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RESUMO
SILVA, Ana Teresa César, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, novembro de 2011.

Y

Efeito do zinco isolado ou associado a vitamina E sobre testiculos de ratos Wistar
adultos. Orientador: Sérgio Luis P. da Matta. Coorientador: Juraci Alves de Oliveira.

Antioxidantes sdo moléculas capazes de retardar ou previnir a oxidagdo em outras
substancias. J4 foram descritos efeitos de associagcdes de diferentes micronutrientes que se
potencializam em determinados tecidos ou 6rgaos, gerando beneficios a satde. O zinco assim
como a vitamina E (a-tocoferol) ¢ considerado um antioxidante importante nas membranas
celulares e ambos isoladamente apresentam beneficios na reprodugdo, vistos em estudos com
sémen. As agdes precisas apenas do zinco ou do a-tocoferol, como antioxidantes sobre
parametros da fertilidade, ainda ndo sdo claras e ambos ainda nao foram avaliados quando
associados no testiculo. O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do zinco isolado ou
associado a a-tocoferol (a-Toc) sobre as caracteristicas morfométricas de componentes
testiculares de ratos Wistar adultos. Foram utilizados 56 ratos Wistar em idade reprodutiva,
divididos em sete grupos de oito animais. Seis grupos receberam Zn, na agua de beber. Trés
grupos receberam 5, 10 e 20 mg de Zn, enquanto outros trés grupos receberam as mesmas
dosagens de Zn associadas a 15 mg de a-Toc por gavagem, em trés doses semanais. Um
grupo controle de 8 animais recebeu somente agua. O regime alimentar foi ad libitum durante
os 56 dias de tratamento. Os trés primeiros grupos e o controle receberam solucdo de NaCl
0,9% por gavagem, para homogeneizar os procedimentos entre os tratamentos. Analises
morfométricas do compartimento tubular e intertubular foram realizadas utilizando o
software Image Pro Plus. Foram comparadas as médias utilizando-se o teste SNK (Student
Newman Keuls) com 5% de tolerancia. No tiibulo, o tratamento com 10mg de Zn aumentou
os espermatocitos em preleptoteno/leptoteno, espermatides arredondadas e o niumero total de
células germinativas. A associa¢do de 20mg de Zn com a-Toc aumentou o indice mitdtico.
No intertibulo, os ratos tratados com 5mg de Zn apresentaram aumento no numero de células
de Leydig e macréfagos e os ratos tratados comlOmg de Zn associado a a-Toc tiveram
aumento do espago linfatico, do numero de vasos sanguineos e do espaco intertubular.
Conclui-se que o Zn agiu isolado, preferencialmente nas células, tanto no tiibulo, quanto no
intertibulo. A a¢do sinérgica dos dois antioxidantes (Zn+Toc) se manifestou com o aumento
do espago intertubular, linfatico e vasos sanguineos e também com o aumento do indice

mitoético.



ABSTRACT

SILVA, Ana Teresa César, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November, 2011. Effects
of the zinc alone or associated with vitamin E on the testis of adult Wistar rats. Adviser:
Sérgio Luis P. Da Matta. Co-Adviser: Juraci Alves de Oliveira.

Antioxidants are molecules that can slow or prevent the oxidation of other substances. Effects
have been described associations of different micronutrients that leverage in certain tissues or
organs, leading to health benefits. Zinc and vitamin E (a-tocopherol) is considered an
important antioxidant in cell membranes, and both have benefits in reproductive isolation,
seen in studies of semen. The precise actions of zinc only or a-tocopherol as antioxidants on
parameters of fertility are still unclear and they have not been evaluated when associated in
the testis. The objective of this study was to evaluate the effect of zinc alone or associated
with a-tocopherol (a-Toc) on the characteristics of components stereological testicular adult
Wistar rats. We used 56 Wistar rats of reproductive age, divided into seven groups of eight
animals. Six groups received Zn in drinking water. Three groups received 5, 10 and 20 mg
Zn, while three other groups received the same dosage of Zn associated with 15 mg of a-Toc
by gavage in three weekly doses. A control group of eight animals received only water. The
diet was ad libitum during the 56 days of treatment. The first three groups and the control
received 0.9% NaCl solution by gavage to standardize the procedures among the treatments.
Morphometric analysis of the tubular and intertubular compartment was carried out using
Image Pro Plus software. The averages were compared using the SNK test (Student Newman
Keuls) with 5% tolerance. In seminiferous tubule, the treatment with 10 mg Zn increased in
spermatocytes preleptotene / leptotene, round spermatids and the total number of germ cells.
The association of Zn with 20 mg of a-Toc increased mitotic index. In the intertubular, mice
treated with 5 mg of Zn showed an increase in the number of Leydig cells and macrophages
and mice treated com10mg Zn associated with a-Toc had increased lymphatic space, the
number of blood vessels and intertubular space. It is concluded that Zn acted alone,
preferably in the cells, both in the tubule, and in the intertubular. The synergistic action of
two antioxidants (Zn + Toc) was shown by the increase in intertubular space, lymphatic and

blood vessels and also with increased mitotic index.



1. INTRODUCAO GERAL

A dieta pode ter um impacto significativo na fertilidade e o tipo de alimento pode
interferir nos parametros reprodutivos de mamiferos, assim como a deficiéncia em qualquer
um dos micronutrientes essenciais pode acarretar impacto em varios componentes da
reproducao (Vilarta et al., 2007). Dessa forma, a suplementacdo com antioxidantes, como o
zinco (Zn), por exemplo, pode ajudar a evitar danos & membrana plasmatica e ao DNA do
espermatozodide e, assim, melhorar parametros de fertilidade do sémen (Wong et al., 2002).

No caso do zinco, a deficiéncia provoca a diminuic¢do da libido e da qualidade do sémen
em mamiferos (Blomfield, 2010). Audet et al. (2009) observaram a influéncia da
suplementag@o vitaminica no desempenho reprodutivo de javali (Sus scrofa). Em estudo que
utilizou suplementacdo de micronutrientes especificos (zinco e folato) e vitaminas C, E e -
caroteno, em uma amostra de homens saudaveis ndo-fumantes e com ampla faixa etaria, de
jovens a idosos, observou-se maior nimero e motilidade de espermatozoides possibilitondo-se
atenuar o impacto da idade avangada sobre tais pardmetros. Esses resultados reforgam a teoria
de que uma dieta saudavel com o uso de suplementos pode ser uma maneira viavel e segura
para melhorar a qualidade do sémen e a fertilidade (Eskenazi et al., 2005).

O testiculo de mamifero adulto, depois da prostata, tem a maior concentracao de Zn que
todos os outros 6rgaos do corpo e estd presente, principalmente, no liquido seminal (Merrells
et al., 2009).

O papel do Zn na fungdo testicular é tanto promover a maturacdo das células
germinativas quanto prolongar a vida dos espermatozoéides até o momento da ejaculacao. Os
niveis elevados de zinco sdo responsaveis pela estabilizagdo das membranas plasmaticas nas
células do epididimo e pela manutengdo do espermatozoide em um estado metabolicamente
quiescente, durante o armazenamento e ejaculagdo (Bedwal e Bahuguna, 1994).

Os teores de zinco sdo, geralmente, mais baixos em homens inférteis, nos quais a
contagem de espermatozoides diminui. Além disso, verifica-se que a adicdo de Zn na dieta de
homens inférteis causa aumento na contagem e na motilidade dos espermatozoides
(Cambiagh e Castellote, 2004).

Antioxidantes fornecidos na dieta, como vitaminas, minerais ¢ 0mega-3, reduzem o
efeito negativo causado pela producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs).
Vincula-se as vitaminas, como a vitamina E, a elimina¢do e a interrup¢do de reagdes em

cadeia de EROs, ¢ os minerais dietéticos, como o Zn, sdo essenciais para enzimas
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antioxidantes, pois atuam como cofatores. Como a integridade da membrana ¢ fundamental
para o funcionamento normal das células germinativas, os antioxidantes da dieta também
devem reduzir os efeitos prejudiciais que as EROs causam na membrana plasmatica dessas
celulas e, assim, melhorar os parametros de fertilidade (Tremellen, 2008).

Antioxidantes sdo encontrados em muitos sistemas do corpo e protegem as células
controlando a producao excessiva de EROs, sendo essenciais ndo s6 para a fertilidade, mas
para o crescimento, o desenvolvimento, cicatrizagdo de tecidos, a imunidade e muitas outras
funcdes bioldgicas (Blomfield, 2010). Os antioxidantes enzimaticos ou naturais incluem a
superoxido dismutase (SOD); a catalase (CAT), as peroxirredoxinas (Prx), a glutationa
(GSH), a glutationa redutase (GR) e a glutationa peroxidase (GPx) (Andrade et al., 2010). Os
antioxidantes ndo enzimaticos ou sintéticos sdo ingeridos na dieta, como o 4cido ascorbico, o
tocoferol, diferentes compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima Q), acido urico, acido a-
lipoico, zinco, taurinas, hipotaurinas, glutationas, betacaroteno e caroteno (Maia, 2006). Com
excecao da vitamina E que atua essencialmente na membrana, os outros antioxidantes atuam,
principalmente, no meio intracelular. Dentre os antioxidantes envolvidos diretamente na
reproducdo, merecem destaque o acido ascorbico (vitamina C), o tocoferol (vitamina E), o
acido a-lipoico e o0 Zn (Andrade et al., 2010).

Novos estudos sdo necessarios para determinar como os antioxidantes podem ser
utilizados no trato reprodutivo masculino e, em caso afirmativo, em que etapa do processo
espermatogénico (Merrells et al., 2009).

E preciso avaliar, além do sémen, outras caracteristicas reprodutivas, como por
exemplo, parametros histoloégicos e morfométricos do parénquima testicular em
suplementagdo com diferentes antioxidantes associados (vitaminas e minerais). Ainda ndo foi
descrita a relagdo da acdo combinada de Zn e vitamina E com a espermatogénese e a

produgdo espermatica na avaliagdo de parametros reprodutivos masculinos.
1.1. OBJETIVOS
O presente trabalho objetivou analisar os efeitos do Zn, em trés diferentes doses, isolado

ou associado a vitamina E, em testiculos de ratos Wistar adultos, avaliando quantitativamente

o parénquima testicular, por meio de andlises estereologicas e morfométricas.



CAPITULO 1

1. REVISAO DE LITERATURA

1.1. ESTRESSE OXIDATIVO

Os radicais livres sdao atomos, moléculas ou ions que apresentam um elétron
desemparelhado e instavel que, para alcangar a estabilidade, tendem a se ligar a outro elétron
(Souza e Ferreira, 2007). O termo radical livre ndo ¢ o mais adequado, pois nem todas as
espécies reativas do oxigénio (EROs) sdo radicais livres e estes nem sempre sdo oxidantes
(Maia, 20006).

Sob condigdes fisiologicas normais, as EROs e os antioxidantes encontram-se em
situagdo de equilibrio. Quando este equilibrio ¢ desfeito e uma quantidade excessiva de EROs
¢ liberada, ocorre o estresse oxidativo. Este estado pode provocar efeitos deletérios na
reproducdo, gerando lesdes nas membranas celulares e no DNA das células germinativas e, se
o processo nao for contido, a concepg¢dao pode ndo ocorrer ou os descendentes poderdo
apresentar malformacdes (Andrade et al., 2010). Para reverter o quadro de estresse oxidativo é
preciso reduzir a producdo de EROs ou aumentar a quantidade de antioxidantes (Tremellen,
2008; Andrade et al., 2010).

As altas taxas de multiplicagdo celular inerentes ao processo de espermatogénese
dependem de grande consumo de oxigénio pelas mitocondrias das células do epitélio
seminifero. Neste processo, a alta demanda gera competi¢do por esse elemento (Aitken e
Roman, 2008). Apesar do baixo teor de oxigénio pelo seu alto consumo, que caracteriza o
micro-ambiente testicular, esse tecido permanece vulneravel ao estresse oxidativo, devido a
abundancia de 4cidos graxos insaturados nas membranas celulares e a presenga de EROs,
geradas nestes sistemas (Tremellen, 2008). Entretanto, os testiculos possuem elaborado
sistema de enzimas antioxidantes e interceptadores de radicais livres para assegurar que a
espermatogénese e a esteroidogénese nao sejam afetadas pelo estresse oxidativo (Vernet et al.,
1996, 1997). Estes sistemas de defesa antioxidante sdo importantes porque os danos
peroxidativos sdo considerados, atualmente, como uma das causas mais importantes da

disfuncao testicular (Andrade et al., 2010).



Embora o estresse oxidativo seja claramente uma caracteristica dominante na etiologia
da infertilidade masculina, os mecanismos causais continuam sendo estudados. O testiculo ¢é
um Orgdo vulnerdvel por ser altamente dependente de oxigénio para conduzir a
espermatogénese e ainda ser altamente suscetivel aos efeitos toxicos de metabolitos de

oxigénio reativo (Aitken e Roman, 2008).

A superdxido dismutase (SOD) tem grande importdncia na estratégia de defesa
antioxidante, de tal forma que os testiculos possuem nao apenas a SOD convencional
citosolica (Cu/Zn) e a mitocondrial (Fe/Mn), mas também uma forma incomum de SOD
extracelular (SOD Ex-), produzidas pelas células de Sertoli e células germinativas (Aitken e

Roman, 2008).

Atualmente, busca-se identificar antioxidantes exdgenos que possam complementar o
organismo € suas proprias estratégias antioxidantes para proteger os testiculos das

conseqiiéncias do ataque de EROs (Blomfield, 2010).

1.2. TERAPIA ANTIOXIDANTE

Diversos antioxidantes sdo avaliados pela sua capacidade de combater o estresse
oxidativo nos testiculos e, por isso, sao fornecidos aos homens inférteis na esperanca de
reverter ou amenizar esta situagdo, principalmente com foco na qualidade do s€men (Maneesh
e Jayalekshmi, 2006). Em modelos animais ja foram examinadas vérias preparagdes
antioxidantes e, destas, diversos compostos confirmaram a capacidade de atravessar a barreira

sanguinea dos testiculos e proteger o epitélio germinativo (Aitken e Roman, 2008).

Existem dois sistemas de defesa antioxidantes: os enzimaticos e 0s ndo enzimaticos. Os
enzimaticos neutralizam as EROs excessivas e previnem danos da estrutura celular como
alteracdes da fluidez da membrana e danos ao DNA. Incluem a superoxido dismutase (SOD);
a catalase (CAT), as peroxirredoxinas (Prx), a glutationa redutase (GR) e a glutationa
peroxidase (GPx). Os antioxidantes ndo enzimaticos sdo conhecidos como antioxidantes
naturais ou suplementos da dieta, incluindo o dacido ascérbico, o tocoferol, diferentes
compostos de selénio, ubiquinonas (coenzima Q), acido urico, 4cido a-lipoico (Nordberg e
Arnér, 2001), zinco, taurinas, hipotaurinas, glutationas, betacaroteno e caroteno. Esse sistema
pode atuar na eliminagdo das EROs, antes que elas causem lesdo, ou como reparador da lesdo
ocorrida (Maia, 2006). Com exce¢do da vitamina E, que ¢ um antioxidante estrutural da
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membrana, a maior parte dos agentes antioxidantes encontra-se no meio intracelular (Ferreira

e Matsubara, 1997).

