, renal, testicular e epididimério (Pant et al., 2001; Cui et al.,
2008; Ren et al., 2011; Watanabe e Hirano, 2013), podendo alterar a estrutura do DNA
e proliferacao celular (Ren et al., 2011; States et al., 2011). Com isto podem ocorrer
alteracOes degenerativas, inflamatorias e neopldsicas em varios sistemas organicos,
como nervoso, respiratorio, hematopoiético, cardiovascular e reprodutor (Chen et al.,
2011; Naujokas et al., 2013).

Estudos sobre toxicidade do arsénio t€m avaliado os efeitos do arsenito de sddio
sobre as caracteristicas histologicas e a fisiologia do testiculo, no entanto, poucas
informacdes de seus efeitos sobre o epididimo, espermatozoides e fertilidade estdo
disponiveis. Exposicdo a altas concentracdes de arsénio sdo téxicas ao aparelho
reprodutor masculino (Chang et al., 2007; Ahmad et al., 2008). Efeitos deletérios desta
exposicdo tém sido associados a alteragOes estruturais do parénquima testicular, redugcao

das concentragcdes séricas de testosterona, inibicdo da espermatogénese, além de
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redugdo do peso do epididimo e do nimero de espermatozoides no seu interior (Chang
et al., 2007; Fernandes et al., 2007; Ahmad et al., 2008).

Informagdes detalhadas sobre os efeitos do arsénio em parametros
histomorfométricos e funcionais do epididimo sdo importantes para o conhecimento de
sua toxicologia reprodutiva, ao considerar que ele é o 6rgdo responsavel pela maturagcdo
espermadtica (Cornwall, 2009). Sabe-se que organizacOes brasileiras e internacionais
toleram uma ingestdo didria de arsénio na dgua de beber na concentracdo maxima de
0,01mg/L (BRASIL, 2005; WHO, 2011) e ndo existem informacgdes sobre os danos
causados por esta concentracdo em Orgdos genitais masculinos. Portanto, o objetivo
deste trabalho foi comparar os efeitos da exposi¢do subcronica de baixas concentracdes
de arsénio, nas formas de arsenato e arsenito de sdodio, sobre parametros

histomorfométricos epididimarios, espermaticos e de fertilidade.

2 Material e métodos

2.1 Animais

Ratos Wistar machos (n = 30, 70 dias de idade, peso 255-300g) e fémeas (n =
59, 65 dias de idade, peso 214-270g), oriundos do Biotério Central da Universidade
Federal de Vigosa (UFV), foram mantidos no Biotério do Departamento de Educacao
Fisica (UFV) alojados individualmente em caixas de polipropileno (30 cm x 20 cm x 13
cm) e em condi¢des controladas de temperatura (21 + 2°C) e luminosidade (12 - 12h
claro/escuro). Cada animal recebeu diariamente 30 g de ragcdo peletizada, sendo
realizada a pesagem das sobras para cdlculo do consumo médio semanal. A 4gua foi
fornecida ad libitum e foi utilizada para administracao oral das quantidades de arsé€nio.
Os procedimentos experimentais foram conduzidos de acordo com o Colégio Brasileiro
de Experimentacio Animal e aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais

(CEUA/UFV; nimero de protocolo 19/2011).

2.2 Tratamentos

Os machos foram pesados (0.01 g, AS500C, Marte) e aleatoriamente divididos
em cinco grupos experimentais (n = 6 animais/grupo). Os animais do grupo controle

receberam solucdo de cloreto de sédio (NaCl) a 0,9%, enquanto que os demais animais
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receberam para hidratagdo por via oral dgua contendo a 0,01 mg/L ou 10 mg/L de
arsénio nas formas de arsenato (Na,HAsO4.7H,0; Sigma-Aldrich Co., St. Luis, MO) ou
arsenito (AsNaO,, Sigma-Aldrich Co., St. Luis, MO) de sédio. A concentracao de 0,9%
da solugdo de cloreto de sédio foi escolhida para o grupo controle por apresentar
condutividade média semelhante a das solucdes de arsenato e arsenito de sodio, o que
minimiza possiveis efeitos na ingestdo do liquido. As solu¢des foram fornecidas
diariamente por 56 dias, periodo equivalente ao tempo total de duracdo de um ciclo do
epitélio seminifero (Russell et al., 1990) e substituidas por dgua filtrada até o final do

experimento.

2.3 Acasalamento natural

No 57° dia de experimento, duas fémeas higidas foram colocadas na caixa de
cada macho e permitiu-se o acasalamento por trés dias. Foi feito esfregaco vaginal de
todas as fémea nos dias 2 e 3 apds o contato com o macho, para a confirmacao de monta
a partir da visualizacdo de espermatozoides no esfregaco. Para tal, utilizou-se uma haste
flexivel contendo algoddao umidecido com soro fisioldgico em uma das extremidades. A
haste foi inserida pela vulva, na fémea contida, e gentilmente rolada contra a parede
vaginal (Byers et al., 2012). O material colhido foi transferido para uma lamina de vidro
e corada por panético rdpido (Larboclin), sendo analisada em microscépio Optico
(Olympus CX-40) no aumento de 400x.

Ap6s o periodo de acasalamento natural, machos e fémeas foram separados. As
fémeas foram mantidas em caixas de polipropileno (30 cm x 20 cm X 12 cm) por mais
16 dias, recebendo diariamente agua filtrada ad libitum e 30 g/animal de racdo
peletizada. Os machos foram mantidos por mais trés dias e eutandsiados, tempo

necessdario para reposi¢cdo da reserva espermdtica da cauda do epididimo.
2.4 Pesagem e coleta dos 6rgdos reprodutivos dos machos

No 64° dia de experimento, os machos foram pesados (0.01 g, AS500C, Marte)
e anestesiados utilizando-se cloridrato de xilazina (10mg/kg/intraperitoneal) e cloridrato

de quetamina (150mg/kg/intraperitoneal). Apds abertura da cavidade abdominal,

testiculos, epididimos, vesicula seminal (sem glandula de coagulacdo) e préstata ventral
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foram removidos e seus pesos (absoluto e relativo ao peso corporal) foram

determinados. Os pesos relativos foram calculados utilizando a seguinte férmula:

peso do 6rgao (g)
Peso relativo (g/100g): X 100
peso corporal final do animal (g)

2.5 Concentragdo sérica de testosterona

Durante a anestesia, coletou-se o sangue de cada macho por puncdo cardiaca. O
sangue foi centrifugado a 4.2 xg por 15 minutos e o soro transferido para microtubos e
armazenado a -20°C. A concentragdo sérica de testosterona foi determinada pela técnica
de quimioluminescéncia utilizando kit Access® Immunoassay Systems Testosterone
(REF 33560) e equipamento Access®2 Immunoassay Systems da Beckman Coulter®. O

resultado foi expresso em ng/mL.

