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RESUMO

RIBEIRO, Susana Puga, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, julho de 2013. Efeitos
do cadmio, chumbo e zinco em epididimo de ratos Wistar. Orientador: Sérgio Luis P.
da Matta.

H& um grande interesse no papel da exposicdo ocupacional e ambiental a poluentes
toxicos, como os metais pesados, pois se entende que essa é uma das causas da reducéo
da concentracdo espermatica no homem. Portanto, o estudo da influéncia dos metais
pesados em machos tem focado principalmente no sistema reprodutor, lugar de
desenvolvimento, diferenciacdo, maturacdo e capacitacdo das células germinativas. Este
estudo investigou os efeitos de doses crescentes dos metais pesados, cadmio (Cd),
chumbo (Pb) e zinco (Zn), no epididimo de ratos. O trabalho foi dividido em trés
experimentos nos quais foram utilizados ratos adultos em idade reprodutiva, colocados
em gaiolas individuais e mantidos em ambiente controlado. Para a avaliagdo dos efeitos
do Cd no epididimo, 24 animais foram separados em 4 grupos experimentais sendo um
controle e trés grupos que receberam, respectivamente, 1,1, 1,4 e 1,8 mg/kg de cloreto de
cadmio via intraperitoneal, em dose Unica. Para a avaliacdo dos efeitos do Pb no
epididimo foram utilizados 25 animais distribuidos em 5 grupos experimentais, sendo um
controle e quatro que receberam acetato de chumbo, por gavagem, nas concentracfes de
16, 32, 64, 128 mg/kg/dia, respectivamente. Na avaliacdo dos efeitos do Zn 28 animais
foram distribuidos em 4 grupos sendo o sulfato zinco administrado a trés grupos, na agua
de beber, nas concentracdes de 5, 10 e 20 mg/dia. Os animais que receberam Cd e Zn
foram eutanasiados aos 56 dias de tratamento enquanto os animais submetidos ao Pb
foram eutanasiados aos 30 dias. Foram realizadas as seguintes analises em todos 0s
epididimos coletados: diametro tubular (DT), didmetro luminal (DL), altura de epitélio
(EP) e as proporc¢des volumétricas (%) do epitélio (E), tecido conjuntivo (TC), lumen
com espermatozoide (LcE) e limen sem espermatozoide (LSE), no segmento inicial,
cabeca e cauda do epididimo. O cadmio provocou aumento na altura do epitélio da
cabeca do epididimo e aumento dos didmetros tubular e luminal na cauda. Por outro lado
0s parametros proporcionais foram reduzidos na proporcao do epitélio da cabeca e cauda
do epididimo. Ainda na cabeca do epididimo, a propor¢do do limen com espermatozoide
foi reduzida enquanto que a propor¢do do limen sem espermatozoide aumentou, tanto no
segmento inicial como na cabeca e na cauda do epididimo. O chumbo, em todos os

tratamentos, na regido da cauda, reduziu significativamente o diametro do tabulo e Iimen



do epididimo, enquanto que na cabeca provocou aumento na altura do epitélio e reducéo
em sua proporc¢ao. Quanto aos efeitos do zinco, foram observadas redugdes significativas
da altura do epitélio, tanto no segmento inicial, cabeca e cauda do epididimo e os
didametros do limem e tubulo aumentaram na porcéo caudal. Assim, entendemos que 0s
trés metais avaliados provocaram alteragdes morfométricas nas trés regides do Orgao
analisadas, na maioria das vezes se mostrando toxicos ao epididimo e que o cddmio se
mostrou mais toxico ao processo reprodutivo, devido ao aumento do ldmen sem
espermatozoide que causou, em todas as regides do epididimo avaliadas, perdas na

capacidade reprodutiva destes animais.