1.3. ZINCO

O zinco ¢ um dos mais importantes elementos-trago essenciais da nutricio humana ¢ o
segundo elemento de transi¢ao mais abundante do corpo de mamifero (Salgueiro et al., 2000;
Yu et al., 2007). O Zn difere dos outros metais de transi¢do, pois contém o orbital “d”
completo e assim ndo participa de reacdes redox, mas age como acido de Lewis para aceitar
um par de elétrons, fazendo com que seja um ion estavel. Em contraste com o ferro e o cobre,
0 Zn permite a sua utilizagdo sem o risco de dano oxidativo (Hambidge, 2000). Esse elemento
geralmente se complexa com aminoécidos, peptideos e nucleotideos e tem afinidade com
grupos tidis e hidrogénio (McCall et al., 2000). O Zn ¢ essencial no metabolismo subcelular,
pois é um componente essencial do sitio catalitico de pelo menos uma enzima em cada uma
das seis classificacdes enzimaticas: oxirredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e
ligases (Kieling, 2002). O Zn ¢ relativamente ndo toéxico em mamifero, a julgar por sua
tolerdncia em cargas alimentares superiores a 100 vezes o minimo recomendado de
requerimento didrio para humanos (Choudhury et al., 2005). No entanto, a ingestdo excessiva
de Zn pode ter consequéncias drasticas e a toxicidade tem sido relatada em numerosas

espécies animais e em humanos (Ferreira et al., 2010).

Mais de 95% do Zn total do corpo esta ligado as proteinas, dentro das células e nas
membranas celulares. O organismo humano adulto contém cerca de 1,5 a 3,0 g de Zn,
tornando-o o segundo elemento em abundancia, ao lado do ferro (Umeta, 2000). Segundo
Salgueiro et al. (2000), o corpo humano contém cerca de 40 mg Zn/ Kg. As maiores
concentragdes foram encontradas na coréide do olho (274mg/g) e no liquido prostatico (300 a

500mg/g de peso seco) (Mafra e Cozzolino, 2004).

Os produtos de origem animal sdo, geralmente, as fontes dietéticas mais importantes de
Zn, quanto ao contetido e biodisponibilidade (Sena e Pedrosa, 2005). Fatores dietéticos,
intraluminais e sistémicos influenciam a absor¢ao e o transporte celular de zinco (Antunes,
2010). Dentre esses fatores sao citados a forma quimica do elemento na dieta, a interagdo
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mineral-mineral, taninos, oxalatos, fitatos, catabolismo, hormodnios, infec¢des ¢ estresse
(Marcos, 2008).

A absor¢do inicial do Zn ocorre no estdbmago onde, apesar de ser muito reduzida, ocorre
de modo relativamente rapido, cerca de 15 minutos ap6s a ingestdo (Cousins e Mcmahonh,
2000). O principal local de absor¢do ¢ a segunda parte do duodeno, podendo ocorrer por
difusdo passiva, quando ha grandes quantidades no limen ou por processos mediados por
carreadores, quando hd menor concentragdo. Uma vez no citosol, o Zn ¢ complexado com
metalotioneina citoplasmatica possibilitando o seu uso pelo enterdcito ou sua passagem para a
circulagdo portal, sendo transportado pela albumina (Salgueiro et al., 2000; Cozzolino, 2005;
Fisberg et al., 2008).

Em 6rgdos como o pancreas, os rins € o bago, o Zn possui meia-vida de 12,5 dias,
enquanto no cérebro € nos 0ssos a renovacao ¢ mais lenta, em torno de 300 dias. Dessa forma,
acredita-se que o Zn ndo ¢ bioacumulado em mamiferos (Cozzolino, 2005; Fisberg et al.,
2008).

A solubilidade em 4gua afeta de maneira positiva a biodisponibilidade de Zn. Quando o
Zn ¢ administrado na forma de sulfato de Zn, que ¢ muito soltvel, a absor¢ao intestinal ¢ mais
eficiente e, por isso, essa forma quimica ¢ uma das mais utilizadas nas suplementacdes desse
elemento na dieta (Choudhury et a., 2005). A administracdo de grandes quantidades de zinco
ndo resulta em niveis teciduais elevados, pois o aumento do nivel de Zn na dieta resulta em
diminui¢do da absor¢do. Além disso, com a administragdo em excesso, a retencdo de Zn
diminui (Choudhury et a., 2005).

Em ratos, uma dieta com baixo teor de proteina estd associada a reducao na absorcao de
Zn, enquanto o inverso ¢ observado em humanos. A homeostase do Zn em mamiferos ¢
regulada pelo controle da absor¢do e da perda exdégena do Zn no intestino, como também
através da excrecao pelo pancreas e pelo figado (Cozzolino, 2005). Entretanto em ratos, esse
controle ¢ feito via secrecao de Zn a partir do intestino € ndo pela regulagdo da absorcao de
Zn (Elinder e Friberg, 1986). A excrecao fecal ¢ a via predominante de eliminag¢do de zinco.
Aproximadamente 70-80% da dose ingerida ¢ excretada pelas fezes e somente 1-2% ¢
excretada na urina (Wastney et al., 1986).

O transporte transmembrana do Zn requer, em alguns casos, a participagdo de
mecanismos especializados, como as familias de proteinas ZnT (Zinc Transporter) e Zip (Zrt-
and Irt-like proteins) (Pattison e Cousins, 1986). Embora a albumina seja a principal

transportadora de Zn no plasma, algumas proteinas do plasma e aminoacidos livres podem
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influenciar na sua liberacdo para as células (Yu et al., 2007). A metalotioneina ¢ a CRIP
(proteina intestinal rica em cisteina) ligam-se ao Zn no intestino, na fungdo de carreador
intracelular, aumentando a velocidade de absor¢ao (Valle e Falchuk, 1993).

Apesar das recomendacgdes de ingestdo de Zn estarem bem estabelecidas, ainda existem
muitas dificuldades para a investigacao do estado nutricional em humanos relativo ao Zn, pois
nao h4d um marcador bioquimico especifico e sensivel para esta avaliacao (Fisberg et al.,
2008). Os valores de exposi¢do que foram considerados na determinacdo da dose de
referéncia sugerem que existe 0 minimo de Zn para manter a fungdo fisiologica (5,5 mg/dia) e
a dose que gera efeitos potencialmente negativos (60 mg/dia) (Cantilli et al., 1994).

Um dos eventos de maior sensibilidade ao excesso de Zn, por via oral, ¢ o decréscimo
da absor¢do de cobre (Cu), o que leva a uma reducdo do cobre sistémico, ocasionando
decréscimo na atividade da metaloenzima do Cu, alteragdes hematoldgicas, decréscimo nos
niveis de colesterol, imunotoxicidade e efeitos gastrointestinais. A ingestao de 100 a 300 mg
Zn/dia pode causar alteracdes na resposta imune e no perfil de lipidios no sangue. Ha,
também, demonstracdo de que o uso de suplementacdo com o Zn, em doses didrias de 15 a
100 mg em humanos, freqiientemente usadas neste tipo de suplementacdo oral, pode produzir
efeitos adversos como queda no nivel de cobre em humanos (Choudhury et al., 2005).

Segundo estimativas da Food and Agriculture Organization (FAO), citada por Maret e
Sandstead (2006), a deficiéncia de Zn na populacdo mundial estd em torno de 40% e isso
pode afetar a funcdo gonadal diretamente, através do efeito sobre a esteroidogénese testicular
e indiretamente, através do efeito sobre a func¢ao hipofisaria.

A importancia funcional do Zn nos testiculos ¢ demonstrada pelas graves consequéncias
da sua deficiéncia no desenvolvimento testicular (Merrells et al., 2009). Segundo Mahomed et
al. (1989) a deficiéncia severa de Zn em animais, estd associada a redu¢do da fertilidade,
malformagdes fetais do sistema nervoso e retardo do crescimento, no inicio da gestacao.

A suplementacdo de Zn pode apresentar melhora na saude em diferentes situagdes.
Porém, é necessario que haja padronizacdo das doses utilizadas e da duragdo do tratamento. E
importante conhecer o limite superior toleravel de ingestdo (Tolerable Upper Intake Level-
UL), para se desenvolver programas com suplementagdo de Zn. A melhor forma de
suplementagdo deve considerar solubilidade, disponibilidade, paladar, os efeitos colaterais, o
custo e a frequéncia da dose (Sena e Pedrosa, 2005).

De acordo com o seu papel antioxidante, o Zn tem um efeito determinante sobre o nivel

de estresse oxidativo que ocorre nos testiculos. Assim, em ratos alimentados com uma dieta

7



deficiente em Zn observa-se diminui¢do no potencial antioxidante testicular e no aumento

concomitante da peroxidacao lipidica neste 6rgao (Aitken e Roman, 2008).

O Zn estd envolvido na estabilizacdo de membranas celulares e na protegdo celular,
prevenindo a peroxidacao lipidica (Merrells et al., 2009). As propriedades antioxidantes do Zn
sdo justificadas: pelo seu papel na regulacdo da sintese da metalotioneina, na estrutura da
enzima superdxido dismutase e na protecdo de grupamentos sulfidrila de proteinas de
membranas celulares, onde promove a inibi¢ao da producdo de espécies reativas de oxigénio
por antagonismo com metais pro-oxidantes, como ferro e cobre (Powell, 2000; Koury e

Donangelo, 2003).

O Zn ¢ um elemento essencial para a fertilidade de machos de mamiferos (Merrells et
al., 2009), com participagdo ativa na sintese do DNA, no metabolismo dos acidos nucléicos e
de proteinas. Segundo esses autores as células em rapido processo de divisdo, crescimento ou
sintese sdo particularmente afetadas pela deficiéncia deste elemento, como ocorre nos
processos reprodutivos em mamiferos. Em humanos, o Zn ¢ necessario para a formagao e

maturacao de espermatozoides, na ovulacao e para a fertilizagao.

Teores de Zn sdo, geralmente, mais baixos em homens inférteis, com reducdo na
producdo e qualidade dos espermatozdides (Cambiaghi e Castellotti, 2004). A deficiéncia de
Zn compromete a atividade da primeira enzima conversora da angiotensina (ECA), o que leva
a deplecao de testosterona e a inibicdo da espermatogénese (Henriques et al., 2003). O
decréscimo na areca da seccdo transversal de tibulos seminiferos em ratos com deficiéncia de

Zn pode indicar reducao no numero de células germinativas e de Sertoli (Ebisch et al., 2007).

Viérias enzimas envolvidas na sintese de DNA sdo dependentes de Zn, sendo a etapa de
duplicacdo do DNA importante para desenvolvimento das células germinativas, pois nas
divisdes celulares, tanto as mitéticas, na fase proliferativa, quanto as divisdes meidticas, na
etapa reducional e equacional dependem de um duplicagdo prévia do DNA na interfase (Kerr
et al.,, 2006). O zinco apresenta propriedades anti-apoptoticas, primeiramente inibindo as
caspases e, depois, suprimindo o céalcio e o magnésio das endonucleases que causariam a
fragmentacdo do DNA (Chimienti et al., 2003). O Zn pode, também, evitar a oxidagdo dos
compostos ligando-se a grupos sulfidril em proteinas e ocupando sitios de ligagcdo de ferro e
cobre em lipidios, proteinas e DNA (Zago e Oteiza, 2001). Deficiéncias em qualquer um dos
micronutrientes essenciais tem impacto em todos os componentes da fertilidade. A deficiéncia
de Zn promove a diminui¢do da libido e da qualidade do s€émen, enquanto a suplementagao
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evita danos a membrana plasmatica do espermatozdide, melhorando assim os parametros de
fertilidade do s€émen (Blomfield, 2010).

Segundo Ebisch et al. (2007), as fun¢des do Zn na reprodu¢do do macho incluem
desenvolvimento testicular, consumo de oxigénio pelo espermatozéide (Eliasson et al., 1971),
condensagdo e estabilizagdo da cromatina do espermatozoéide (Kvist, 1990), reagdo
acrossomica (Riffo et al., 1992), atividade da acrosina (Steven et al., 1982), conversao de
testosterona para Sa-dihydrotestosterona (Netter et al., 1981), sintese de testosterona (Leake et

al., 1984) e a esteroidogénese testicular (Favier, 1992).

1.4. VITAMINA E

Em alguns animais domésticos, deficiéncias graves de vitaminas A e E e de selénio tém
sido associadas a reducdo da espermatogénese (Ebish et al., 2007). Porém, Hong et al. (2010),
trabalhando com bodes (Capra hircus) nao encontraram resultados significativos entre os
animais controle e aqueles que tiveram suplementag¢do com altos niveis de vitamina E. Assim,
¢ possivel que o corpo regule a absorcdo de minerais e vitaminas para evitar danos a
espermatogénese, como resultado de altas concentragdes de antioxidantes.

A vitamina E (a, B-, y-e o-tocoferdis e a, B-, y-e¢ d-tocotrienol) € considerada o mais
poderoso antioxidante lipossoliivel protetor da membrana (Castellini et al., 2006; Deichsel et
al., 2008; Gliozzi et al., 2009). O a-tocoferol possui maior atividade bioldgica comparado aos
demais compostos denominados de vitamina E, maior absor¢do intestinal ¢ deposi¢do nos
tecidos, menor excre¢ao fecal ¢ ¢ mais lentamente oxidado. Como antioxidante celular, a
vitamina E intervém nos processos oxidativos estabilizando os 4cidos graxos poliinsaturados
da fracdo lipidica das membranas celulares. Assim, evita a formagao de lipoperoxidos toxicos
impedindo a formagdo de lesdes nos vasos sanguineos e alteragdo na permeabilidade celular
(Barreto, 1998).

No homem, a vitamina E ¢ absorvida junto com subprodutos da dieta lipidica no ileo.
Os tocoferdis sdo remontados juntamente com triacilglicerois, colesterol, fosfolipidios e
lipoproteinas, constituindo os quilomicrons. No decurso da lipolise dos quilomicrons, uma
parte da vitamina E ¢ distribuida para os tecidos periféricos e o restante ¢ direcionado ao
figado (Bjorneboe et al., 1986),

A lipase lipoprotéica aumenta a transferéncia de tocoferol a partir de quilomicrons, para
células do musculo esquelético. Apenas 35% do a-tocoferol ainda permanecem em
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quilomicrons linfaticos, duas horas depois de ingerido (Zingg e Azzi, 2004). Apds varias
formas de tocoferol (a, B, v, ) serem absorvidas no intestino delgado, concentragdes séricas
de a-tocoferol aumentam e ocorre seu armazenamento no figado (Zingg e Azzi, 2004).