2.6 Processamento histologico e histomorfometria epididimaria

O epididimo direito foi imerso em solucdo fixadora Karnovsky (glutaraldeido a
4% e paraformaldeido a 4% em tampao fosfato de sédio 0,2M/pH 7,3) por 24 horas e,
posteriormente, segmentado de acordo com as quatro regides do 6rgdo, segmento
inicial, cabega, corpo e cauda. Em seguida, os fragmentos foram desidratados em série
etanolica crescente (70%, 80%, 90% e élcool absoluto) e incluidos em glicol metacrilato
(Leica, Historesin®). Cortes histolégicos semi seriados de 3 pm de espessura foram
obtidos utilizando-se micrétomo rotativo (Leica, RM225) com navalhas de vidro. As
laminas contendo os cortes histolégicos foram coradas com azul de toluidina/borato de
s6dio 1% e montadas com Entellan® (Merck).

As seccdes do ducto epididimdrio foram analisadas em microscopio Optico
Olympus CX-40, nos diferentes aumentos, quanto a organizacio e arquitetura tecidual,
como aspectos tubulares e do epitélio que caracterizam cada regido, bem como
possiveis alteracdes histologicas.

Quanto a morfometria, foram capturadas dez imagens digitais de campos
histolégicos aleatérios de cada regido epididiméria utilizando fotomicroscépio

(Olympus BX-50) na objetiva de 10x, sendo essas analisadas pelo software para
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andlises de imagem Image Pro Plus 4.5° (Media Cybernetics, Silver Spring, MD,
EUA).

Os diametros, tubular e luminal, foram obtidos a partir da mensuracdo de 25
secgoes transversais aleatérias de tibulos epididimérios, de cada regido, por animal. O
didmetro tubular foi obtido tomando-se uma medida equidistante da por¢cdo basal de
uma célula principal a porcao basal da célula principal oposta, enquanto que o didmetro
luminal foi mensurado a partir da distancia equidistante da porcao apical de uma célula
principal a porcao apical da célula principal oposta. Nas mesmas seccoes foi obtida a
altura do epitélio epididimario, medindo da porcdo basal de uma célula principal até a
porcao apical da mesma célula. O valor encontrado para a altura do epitélio, em cada
tibulo, representou a média de duas medidas tomadas de forma diametralmente opostas.

A proporcdao volumétrica dos componentes dos compartimentos tubular e
intertubular de cada regido foi determinada com o uso de uma grade com 266
intersecOes incididas sobre dez imagens digitalizadas, por regido e por animal,
totalizando 2660 pontos. Foram contabilizadas interse¢des coincidentes sobre
componentes do compartimento tubular, epitélio, limen com presenca de
espermatozoides, limen sem espermatozoides e tunica propria, e intertubular, tecido

conjuntivo, vasos sanguineos € musculo liso.

2.7 Avaliacdo espermética

A cauda do epididimo esquerdo foi seccionada vdrias vezes em placa de Petri,
com auxilio de lamina de barbear, para se obter o fluido rico em espermatozoides. O
fluido foi diluido em 500 ul de meio diluidor Tris-citrato-frutose (3,025 g de Tris, 1,7 g
de acido citrico, 1,25 g de frutose e 100 mL dgua destilada) a 37°C, sendo retiradas
aliquotas para andlises de morfologia, motilidade e cinética esperméticas e avaliacdo da

integridade estrutural das membranas plasmatica e acrossomal.

2.7.1 Morfologia espermética

Uma aliquota de 50ul do fluido foi fixada em 100uL de paraformaldeido a 4%
tamponado, sendo mantido refrigerado a -20°C. Foram analisados 100 espermatozoides
em preparacao umida utilizando microscépio de contraste de fase no aumento de 1000x,

sendo a morfologia classificada quanto a defeitos de cabeca (nicleo e acrossoma), peca
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intermedidria (quebrada, fracamente dobrada e fortemente dobrada) e peca principal
(fracamente enrolada e fortemente enrolada). Os resultados foram expressos em

porcentagem.

2.7.2 Motilidade e cinética espermética

A motilidade e cinética espermatica foram avaliadas por sistema automético de
andlise de espermatozoides (Sperm Class Analyzer - Automatic system of sperm
analysis by computer, MICROPTIC S.L.°, Barcelona, Espanha). O programa foi
ajustado para os padrdes de movimentacdo dos espermatozoides de roedor pré-existente.
Foram observados trés campos com frequéncia de aquisi¢io de imagens de 25
imagens/s. Foram analisados os seguintes parametros: motilidade total (MT, %),
motilidade progressiva (MP, %), velocidade curvilinea (VCL, um/s), velocidade linear
progressiva (VSL, um/s), velocidade média da trajetéria (VAP, um/s), amplitude de
deslocamento lateral de cabeca (ALH, um), retilinearidade (STR, %) e linearidade
(LIN, %).

2.7.3 Integridade estrutural das membranas plasmatica e acrossomal

A integridade estrutural das membranas, plasmadtica e acrossomal, dos
espermatozoides foi avaliada pela técnica de fluorescéncia utilizando-se dois
fluorocromos, o diacetato de carboxifluoresceina (DACF) e o iodeto de propidio (IP),
segundo o protocolo proposto por Harrison e Vickers (1990) e modificado por Ziccari
(1998). Para tanto, foi adicionado aos 40uL da solucdo de trabalho (20uL de DACF,
10uL de IP, 10uL de formalina 40%, 960uL de citrato de s6dio) 10 pL. de fluido, sendo
a solugdo final incubada por oito minutos em banho-maria a 37°C. Os espermatozoides
foram avaliados em microscépio de epifluorescéncia (Nikon, Eclipse 80i), no aumento
de 400X.