ABSTRACT

RIBEIRO, Susana Puga, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2013. Effects of
cadmium lead and zinc in the epididymis of Wistar rats. Advisor: Sérgio Luis P. da Matta.
There is considerable interest in the role of occupational and environmental exposure to toxic
pollutants such as heavy metals, because we understand that this is one of the causes of
reduced sperm concentration in man. Therefore, the study of the influence of heavy metals in
males has focused mainly on the reproductive system, site development, differentiation,
maturation and capacitation of germ cells. This study investigated the effects of increasing
doses of heavy metals, cadmium (Cd), lead (Pb) and zinc (Zn) in the epididymis of rats. The
work was divided into three experiments were used adult rats of reproductive age, placed in
individual cages in a controlled environment. To assess the effect of Cd on the epididymis, 24
animals were divided into 4 experimental groups and one control group and three groups that
received respectively 1.1, 1.4 and 1.8 mg / kg intraperitoneally cadmium chloride, a single
dose. For the evaluation of the effects of Pb in the epididymis 25 animals were used divided
into 5 experimental groups, one control and four receiving lead acetate by gavage at
concentrations of 16, 32, 64, 128 mg / kg / day, respectively . In the evaluation of the effects
of Zn 28 animals were divided into 4 groups with zinc sulfate administered to three groups in
the drinking water at concentrations of 5, 10 and 20 mg / day. Animals receiving Cd and Zn
were euthanized after 56 days of treatment while animals subjected to Pb were euthanized at
30 days. The following analyzes were performed in all epididymides collected: diameter
tubular (DT), lumen diameter (LD), height of the epithelium (EP) and the volumetric
proportions (%) of the epithelium (E), connective tissue (CT), with lumen sperm (LCE) and
lumen without sperm (LSE), the initial segment, head and tail of the epididymis. Cadmium
caused an increase in epithelial height of the head of the epididymis and increased luminal
diameter tubular tail. Moreover proportional parameters were reduced in proportion to the
epithelium of the head and tail of the epididymis. Even the head of the epididymis, the
proportion of sperm with lumen was reduced while the proportion of the lumen without sperm
increased both the initial segment as the head and tail of the epididymis. The lead, in all the
treatments, at the tail region, significantly reduced the diameter of the lumen and epididymal
tubule, while the head caused an increase in epithelial height and reduction in its amount. The
effects of zinc, significant reductions were observed in epithelial height, both in the initial
segment, head and tail of the epididymis and the diameters of the tubule lumen and increased

in the caudal portion. Thus, we believe that all three evaluated metals caused morphological
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changes of the organ in the three regions studied, the most often toxic showing the epididymis
and that the cadmium was more toxic to the reproductive process, due to the increased lumen
without sperm causing in all epididymal evaluated regions, thus causing loss in reproductive

capacity of these animals.
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1. Introducéo Geral

Atualmente, uma das grandes preocupagdes ambientais estd relacionada aos
residuos solidos gerados pela sociedade moderna e consumista. Com a intensificacdo do
processo industrial, aliada ao crescimento da populacdo e a consequente demanda por
bens de consumo, 0 homem tem produzido quantidades significativas destes residuos,
possibilitando o aparecimento de enfermidades relacionadas com os diversos metais
toxicos (LEITE et al., 2004).

Dentre os contaminantes ambientais encontram-se 0s metais pesados, que sdo
altamente resistentes a degradacao.

As principais fontes antrépicas de metais no ambiente sdo agua de irrigacdo
contaminada, queima de biomassa na zona rural, emissdes veiculares, incineracdo de
residuos urbanos e industriais, acimulos de lixo e, principalmente, efluentes industriais,
de mineracé&o, de siderurgia e da galvanoplastia (LARSON & WEINCEK, 1994).

Embora sejam comuns na natureza, as atividades humanas tém contribuido para
0 aumento do nivel dos metais pesados nos ecossistemas aquaticos naturais, destacando-
se as industrias e as mineragfes, 0 que gera preocupacdo pela possibilidade destes
elementos quimicos serem incorporados por organismos, inclusive humanos, que direta
ou indiretamente estdo em contato ou fazem uso dos recursos hidricos (OLIVEIRA &
HORN, 2006).