O figado utiliza preferencialmente a-tocoferol através da proteina de transferéncia de a-
tocoferol (a-TTP), metabolizando e excretando a vitamina E (Mustacich et al., 2006). O a-
TTP ¢ expresso, principalmente, no figado e em menor propor¢ao no cérebro, retina,
linfécitos e fibroblastos (Zingg e Azzi, 2004). A a-TTP desempenha, assim, papel importante
na determinacdo do nivel de vitamina E no plasma. A a-TTP atua no transporte intracelular,
na retencdo de o-tocoferol em hepatdcitos, por triagem, e para incorpora-lo em VLDL
(lipoproteina de muito baixa densidade). Os tocoferdis, em conjunto com triacilglicerdis,
fosfolipidios, colesterol e apolipoproteinas sdo reagrupados em quilomicrons no complexo de
Golgi das células da mucosa intestinal (Brigelius-Flohe e Traber, 1999), estocados em
pequenos graos, e excretados por exocitose para o compartimento linfatico, depois para a
corrente sangiiinea (Azzi e Stocker, 2000), e finalmente seguem para o figado (Nakamura et
al., 1998). Como a vitamina E ¢ insoltivel em agua, sua distribuicao intracelular deve ocorrer
tanto na membrana de vesiculas, quanto vinculada a proteinas especificas de transporte (Zing
e Azzi, 2004)

Concentracdes mais elevadas de vitamina E tém sido descritas em organelas como
complexo de Golgi, lisossomos e mitocondrias. Maior quantidade de a-tocoferol esta
localizada nas fragdes mitocondriais e no reticulo endoplasmadtico, enquanto uma menor
quantidade localiza-se no citosol e peroxissomos. Na mitocondria, o maior teor de a-tocoferol
¢ encontrado na membrana interna (83,7%) comparado a membrana externa (14,3%)
(Zimerer, 2007).

A vitamina E regula processos biologicos, como eliminacdo de EROs, sinalizagao
celular, fun¢do imunolodgica, atividade de expressdo génica e apoptose (Castellini et al.,
2006).

A adicdo de niveis baixos a moderados de vitamina E em dietas de bodes (Capra hircus)
e de bovinos (Bos taurus) (Hong et al., 2010) resultou em aumento da atividade da SOD e a
capacidade antioxidante. As vitaminas E e C, ou uma combinagdo das duas, na suplementagao
em agua potavel, podem reduzir a producdo de EROs e aumentar os pardmetros da fertilidade
em coelhos (Gliozzi et al., 2009).

Castellini et al., (2006) relacionaram a suplementagdo de vitamina E com qualidade do

sémen em carneiros (Ovis aries), porcos (Sus domesticus) e coelhos (Oryctolagus cuniculus)
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com o aumento do conteudo dessa vitamina no soro, figado, e testiculo € com o aumento da
capacidade antioxidante do testiculo (Hong et al., 2010). Na alimentagdo, baixos niveis de
vitamina E, juntamente com 100 Ul/dia de vitamina A, tem demonstrado beneficio na
reprodugdo de éguas (Equus caballus) falhadas (NRC, 2007). Estudos indicaram que a
suplementagdo de Vitamina E protege o testiculo de danos por peroxidagdo, exercendo efeito
protetor em esteroidogénese (Chen et al., 2005, Merrells et al., 2009, Blomfield, 2010).

Pesquisas envolvendo varios pacientes demonstraram as diferentes formas de respostas
a vitamina E, a qual pode alcangar diferentes niveis plasmaticos apds a suplementagdo. As
concentragdes dessa vitamina podem variar em diferentes individuos, como conseqiiéncia do
consumo excessivo ou por absorcao e transporte deficientes no plasma e tecidos (Pfluger et
al., 2004). Polimorfismos e niveis de expressdo celular de proteinas de ligagdo a tocoferol,
poderiam explicar a resposta individual na absor¢do de vitamina E e a suscetibilidade
diferencial de doencas como aterosclerose, certos canceres e doengas neurodegenerativas
(Zingg e Azzi, 2004).

Relatos de efeitos adversos de suplementos de vitamina E em seres humanos sdo raros.
A Food and Nutrition Board definiu o nivel de tolerancia superior para a-tocoferol em 1000
mg por dia, utilizando dados de estudos em ratos adultos alimentados com niveis elevados de
vitamina E na dieta (Traber et al., 2007). No entanto, Miller et al. (2005) relataram alguns
casos de mortalidade em ensaios com humanos, com doses suplementadas de 400 Ul de
vitamina E. Chen et al. (2005) utilizaram doses de 3,63 Ul /Kg de vitamina E por longos
periodos e relataram danos aos rins, em humanos.

As necessidades de vitamina E estdao relacionadas com a quantidade de acidos graxos
polinsaturados consumidos na dieta, isto é, quanto mais elevada a quantidade de acidos
polinsaturados, maior a quantidade de vitamina E necessaria (Schneider, 2005). A presenga de
outros antioxidantes, tais como a vitamina C e o beta-caroteno, auxiliam a agdo antioxidante ¢
protetora da vitamina E, o que vale também para o selénio (Pfluger et al., 2004). Até o
presente momento ndo ha estudos avaliando a a¢@o antioxidante do Zn associado a vitamina E

no organismo, muito menos em parametros reprodutivos de machos.

1.5. INTERACAO ENTRE ZINCO E VITAMINA E

E provavel que haja interagdo do Zn com a vitamina E, como antioxidantes, ja4 que o

status de vitamina E ¢ prejudicado em mamiferos com deficiéncia de zinco (Kim et al., 1998;
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Salgueiro et al., 2000). O antagonismo de vitaminas em relagao ao Zn pode ocorrer, direta ou
indiretamente. Como exemplo, as vitaminas E e BIl, ao estimular a produ¢ao de hormonios
anabolizantes pela adrenal, podem induzir a deficiéncia de Zn por aumentar sua exigéncia
durante o anabolismo ¢ as vitaminas A, B1, B3, B5, B6 ¢ vitamina E sdo consideradas
sinérgicas com o Zn (Watts, 1988). Dentro de uma faixa fisioldgica, um nutriente pode agir
como um agente sinérgico metabdlico ao Zn, embora em maiores quantidades possam
antagonizar as fun¢des metabolicas e/ou absor¢do de Zn. Como exemplo, mesmo o Cu
(cobre) sendo considerado um mineral antagonico ao Zn, ele também pode ser considerado
sinérgico metabolicamente, j4 que ambos sdo necessarios para a sintese normal de coldgeno

(Watts, 1988).

1.6. ORGANIZACAO MORFOFUNCIONAL DO TESTICULO

O testiculo de mamiferos ¢ dividido em dois compartimentos: o tubular e o intertubular.
O primeiro é formado pelos tibulos seminiferos, constituidos por tunica propria, epitélio
germinativo, composto por célula de Sertoli e células espermatogénicas e o limen. O segundo
compartimento, o intertubulo, ¢ formado pelas células de Leydig que representam a por¢ao
endocrina dos testiculos de mamifero, e por células do tecido conjuntivo (macréfagos,
mastocitos e fibroblastos), além de vasos sanguineos e linfaticos (Russell et al., 1990). Os
roedores, em geral, apresentam um padrdo de intertibulo em que as células de Leydig e o
tecido conjuntivo localizam-se em sua maior parte, em torno do espaco linfatico (Fawcett et

al., 1973).

1.7. ESPERMATOGENESE

A espermatogénese ¢ um processo sincronico, onde uma espermatogonia diploide sofre
varias divisoes e ao final se diferencia gradativamente em uma célula haploide, altamente
especializada, o espermatozoide. Esse processo pode durar de 30 a 75 dias nos mamiferos
(Franca et al., 2005). A espermatogénese pode ser dividida através de critérios morfologicos e
funcionais em trés fases: a fase proliferativa, a fase meiodtica e a fase espermiogénica. Na
primeira fase proliferativa ocorrem mitoses sucessivas nas espermatogonias, para aumentar o
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numero de células para em sequéncia, iniciar o processo de meiose. As divisdes mitoticas sao
responsaveis pela manutengdo do pool de espermatogonias (Kierszenbaum, 2008).

As espermatogonias sdo células diploides localizadas no ambiente basal do epitélio
seminifero, abaixo das jungdes de oclusdo, entre as células de Sertoli, portanto, fora da
barreira hematotesticular. Elas derivam de células-tronco e iniciam suas divisdes mitoticas no
inicio da puberdade. Ha trés tipos principais de espermatogonias: A, intermediaria e B, que se
diferenciam principalmente pela morfologia de seu nticleo (Russell et al., 1990; Franca et al.,
2005).

As células tronco espermatogoniais tém implicacdes importantes na fertilidade
masculina, pois tém a capacidade de repopularem o testiculo e gerar células germinativas
comprometidas com a formagdo de espermatozodides (autorrenovagdo ou diferenciacdo).
Situam-se em locais especificos (nichos) em camundongos, ratos e hamsteres (De Rooij,
2009; Nascimento et al., 2009).

As células de Sertoli secretam fatores de crescimento que ajudam na formacao do nicho
e regulam a autorrenovagdo das espermatogdnias tronco, além de fatores que promovem a
diferencia¢do, como a activina A, o gene BMP4 (Bone Morphogenetic Protein 4) e SCF
(supercoiling factor). As células de Leydig contribuem também com a secre¢do do
CSF1(supercoiling factor 1) que pode ajudar na formagao e manutencao do nicho (Chen et al.,
2005; de Rooij, 2009; Lucas et al., 2009).

Apods a primeira fase, conhecida como proliferativa ou mitdtica, os espermatdcitos
primarios se originam apds as espermatogonias B passarem pelo periodo S interfasico e
originarem os preleptdtenos. Portanto, os espermatocitos possuem o DNA duplicado em
relacdo a espermatogdnia que o originou, além de ocorrer também a recombinagdo génica, na
primeira divisdo meiotica. Na segunda divisdo (meiose II) cada espermatdcito secundario
originard duas espermatides haploides. A terceira fase é a espermiogé€nese, na qual as
espermatides arredondadas sofrem profundas alteragdes morfoldgicas e bioquimicas
formando células alongadas, apropriadas para a fecundagdo do ovoécito, os espermatozdides
(Sharpe, 1994).

O epitélio germinativo pode sofrer perdas, principalmente durante as fases mitotica e
meiotica. Essas perdas sdo mais comuns no processo mitdtico € ocorrem por apoptoses €
degeneracao (Franga et al., 2005).

As células germinativas encontram-se em associacdes celulares especiais, de forma

ciclica, nos tibulos seminiferos de individuos sexualmente maduros, constituindo os estadios.
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Em roedores,. cada sec¢do transversal do tibulo seminifero comporta um tunico estadio
(Russell et al., 1990). Estes estddios podem ser classificados de acordo com o método da
morfologia tubular que baseia-se na forma e localizagdo do nucleo das espermadtides e
ocorréncia de divisdes meidticas, obtendo-se oito estadios do ciclo (Berntson, 1977; Franca e
Russell et al., 1990).

Ocorrem ao longo do tempo mudangas constantes e ciclicas das associagdes celulares,
em uma determinada secg¢do transversal do tiibulo seminifero (Franga, 2005). O conhecimento
desse ciclo ¢ fundamental para o entendimento e aplicacdo de técnicas para quantificar a

espermatogénese (Berndtson, 1977).

1.8. CELULA DE SERTOLI

A célula de Sertoli, também chamada célula de suporte, ramificada, nurse cell e célula
de sustentacdo ¢ o elemento chave do processo espermatogénico, além de ser considerada
uma das mais complexas células animais do ponto de vista morfofisioldgico (Carvalho e
Buzato, 2005).

A partir da puberdade, a célula de Sertoli ndo se divide mais, constituindo uma
populagdo estavel no epitélio seminifero sendo raras as mortes dessas células por apoptose.
Ocupam de 11 a 40% do volume do tibulo seminifero e apresentam um perfil irregularmente
colunar (Carvalho e Buzato, 2005). Fazem contato com a membrana basal, com outras células
de Sertoli nos locais da barreira hematotesticular (jungdes oclusivas que separam o ambiente
basal do adluminal), além de contato com células germinativas arredondadas e espermatides
alongadas nas criptas. Na regido basal as células de Sertoli possuem hemidesmossomos
ancorados 4 membrana basal. O volume dessas células varia de 2000 a 8000 um’® ¢ o seu
volume nuclear é de 500 pm’, em ratos. Junto as espermatides ha especializagdes
ectoplasmaticas que orientam, sustentam e movimentam as espermatides, principalmente no
seu processo de alongamento e migracao (Russell et al., 1990; Franca e Russell, 1998).

A barreira hematotesticular possui inimeras proteinas componentes do complexo
juncional e, por esse fato, acredita-se que o epitélio seminifero seja o epitélio mais coeso do
corpo do animal. As jungdes de oclusdo dividem o epitélio seminifero em dois ambientes:
basal e adluminal. O primeiro contém espermatogdnias e espermatocitos e o segundo células
mais avangadas como espermatdcitos e espermatides. A barreira cria um ambiente isolado do

sistema imunitario impedindo que as células acima da barreira tenham contato com elementos
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de defesa, protegendo os espermatdcitos e espermatides de reagdes auto-imunes. As células
acima da barreira sao nutridas exclusivamente pela célula de Sertoli (Kierszenbaum, 2008).

No sobrenadante de culturas enriquecidas com células de Sertoli foram identificadas
mais de 10 proteinas, cuja secre¢do ¢ sensivel entre outros, a estimulos hormonais (Pereira e
Garcia e Costa, 2002). Uma dessas proteinas, a proteina ligada a androgenos (ABP) se liga a
testosterona e hidroxitestosterona, sintetizadas pelas células de Leydig, um importante fator
para a maturacdo das células germinativas (O’Donnell et al., 2006). Outra proteina importante
¢ a transferrina testicular, sintetizada pelas células de Sertoli estimulada pelo contato com
células da linhagem germinativa. Este estimulo varia com os estadios de desenvolvimento
daquelas células. Este fato demonstra a sensibilidade das células de Sertoli a fatores
provenientes das células da linha germinativa. A inibina, outra proteina sintetizada pela célula
de Sertoli, faz um feedback negativo para o FSH na hipofise (Stocco & McPhaul, 2006).

As células de Sertoli fagocitam o citoplasma restante das espermatides, os corpos
residuais e produzem fluidos em direcdo ao lume tubular. Uma das principais fungdes da
célula de Sertoli € criar um ambiente apropriado para a proliferagao de células germinativas e
orientar sua maturagdo ¢ ascencao até o lume (Russell et al., 1990; Franca & Russell, 1998;
Sherwood, 2011). Alteragdes nas células de Sertoli podem resultar em perda de células
germinativas e subsequente infertilidade (Boekelheide et al., 2000). A a¢do dos androgenos na
espermatogénese ocorre por meio da célula de Sertoli, pelo fato das células germinativas nao

possuirem receptores para os mesmos (Lyu e Handelsman, 2003).

1.9. CELULA DE LEYDIG

Os ratos possuem um pequeno numero de células de Leydig que se localizam em torno
do espaco linfatico e de vasos sanguineos (Fawcett et al., 1973; Foley, 2001). As células de
Leydig sdo poliédricas, com 15 um de didmetro, ttm um pequeno nicleo, mitocondrias com
cristas tubulares, abundante reticulo endoplasmatico liso e aparelho de Golgi bem
desenvolvido, além de reticulo rugoso e numerosas goticulas lipidicas (Carvalho e Buzzato,
2004).