Foram avaliados 200 espermatozoides, considerando-se trés categorias: integros
(membrana plasmatica e acrossomal integras; DACF'/IP), lesados (membrana
plasmatica e acrossomal lesadas; DACF/IP') e semi-lesados (membrana plasmadtica
integra e membrana acrossomal lesada; DACF/IP"). O resultado foi expresso em

porcentagem.
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2.8 Producdo didria de espermatozoides, nimero de espermatozoides e tempo de

transito epididimario

O parénquima testicular foi pesado e homogeneizado em 5 ml de solucao salina-
triton resfriada (NaCl a 0,9% e 0,05% Triton X 100 v/v) por 3 minutos. Em seguida, o
homogenato foi diluido 10 vezes (1:10) na mesma solucdo e transferido para a camara
de Neubauer, onde foi contabilizado o nimero de espermdtides (estdgio 19 da
espermiogénese) resistentes a homogeneizacdo em duas camaras de Neubauer por
animal. Para determinar a produc¢do didria de espermatozoides, o numero de
espermatides por testiculo foi dividido por 6,1, que € o nimero de dias em que as
espermdtides maduras estdo presentes no epitélio seminifero de ratos (Robb et al., 1978,
Kempinas et al., 1998).

Espermatozoides da cabeca/corpo e da cauda do epididimo foram contabilizados
conforme descrito por Robb et al. (1978) e modificado por Kempinas et al. (1998). O
epididimo foi seccionado, sendo que 200 mg de tecido da cabeca/corpo e 100 mg de
cauda foram homogeneizados em 1 mL de solucdo salina-triton por 3 minutos. Em
seguida, cada homogenato obtido foi diluido 20 vezes (1:20) e os espermatozoides
contabilizados em camara de Neubauer. Para o cdlculo do tempo de transito em cada
regido epididimdria em dias, o ndmero total de espermatozoide de cada segmento foi

dividido pela producio espermdtica didria (Robb et al., 1978, Kempinas et al., 1998).

2.9 Variaveis reprodutivas das fémeas acasaladas

As fémeas foram eutanasiadas no 17° dia apds o primeiro dia de acasalamento
utilizando  cloridrato de  xilazina  (10mg/kg/intraperitoneal) e  quetamina
(150mg/kg/intraperitoneal) para sedacdo e anestesia, seguido de deslocamento cervical.
ApOs abertura da cavidade abdominal, retirou-se o aparelho reprodutor feminino para
avaliacdo dos ovdrios e do ttero. Os ovarios foram dissecados, pesados e avaliados
quanto a presenca e quantidade de corpos liteos. Ja os cornos uterinos foram dissecados
e abertos para quantificacdo das dreas de implantacdo e dos fetos.

A partir dessas avaliagdes foram determinadas as seguintes varidveis
reprodutivas: taxa de acasalamento (n° de fémeas com espermatozoides presentes no
esfregaco vaginal / n° de fémeas colocadas para acasalar X 100; nimeros absolutos e

percentual), taxa de prenhez: (n® de fémeas prenhes / n° de fémeas com espermatozoides
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presentes no esfregaco vaginal X 100; nimeros absolutos e percentual), potencial de
fertilidade (sitios de implantacao / corpo liteo X 100), nimero de fetos, peso dos fetos
(g), taxa de perda pré-implantacdo (n° de corpos liteos - n° de implantacdes / n° de
corpos liteos X 100) e taxa de perda pés-implantagdao (n® de implantagdes - n® de fetos

vivos / n° de implantagdes X 100) (Guerra et al., 2011).

2.10 Analise estatistica

Os resultados foram avaliados quanto a sua normalidade pelo teste de Shapiro-
Wilk, sendo que os dados com distribui¢do normal submetidos a andlise de variincia
(ANOVA) e teste de Student Newman Kells, para comparagao entre médias. Ja os
resultados ndo paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal Wallis, sendo suas
médias comparadas pelo teste de Dunn. Os resultados foram expressos como média +
erro padrdo da média (EPM). As diferencas foram consideradas significativas quando P
< 0,05. Ja os resultados obtidos para as taxas de acasalamento e prenhez, foram

analisados descritivamente.

3. Resultados

3.1 Consumo alimentar semanal, peso corporal e peso absoluto e relativo dos 6rgdos

reprodutivos

As médias para consumo alimentar semanal, peso corporal, peso absoluto e
relativo dos 6rgdos reprodutivos, bem como ganho de peso corporal, ndo diferiram entre
os animais do grupo controle e os animais que receberam oralmente uma das duas

concentracdes de arsenato ou arsenito de sddio (P > 0,05; Tab. 1).
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Tabela 1. Consumo alimentar semanal (CAS), Peso corporal (PC), Ganho de PC e peso
absoluto e relativo dos O6rgios genitais de ratos Wistar tratados com diferentes

concentracoes de arsénio, nas formas de arsenato e arsenito de sédio.

Controle Arsenato de sédio Arsenito de sédio
0,01 mg/L 10 mg/L 0,01 mg/L 10 mg/L
CAS (g) 192,80+6,23  179,27£3,73  194,95+4,12 188,81+4,39 191,17+3,80
PC inicial (g) 276,52+7,37  273,0243,65 274,53+6,25 267,45+4,17 281,86+2,69
PC! (2) 406,83+11,69 392,05+4,79 407,78+7,17 405,40+7,83 418,72+11,26
PC final’ (2) 398,61+£7,96  376,26£6,11 395,79+5,90 390,09+£5,96  400,57+9,17
Ganho PC (g) 122,09+4,84  103,24+6,88 121,26£3,22  122,64+6,89 118,717,447
Testiculo (g) 1,86+0,03 1,74+0,04 1,81+0,05 1,78+0,04 1,80+0,02
Testiculo (g/100g) 0,47+0,01 0,46+0,01 0,46+0,01 0,46+0,01 0,45+0,02
Epididimo (g) 0,62+0,03 0,60+0,03 0,62+0,01 0,57+0,02 0,65+0,04
Epididimo (g/100g) 0,16+0,01 0,16+0,01 0,16+0,00 0,15+0,01 0,16+0,01
Glandula vesicular (g) 1,04+0,06 1,16+0,08 1,08+0,06 0,99+0,03 1,21+0,02