Metais pesados sdo poluentes estaveis e acarretam sua permanente adi¢do ao
meio aquatico. Consequentemente apresentam  significativo potencial para
bioacumulacdo na biota aquatica, podendo inclusive biomagnificar-se ao longo de
cadeias alimentares (BURATINI & BRANDELLI, 2006), causando alteracdes
morfoldgicas e fisioldgicas em diferentes organismos.

Os metais apresentam multiplos mecanismos de toxicidade, pois 0s ions
metalicos tém alta afinidade por moléculas contendo 4&tomos de nitrogénio e enxofre
ligando-se, com relativa facilidade, a proteinas e outras macromoléculas celulares.
Assim, sua toxicidade deve-se principalmente & sua capacidade de interferir em reacoes
enzimaticas, bloqueando-as, deslocando o ion essencial ou modificando a conformacéo
ativa de biomoléculas. Seu potencial toxico deve-se também a sua baixa mobilidade, em
virtude da sua pequena dimens&o. Essa fraca mobilidade faz com que se acumulem,
modificando profundamente o metabolismo do organismo (ZAGATTO &

BERTOLETTI, 2006). Dentre 0s metais pesados que causam maior preocupacao
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destacam-se o chumbo, o mercurio e o cadmio (LIU et al., 2008). H& um crescente
interesse no papel da exposicdo ocupacional e ambiental a poluentes tdxicos, pois
entende-se que essa € uma das causas de declinio da concentracdo espermatica na
populagdo humana (APOSTOLI & CASTALANI, 2011). A disfuncdo testicular
induzida por metais pesados pode levar a modificacdes estruturais nas células de Sertoli,
que sustentam as células germinativas, ou nas celulas de Leydig, que sdo responsaveis
pela producdo de andrégenos (BIZARRO et al., 2003).

OLDEREID et al. (2009), compararam a concentracdo de cadmio, chumbo e
zinco em figado, rins e 6rgdos reprodutores, incluindo prostata, vesiculas seminais,
testiculos e epididimos de homens que tiveram morte natural, concluindo que o cadmio
acumulou em maior quantidade nos tecidos estudados em relagdo ao chumbo. A maior
concentracdo de cadmio nos 6rgdos reprodutores foi positivamente correlacionada com
a maior concentracdo no figado.

O estudo da influéncia dos metais pesados no aparelho reprodutor de machos
tem focado principalmente nas gonadas, lugar de desenvolvimento e diferenciagéo das
células germinativas. Contudo, o espermatozoide ndo deixa o testiculo totalmente
maduro (ROBAIRE et al., 2006). Durante o transporte epididimario, 0s
espermatozoides sdo submetidos a um processo de maturacdo na cabeca do epididimo,
resultando na aquisicdo de habilidades para se movimentar e fertilizar o ovdcito.
Durante este processo, 0 espermatozoide é submetido a modificacbes bioquimicas,
morfoldgicas e funcionais estimuladas por proteinas estruturais e enzimaticas e por
glicoproteinas sintetizadas por células epiteliais do epididimo. Espermatozoides tornam-
se maduros e capazes de fertilizar o ovdcito quando alcancam a parte central do corpo
ou a parte proximal da cauda do epididimo. A cauda o epididimo fornece
armazenamento e viabilizacdo do espermatozoide. Durante a permanéncia no
epididimo, espermatozoides podem ser afetados por muitas substancias nocivas, dentre
as quais os metais pesados (ROBAIRE et al., 2006).

Partindo do principio que é crescente a contaminacdo ambiental por metais
pesados, que varios estudos ja comprovaram efeitos deletérios desses elementos nos
testiculos de mamiferos, que ha propensao dos epididimos sofrerem efeitos cumulativos
e toxicos dos metais pesados e finalmente, que sdo poucos os trabalhos que trazem
resultados conclusivos sobre a acdo destes metais na maturacdo e capacitacdo dos
espermatozoides, surge a necessidade de estudarmos os mecanismos de atuacdo, doses e

efeitos dos metais nas alteragdes morfométricas nestes 6rgédos. Portanto, o objetivo deste
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estudo foi avaliar os efeitos dos tratamentos de cadmio (Cd), chumbo (Pb) e zinco (Zn)

em epididimo de ratos Wistar.