Apesar de existir grande variacdo entre as diferentes espécies quanto a proporgao
volumétrica (%) dos diferentes componentes do compartimento intertubular, a célula de
Leydig ¢ o tipo predominante neste compartimento, sendo responsavel pela produgdo de

esteroides (Russell, 1996; Godinho, 1999). Além disso, a célula de Leydig ¢ o elemento
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constituinte do compartimento intertubular que apresenta maior variagdo percentual entre as
espécies ja estudadas (Navarro et al., 2010). A quantidade de células de Leydig necessaria
para produ¢do de hormodnios por animal depende da quantidade de hormodnio luteinizante
(LH) disponivel; do nimero de receptores de LH por célula; da quantidade de testosterona
que a célula de Leydig é capaz de secretar em um dado tempo; da velocidade pela qual a
testosterona deixa o testiculo via vasos linfaticos, via vasos sanguineos e fluido seminal; do
volume sanguineo do animal e da taxa de metabolismo da testosterona (Russell et al., 1994.;

Russell, 1996).
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Capitulo 2

Estereologia de tibulos seminiferos de ratos Wistar submetidos a doses crescentes de

zinco isolado e associado a a-tocoferol.

Resumo
A reprodugao, como as outras fungdes metabolicas, ¢ afetada pela caréncia nutricional
de um ou mais elementos essenciais. Tém sido testadas varias associacdes de vitaminas e

minerais na suplementacdo de dietas, com respostas importantes para a saide de humanos e
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animais. Dessa forma, este trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da suplementacao de
zinco, associado ou nao a a-tocoferol (a-Toc), sobre os parametros estereologicos de tabulos
seminiferos de ratos Wistar adultos. Para tanto, 48 ratos com 90 dias de idade e peso vivo
médio de 300 gramas foram utilizados no estudo. Os animais foram divididos em 7 grupos,
sendo um controle e seis experimentais, e submetidos a seis tipos de tratamento, com duragao
de 56 dias. Os grupos I, II e III receberam Zn, na forma de ZnSO, 7H,0, nas doses de 5, 10 e
20 mg/dia, respectivamente. Os grupos IV, V e VI receberam as mesmas doses anteriores de
Zn na agua de beber, acrescidas de 15 mg de a-Toc, por gavagem, divididos em trés doses
semanais. O grupo controle (VII) recebeu somente dgua. Para padronizar os procedimentos
foi realizada gavagem, com solugdo salina, nos grupos que ndo receberam (a-Toc). Analises
estereoldgicas do compartimento tubular foram realizadas utilizando o programa Image Pro
Plus. Foram comparadas as médias utilizando-se o teste SNK (Student Newman Keuls) com
5% de significincia. Houve reducdo na proporcdo de tibulos seminiferos e de epitélio
seminifero e aumento no numero de espermatogonias e de espermatdcito na fase de paquiteno
nos ratos tratados com 10mg de Zn associado a a-Toc. Houve aumento na altura do epitélio
nos ratos tratados com 5Smg de Zn+a-Toc, de células em preleptoteno/leptdteno nos ratos
tratados com 10mg de Zn ¢ 20mg de Zn, em paquiteno no grupo tratado com Smg de Zn, de
espermatides arredondadas e no total de células germinativas no grupo 10mg de Zn. O indice
mitotico aumentou nos ratos tratados com 20mg de Zn +a-Toc em relagdo a todos outros
grupos. Dois grupos apresentaram melhor resposta aos tratamentos: o grupo de 10mg de Zn,
no qual houve aumento das células em preleptoteno ¢ de espermatides arredondadas, ¢ o
grupo com 20mg de Zn +o-Toc, no qual foram observados aumentos no indice mitotico,
importante no inicio do processo espermatogénico.

Palavras chave: espermatogénese, a-tocoferol, producdo espermatica, estereologia
testicular.

1. Introducao

O processo reprodutivo, como outras funcdes do organismo, sofre efeitos da caréncia
nutricional de um ou mais elementos essenciais, tais como vitaminas € minerais. Um dos
graves problemas relacionados a reproducao ¢ a infertilidade, que se caracteriza como um
processo de desordem multifatorial (Carvalho et al., 2002) e que tem preocupado varios
pesquisadores de diferentes centros de reproducdo (Toppari et al., 2002; Habert et al., 2006;

Bonde, 2010; Yiee e Baskin, 2010). Assim, fatores ambientais e nutricionais, como estilo de
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vida, tipos de dietas, residuos de pesticidas, metais pesados e estrogenos exogenos devem ser
avaliados quando ha distarbios reprodutivos vinculados a espermatogénese (Sinclair, 2000).

A espermatogénese ¢ um processo que ocorre nos tibulos seminiferos, pelo qual uma
espermatogonia tronco, apos sucessivas divisdes e diferenciacdo, origina espermatozoides.
Este processo envolve as células de Sertoli e as trés classes de cé€lulas germinativas: as
espermatogonias, 0s espermatocitos e as espermatides (Sharpe, 1994). As espermatogonias
sofrem divisdes mitdticas incompletas, pois permanecem interligadas por pontes
citoplasmaticas (Costa e Paula, 2006). Os espermatdcitos sofrem meiose, que causa reducao
do seu numero cromossomico, e as espermatides sofrem diferenciagdo em espermatozoides. A
espermatogénese ¢ regulada, intrinsecamente, pelas células de Leydig e Sertoli e,
extrinsecamente, pelo eixo hipotalamo-hipofisario (Roser, 2000).

A espermatogénese ¢ um processo que, além de demandar energia, necessita da ingestao
de produtos como vitaminas, minerais € macronutrientes (Sinclair, 2000), que podem agir
como antioxidantes. A qualidade do sémen tem piorado nos ultimos 50 anos, concomitante ao
aumento da quantidade de produtos quimicos e hormoénios sintéticos introduzidos no
ambiente e em alimentos (Multigner e Oliva, 2002). Desregulacio ambiental e/ou
desequilibrio nutricional podem levar a redu¢ao da fertilidade masculina, podendo ser esta um
indicador da alteracdo provocada por fatores ambientais ou pela dieta (Sinclair, 2000).

O zinco (Zn) ¢ um dos mais importantes elementos-traco essenciais da nutricdo humana
e o segundo elemento de transicdo mais abundante no corpo de mamiferos, sendo importante
para a sintese do DNA, para o metabolismo dos &cidos nuclé€icos e proteinas (Salgueiro et al.,
2000). Desse modo, todos os sistemas do organismo sdo afetados pela deficiéncia de Zn,
particularmente quando as células estdo em acelerado processo de divisdo, crescimento ou
sintese (Merrells et al., 2009), como ocorre no processo de reproducio dos animais. O Zn é o
unico metal encontrado em grande quantidade no sémen e tem sido mostrado que pode
melhorar a qualidade do sémen principalmente quando associado a outros antioxidantes,
como vitaminas C, E e B-caroteno (Eskenazi et al., 2005). Em humanos, o Zn é necessario
para a formagdo e maturagdo de espermatozoides, para a ovulacdo e para a fertilizagdo
(Merrells et al., 2009). Underwood (1977) demonstrou que a espermatogénese € o
desenvolvimento primdrio e secundario dos 6rgaos sexuais em machos poderiam ser afetados
negativamente pela deficiéncia de Zn. Adicionalmente, os efeitos da deficiéncia de Zn na
diecta levam a maior suscetibilidade as infecgdes, retardo do crescimento ¢ da fungdo

reprodutiva, diminui¢ao da tiroxina plasmatica em humanos, animais de experimentacao e em
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alguns animais domésticos (Prasad, 1984), inducdo da atrofia testicular, perda de
espermatocitos e aumento de apoptoses em células espermatogénicas, além de significativo
decréscimo no diametro de tubulos seminiferos no homem (Woo et al., 1988).

Diversos estudos tém demonstrado que pacientes com infertilidade idiopatica
apresentam elevados niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS) nos testiculos, sugerindo
um efeito causal para esse problema (Aitken e Roman, 2008). O Zn inibe as reagdes de
propagacdo de radicais livres, atuando como antioxidante por induzir a sintese de
metalotioneina, que armazena metais toxicos numa forma ndo toxica (Salgueiro et al., 2000).
A metalotioneina tem a¢ao antioxidante em condi¢des como exposi¢do a radiacdes, drogas e
metais pesados, inibindo a propagacao de radicais livres através de ligacoes seletivas de ions
de metais pré-oxidantes como ferro e cobre, e dos potencialmente tdxicos como mercurio e
cadmio. Além disso, em situagdes de estresse oxidativo, a metalotioneina libera o zinco ligado
a sua molécula e este inibe a peroxidagdo na membrana plasmatica das células (Koury e
Donangelo, 2003; Tapieiro e Tew, 2003; Mafra e Cozzolino, 2004).

O Zn ¢ essencial para a integridade e funcionalidade das membranas celulares onde a
sua concentracdo pode ser bastante elevada, dependendo do tipo celular e do estado
nutricional. A reducdo ou falta de Zn pode afetar a funcdo da membrana plasmatica, alterando
sua fluidez, o funcionamento dos canais de transporte de sodio e de calcio, bem como o
balango hidrico e osmotico da célula (Koury e Donangelo, 2003).

Considerando-se a essencialidade do Zn, os suplementos dietéticos poderiam
apresentar-se como uma estratégia para melhorar o cuidado a saude em grupos populacionais
susceptiveis a deficiéncia desse mineral. Conforme relataram Bettger e O’Dell (1993), ocorre
a perda do mineral da membrana, mas ndo do Zn intracelular em eritrocitos de ratos
deficientes em Zn. Estes pesquisadores sugerem que a perda de Zn pela membrana plasmatica
¢ um dos primeiros sinais de deple¢cdo deste mineral no organismo. A suplementacdo com
vitaminas C e E, em ratos com deficiéncia de Zn, reduz a fragilidade dos eritrocitos
mostrando atividade antioxidante (Moura, 2009).

Embora possam ocorrer processos de toxicidade do Zn na reproducdo e no
desenvolvimento testicular, em animais de laboratério que receberam doses orais (>25
mg/kg/dia) como observado por Saxena et al. (1989) e Evenson et al. (1993), a maioria dos
estudos envolvendo o teor de Zn nos alimentos e capacidade reprodutiva de mamiferos estdo
relacionados a deficiéncia de Zn (Fosmire, 1976; Hurley et al., 1983; Bunk et al., 1989;

Gilabert, et al., 1996; Kechrid et al., 2007).
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A participagdo do Zn no processo reprodutivo pode envolver inimeros aspectos como a
fertilidade e a motilidade do espermatozoide, o crescimento testicular, a espessura do epitélio
tubular, os teores de Zn no testiculo e glandulas acessorias e a atuacdo desse mineral nos
hormoénios sexuais, o que reveste de complexidade o seu papel no sistema reprodutor
masculino (Hidiroglou e Knipfel, 1984).

Nao foi encontrada na literatura investiga¢do sobre a ac¢do sinérgica do Zn e da vitamina
E nos tabulos seminiferos. Assim, o presente estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da
suplementagdo de diferentes doses de Zn, associadas ou ndo a vitamina E, na reprodugdo de
machos adultos de ratos Wistar, através de andlises morfométricas do compartimento tubular

do testiculo.

1.1. Objetivos Gerais

O presente trabalho objetivou analisar o efeito do zinco isolado ou em associagdo com o
a-Tocoferol por meio da estereologia e morfometria de tibulos seminiferos de ratos Wistar
adultos.

1.2. Objeivos Especificos

O estudo teve como objetivos analisar:

- peso corporal e peso gonadal;

- propor¢ao volumétrica e volume de tiibulo seminifero e intertubulo;

- indice leidigossomatico, indice tubulossomatico e indice gonadossomatico;

- didametro tubular, comprimento dos tiibulos e altura do epitélio;

- niimero corrigido de célula germinativa por sec¢ao de tubulo no estagio um (1);

- indice mitotico, rendimento geral da espermatogénese e producdo espermatica didria
(PED), indice meiotico, indice e suporte da célula de Sertoli;

- niimero total de células de Sertoli/testiculo e por g/testiculo;

- motilidade e vigor dos espermatozoides.

2. Material e métodos

2.1. Animais e grupos experimentais
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Os procedimentos experimentais seguiram estritamente os indicados pelas normas para
o uso de animais em ensino, pesquisa e extensdo da Comissdo de Etica em Pesquisa Animal
da Universidade Federal de Vigosa (Protocolo 001/11). Foram utilizados 56 ratos Wistar
(Rattus norvegicus), em idade reprodutiva (90 dias), pesando entre 276 e¢ 302 gramas, e
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Satde da
Universidade Federal de Vigosa. Os animais foram divididos em 7 grupos € mantidos em
ambiente com temperatura controlada de 22°C e fotoperiodo de 12/12 horas, claro e escuro.

Os tratamentos foram administrados de duas maneiras: para os animais dos grupos I, II
e IIT o Zn (ZnSO4. 7H,0) foi fornecido na agua de beber, nas concentragdes de 5, 10 e 20
mg/dia e para os animais dos grupos IV, V e VI, além das mesmas concentragdes de Zn, foi
ofertado 15 mg de a-Tocoferol (a-Toc) por gavagem, divididos em trés doses semanais,
usando como veiculo o 6leo de milho. A dose de a-Toc foi baseada em Sahinturk et al., 2007
e Batista et al., 2007 e as doses de Zn por Dreosti (1990) e Cantilli et al. (1994). Os animais
do grupo VII ndo receberam qualquer tratamento e constituiram o grupo controle. Os animais
foram mantidos em gaiolas individuais, forradas com serragem, sendo alimentados
diariamente, pela manha, com 30 g de racdo comercial, da marca Labcil (SOCIL) peletizada,
para animais de laboratério. O tratamento teve a duracdo de 56 dias.

Para manter o0 mesmo procedimento, os 24 animais tratados apenas com Zn € 0 grupo
controle também foram submetidos a gavagem com solugao salina, trés vezes por semana pela

manha.

2.2. Coleta de amostras e preparacio histolégica

Os animais foram pesados e eutanasiados por CO,, seguindo-se a remocao dos
testiculos, prostata, vesicula seminal e epididimo que foram pesados em balanga de precisdo
(0,0001g) (Bel, Mark 210A).

A prostata foi retirada inteira, assim como a vesicula seminal e o epididimo. O ducto
deferente foi retirado inteiro com cuidado especial no trecho abaixo da prostata para nao se
fragmentar. A albuginea foi separada do testiculo. A gordura foi afastada do epididimo com
uso de lamina e pesada em separado.