Gléandula vesicular (g/100g) 0,26+0,01 0,31+0,02 0,27+0,02 0,25+0,00 0,30+0,01
Prostata ventral (g) 0,50+0,04 0,47+0,02 0,44+0,05 0,43+0,04 0,58+0,02
Préstata ventral (g/100g) 0,13+£0,01 0,13+£0,01 0,11£0,01 0,11£0,01 0,15+0,01

Valores expressos em média + EPM. P > 0,05.
156 dias de tratamento; 263 dias de experimento.
Ganho de PC (g) = PC final-PC inicial

3.2 Concentragao sérica de testosterona

A concentragdo média de testosterona sérica dos animais expostos ao arsenato
nas concentragdes de 0,01 mg/L (1,18 = 0,45 ng/mL) e 10 mg/L (0,66 = 0,15 ng/mL) e
arsenito de sédio nas respectivas concentragdes (1,09 = 0,29 ng/mL e 0,59 + 0,17
ng/mL) ndo foi diferente do observado para os animais do grupo controle (0,53 + 0,06

ng/mL; P > 0,05).

3.3 Histomorfometria epididimaria

A andlise histoldgica do epididimo dos animais tratados com arsenato e arsenito
de s6dio ndo mostrou alteracdes na sua arquitetura tecidual, quando comparados aos
animais controle. Os cortes histologicos de todas as regides (Fig. 3 A - F) apresentaram
seccoes de tubulo arredondado, compostos por epitélio pseudoestratificado prismatico

com estereocilios e presenca de espermatozoides no Iimen (Fig. 3 G e H). Além disso,
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ndo foram encontradas alteragdes no compartimento intertubular. Apenas no segmento
inicial de ratos tratados com 0,01 mg/LL de arsenato de sédio e com as duas
concentracoes de arsenito de sédio observou-se uma maior quantidade de vasos
sanguineos em diferentes diametros (Fig. 3 D e E). Na regido da cabeca do epididimo de
todos os animais experimentais observou-se a formacdo de vesiculas apicais originadas
do epitélio epididimario e liberacdo de corpos multivesiculares das células claras (Fig. 3

H).
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Y z : ‘ v . — L S
Figura 3 - Fotomicrografia de secgdes transversais do epididimo. Segmento inicial de animais A) grupo controle; B e
C) tratados com arsenato de sédio (0,01 mg/L e 10 mg/L, respectivamente); D, E e F) tratados com arsenito de sédio
(0,01 mg/L, 10 mg/L e 10 mg/L, respectivamente). Regifio da cabeca em animais G e H) tratados com arsenato de
s6dio a 10 mg/L. lu: compartimento luminal, ep: epitélio, es: espermatozoide, asterisco: compartimento intertubular,
seta: vaso sanguineo, tp: tinica prépria, ncp: nicleo de célula principal, nce: nicleo de célula estreita, ncb: nicleo de
célula basal, nca: niicleo de célula apical, ncc: nicleo de célula clara, nch: nicleo de célula halo, cp: célula principal,
cc: célula clara, ec: estereocilios, va: vesicula apical, cv: corpos multivesiculares. Coloragdo: Azul de Toluidina.
Barra de escala: 40um (A,B,C.D e F) e 10 um (G e H).

5
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Com relacdo a morfometria, o segmento inicial apresentou aumento no
percentual médio de vasos sanguineos nos animais tratados com 0,01mg/L. de arsenato
de sédio e com as duas concentragdes de arsenito de sédio, em relacdo aos animais do
grupo controle (P < 0,05; Tab. 2), sendo o maior aumento observado no tratamento com
10mg/L de arsenito de s6dio. Nao houve diferenca entre os grupos para o percentual dos
demais componentes tubulares e intertubulares avaliados, bem como para a morfometria
dos diametros, tubular e luminal, e altura de epitélio (P > 0,05).

A morfometria e a proporcdo volumétrica das regides da cabega e corpo nao
apresentaram diferencas entre as médias para os grupos experimentais (P > 0,05),
enquanto que a cauda apresentou diferenca entre os tratamentos apenas no percentual de
limen sem espermatozoide, que foi maior nos animais tratados com 10mg/L de arsenato

e arsenito de sodio (P < 0,05; Tab. 2).
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Tabela 2 — Propor¢do volumétrica (%) dos componentes tubulares e intertubulares,

diametro tubular (DT; pm) e luminal (DL; um) e altura epitelial (AE; um) de ratos

Wistar tratados com diferentes concentragdes de arsénio, nas formas de arsenato e

arsenito de sodio.