2. Revisado de Literatura

2.1. Metais pesados

Metais pesados sdo elementos de alta densidade, em comparacdo a outros
elementos comuns, apresentam densidade igual ou superior a 5 g/cms3, e numero
atdbmico maior que 20 (SOARES, 2004). Essa expressao "metais pesados”, é utilizada
na literatura relacionada a metais, semi-metais e ndo-metais. Sdo utilizados como
sinbnimos, "metais trago”, “elementos traco”, "micronutrientes”, "microelementos”
(DUARTE & PASQUAL, 2000).

Dentre os metais, desempenhando papel importante no organismo,estdo 0s
micronutrientes sédio, potassio, manganés, ferro, cobre, zinco e o calcio. Outros como o
arsénio, caddmio, chumbo e mercdrio, ndo tém funcdo conhecida no metabolismo animal
ou vegetal, e geralmente prejudicam os organismos quando ocorrem em teores acima
dos normais (BEVERIDGE et al., 1997).

Uma vez absorvidos os metais pesados interagem com as proteinas, sendo
transportados pelo sangue até os tecidos onde podem ser estocados ou biotransformados
(LIU et al. 2008). A toxicidade causada por esses metais se deve a ocorréncia de dois
principais mecanismos de a¢do: formacdo de complexos com os grupos funcionais das
enzimas, o que prejudica o perfeito funcionamento do organismo e a combinagdo com
as membranas celulares, o que perturba ou impede completamente o transporte de
substancias essenciais (GOLDHARBER, 2003). Além disso, alguns metais pesados sdo
capazes de imitar os metais essenciais unindo-se a sitios fisioldégicos que normalmente
seriam ocupados por estes, 0 que pode contribuir para a bioacumulacdo de metais
toxicos no organismo (LIU et al., 2008). Além disso, os efeitos tdxicos podem incluir a
letalidade e efeitos subletais, como alteragbes no crescimento, desenvolvimento,
reproducdo, respostas farmacocinéticas, patologicas, bioquimicas, fisiologicas e
comportamentais (LIU et al., 2008; FLORA et al., 2011).

O sitio de ligacdo dos metais pesados pode competir com o sitio de ligacdo de
elementos essenciais ao organismo, havendo, por isso, diferenca de efeito em cada local
e respostas diferentes de toxicidade entre espécies (PEROTTONE, 2006). Todos 0s

tipos de metais sdo considerados potencialmente toxicos e capazes, portanto, de
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provocar efeitos biologicos adversos quando presentes em concentracfes elevadas. O
fator-chave é o grau de exposicdo que afeta 0 organismo. A exposi¢do esta relacionada
tanto com a quantidade envolvida como com o tempo de exposi¢do (GOYER, 1996).
Dessa forma a atividade de uma substancia toxica depende de sua concentracdo no
organismo, j& que a maioria dos metais pesados, se ingeridos em concentracdes
elevadas, séo venenos acumulativos para o organismo (GUILHERME et al., 2005).

Os efeitos adversos dos metais pesados sobre a fertilidade masculina podem
ocorrer nos 6rgdos genitais e/ou no sistema enddcrino. Podem incluir alteracdes no
comportamento sexual, na fertilidade, na fecundacdo, ou modificacbes em outras
funcbes dependentes da integridade do aparelho reprodutor masculino (GOYER, 1996).

OLIVEIRA (2010), em experimento com ratos e metais pesados (injecéo
subcutanea com 74 e 100 mg de PbCly/kg de peso do animal ou 5 e 10 mg de
K,CrOy4/kg de peso do animal, respectivamente, durante 4 dias consecutivos ou com 1, 2
e 3 mg de CdClykg numa Unica injecdo), concluiu que a motilidade dos
espermatozoides e a integridade do acrossoma sao parametros sensiveis a toxicidade de
metais. O acrossoma aparenta ser um dos principais alvos da toxicidade dos metais e
uma reacdo acrossémica prematura pode reduzir a capacidade do espermatozoide em

fertilizar o ovécito.