Fragmentos do material coletado foram fixados e destinados as analises histologicas e
fragmentos do testiculo, epididimo, prostata, vesicula seminal foram secos em estufa para

determinac¢do da concentracdo de Zn.
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Os testiculos foram fixados por imersao em solu¢ao de Karnovsky (Karnovsky, 1965) e
armazenados em etanol 70% para serem posteriormente processados. Fragmentos de um dos
testiculos foram submetidos a desidratacdo em concentragdes crescentes de etanol, sendo
posteriormente incluidos em metacrilato (Historesin®-Leica). Secgdes histologicas semi-
seriadas de 3um de espessura foram obtidas em micrétomo rotativo (Reichert-Jung,
Alemanha), equipado com navalha de vidro, respeitando-se um intervalo de 40um entre elas
para obter diferentes tibulos e areas do epitélio seminifero. As preparacdes foram coradas,
rotineiramente, com azul de toluidina-borato de sddio 1%, montadas com Entellan® (Merck) e
analisadas em microscopio de luz (Olympus BX-50). A morfometria das imagens capturadas
em fotomicroscopio, com aumento de 100x foi realizada utilizando-se o programa Image Pro

Plus®.

2.3. Coleta e analise do sémen

O sémen contém alta concentracdo de Zn (Merrells et a., 2009) e antioxidantes (Ebisch
et al., 2006) e ¢ um parametro importante para avaliacao da fertilidade sendo, por este motivo,
também analisado no presente estudo.

O sémen foi coletado diretamente da cauda do epididimo, através de micropungao, para
sua observagdo a fresco e na lamina para avaliagdo do vigor e da motilidade. Cerca de 20 pL
de sémen foi colocado em lamina de vidro e coberto com laminula para avaliagdio em
microscopio de contraste de fase com aumento de 200 vezes. Esses valores sdo avaliados
subjetivamente, tanto para vigor (determinando-se um indice de 0 a 5) quanto para motilidade

(porcentagem de espermatozdides méveis de 0 a 100) (Morais et al., 2002).

2.4. Determinacao da concentracio do Zn nos 6rgaos

Amostras de fragmento de prostata, testiculo, vesicula seminal e epididimo foram
pesadas (peso fresco) e transferidas para estufa, a 70°C (24h), até que atingissem peso seco
constante. As amostras pré-secas foram acondicionadas em Erlenmeyer de 25 mlL,
adicionando-se entao 1,5 mL de 4cido nitrico (HNOs3) na capela por 24h concentrado, 0,5 mL
de acido perclorico (HCIO4) 70%, 2 gotas de peroxido de hidrogénio (H,O,) 30% e 1 gota de
querosene para reduzir a formag¢do de espuma. As amostras foram colocadas em bloco

digestor cuja temperatura foi aumentada gradualmente até atingir 90°C, de forma a
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proporcionar a digestdo completa do material, sendo entdo completado o volume até 10 mL
com agua deionizada.

A determinacdo da concentracdo de Zn foi realizada em espectrofotdmetro de absor¢ao
atomica (SpectrAA 220FS Varian). Apos a diluicdo do material digerido, este foi aspirado
pelo espectrofotometro e exposto a uma chama de 1000°C para evaporagdo do liquido e
exposicao do metal. Este material foi em seguida exposto a uma lampada de Zn. Os elétrons
foram entdo absorvidos e os ndo absorvidos foram detectados por um sensor que calculou a
diferenca. Estes valores foram depois comparados aos padrdes de concentracdo previamente
calculados. A leitura da o valor da absorvancia. Esse valor ¢ multiplicado por 10 e depois
dividido pela diferenca do peso seco menos o peso do frasco para obter a quantidade do metal

por grama de tecido.

2.5. Analises microscopicas e estereoldgicas

2.5.1. Proporcdes volumétricas e volume do parénquima

As proporcdes volumétricas do parénquima testicular, isto ¢ as proporgdes de todo o
testiculo menos a albuginea, foram estimadas por contagem de 2.660 pontos por animal,
projetados sobre imagens capturadas, em dez campos aleatoriamente distribuidos em
diferentes cortes histologicos do testiculo. Para isso, utilizou-se um reticulo de 266
intersecdes (pontos) e imagens com aumento de 100 vezes. A propor¢ao volumétrica de
tubulo e intertibulo foi entdo estimada por meio do percentual ocupado por estes
componentes no parénquima testicular.

O volume do parénquima foi considerado como peso total do testiculo menos o peso da
respectiva albuginea. O peso testicular foi considerado como volume, devido ao fato da

densidade volumétrica do testiculo, em mamiferos, ser em torno de 1 (um) (Johnson et al.,

1981; Costa et al., 2011).

2.5.2. Morfometria dos tubulos seminiferos

Foi obtido o diametro tubular médio por animal a partir da mensuragdo, ao acaso, de 20
secgOes transversais de tubulos seminiferos que apresentavam contorno o mais circular
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possivel. Nas mesmas secc¢odes utilizadas para se medir o didmetro tubular foi mensurada a
altura do epitélio seminifero, a qual foi tomada da tinica propria até o limen tubular.

Com base nesses resultados foi ainda calculado o comprimento total de tubulos
seminiferos, por testiculo e por grama de testiculo. O comprimento total dos tibulos
seminiferos por testiculo (metros) foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado
pelos mesmos no testiculo e do diametro tubular médio obtido para cada animal, empregando-
se a formula (Attal e Courot, 1963; Dorst e Sajonski, 1974): CT = VTS/nR? onde VTS =
volume total de tabulos seminiferos; mR? = éarea da sec¢do transversal dos tabulos
seminiferos; R = didmetro tubular/2.

O comprimento total de tubulo por grama de testiculo foi calculado a partir da férmula:

CT/g = Comprimento total de tubulos (metros)/Peso bruto dos testiculos (com albuginea).

2.5.3. Estereologia dos tubulos seminiferos e indice tubulossomatico

Para calculo dos volumes de epitélio seminifero, tubulo e intertibulo utilizou-se a
formula: Volume = % de epitélio, % tabulo ou intertibulo/100 x peso parénquima de 1
testiculo.

Baseado nos volumes de tibulos seminiferos e nos pesos corporais foi calculado o
indice tubulossomatico (ITS) a partir da féormula ITS = VT/PCx100, onde VT = volume de
tubulo seminifero e PC = peso (massa) corporal. Foi calculado também o IGS através do peso
gonadal (PG) dividido pelo peso corporal (PC), indicando quanto da massa corporal esta

alocada nos testiculos.

2.5.4. Populagdes celulares e diametro nuclear e nucleolar

Utilizando-se dez secgdes transversais de tubulos seminiferos de cada animal, no
estaddio um (1) do ciclo do epitélio seminifero (Berndtson, 1977), foram quantificadas as
seguintes células: espermatogénia A (SPGA), espermatocito primario em pré-leptoteno/
leptoteno (PLP), espermatdcito primario em paquiteno (PAQ), espermatides arredondadas
(EAR) e células de Sertoli (CSE). Para corrigir as variacdes nos tamanhos destes tipos
celulares, considerando-se a espessura do corte e o didmetro nuclear ou nucleolar, no caso de
célula de Sertoli, foi utilizada a seguinte formula de Abercrombie (1946), modificada por

Amann e Almquist (1962), sendo que NC=numero corrigido e DM=diametro médio.
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O didmetro nuclear médio (DM) representa a média dos didmetros dos 30 nucleos do

NC= contagem obtida x

tipo celular estudado, para cada animal. Os diametros nucleares foram medidos utilizando-se
o programa de analise de imagens Image Pro Plus associado a microscdpio Olympus BX-40,
em aumento de 400 X. No caso das espermatogdnias do tipo A, que apresenta nucleos
ovoides, o valor utilizado foi aquele obtido pela média entre o diametro nuclear maior e
menor. Os nimeros de células de Sertoli foram corrigidos para o didmetro nucleolar e
espessura do corte histolégico. Em virtude disso, contabilizou-se exclusivamente células de
Sertoli com nucleo visivel, o que proporcionou aplicagdo da mesma formula citada

anteriormente (Amann e Almquist, 1962).

2.5.5. Razoes celulares presentes no estadio 1 do tibulo seminifero

Com a finalidade de se avaliar a eficiéncia do processo espermatogénico e das células
de Sertoli nos animais tratados e controle, foram estimadas as razdes entre os numeros
corrigidos de células da linhagem espermatogénica, e entre estes nimeros € o numero de
células de Sertoli no estadio 1 do ciclo.

Foram calculados:

O coeficiente de mitoses espermatogoniais = PLP (n° de pré-leptoteno/leptdteno)/EAR

(n® de espermatide arredondada); o indice meidtico = SPGA (n° de espermatogdénia A)/PAQ

(n° de paquiteno); o rendimento geral da espermatogénese = EAR (n° de espermatide

arredondada)/ SPGA (n ° de espermatogonia A); a eficiéncia da célula de Sertoli = EAR

(espermatide arredondada)/ CSE (célula de Sertoli); a capacidade de suporte da célula de

Sertoli = CGT (Total de célula germinativa)/ CSE (célula de Sertoli).

2.5.6. Morfometria de células de Sertoli

Foi calculado o niimero de células de Sertoli a partir do nimero corrigido de seus

nucléolos por sec¢do transversal de tibulo seminifero no estadio I e comprimento total de
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tabulos seminiferos por testiculo, segundo formula de Hochereau-de-Reviers e Lincoln

(1978):

Comprimento total de tabulos N° corrigido de nucléolo de célula

) seminiferos por testiculo (um) X de Sertoli por secgdo transversal
N° de célula de Sertoli

por testiculo

Espessura do corte

A partir deste calculo, foi estimado o nimero de células de Sertoli por grama de
testiculo, utilizando-se a formula:

N° de célula de Sertoli/testiculo
N°de célula de Sertoli/g

de testiculo

Peso bruto de 1 testiculo

2.5.7. Calculo da producio espermatica diaria por testiculo e por grama de

testiculo

A produgdo espermadtica didria por testiculo e por grama de testiculo foi estimada de

acordo com a seguinte formula desenvolvida por Amann (1970):

Volume total do tubulo seminifero (um?) X N° corrigido de espermatides arredondadas

PED = .
Duragéo do ciclo do Area da secgdo transversal x  Espessura do corte

epitélio seminifero (dias) do tabulo seminifero no histologico
estadio 1 (um?3)

Para se obter a producdo espermatica diaria por grama de testiculo, a produgdo
espermatica diaria total foi dividida pelo peso bruto do testiculo. A duragdo do ciclo do
epitélio seminifero em ratos ¢ de aproximadamente 12,4 dias (Russell et al., 1990; Van

Haaster ¢ De Rooij, 1993), sendo uma constante bioldgica espécie-especifica.
2.6. Analises estatisticas
Apos testes de normalidade (Lilliefors) e homocedasticidade (Cochran) foi realizada
analise de variancia (ANOVA), seguida de teste de Student Newman Keuls (SNK) (5% de

significancia). Todos s resultados foram expressos em média+desvio padrao.

3. Resultados
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Nao houve diferenga significativa entre os grupos experimentais com o fornecimento de
Zn isolado e em associagdo com a-Toc, nos valores de massa dos orgdos e estruturas do
aparelho reprodutor: prostata, vesicula seminal, epididimo, ducto deferente, da gordura
epididimaria, testiculo, albuginea e parénquima testicular, assim como no indice

gonadossomatico (IGS) (Tabela 1).

A propor¢do volumétrica de epitélio seminifero apresentou-se reduzida nos ratos
tratados com 10mg de Zn+a-Toc, se comparado aos ratos tratados apenas com 10mg de Zn e
ao grupo controle. A altura do epitélio seminifero aumentou nos animais tratados com Smg de
Zn +a-Toc, comparado ao controle. Nao houve diferenca nas propor¢des volumétricas de
tubulo, de lume e da tinica propria, como também para os outros parametros analisados como
diametro tubular, comprimento total de tibulos seminiferos por testiculo e por grama de
testiculo, volume tubular e indice tubulossomatico (ITS), comparando-se os grupos de

tratamento (vide Tabela 2).

Nao houve alteragdo no numero de células de Sertoli (CSE). O numero das
espermatogonias A aumentou significativamente nos ratos tratados com 10mg de Zn+a-Toc,
enquanto que o numero de espermatocitos em preleptoteno (PLP) foi maior nos animais
tratados com 10 mg/Zn/dia e 20 mg/Zn/dia comparado ao controle. O numero de
espermatocitos em paquiteno (PAQ) apresentou aumento significativo nos ratos tratados com
10mg de Zn+a-Toc e o nimero de espermatides arredondadas (EAR) foi maior nos animais
tratados apenas com 10mg/Zndia. Houve aumento significativo do numero total de células
germinativas (CGT) nos animais tratados com 10mgZn/dia (vide Tabela 3) comparado ao

controle.

Quanto as razdes celulares, houve aumento significativo do indice mitdtico
(PLP/SPGA) no grupo VI (20mg Zn+a-Toc) e reducdo no grupo I, que recebeu somente Zn
(5mg). Houve redugdo no rendimento geral da espermatogénese (EAR/SPGA) nos grupos I e
IV, SmgZn/dia e SmgZn+a-Toc, respectivamente, enquanto o indice meiotico (EAR/PAQ)
diminuiu no grupo [ e V (5mg de Zn e 10mg de Zn+a-Toc). A eficiéncia de célula de Sertoli
(EAR/CSE), a capacidade de suporte das células de Sertoli (CGT/CSE), além da produgao
espermatica diaria (PED) apresentaram diferenca entre os grupos, mas nao em relagdo ao

controle (vide Tabela 4).

A motilidade e o vigor dos espermatozdides ndo apresentaram diferenca entre os grupos
e o controle, mas houve diferenca entre os grupos (vide Tabela 5).
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Os 6rgaos que mais acumularam o Zn nos ratos tratados foram a prostata e o epididimo,
seguidos da vesicula seminal e do testiculo que apresentaram quantidade de Zn semelhante
(vide Tabela 6). Os dados obtidos ndo tiveram distribui¢do homogénea e por este fato ndo

passaram por estatistica.

4. Discussao

As massas corporais dos ratos tratados isoladamente com zinco (Zn) € com Zn
associado a a-Toc ndo mostraram diferenca entre os grupos, o que demonstrou a nao
interferéncia dessas substancias na massa corporal dos animais. Saxena et al. (1989),
ofertando 20 mg de zinco suplementar/kg/dia para ratos adultos machos, por trés semanas, e
28 mg de zinco suplementar/kg/dia, por seis semanas, também ndo observaram alteracdo da
massa corporal nos animais, ainda que essas dosagens pudessem ser toxicas. Mesmo doses
maiores, de at¢ 60 mg de Zn inorganico/Kg, envolvendo outras espécies animais, ndo tém
causado alteragdo em suas massas (Oliveira et al., 2007). Dessa forma, considera-se que no
presente experimento nao houve efeito deletério nos testiculos devido as dosagens de Zn

fornecidas aos animais considerando as massas corporais avaliadas.

A massa dos testiculos e dos orgdos sexuais acessorios também nao apresentou
diferenca entre os tratamentos. O mesmo foi observado para a albuginea, o parénquima
testicular e o IGS. Por consequéncia, indices associados a massa testicular, como a producao
espermatica diaria (PED) por testiculo e por grama de testiculo, ndo sofreram variacao.
Segundo Franca e Russell (1998), a massa testicular pode ser utilizada como indicador
quantitativo da produ¢do espermatica, pois ¢ constituido principalmente de tubulos
seminiferos. O tamanho do testiculo e a producdo espermdtica sdo influenciados por
alteracdes no numero de células de Sertoli (Carvalho e Buzato, 2005), e nenhum desses

valores foi alterado neste trabalho.