Controle Arsenato de sédio Arsenito de s6dio
0,01 mg/L 10 mg/L 0,01 mg/L 10 mg/L
EP 46,07+20,60 51,14+22,87 47,64+21,30 4425+19,78 44,02+19,68
LCE  24,82+11,10 14,7346,59 13,88+6,20 14,94+6,68 16,04+7,17
LSE 2,611,16 2,65+1,19 2,99+1,33 4,08+1,82 4,70£2,10
Segmento TP 7,18+3.21 7,12+3,18 7,51+3,35 9,05+4,04 9,13+4,07
Inicial  TC 18,27+8,17 22,60+10,11 26,62+11,90 25,77+11,52 23,95+10,71
| vs! 1,050,46" 1,7620,76™ 1,3620,60™ 1,9120,85" 2,16+0,96°
DT 175,82+78,63 146,42+65,48 141,00+63,06 146,33+65,44 159,10+71,15
DL 116,33+52,02 79,45+35,53 82,88+37,06 84,94+37,98 102,90+46,02
AE 29,74%13,30 33,48+14,97 29,06%12,99 30,69+13,72 28,10+12,56
EP 30,44+13,61 30,56+13,67 32,79+14,66 29,49+13,19 29,17+13,04
LCE  47,73#21,39 48,15+21,54 42,43+18,97 44,81%20,03 40,83+18,26
LSE 6,18+2,76 6,21+2,78 8,69+3,88 7,74%3 45 12,80+5,72
TP 5,402,42 5,32+2,38 6,65+2,97 8,29+3,70 7,34+3,28
Cabeca TC 9,18+4,11 9,03+4,04 8,74%3,90 8,82+3,94 8,83+,99
VS 1,07+0,48 0,73+0,33 0,70+0,31 0,85+0,38 1,03+0,45
DT  266,70+119,27  299,32+133,86  264,79+118.41  265,11+118,56  280,02+125,23
DL 208,32493,16  237,43+106,18 204,72491,55 206,60+92,39 224,14+100,23
AE 29,18+13,05 30,94+13,83 30,03+13,43 29,25+13,08 27,94+12,49
EP 28,83+12,89 29,81+13,33 26,97+12,06 31,51+14,09 30,65+13,70
LCE  53,19+23,66 53,23+23,80 45,86+20,38 48,28+21,58 50,50+22,58
LSE 0,04+0,02 0,00+0,00 0,00+0,00 0,01%0,00 0,15+0,06
TP 7,70+3,44 7,62+3,41 7,34+3,28 7,69+3,44 7,92+3,53
Corpo TC 9,23+4,26 8,50+3,80 18,13+8,21 11,35+5,07 9,51+4,25
'S 1,01+0,45 0,84+0,38 1,70+0,76 1,16+0,52 1,27+0,57
DT  26330+117,75  28347+126,77  259,83+116,20  246,04+110,03  253,45+113,35
DL 204,81+91,59 222,27+99.40 200,82+89,81 190,14+85,03 197,95+88,53
AE 29,24+13,07 30,59+13,68 29,50+13,19 27,95%12,50 27,74+12,41
EP 18,03+8,06 18,87+8,44 17,38+7,77 19,33+8,64 19,44+8,69
LCE  60,53+27,07 59,95+26,81 50,43+22,55 51,35+22,96 54,22+2424
LSE? 2,77+1,24 2,59+1,16 9,48+4,24° 7,43%3,31% 9,09+4,06°
TP 3,05+1,36 3,35+1,50 2,09+0,93 1,65+0,73 1,6420,73
TC 10,31+4,61 9,92+4.43 14,04+6,27 13,29+5,94 9,86+4,41
Cauda VS 0,80+0,36 0,830,37 1,19+0,53 0,77+0,34 0,830,37
™ 4,51+2,02 4,49+2 01 5,39+2.40 6,18+2,76 4,9242.19
DT 351,69+157,28  382,21£170,93  348,02+155,64  332,94+148,89  334,64+149,65
DL 313,60+£140,25  340,66+152,35  307,87+137,67  291,22+13023  296,73+132,70
AE 19,04+8,51 20,77+9,29 20,08+8,98 20,86+9,00 18,95+8,47

Valores expressos em média + EPM. *Letras diferentes na mesma linha diferem
estatisticamente entre si (P < 0,05). 'Teste de Newman Keuls; “Teste de Dunn.

EP: epitélio; LCE: limen com espermatozoides; LSE: [imen sem espermatozoides; TP:
tinica propria; TC: tecido conjuntivo; VS: vasos sanguineos; TM: tecido muscular.

3.4 Morfologia, motilidade e cinética espermaticas
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As andlises de morfologia, motilidade e cinética dos espermatozoides presentes

no fluido epididiméario nao diferiram entre os animais submetidos aos tratamentos

propostos (P > 0,05; Tab.3).

Tabela 3. Morfologia, motilidade e cinética de espermatozoides do fluido da cauda do

epididimo de ratos Wistar tratados com diferentes concentragdes de arsénio, nas formas

de arsenato e arsenito de sodio.

Controle Arsenato de sédio Arsenito de sédio

0,01 mg/L 10 mg/L 0,01 mg/L 10 mg/L
Morfologia (%)
Normal 70,67+£491  82,504£5,50  80,25+3,64  79,00+3,03 71,5045,24
Defeito cabega 9,33+4,26 4,75+1,03 10,50+2,63 6,25+1,65 12,75+3,01
Defeito peca intermedidria 17,67+5,90 11,00+4,08 9,00+2,12 13,25+1,18 13,00+2,42
Defeito cauda 2,33+1,45 1,75+1,11 0,25+0,25 1,50+0,96 2,75+1,11
Motilidade e cinética
MT (%) 82,70+6,36  82,68+3,07  85,92+2.85  86,49+1,64  75,63+21,21
MP (%) 59,50+£6,39  51,67£6,08  53,03£9,45  56,08+3,25  44,68+11,70
VCL (um/s) 54,41+£1,58  47,6745,16  50,89+7,92  49,10+1,48 43,03+5,98
VSL (um/s) 37,11+1,83  28,76+4,17  33,16£7,97  32,31+1,97 25,60+5,70
VAP (um/s) 42,73£1,84  34,86+4,45  38,85+7,87 37,61x1,84 31,52+5,76
LIN (%) 68,14+£2,14  59,72+1,89  62,31£7,39  65,66%2,50 57,18+5,82
STR (%) 86,77+£0,62  82,03+1,21  82,71+4,776  85,76x1,21 79,04+4,05
ALH (um) 1,10+0,06 1,21+0,07 1,14+0,13 1,05+0,04 1,15+0,08

Valores expressos em média + EPM. P > 0,05.

MT: Motilidade total; MP: Motilidade progressiva; VCL: Velocidade curvilinea; VSL:
Velocidade linear progressiva; VAP: Velocidade média da trajetéria; ALH: Amplitude de
deslocamento lateral da cabeca; STR: Retilinearidade; LIN: Linearidade.