2.2 Cadmio

O cadmio (Cd) é o elemento numero 48 da tabela periddica, com massa atémica
de 112,4 (VARMA, 1986), sendo assim considerado um metal pesado. Embora
inicialmente tenha sido descrito como um elemento relativamente raro (VALLE &
ULMER, 1972; WOOD, 1974), posteriormente foi constatado que 0 mesmo se encontra
presente no ambiente em baixos niveis (VARMA, 1986). O cadmio existente na
atmosfera € precipitado e depositado no solo agricola na relacdo aproximada de 3g/
hectares/ ano. Rejeitos ndo ferrosos e artigos que contém cadmio contribuem
significativamente para a poluicio ambiental. E obtido como subproduto da refinagéo
do zinco e de outros minérios, como chumbo-zinco e cobre-chumbo-zinco ( NAKANO,
2013).

As principais fontes antropogénicas do Cd no ar sdo as fundi¢es de metais néo
ferrosos e usos do carvdo em combustdo. A concentracdo de Cd no ar depende da
populacdo e do grau de urbanizagdo da regido: quanto maior a urbanizacdo maior ¢é a

concentragdo de cadmio. Esta concentracdo foi geralmente estimada como muito baixa e
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pode variar de 0,1 a 5,0 ng/m?3 nas zonas rurais, 2,0-15,0 ng/m3 em areas urbanas e 15,0-
150,0 ng/m3 em areas industriais (WHO, 2000; OCDE, 1994). Nas areas urbanas, 0
nivel de Cd pode estar mais elevado devido as vérias atividades de transporte e
atividades de combusté&o.

O Cd e amplamente utilizado para revestimento de materiais, em pigmento de
tintas e na industria plastica, podendo ser adicionado ao solo por meio do lixo urbano ou
industrial, lodo de esgoto e fertilizantes fosfatados (DIAS, 2001). Além disso, é
facilmente absorvido e translocado nas plantas tendo potencial de entrar na cadeia
alimentar humana, causando sérios problemas de salde como anemia, hipertensao,
enfisema pulmonar, disfuncBes gastricas e intestinais e graves problemas reprodutivos
(DIAS, 2001). Ele afeta a funcdo placentéria, podendo atravessar a barreira placentéria e
provocar disturbios no desenvolvimento fetal. Pode também ser excretado pelo leite. O
organismo € particularmente susceptivel a exposicdo ao Cd no periodo perinatal
(PICOLLI, 2004).

O Cd ndo apresenta fungdo essencial ao organismo humano, animal, e ao
metabolismo de plantas (AMDUR, 1996). Ele € um metal pesado muito utilizado em
estudos de toxicologia, devido ao aumento significativo da sua concentracdo no
ambiente, resultante da crescente acumulacdo de residuos industriais e domésticos.
Adicionalmente, o seu carater persistente e a sua consequente acumulacdo nos
organismos conferem-lhe um significado ecologico importante (ALAZEMI et al.,
1996). Este risco em potencial suscitou pesquisas na area de alimentos, uma vez que
este contaminante tem carater cumulativo na cadeia bioldgica da qual o homem faz
parte (MIRANDA, 1993). Como resultado do fenémeno de bioacumulacdo, as
quantidades subtdxicas presentes no ambiente podem atingir niveis de risco nos elos
finais da cadeia trofica (ALAZEMI et al., 1996).

O cédmio é facilmente absorvido e translocado nas plantas tendo potencial de
entrar na cadeia alimentar humana, causando sérios problemas de salde, como anemia,
hipertensdo, enfisema pulmonar, disfun¢Bes gastricas e intestinais e graves problemas
reprodutivos (DIAS et al., 2001). Ele afeta a funcdo placentéria, podendo atravessar a
barreira placentaria e provocar distdrbios no desenvolvimento fetal. Pode, também, ser
excretado pelo leite. O organismo animal é particularmente suscetivel a exposicao ao
Cd no periodo perinatal. (PICOLI, 2004).