A suplementagdo com doses de 25-35 mg Zn/dia, semelhantes aos utilizados no
presente estudo (5-20mg), tem apresentado basicamente as mesmas respostas, conforme
descrito por Smith (1984) sem influéncia na massa dos 6rgdos reprodutores. A suplementagao
de 20 e 28 mg Zn/kg/dia para ratos adultos machos, por trés e seis semanas, respectivamente,
ndo provocou alteracdes nas massas dos testiculos, epididimos, vesicula seminal e prostata
(Saxena et al., 1989), mesmo as doses sendo trés vezes maiores que no presente estudo.
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Entretanto, o excesso de Zn pode causar severos danos ao sistema reprodutor, conforme
verificado por USPHS (1987), em que ratos que ingeriram grandes quantidades de zinco, com
doses até 1000 vezes recomendada (5 mg/dia), por um més tornaram-se inférteis. Observa-se
que, para o Zn, ha grande amplitude entre os valores nutricionais necessarios € os niveis
toxicos para mamiferos (Ansari, 1975). Os valores de exposi¢do considerados na
determinagdo da dose de referéncia (RFD), para humanos, sugerem que o minimo para manter
a func¢do fisioldgica ¢ de 5,5 mg/dia, e o limiar para o surgimento de efeitos potencialmente

negativos ¢ de 60 mg/dia (Cantilli et al., 1994).

Segundo Gilabert et al. (1996), em ratos com deficiéncia de Zn (1,25 mg de Zn/Kg), o
peso testicular decresce e surgem alteracdes morfologicas nos tibulos seminiferos. No

presente estudo, ndo foi observado alteracdes na massa testicular.

As dosagens nao indicaram toxicidade e nem causaram hipertrofia do testiculo, sem
risco para a saude dos ratos. Em mamiferos, acredita-se ndo haver bioacumulagdo do Zn, em
decorréncia de ajustes homeostaticos entre absorcdo e perdas. Poucos sdo os dados
quantitativos da biodisponibilidade de Zn, em decorréncia da falta de um instrumento eficaz

de avaliacdo de biodisponibilidade nesta classe de animais.

A obtengao da propor¢do volumétrica (%) entre os diversos componentes do testiculo e
do epitélio seminifero fornecem importantes resultados para a avaliacdo da funcao testicular
(Russell et al.,1990a). A propor¢ao volumétrica dos tibulos ficou entre 86,4% (grupo V) e
91,3% no grupo II, sem variacdo entre os tratamentos e nos limites considerados dentro do

padrdo para ratos (Russell et al.,1990a; Russell e Franga, 1995).

A proporg¢do volumétrica da tunica propria do tibulo, do lume, do didmetro tubular, do
comprimento tubular total, do comprimento tubular por grama de testiculo, do volume tubular
e do indice tubulossomatico (ITS) ndo apresentou diferenca entre os tratamentos. A proporgao
de tubulos ndo apresentou diferenca significativa dos grupos tratados em relacdo ao grupo
controle. Estes pardmetros quantitativos relacionados aos tibulos seminiferos influenciam
diretamente a massa testicular, e esta ndo apresentou diferenca entre os grupos justificando

esses resultados.

Nao houve variacao do volume do testiculo, do tubulo seminifero e do intertiibulo entre
os animais do controle e os tratados adicionalmente com vitamina E. Mehranjani et al. (2009),
tratando ratos Wistar com vitamina E, observaram aumento significativo do didmetro dos
tabulos seminiferos e da espessura da membrana basal, aumento na altura do epitélio

36



germinativo, bem como do ntimero de espermatogdnias tipo B e espermatides em comparagao
com o grupo controle.

Com relagdo ao didmetro dos tibulos nossos resultados ndo mostraram diferenca
significante. Porém, os ratos tratados com 5mg de Zn+a-Toc apresentaram aumento na altura
do epitélio germinativo em relagdo ao grupo controle. Este resultado corrobora os dados
obtidos por Mehranjani et al. (2009) quanto a vitamina E, podendo-se inferir que houve uma
do a-Toc e 0 Zn na altura do epitélio. Segundo Andriguetto et al. (1983), o a-Toc possui fator
antiesterilizante, essencial para a manuten¢do testicular, protegendo o epitélio germinativo.
Diversos fatores contribuem para a altura do epitélio seminifero, o tamanho e a populacio das
células de Sertoli e das células germinativas e a secre¢ao de fluido pelas células de Sertoli
(Morais et al., 2009). Nao foi observado aumento significativo em nenhum tipo celular que
justificasse o aumento do epitélio no tratamento IV.

A redugdo na propor¢ao volumétrica do epitélio do tubo seminifero no tratamento V em
relagdo ao grupo Il pode ser conseqiiéncia da redu¢ao da meiose verificada neste tratamento.
Em experimentos com ratos com deficiéncia de Zn, Hidiroglou e Knipfel (1984) observaram
acentuada atrofia do epitélio tubular. Porém nos nossos resultados a diminui¢do no grupo V
ndo chega a caracterizar atrofia como visto no estudo histoldgico e a redugdo tubular, pode ter
ocorrido pela compensacdo do aumento do compartimento intertubular, como citado para
parametros intertubulares (Capitulo 3).

O numero de células germinativas em pré-leptéteno foi maior no grupo II e III em
relacdo a I. Este resultado mostrou a influéncia de uma maior dose de zinco isolada. Houve
aumento de células em pré-leptdteno nos ratos do grupo II em relagdo a V o que mostrou o
efeito ndo sinérgico do a-Toc com o zinco nessas células.

O numero de células em paquiteno aumentou nos ratos tratados com 5 mg de Zn (Grupo
I) em relagdo aos grupos II (10mg) e III (20mg), indicando que a populagdo de paquiteno foi
sensivel a menor dose de Zn e diferente do preleptoteno que respondeu as maiores dosagens
do mineral. O niimero de células em paquiteno foi maior no grupo de 10mg de Zn associado a
a-Toc (V) que no grupo tratado com a mesma dose, porém sem a-Toc (II). Segundo Koury e
Donangelo (2003), a sinergia do zinco com a-Toc ocorre na membrana das células
dependendo das doses. A acdo conjunta dos dois (Zn+a-Toc) foi maior na dosagem de 10mg,
sendo mesmo verificado com relacdo as espermatogdnias. Os resultados deste trabalho nos
permitem inferir que as melhores suplementagdes para caracteristicas quantitativas de células

em paquiteno sdo aquelas dos tratamentos [ (5 mg Zn) e V (10mg+ a-Toc).
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O numero de espermatides arredondadas aumentou nos grupos tratados s6 com Zn
diferente do resultado obtido por Mehranjani et al. (2009) nos tratamentos com apenas
vitamina E, que segundo esses autores influenciou neste aumento. A explicacdo pode ser a
diferenca na idade dos animais que no estudo de Mehranjani et al. (2009) eram mais jovens. O
aumento do numero de espermatogdnias do tipo B obtido por Mehranjani et al. (2009) em
grupos tratados apenas com vitamina E confirma o obtido com espermatogdnias tipo A no
grupo V (10mg de Zn+a-Toc).

O indice mitético dos animais do grupo I foi menor que o dos grupos II e III, sendo
diretamente proporcional ao aumento da dosagem de Zn até 20 mg. O indice mitdtico
aumentou também em animais tratados com 20mg Zn+ a-Toc. Comparando o grupo VI ao
grupo III observa-se que a dosagem maior de Zn (20mg) associada a a-Toc possibilitou o
sinergismo desses dois elementos na proliferagdo celular mitotica.

O indice mitotico, importante pardmetro de indicacdo da qualidade da espermatogénese,
demonstrou ser influenciado pela administragdo conjunta de Zn e a-Toc, com resultados
positivos em termos de proliferagdo celular, no compartimento basal do epitélio. Devido a
complexidade da espermatogénese, ¢ dificil determinar onde antioxidantes sdo mais eficazes.
E provével que os antioxidantes sejam importantes na protecio das membranas, uma vez que
possuem maior concentracdo de acidos graxos poliinsaturados (Maneesh e Jayalekshmi,
2006).

O indice meiodtico diminuiu nos grupos I e V refletindo na propor¢do volumétrica do
epitélio germinativo. Saxena et al. (1989), fornecendo dieta com suplementacdo de 20 mg de
zinco/kg/dia para ratos adultos machos por trés semanas e 28 mg de zinco/kg/dia, por seis
semanas, observaram em exame histologico testicular, a interrupcdo da meiose no estagio de
espermatocito primario, degeneracdo dos espermatocitos secundarios e acumulo de fluido
dentro dos tubulos seminiferos. Apods seis semanas, os animais que haviam recebido 28mg de
Zn, apresentavam interrupcdo da espermatogénese. O epitélio germinativo continha apenas
espermatogonias, uma camada de espermatdcitos primarios, € uns poucos espermatocitos
secundarios picnoticos, mas nenhum espermatozdide maduro estava presente na cauda do
epididimo. Esses autores justificaram seus achados pelo Zn ter afetado significativamente as
atividades enzimaticas do sistema reprodutor masculino. Entretanto efeitos toxicos tem sido
relatada somente quando s3o usadas doses acima de 50mg de Zn/dia (Ansari et al., 1975;
Cantilli et al., 1994; Kumar et al., 2006), como ja foi observado em ratos, humanos e touros.

Nao foi observado qualquer dano aos tibulos seminiferos no presente trabalho.
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Os 6rgaos que mais acumularam Zn foram a prostata e o epididimo, seguidos pela
vesicula seminal e pelo testiculo, sendo esse o padrao normal de distribuicdo de Zn no

organismo de mamiferos (Bertrand e Vladesco, 1921; Marreiro et al., 1998).

A motilidade e o vigor apresentaram diferencas significativas entre os tratamentos. No
vigor houve diferenga entre os grupos III e IV e na motilidade entre os grupos Il e IV/V. Nos
dois pardmetros houve aumento nos grupos com Zn associado a a-Toc. Porém em relacdo ao
controle nao houve diferenca significativa. Dados da literatura indicam que a presenca de 300
a 500 mg Zn/g (peso seco) nos liquidos prostaticos podem influenciar a motilidade,

viabilidade e morfologia dos espermatozoides (Mafra, 2004).

A administragdo do Zn em associagdo com a a-Toc ndo influenciou a quantidade do
metal nos 6rgdos, embora alguns dados de literatura indiquem que possa ocorrer maior
concentragdo de Zn no plasma em ratos suplementados com vitamina E (Hurley et al., 1983).
Segundo Hurley et al. (1983) e Bunk et al. (1989), o Zn e a vitamina E interagem
sinergicamente afetando o transporte através das membranas bioldgicas. Essa interagdo,
provavelmente, se da pela acdo antioxidante, conforme observado por Kim et al. (1998) e
Salgueiro et al. (2000), em que o status de vitamina E ¢é prejudicado em animais com

deficiéncia de Zn.

Pelo nosso conhecimento, este ¢ o primeiro relato dos efeitos da associagdao de zinco e
a-Toc sobre tubulos seminiferos. Apesar de Sartorius ¢ Handelsman (2010) terem relatado
que parece haver influéncia do Zn na espermatogénese, até hoje ndo houve trabalhos
conclusivos a esse respeito. Além disso, ndo ha descri¢do da acdo precisa de a-Toc nos
testiculos e sua interagdo com o zinco necessita ainda de pesquisas mais detalhadas e
aprofundadas (Sahinturk et al., 2007). A estereologia e morfometria dos tibulos seminiferos
visaram preencher essa lacuna auxiliando a estabelecer quais niveis de Zn seriam importantes
para influenciar o processo espermatogénico e ainda, verificar a interacdo entre o Zn e a-Toc

na produgao de espermatozoides.

5. Conclusoes

Houve interferéncia do zinco isoladamente ou combinado com a-Toc em vdrios
parametros do compartimento tubular do testiculo, destacando o grupo que recebeu 10mg de
zinco e o que recebeu 20mg de zinco associado a a-Toc.

39



A acdo isolada do Zn se manifestou nas células em pré-leptéteno, em paquiteno, em
espermatides arredondadas e no nimero total de células germinativas

A acdo sinergia Zn+a-Toc se manifestou na altura do epitélio germinativo; no nimero
de espermatogonia A e no indice mitdtico.

O indice mitdtico foi diretamente proporcional a dosagem do Zn.

Apesar da interferéncia dos tratamentos em diversos parametros nao houve alteracao em

PED e RGE.
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Tabela 5-Andlise do sémen, quanto ao vigor e a motilidade, de ratos Wistar tratados com zinco, associado
ou ndo com a-Toc.

I(Gzn) N1(10Zn) W@0 IV(G2Zn V(@02Zn  VI(20Zne VI
G Zn) +aToc) +a-Toc) +Toc) controle
rupos

Vigor 3,1+1,4° 2,6+0,8® 22+0,8®° 3,6+0,7° 3,240,5® 2,9+0,2® 2,6+0,5%

L
Motlidade %  go.100 39423  20425°  64r11°  60+16°  43:8®  53+16%

Médias seguidas por letras iguais nas linhas, ndo diferem significativamente (p>0,05). Dados expressos em
média + dp. Grupos: |- 5mg Zn; II- 10mg Zn; lll- 20mg Zn; IV 5mg Zn + a-Toc; V- 10mg Zn + a-Toc ; VI-
20mg Zn +a-Toc ; VII- controle.

Tabela 6. Quantificagdo de Zn (mg/g de tecido seco) em 6rgaos do aparelho reprodutor de
ratos Wistar tratados com zinco, associado ou ndo com o-Toc .