3.5 Integridade estrutural da membrana plasmatica e acrossomal esperméticas

A avaliacdo da integridade estrutural da membrana plasmética e acrossomal
mostrou que animais expostos a 10 mg/L de arsenato e arsenito de sodio, nas duas
concentracdes, tiveram reducdo no percentual de espermatozoides com as membranas
integras em comparagdo aos animais do grupo controle (P < 0,05; Fig. 4). Nao houve
diferenca no percentual de espermatozoides com membrana lesada e semi-lesada entre

os grupos experimentais (P > 0,05).
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Figura 4 — Percentual (média + EPM) de espermatozoides com membrana plasmatica e
membrana acrossomal integra. Controle: solucao salina a 0,9%, Asl e As2: 0,0lmg/L e
10 mg/L de arsenato de sédio, As3 e As4: 0,0lmg/L e 10 mg/L de arsenito de sédio.
| etras diferentes entre as colunas diferem estatisticamente entre si pelo teste de
Newman Keuls (P < 0,05).

3.6 Producdo espermadtica didria, nimero de espermatozoides e tempo de transito

epididimério

O ndmero de espermatides maduras por testiculo e grama de testiculo e a
producdo didria de espermatozoides reduziu somente nos animais expostos a 10 mg/L
de arsenito de s6dio em comparagio aos animais do grupo controle (P < 0,05; Tab. 4). O
nimero de espermatozoides na cabega/corpo do epididimo dos animais tratados com as
duas concentracdes de arsenito de sédio e 0,01 mg/L de arsenato de sédio foi menor em
comparacao aos animais controle e aqueles expostos a 10mg/L de arsenato (P < 0,05;
Tab. 4). O nimero de espermatozoides por grama de cabega/corpo ndo se alterou entre
os grupos experimentais (P > 0,05).

Quando analisada a cauda do epididimo, foi observada redu¢do no nimero de
espermatozoide nos animais expostos a 0,0lmg/L de arsenato e 10mg/L de arsenito de
s6dio em comparagdo aos animais do grupo controle (P < 0,05; Tab. 4). No entanto, o

nimero de espermatozoides por grama de cauda nao se alterou (P > 0,05). Nao houve
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diferenca entre os grupos para o tempo de transito na cabeca/corpo e cauda do

epididimo (P > 0,05).

35



Tabela 4. Parametros de contagem espermadtica em testiculo e epididimo em animais tratados por 56 dias com 0,01 e 10 mg/L de arsénio, nas
formas de arsenato e arsenito de sodio,.

n® espermdtides no testiculo

lc’)rgﬁo (x10%

1(g) de drgdo (x10%

'Produgio didria de espermatozoide
n° espermatozoides no epididimo
1Cabec;a/corpo (x10%
Cabeca/corpo (x10°/g)

'Cauda (x 10%

Cauda (x 10%g)

Tempo de transito em dias

Cabeca/corpo
Cauda

Controle

198,82+18,83"
123,00+8,78*
32,59+3,10°

131,82+6,46"
478,95+79,65
169,83+10,85"

701,30+199,75

4,14+0,57
5,32+1,25

Arsenato de sédio

0,01 mg/L

174,98+5,84%
116,67+3,33%®
28,68+0,95™

94,2245 34°
321,66+21,34
137,59+2,97°
648,33+34,65

3,28+0,78
4,80+0,17

10 mg/L.

180,56+5,27%
114,47+9,79*
29,60+0,86™

116,26+5,05"
352,50+18,49
147,39+9,00"
698,33+18,27

3,94+0,28
4,99+0,35

Arsenito de sodio

0,01 mg/LL

163,21+10,24®
103,86+5,71%
26,75+1,67%

102,98+5,11™
331,66+14,45
148,87+3,78"
622,95+43,58

3,89+0,39
5,60+0,36

10 mg/L.

142,05+1,73°
90,79+4,83°
23,2842 85°

92,39+1,58°
289,16+10,31
127,52+4,35°
574,16+22,65

3,97+0,11
5,4340,15

Valores expressos em média + EPM.

abc

Letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente entre si pelo teste de Newman Keuls (P < 0,05)
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3.7 Variaveis reprodutivas das fémeas

Foi observada redugdo de 16,67% e 8,33% na taxa de acasalamento nos animais
expostos a 0,01 mg/L e 10 mg/L de arsenato de sédio respectivamente, em comparagao
aos animais do grupo controle. J4 para a taxa de prenhez, foi observada reducdo de
31,82% das fémeas prenhes de machos que ingeriram arsenato 0,01 mg/L e arsenito de
sodio 10 mg/L e reducao de 18,18% de fémeas prenhes de machos expostos a 10 mg/L
de arsenato de sddio.

Nao foram observadas diferencas entre os grupos para peso de ovarios, nimero
de corpos liteos, nimero de implantacdes, nimero de fetos, potencial de fertilidade,
taxa de perda pré-implantacdo, taxa de perda pds-implantagao (P > 0,05; Tab 5). Foi
observado aumento no peso médio de fetos provenientes do acasalamento de fémeas
ndo tratadas com machos que receberam oralmente 10mg/L de arsenito de sodio (P <

0,05; Tab. 5).
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Tabela 5: Tabela 5: Fertilidade de ratos Wistar tratados com diferentes concentragdes de arsénio, nas formas de arsenato e arsenito de s6dio, apds

acasalamento natural com fémeas nao tratadas.

Controle Arsenato de sédio Arsenito de sédio
0,01 mg/L 0,01 mg/L 10 mg/L

n° fémeas colocadas para acasalar’ 11 12 12 12
n° de fémeas com monta natural confirmada'” 11 10 12 12
Taxa de acasalamento (%) 100,00 83,33 100,00 100,00
n° fémeas prenhes' 9 5 10 6
Taxa de prenhez (%) 81,82 50,00 83,33 50,00
Peso dos ovarios” 0,13+0,04 0,11+0,04 0,12+0,04 0,13+0,04 0,18+0,05
n° de corpos liteos” 13,64+4,11 13,50+4,27 12,00+3,62 11,33+3,27 11,17+3,22
n° de implantacdes” 9,73+2,93 5,90+1,87 9,30+2,94 9,50+2,75 6,08+1,76
Potencial de fertilidade (%)*" 71,04421,42  40,60+12,84  60,57+1826  66,67+21,07  40,62+11,73
n° de fetos® 9,27+2,80 5,90+1,70 9,25+2,67 6,08+1,76
Peso dos fetos (g)* 3,04+1,01° 5,1742,31% 2,55+0,97° 3,20+1,01° 6,87+2,80°
Taxa de perda pré-implantacao (%)2** 28,96+8,73 59,40+18,78 30,34+9,15 33,37+10,55 59,38+17,14
Taxa de perda pés-implantacdo (%) 4,10+1,37 0,00+0,00 2,44+0,77 0,00+0,00
'N° absoluto; Espermatozoides presentes na andlise do esfregaco vaginal.”Valores expressos em média + EPM; * P > 0,05.