Grupos I (52n) 1(102Zn) M(@202Zn) IV(52Zn V (10Zn VI (20 Zn Vi
+a-Toc)  +a-Toc) +o-Toc) (controle)

Prostata 28,3£19,7 23,2#9,5 22,6+15,8 19,9+10,4 24,4+16,625,7+12,1 13,5+9,4

Vesicular
Seminal s/ 9,8 £3,3 6,8+3,2 7,945,5 13,7¢6,9 9,9+4,4 11,9+5,3 11,7+3,8
coagulacéo

Epididimo 19,6+11,1 27,1+15,2 25,2+9,1 15,0+4,2 14,1+9,4 24,2+10,7 6,1+2,9

Testiculo 13,2+5,4 10,2+7,7 6,9+3,7 7,9+2,9 55+2,1 10,4+6,4 4,2+0,8

Dados expressos em médiastdp. Grupos: |- 5mg Zn; Il- 10mg Zn; IlI- 20mg Zn; IV- 5mg Zn +a-Toc ; V- 10mg
Zn +a-Toc ; VI- 20mg Zn +a-Toc ; VII- controle.
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Capitulo 3

Estereologia do compartimento intertubular de ratos Wistar tratados com zinco isolado
ou associado a a-tocoferol.
RESUMO

A suplementacdo com zinco (Zn) ja mostrou beneficio contra a esterilidade masculina, com
aumento na contagem e na motilidade dos espermatozoides em humanos. O objetivo deste
estudo foi obter dados sobre os efeitos da acdo do Zn em trés diferentes doses, isolado ou
associado a a-tocoferol (a-Toc) no ambiente intertubular do parénquima testicular de ratos da
raca Wistar. Para tanto, 48 ratos com 90 dias de idade e peso vivo médio de 300 gramas foram
utilizados no estudo. Os animais foram divididos em 7 grupos, sendo um controle ¢ seis
experimentais, e submetidos a seis tipos de tratamento, com duracao de 56 dias. Os grupos I,
I e II receberam Zn, na forma de ZnSO47H,0, nas doses de 5, 10 e 20 mg/dia,
respectivamente. Os grupos IV, V e VI receberam as mesmas doses anteriores de Zn na agua
de beber, acrescidas de 15 mg de a-Toc (a-Tocoferol), por gavagem, divididos em trés doses
semanais. O grupo controle (VII) recebeu somente dgua. Para padronizar os procedimentos
foi realizada gavagem, com solucdo salina, nos grupos que ndo receberam a-Toc. Foram
avaliados as propor¢des volumétricas e volume dos componentes do intertibulo, a relagdao
nucleoplasmatica, o volume nuclear, citoplasmatico e total da célula de Leydig, além do
numero dessas células por testiculo e por grama de testiculo. Foi calculado também o indice
Leydigossomatico (ILS). As médias foram comparadas utilizando-se o teste de Student
Newman Keuls (SNK) com significdncia de 5%. Houve aumento da propor¢dao volumétrica,
volume e nimero de células de Leydig e de macrofagos no grupo I, e aumento do espago
intertubular, linfatico e de vasos sanguineos no tratamento V. A a¢do do Zn na dose de 5
mg/dia e de 10 mg/dia associada a a-Toc interferiram em componentes do intertiibulo, de

forma isolada e sinérgica, respectivamente.

Palavras chave: zinco, o-tocoferol, intertubulo, estereologia testicular, células de

Leydig.
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1. Introducao

O testiculo ¢ um o6rgdo Unico em relacdo a quantidade e diversidade de eventos
morfoldgicos e bioquimicos. As divisdes mitdticas e meidticas, a recombinacdo genética, a
formagao flagelar e acrossomal, a condensagdo nuclear, a determinagdo morfoldgica do
espermatozdide, a eliminagdo citoplasmatica, a produgdo de hormoénios e de substincias
sinalizadoras sdo apenas alguns dos processos especiais locais que ocorrem durante a
espermatogénese (Kierszenbaum, 2008). Tipos celulares distintos morfologicamente estdo
presentes nos compartimentos testiculares refletindo as mudangas locais no desenvolvimento
de células germinativas. Numerosas substancias, reguladas pela acdo hipofisaria, atuam nas
células de Leydig e nas células de Sertoli influenciando e interferindo, direta ou

indiretamente, nas células germinativas (Russell et al., 1990).

O testiculo ¢ dividido em dois compartimentos: o tubular e o intertubular. O primeiro
compartimento ¢ formado pelos tubulos seminiferos, constituidos por tinica propria, epitélio
germinativo e lume. O segundo compartimento ¢ formado por células do tecido conjuntivo
(macréfagos, mastdcitos e fibroblastos), nervos, vasos sanguineos e linfaticos e pelas células
de Leydig, que representam a por¢do endocrina testicular, onde ocorre a producdo do

principal hormdnio masculino, a testosterona (Russell et al., 1995).

Em ratos, as células de Leydig estdo intimamente associadas aos vasos sanguineos,
presentes no espaco intertubular e cercadas pelo espaco linfatico (Fawcett et al., 1973). Ha
grande variagdo da propor¢do volumétrica dos componentes do intertubulo entre espécies
(Fawcett et al., 1973; Franca e Russell, 1998; Godinho, 1999), sendo a célula de Leydig o tipo

celular mais frequente neste compartimento.

A reproducdo ¢ dependente de hormonios, nutrientes e minerais, sendo o zinco (Zn) o
unico metal encontrado em grande quantidade no sémen (Merrells et al.,, 2009). A
suplementagdo com Zn ja mostrou beneficio contra a esterilidade masculina, com aumento na
contagem ¢ na motilidade dos espermatozdides em humanos (Favier, 1992; Cambiaghi e
Castellotti, 2004). A presenca do Zn contribui para manter a testosterona normal, pois niveis
inadequados de zinco inibem a liberagdo de hormonios luteinizante (LH) e foliculo
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estimulante (FSH) pela hipofise, os quais estimulam, respectivamente, a produgdo de
testosterona pela célula de Leydig e a funcao das células de Sertoli (Gilabert et al., 1996).

Sob condig¢des adversas ou em consequéncia do proprio metabolismo oxidativo pode
ocorrer aumento na producao de radicais livres e, dessa forma, provocar danos a reproducao,
afetando a fertilidade (Finkel e Holbrook, 2000; Drew e Leeuwenburgh, 2002). As espécies
reativas de oxigénio (EROs) tém mostrado efeitos prejudiciais em componentes criticos da
rota esteroidogénica em células produtoras de andrégenos, como as células de Leydig (Quinn
e Payne, 1984; 1985; Georgiou et al., 1987; Diemer et al., 2003).

O Zn estéa envolvido na estabilizacdo das membranas plasmaticas e na protecdo celular,
prevenindo a peroxidacao lipidica. As propriedades antioxidantes desse mineral sao
explicadas pelo seu papel na regulacdo da sintese da metalotioneina, na estrutura da enzima
superoxido dismutase e na protecdo de grupamentos sulfidrila de proteinas de membranas
celulares, onde promove a inibi¢do da producdo de EROs, por antagonismo com metais pro-
oxidantes como ferro e cobre (Powell, 2000; Koury e Donangelo, 2003). A capacidade do Zn
em retardar processos oxidativos tem sido reconhecida nos ultimos anos e, embora as
evidéncias para as propriedades antioxidantes do Zn sejam convincentes, 0s seus mecanismos
de a¢do ainda sdo desconhecidos (Power, 2000).

A vitamina E ¢ o maior antioxidante nao-enzimatico presente na estrutura lipidica das
células (Burton et al., 1983) exercendo seu efeito por eliminacdo ou estabiliza¢do dos radicais
livres do conteido de 4acidos graxos polinsaturados das membranas (Burton, 1994). A
vitamina E reage com os radicais peroxil nas membranas bioldgicas, inativando-os e
interrompendo a reagao em cadeia da peroxidacao lipidica (Moura, 2009), e/ou diminuindo a
regulagdo da geracdo da superoxido dismutase mitocondrial (Chow, 2004). Estudos in vivo
tém sugerido que a administragdo de vitamina E confere prote¢do contra danos teciduais
gerados por oxidagdo (Chow, 1991; Ibrahim et al. 1997). A suplementacdo de vitamina E na
dieta pode aumentar o seu conteudo no soro, figado e testiculo e ainda aumentar capacidades
antioxidantes do testiculo (Hong et al., 2010) .

Nao ha na literatura uma avaliacdo dos efeitos do Zn no espago intertubular do
parénquima testicular, bem como da associacdo desse metal a vitamina E, seja de forma
sinérgica ou antagonica. Assim, o presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos da
suplementagdo de diferentes doses de Zn, isoladamente ou associadas a vitamina E, no

compartimento intertubular do testiculo de ratos Wistar adultos.
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1.1. Objetivos Gerais

O presente trabalho objetivou analisar o efeito do zinco isolado ou em associagdo com o
a-Tocoferol por meio da estereologia e morfometria do intertibulo do parénquima testicular

de ratos Wistar adultos.

1.2. Objetivos Especificos

O trabalho teve como objetivos analisar:

- propor¢ao volumétrica e volume do intertabulo;

- propor¢do volumétrica e volume dos elementos do intertiibulo (espago linfatico,nucleo
de célula de Leydig, citoplasma de célula de Leydig, célula de Leydig total, vasos
sanguineos, macrofagos e tecido conjuntivo).

- didametro nuclear das células de Leydig;

- niimero total de células de Leydig por testiculo e por g/testiculo;

- calcular o ILS (indice Leydigossomatico).

2. Material e métodos

2.1. Animais e grupos experimentais

Os procedimentos experimentais seguiram estritamente os indicados pelas normas para
o uso de animais em ensino, pesquisa e extensio da Comissdo de Etica em Pesquisa Animal
da Universidade Federal de Vigosa (Protocolo 001/11). Foram utilizados 56 ratos Wistar
(Rattus norvegicus), em idade reprodutiva (90 dias), pesando entre 276 e¢ 302 gramas, e
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude da
Universidade Federal de Vigosa. Os animais foram divididos em 7 grupos e mantidos em
ambiente com temperatura controlada de 22°C e fotoperiodo de 12/12 horas, claro e escuro.
Os tratamentos foram administrados de duas maneiras: 1. Para os animais dos grupos I, II e III
0 Zn (ZnSO4. TH,0) foi fornecido na agua de beber, nas concentragdes de 5, 10 e 20 mg/dia.
Para os animais dos grupos IV, V e VI, além das mesmas concentracdes de Zn, foi ofertado
15 mg de a-Tocoferol (a-Toc) por gavagem, divididos em trés doses semanais, usando como

veiculo o 6leo de milho. A dose de a-Toc foram baseadas em Sahinturk et al., 2007 ¢ Batista
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et al., 2007 e as doses de Zn por Dreosti (1990) e Cantilli et al. (1994). Os animais do grupo
VII ndo receberam qualquer tratamento e constituiram o grupo controle. Os animais foram
mantidos em gaiolas individuais, forradas com serragem, sendo alimentados diariamente, pela
manha, com 30 g de ra¢do comercial, da marca Labcil (SOCIL) peletizada, para animais de
laboratdrio. O tratamento teve a duragao de 56 dias.

Para manter o mesmo procedimento, os 24 animais tratados apenas com Zn e o grupo
controle também foram submetidos a gavagem com solucdo salina, trés vezes por semana pela

manhai.

2.2. Coleta do material e preparacio histologica

Os animais foram pesados e eutanasiados por inalacdo de CO,, de acordo com o
protocolo aprovado pela Comissdo de Etica. Apds esse procedimento foram removidos os
testiculos e glandulas acessorias que foram pesados em balanca de precisao (0,0001g) (Bel,
Mark 210A).

Os testiculos foram fixados por imersdo em solu¢do de Karnovsky (Karnovsky, 1965) e
armazenados em etanol 70% para serem submetidos a posterior dissecagdo. Fragmentos de
um dos testiculos foram submetidos a desidratagao, em concentracdes crescentes de etanol,
sendo posteriormente incluidos em resina glicol metacrilato (Historesin®-Leica). Secgdes
histologicas semi-seriadas, de 3pum de espessura, foram obtidas em micrétomo rotativo
(Reichert-Jung, Alemanha), equipado com navalha de vidro. As preparagdes foram coradas
com azul de toluidina-borato de s6dio 1%, montadas com Entellan® (Merck) e analisadas em
microscopio de luz (Olympus BX-50). As andlises morfométricas dos elementos
intertubulares foram realizadas sobre imagens digitais capturadas por camara acoplada ao
fotomicroscopio (AX-70, Olympus) utilizando-se o programa Image Pro Plus® (Media
Cybernetics).

2.3. Determinacao da concentra¢ao do Zn nos orgaos

Amostras de prostata, testiculo, vesicula seminal e epididimo, apds a pesagem, foram
mantidas em estufa a 70°C, até alcancarem peso seco constante. As amostras pré-secas foram
acondicionadas em Erlenmeyer de 25 mL, adicionando-se entdo 1,5 mL de HNO;

concentrado, 0,5 mL de HCIO4 70%, 2 gotas de dgua oxigenada 30% e 1 gota de querosene
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para reduzir a formacdo de espuma. A temperatura do bloco digestor foi aumentada
gradualmente até atingir 90°C, de forma a proporcionar a digestdo completa. Ao material foi
acrescentada agua deionizada até o volume de 10 mL. A determinagdo da concentracdo de Zn
foi realizada em espectrofotometro de absor¢do atdmica (SpectrAA 220FS Varian) e os

valores expressos em pg/g de massa seca.

2.4. Analises microscopicas e estereoldgicas

As propor¢des volumétricas dos componentes do parénquima testicular foram obtidas
pela contagem de um total de 2.660 pontos projetados sobre as imagens capturadas, em dez
campos aleatoriamente distribuidos nos diferentes cortes histologicos do testiculo. Para isso
utilizou-se um reticulo de 266 intersec¢des (pontos), em imagens capturadas com aumento de
100X. O volume do compartimento intertubular foi estimado por meio do percentual ocupado
por este componente no testiculo. O volume do parénquima testicular foi considerado como
massa total do testiculo, menos a massa da sua albuginea. A massa dos componentes
testiculares foi considerada como volume, pois a densidade volumétrica do testiculo em

mamiferos ¢ aproximadamente 1 (Johnson et al., 1981).

2.4.1. Proporcao volumétrica e volume dos elementos no intertibulo

Foram registradas as propor¢des volumétricas dos constituintes intertubulares
anotando-se pontos sobre células de Leydig, células e fibras do tecido conjuntivo,
macrofagos, vasos sanguineos e linfaticos. Foram registrados 2660 pontos por animal,
projetados sobre imagens capturadas da regido do intertiibulo, utilizando aumento de 400X,
em diferentes cortes histologicos do testiculo.

A propor¢ao volumétrica (PV) e o volume (V) dos elementos do intertibulo foram
calculados, por meio das seguintes formulas: PVi = (pontos sobre intertubulo/n°® total de
pontos) * 100;

A propor¢do volumétrica dos elementos do intertubulo no testiculo foi calculada
utilizando-se a seguinte formula: PVe = (% intertibulo * % do elemento) / 100;

O volume dos elementos do interttibulo por testiculo (VEIT) foi calculado da seguinte

maneira: VEIT (mL) = (% do elemento por testiculo * peso do parénquima) / 100;
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O volume dos elementos do intertibulo por grama de testiculo (VEIT/G) foi calculado

utilizando-se a formula: VEIT/G (mL) = VEIT / peso bruto testicular.
2.4.2. Estereologia da Célula de Leydig

O diametro nuclear da cé¢lula de Leydig foi medido com objetiva de 40X escolhendo-se
os nucleos mais esféricos, com cromatina perinuclear e nucléolos evidentes. Foram medidos
trinta nacleos por animal utilizando o programa de andlise de imagens Image-Pro Plus 4
(Média Cybernetics).

O volume nuclear das células de Leydig foi calculado utilizando-se a seguinte formula:

Volume nuclear = 4/3nR3, sendo R = raio nuclear,

O volume citoplasmatico (VCT) e o volume de uma célula de Leydig (VCL) foram
calculados usando as formulas: VCT = % citoplasma * volume nuclear / % nucleo; VC =

volume nuclear + volume citoplasmatico.