® etras diferentes na mesma linha diferem entre si (P < 0,05) pelo teste de Newman Keuls.
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4 Discussao

Os resultados obtidos mostraram que o arsénio, quando ingerido diariamente por
56 dias, nas concentragdes de 0,01 e 10 mg/LL como arsenato e arsenito de sodio, causou
alteracoes significativas, de forma variada, em pardmetros testiculares, epididimérios,
espermaticos e de fertilidade, sendo o arsenito a forma quimica causadora de grande
parte das alteracdes.

Com relacdo aos parametros testiculares, animais que receberam 10 mg/L de
arsenito de sodio apresentaram reducdo na producdo espermatica didria, no nimero de
espermatides por testiculo e por grama de testiculo. Esses parametros sdo importantes
indicadores da fertilidade masculina, pois o nimero de esperméatides maduras estd
diretamente relacionado a producdo didria de espermatozoides (Franca e Russell, 1998;
Fernandez et al., 2007). Essas alteracoes testiculares causaram redu¢do do nimero de
espermatozoides nas regides da cabeca/corpo e cauda, sendo essa redugdo na regido da
cauda confirmada pelo aumento do percentual de limen sem espermatozoides. Working
et al. (1985) citam que a redu¢@o na contagem de espermdtides testiculares € indicativo
de que houve deplecdo ou degeneragdo de células da linhagem germinativa em estadios
anteriores a fase de espermadtide. Jana et al. (2006), ao avaliarem os efeitos da ingestdo
de arsenito de sddio na concentracdo de Smg/kgPC durante 24 dias, relataram redugao
no numero de diferentes células da linhagem germinativa com consequente reducdo no
nimero de espermatozoides epididimérios. Li et al. (2012b) observaram que
camundongos expostos a 2 e 4mg/L de triéxido de arsénio, na dgua de beber por 60
dias, apresentaram redu¢do no nimero de diferentes linhagens das células germinativas
seguida de reducao no peso do epididimo.

Alteragdes no numero de espermatozoides na regido da cabeca/corpo do
epididimo foram observadas em animais que receberam 0,01 mg/L de arsenato e de
arsenito, assim como na regido da cauda quando fornecido 0,01 mg/L de arsenato. No
entanto, essas alteracoes nao foram significativas quando calculou-se o nimero de
espermatozoides por grama de epididimo. No caso do arsenato de sddio 0,01 mg/L, este
resultado pode ter ocorrido devido a um aumento no volume de fluido na luz do ducto,
sem alteracdo no peso do epididimo, j4 que estes animais nao apresentaram redugdo da
producdo espermatica didria. O aumento do fluido luminal provavelmente contribuiu

para o aumento do didmetro tubular e luminal do epididimo desses animais, mesmo que
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estatisticamente ndo significativo, e diluiu os espermatozoides presentes nestas regioes
epididimadrias.

Arsenito e arsenato de sodio, nas duas concentragdes avaliadas, ndo foram capazes
de alterar a producgdo de testosterona no tempo de exposi¢ao de 56 dias. A manutengdo
da concentracdo plasmdtica de testosterona nos animais se refletiu na manutencdo do
peso absoluto e relativo dos 6rgaos androgeno-dependentes avaliados. Segundo Reddy
et al. (2011), camundongos expostos a 4 mg/L de arsenito de s6dio na dgua de beber,
por 35 dias, apresentaram redug¢do na produgdo de testosterona sérica devido a
diminuicdo da atividade de 3f-hidroxiesteroide desidrogenase e 17f-hidroxiesteroide
desidrogenase testicular, com consequente reducdo do peso de Orgdos andrégeno-
dependentes. A diferenca entre respostas observadas no presente trabalho e em Reddy et
al. (2011), com relagdo a producdo de testosterona, provalvemente se deveu as espécies
estudadas, pois sabe-se que os camundongos sao mais sensiveis ao arsénio que os ratos
(Hughes, 2002; Deschamps e Matschullat, 2007).

No presente trabalho ndo foi observada alteracdo no tempo de transito dos
espermatozoides no epididimo dos animais avaliados. Sabe-se que o tempo de transito é
regulado por andrégenos, gradiente de pressdo hidrostatica diferencial entre as por¢des
proximal e distal do epididimo e atividade contratil do musculo liso presente ao redor do
ducto (Cosentino e Cockett, 1986; Robaire e Viger, 1995; Klinefelter, 2002). Dados da
literatura mostram que o atraso no tempo de transito epididimdrio ndo altera a
capacidade fértil dos espermatozoides, mas quando este tempo € acelerado a fertilidade
fica comprometida. Este prejuizo ocorre porque o tempo disponivel dos processos
requeridos para a aquisic@o da capacidade fértil fica diminuido (Kempinas et al., 1998;
Garcia et al., 2012).