Foram calculados também o volume e o numero de células de Leydig, por testiculo e
por grama de testiculo, utilizando-se, respectivamente, as seguintes férmulas:
Volume de célula de Leydig por testiculo = % de célula de Leydig no parénquima *

peso do parénquima/100;

Volume de célula de Leydig por g de testiculo = volume de Leydig por testiculo/peso

bruto testicular

N° de célula de Leydig por testiculo = volume de célula de Leydig (um’) no

testiculo/volume de uma célula de Leydig

N° de células de Leydig por g de testiculo = volume de Leydig/g testiculo/volume de

uma cé¢lula de Leydig

Foi calculado ainda o indice Leydigossomatico (ILS) da seguinte maneira: ILS =

volume das células de Leydig nos testiculos/peso corporal * 100

2.5. Analises estatisticas
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Apo6s testes de normalidade (Lilliefors) e homocedasticidade (Cochran) foi realizada
analise de varidncia, seguida de teste de Student Newman Keuls (SNK) (com nivel de
significancia de 5%) para avaliar variacdes dos parametros estudados nos grupos tratados em

relagdo ao grupo controle.

3. Resultados

Houve aumento do espaco linfatico no intertibulo dos animais do grupo IV em relagao
ao controle. As proporg¢des de citoplasma da célula de Leydig, de macréfagos e o volume total
de células de Leydig no intertibulo foram maiores no grupo I. Houve aumento da proporgao
de vasos sanguineos no grupo V (Tabela 1).

As proporcdes volumétricas dos elementos intertubulares em relagdo ao testiculo
encontram-se na Tabela 2. O espaco linfatico aumentou no grupo IV em relacdo ao controle.
A proporcao dos nucleos de célula de Leydig nao foi diferente entre os grupos de tratamentos
e grupo controle, mas foi maior no grupo I em relacdo ao grupo VI. A propor¢ao de
macrofagos, do citoplasma das células de Leydig bem como o percentual destas células foram
maiores no grupo I em comparacdo com o grupo controle, IV, V e VI. A propor¢cao
volumétrica de vasos sanguineos nos testiculos aumentou no grupo V, comparada ao grupo
controle. O tecido conjuntivo ndo apresentou diferenca entre os tratamentos.

O volume do intertibulo aumentou nos ratos do tratamento V em relagdo ao controle e
ao grupo II (Tabela 3). O volume do espago linfatico aumentou nos grupos IV em relacdo ao
controle ¢ do grupo V em relagdo aos grupos Il e controle. Houve aumento do volume de
nucleos e do citoplasma das células de Leydig, assim como do volume de macrofagos no
grupo I em relagdo ao controle. O volume de vasos sanguineos por testiculo aumentou no
grupo V e reduziu no grupo II. O volume de tecido conjuntivo por testiculo ndo apresentou
diferenca entre os grupos (Tabela 3).

Os resultados do volume dos elementos do intertibulo por grama de testiculo
apresentaram significativas diferencas em decorréncia dos tratamentos aplicados (Tabela 4).
O espago linfatico aumentou no grupo IV, mas ndo ocorreu alteragdo nos demais tratamentos.

O volume do nticleo e do citoplasma da célula de Leydig, por grama de testiculo, aumentou
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no grupo I, assim como o volume das células de Leydig e o volume de macrofagos se
comparados ao grupo controle. O volume de vasos sanguineos por testiculo aumentou no
grupo V em relagdo ao controle e aos demais tratamentos. O volume do tecido conjuntivo por

grama de testiculo ndo apresentou diferenca entre os grupos.

O volume nuclear da célula de Leydig foi maior no grupo I enquanto o volume do
citoplasma aumentou no grupos I e II, assim como o volume da célula de Leydig e o indice
Leydigossomatico (ILS) em relagdo ao controle (Tabela 5). Os volumes de célula de Leydig
por testiculo e por grama de testiculo foram maiores nos tratamento I, II e III quando
comparados ao controle. A relagdo nucleoplasmatica (RNP) das células de Leydig apresentou
aumento nos animais do grupo V em comparacao a todos os tratamentos € ao grupo controle

(Tabela 5).

4. Discussao

A ag¢do combinada do zinco (Zn) com a-Toc no compartimento intertubular do testiculo
ainda ndo tem sido estudada. Essa associacdo reveste-se de importancia, uma vez que o
compartimento intertubular tem uma grande importancia na reproducao masculina, pois € nele
que se realiza o controle enddcrino do testiculo. Segundo Skinner (1991), a célula de Leydig ¢
a principal componente intertubular e responsavel pela producdo da testosterona, as quais

mantém relagdes com as outras células presentes no intertibulo (Skinner, 1991).

O aumento na propor¢do do espago linfatico observado no grupo IV (5,205%) em
relacdo ao controle (2,392%) revelou a associacdo sinérgica da menor dose de Zn com a
vitamina E. Segundo Fawecett et al. (1973) o aumento do espaco linfatico pode estar
relacionado com a capacidade deste de excluir materiais do testiculo para manter o equilibrio

das concentragdes de andrdgenos no testiculo e nos vasos sanguineos.

Os animais que receberam Zn na dose Smg/dia apresentaram aumento na propor¢ao
volumétrica do citoplasma das células de Leydig e do total das células de Leydig. Os demais
parametros avaliados, como a propor¢ao de células de Leydig no intertibulo e nos testiculos,
o numero e¢ o volume de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo,
apresentaram os melhores resultados também na dose de 5 mg/dia de Zn, sem que a
associacdo com o-Toc tivesse agdo sinérgica ou antagdnica. Geralmente, a absor¢do de Zn
diminui com o aumento da dose ofertada (Choudhury, 2005) e isso pode ter sido a causa
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provavel dos resultados mais significativos para as células de Leydig ter ocorrido na menor
dose utilizada nos tratamentos.

A porcentagem de células de Leydig no intertubulo pode variar nas espécies. Estas
células aparecem numa porcentagem de 2% no testiculo de rato (Franca e Russell, 1998) e nas
capivaras (Hydrochoerus hydrochoeris) numa porcentagem de 60% (Paula, 1999). No
presente estudo, os animais do grupo de 5mg de Zn apresentaram a maior propor¢ao de
células de Leydig por testiculo (3,68%) e o menor foi o grupo 10mg de Zn associado a a-Toc
(1,97%). Estudos sobre a fungdo e estrutura das células de Leydig, em diferentes espécies de
mamiferos relataram que variagdes na fungdo da célula de Leydig resultam mais da sua
capacidade individual em secretar horménios do que das diferencas de volume total das
mesmas no testiculo (Ewing et al., 1979).

A propor¢do de vasos sanguineos no intertiibulo, por testiculo e o seu volume por
testiculo (mL) e por grama de testiculo apresentaram aumento no tratamento com 10 mg/dia
Zn associado a a-Toc (grupo V) em relagdo ao tratamento sem o-Toc (grupo II). Pode ter
ocorrido efeito sinérgico de a-Toc com o Zn, favorecendo o aumento da propor¢do de vasos
sanguineos, o que poderia causar aumento da irrigacdo sanguinea do intertibulo. Porém essa
conclusdo precisa ser confirmada apos avaliagdo desse parametro num estudo posterior com
tratamento apenas com a-Toc em ratos. Mehranjani et al. (2009) nos tratamentos com apenas
vitamina E, ndo avaliou este pardmetro. A irrigagdo sanguinea ¢ um fator importante, pois a
velocidade com que a testosterona sai do testiculo depende dessa irriga¢do, e a quantidade
necessaria de células de Leydig por animal ¢ o metabolismo destas células ficam na
dependéncia dos nutrientes transportados pelos vasos sanguineos (Russell et al., 1994;
Russell, 1996). O aumento da propor¢do de vasos sanguineos foi semelhante aos resultados
obtidos para volume e propor¢do volumétrica do espacgo intertubular, revelando que o
tratamento de 10mg de Zn associado a a-Toc (foi o mais influente sobre o intertiibulo e sobre
sua irrigacdo. O aumento na propor¢ao de vasos sanguineos no intertibulo pode caracterizar
também maior fluxo de horménio veiculado por ele. Além disso, as células de Leydig em
ratos estdo intimamente associadas aos vasos sanguineos, presentes no espago intertubular
(Fawcett et al., 1973).

A propor¢do volumétrica de macréfagos no intertibulo e nos testiculos, € o volume
celular por mL e por grama de testiculo, aumentaram nos ratos do tratamento I (5 mg/dia Zn)
em relacdo aos tratamentos IV e controle. Essa diferenca demonstrou que o resultado do Zn

isoladamente foi mais efetivo sobre a populagdo de macrofagos. O resultado referente aos
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macroéfagos foi o mesmo encontrado em relacao as células de Leydig, ambos respondendo
melhor ao tratamento apenas com a menor dose de Zn, refor¢ando a relagao existente entre
esses dois tipos celulares (Hales, 2002).

Os macroéfagos sao células que possuem intima associagdo com as células de Leydig,
pois fatores secretados pelo macroéfago controlam de modo pardcrino a atividade
esteroidogénica e o desenvolvimento das células de Leydig (Hales, 2002). Citocinas e fatores
de crescimento secretados pelos macréfagos estimulam a proliferacdo e diferenciacdo de
cé¢lulas de Leydig imaturas, contribuindo para o desenvolvimento normal destas células
(Hales, 2002). Nos testiculos de ratos adultos, além da interdependéncia funcional entre
células de Leydig e macréfagos existe, também, o acoplamento estrutural entre essas células.
Este acoplamento consiste de projecdes citoplasmaticas das células de Leydig localizadas
dentro de invaginagdes citoplasmaticas dos macrofagos. Estas estruturas variam de simples
projegoes tubulares a complexas estruturas ramificadas, sugerindo que a interdigitacdo ¢ mais
do que simples invaginacdes das microvilosidades em vesiculas revestidas (Hutson, 1992).

Apesar de pouco documentado, podem ocorrer mitoses de células de Leydig em animais
adultos (Russell et al., 1996) e, segundo Hales (1996), o numero de macrofagos intertubulares
também pode aumentar no adulto e a sua taxa de proliferagdo esta sob controle indireto da
hipofise. Os macrofagos secretam um fator lipofilico que estimula a produgdo de testosterona
pela célula de Leydig (Hutson et al., 1996). As células de Leydig produzem um fator
proliferativo, regulado pelo hormdnio luteinizante (LH), que estimula a proliferagdo de
macrofagos vizinhos. Nos animais do grupo I, onde houve aumento de células de Leydig, o
que pode ter contribuido para o aumento de macréfagos e estes, por sua vez, contribuiram
para a proliferacao das células de Leydig.

Animais tratados com 5 e 10 mg de Zn apresentaram maior propor¢cdo de massa
corporal alocado em células de Leydig (ILS). Esse dado reflete os resultados ja observados
para células de Leydig, com influéncia do Zn e auséncia da agao sinérgica da a-Toc.

Os valores das células e fibras do tecido conjuntivo (exceto macrofagos), vasos
sanguineos e linfaticos foram maiores nos grupos V e VI (11,62% e 9,28%, respectivamente)
revelando a sinergia do Zn + a-Toc sobre esses parametros.

O volume citoplasmatico de células de Leydig bem como o volume da célula de Leydig
aumentou nos grupos | e I, enquanto o grupo I apresentou também, aumento do volume
nuclear da célula de Leydig. O aumento na propor¢ao volumétrica das células de Leydig no

intertibulo evidencia efeito estimulante do tratamento do Zn neste tipo celular. Embasado
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nesses resultados quantitativos pode-se deduzir que dos trés tratamentos de Zn, as menores
doses (5 e 10 mg) foram as que mais influenciaram o desempenho desses elementos celulares
no intertabulo.

A propor¢do e o volume do espaco intertubular e a propor¢dao e o volume de vasos
sanguineos responderam positivamente a uma dosagem maior de Zn (10mg) em associacao
com o-Toc ocorrendo, portanto, sinergismo do Zn com o-Toc. O volume intertubular
observado nos animais desse grupo foi maior que o padrdo de 10% citado por Russell e
Franca (1995) e por Rocha et al. (1999).

Todos os resultados quantitativos relativos a volumetria de células de Leydig, bem
como o numero dessas células por testiculo e por grama de testiculo, apresentaram aumento

em resposta ao tratamento com zinco na dose de Smg.

5. Conclusoes

Dois tratamentos se destacaram quanto aos elementos do compartimento intertubular do
parénquima testicular: o tratamento com 5Smg de Zn, que apresentou efeito positivo em
relagdo a morfometria e volumetria das células de Leydig e de macrofagos, e o tratamento
com 10mg de Zn associado a a-Toc, que estimulou o aumento da propor¢do e do volume
intertubular e de vasos sanguineos.

Com exceg¢ao do grupo de 5Smg de Zn associado a a-Toc no aumento do espago
linfatico, houve uma tendéncia a dose de 5 mg de Zn agir isoladamente e a dose de 10mg agir

sinergicamente com a-Toc.
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CONCLUSOES GERAIS

Os tratamentos com zinco, isolados ou associados a vitamina E, em ratos Wistar adultos
revelaram interferéncias sobre as caracteristicas morfométricas e componentes testiculares em
varios parametros do compartimento tubular e intertubular do testiculo.

1- No compartimento tubular os melhores resultados foram alcancados utilizando-se a
dosagem de Zn de 10mg isoladamente e de 20mg em sinergia com a VE.

2- O grupo de ratos que recebeu 10mg de zinco apresentou aumento no numero de
células em preleptoteno/leptoteno, espermatides arredondadas e no total de células
germinativas.

3- O grupo de ratos que recebeu 20mg de zinco associado a vitamina E apresentou
aumento no indice mitdtico.

4- Os animais tratados com 10mg de zinco associado a VE apresentaram redu¢do no
percentual de epitélio seminifero, provavelmente pela reducdo do indice meidtico, e
apresentaram também aumento no numero de espermatogdénias A e do numero de
espermatocitos em paquiteno.

5- Houve reducdo no rendimento geral da espermatogénese nos grupos de Smg de Zn e
Smg+VE, este segundo grupo de ratos também apresentou aumento na altura do epitélio
seminifero.

6- Os oOrgdos que mais acumularam Zn foram a prostata e o epididimo, seguidos da
glandula vesicular e do testiculo, ambos quantitativamente iguais.

7- No compartimento intertubular os melhores resultados foram alcangados utilizando-
se a dosagem de Zn de 5mg isoladamente e de 10mg em sinergia com a VE.

8- Os ratos tratados com 5Smg de Zn apresentaram efeito positivo em relagdo a
morfometria e volumetria das células de Leydig e de macrofagos.

9- Os animais tratados com 10mg Zn+VE apresentaram aumento na propor¢do € no
volume do compartimento intertubular e de vasos sanguineos.

10- O Zn isoladamente mostrou-se mais eficiente atuando sobre as células, tanto de
tubulo quanto de intertiibulo, enquanto que o Zn associado a vitamina E exerceu sua acdo
mais efetiva sobre os espagos vasculares e linfaticos, assim como interferiu no aumento do

intertabulo e no indice mitoético.
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