Como consequéncia da manutenc@o do tempo de transito dos espermatozoides,
nao foi observada alteracdo no percentual de espermatozoides normais, na motilidade e
cinética espermdticas nos animais que ingeriram arsénio nas formas quimicas e
concentracoes testadas. No entanto, observou-se reducdo no percentual de
espermatozoides com membranas, plasmdtica e acrossomal, estruturalmente integras
dos animais tratados com arsenito, nas duas concentragcdes, € 10 mg/L de arsenato. O
baixo percentual de espermatozoides com membranas estruturalmente integras pode ser
explicado pela acdo do arsénio sobre fosfolipidios e proteinas presentes na membrana
plasmética das células em geral e nos espermatozoides (Minassian e Terner, 1966;

Flora, 2011). Isso porque muitos dos fosfolipidios sdo compostos por dcidos graxos
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polinsaturados altamente susceptiveis a peroxidacdo lipidica quando expostos ao
arsénio. Esta reacdo quimica pode resultar na perda de fosfolipideos por degradacio,
causando desestabilizacdo e lesdo de membranas (Griveau e Le Lannou, 1997;
Lamirande et al., 1997; Carpenter et al., 2002; Chang et al., 2007; Flora, 2011; Reddy et
al., 2011). Além disso, proteinas integrais de membranas plasmaticas celulares,
inclusive dos espermatozoides, podem conter grupos sulfidril em sua constituicao, que
sdo responsdveis pela formacdo de pontes de sulfeto entre as moléculas. O arsénio,
devido a sua natureza eletrolitica, pode inibir a acdo dos grupos sulfidril e interferir na
integridade das membranas dos espermatozoides (DeSesso et al., 1998; Hughes et al.,
2011; Gualtieri et al., 2009).

Nao foi observada alteracdo na arquitetura tecidual epididiméria de todos os
animais avaliados. No entanto, animais expostos a 0,01 mg/L de arsenato de sddio e nas
duas concentragdes de arsenito de s6dio apresentaram aumento no nimero de vasos em
diferentes diametros, fendmenos observados na histologia, € aumento no percentual de
vasos sanguineos na regiao do segmento inicial. Este resultado pode ser devido ao efeito
do arsénio sobre a atividade angiogénica tecidual (Soucy et al., 2003; Straub et al.,
2007). Estudos in vivo e in vitro t€m mostrado que o arsénio € capaz de promover o
surgimento de novos vasos sanguineos por estimular a expressio de fator de
crescimento endotelial vascular e fator induzido por hipéxia (Kamat et al., 2005; Klei e
Barchowsky, 2008; Wang et al., 2013).

A avaliacdo de parametros de fertilidade mostrou que machos expostos a 0,01
mg/L de arsenato de sédio e 10 mg/L de arsenito de sédio apresentaram queda na taxa
de prenhez e no potencial de fertilidade e aumento na taxa de perda pré implantacao.
Para o arsenito, estes resultados podem ter ocorrido devido a reducdo na produgdo
espermatica didria, no nimero de espermatozoides presentes nas regides epididimarias e
no percentual de espermatozoides com integridade estrutural de suas membranas.
Apesar de ndo ter sido observada diferenca estatistica entre os tratamentos para estes
parametros, € importante considerar o significado bioldgico desses achados, pois testes
de fertilidade in vivo estdo diretamente relacionados ao real potencial reprodutivo dos
machos (Favareto et al., 2011; Garcia et al., 2012). Ndo foram encontrados trabalhos
que avaliam a capacidade fecundante e taxas de fertilidade de machos apds ingestio de
diferentes formas quimicas do arsénio.

Quando avaliada a concentracdo de 0,01mg/L de arsé€nio, considerada tolerdvel

por organizagdes nacionais e internacionais (BRASIL, 2005; WHO, 2011) na 4gua de
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beber, observou-se que arsenito e arsenato alteraram poucos parametros avaliados neste
estudo. Ambos os compostos alteraram o percentual de vasos sanguineos no segmento
inicial, o nimero de espermatozoides nas regides epididimérias analisadas e, no caso do
arsenito, o percentual de espermatozoides integros. Entretanto, ao considerar parametros
de fertilidade, o arsenato a 0,01 mg/L teve efeito similar ao arsenito a 10 mg/L. Vale
ressaltar que baixas concentragdes, como as testadas, podem se acumular em diversos
tecidos corporais, como testiculo e epididimo (Cui e Okayano, 2008).

Quando absorvido, o arsenato entra nas células, como em hepatdcitos e
hemdcias, via transportadores de fosfato, e € rapidamente reduzido em arsenito. J4 o
arsenito pode entrar nas células a partir das aquaporinas presentes na membrana,
principalmente as aquaporinas do tipo 7 € 9 (Liu et al., 2002; Watanabe e Hirano, 2013).
O epididimo € rico em aquaporinas 9 na superficie apical das células principais (Agre et
al.,, 1995; Pastor-Soler et al., 2001) e possui na regido da cauda a enzima arsénio
metiltransferase, que converte o arsénio em metil e dimetilarsénico, como ocorre no
figado previamente a eliminacdo do arsénio pela bile (Liu et al., 2002; Watanabe e
Hirano, 2013). Este fato pode ter contribuido para a minimizacdo dos efeitos das
concentracdes testadas sobre os parametros pos-testiculares avaliados, principalmente

em relacdo a concentracdo de 0,01 mg/L apds 56 dias de exposicao.

5 Conclusodes

- As concentracdes e formas quimicas de arsénio testadas ndo alteraram ingestdao
alimentar, peso corporal e dos 6rgdos genitais, concentragdo sérica de testosterona, a
morfologia avaliada em cortes histologicos e tempo de transito epididimario e a maioria
dos parametros esperméticos analisados;

- A propor¢do de vasos sanguineos aumentou no segmento inicial do epididimo de
animais expostos as duas concentracdes de arsenito de sodio e 0,01 mg/L de arsenato de
sodio;

- A propor¢do de limen sem espermatozoide na cauda do epididimo foi maior em
animais expostos a 10 mg/L de arsenato e arsenito de sodio;

- O percentual de espermatozoides integros reduziu nos animais expostos a 10mg/L de
arsenato de sédio e arsenito de s6dio, nas duas concentragdes;

- O namero de espermadtides por testiculo e grama de testiculo e a producdo didria de

espermatozoides diminuiu nos animais expostos a 10 mg/L de arsenito de sédio;
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- O niimero de espermatozoides na cabeca/corpo foi menor nos animais tratados com as
duas concentragdes de arsenito de sodio e 0,01 mg/L de arsenato de sédio;
- Houve reducdo no nimero de espermatozoides na cauda do epididimo de animais
expostos oralmente a 0,01mg/L de arsenato e 10mg/L de arsenito de s6dio;
- Houve reducio no indice de prenhez para as fémeas acasaladas com machos expostos

oralmente as duas concentracdes de arsenato de s6dio e 10mg/L de arsenito de sédio.
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