O Cd e transportado apds a absorcéo, através do sangue, ligado & albumina na

maioria dos animais podendo entrar em células eucaridticas ligado a proteinas
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transportadoras de zinco, ZIP, e presumivelmente é transportado para dentro das células
endoteliais nos vasos do testiculo como carona oportunista pela ZIP8, resultando num
aumento da acumulagdo celular e toxicidade neste érgdo (DALTON et al., 2005). Outra
forma do Cd entrar nas células é usando um cotransportador de metal bivalente Fe**/H*
e transportadores como bombas de fluxo (SU et al., 2011).

Ao chegar ao figado o Cd induz a sintese de metalotioneina, a qual se liga. A
metalotioneina € uma proteina citoplasmatica de baixo peso molecular disponivel no
figado, rim, intestino e pancreas rica em residuos de cisteina. Estes residuos podem se
ligar a metais pesados, especialmente a zinco e caddmio (CYR, 2001), através dos grupos
tidis (WONG et al., 2010). Essas proteinas estdo localizadas na membrana do aparelho
de Golgi e protegem as células da citotoxicidade de metais pesados. Dessa maneira,
grande quantidade de Cd e/ou exposicdo prolongada a este metal pode ultrapassar a
capacidade das metalotioneinas de se ligar ao Cd, causando assim lesbes e até morte
tecidual (WONG et al., 2010).

O Cd também atua como agente mitogénico promovendo a proliferacdo das
células cancerosas da mama (SIEWIT et al., 2010; YU et al., 2010). Em multiplos
Orgdos o cadmio esta associado a um aumento nos riscos de carcinogénese (WAALKES
et al., 1992; PAN et al., 2010). Ele induz também lesdo tecidual, através de apoptose e
necrose (TEMPLETON & LIU, 2010). Induzindo o estresse oxidativo o Cd desempenha
um papel central na carcinogénese o que é confirmado pelas alteracdes significativas na
atividade das enzimas superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase em
tecidos danificados por esse metal (WAALKES, 2003; LIU et al., 2009).

Nos testiculos, devido ao fato das células germinativas neste 6rgdo estarem em
constante processo de divisdo e diferenciacdo, hd maior suscetibilidade a substancias
toxicas (YANO & DOLDER, 2002). A dose minima de Cd necessaria para causar danos
em testiculos de ratos foi relatada por GUNN et al. (1968), sendo de 0,44 mg/kg de peso
do animal. Estudos utilizando doses maiores tém descrito diversas alteracOes
morfoldgicas e bioquimicas nos testiculos de mamiferos, tais como necrose testicular
(GUNN et al., 1968), degeneracdo de células germinativas e aumento na taxa de
peroxidacdo de lipidios (OTEIZA et al., 1997) e degeneracdo de tlbulos seminiferos
(CUPERTINO, 2012). Estudos in vitro demonstram que o cadmio também afeta a
viabilidade de células de Leydig, reduzindo a producdo de testosterona (YANG et al.,
2003).



Embora seja sabido que o Cd causa efeitos adversos nos 6rgédos reprodutores de
ratos machos, poucos estudos tém quantificado alteragdes causadas pelo uso de suas
baixas doses. O que se sabe é que uma dose baixa de 1,1 mg/Kg de peso do animal
causa ligeiras alteracdes morfologicas testiculares (CUPERTINO, 2012) e uma dose
mais elevada de 1,8 mg/Kg de peso do animal provoca reducdo significativa no peso
dos testiculos e epididimos, indice gonadossoméatico e comprimento de tabulos
seminiferos ap6s 7 e 56 dias de exposicdo (CUPERTINO, 2012). O cadmio pode
reduzir significativamente o didmetro dos tubulos seminiferos ap6s 56 dias de
tratamento. Apés 7 dias, os lumens dos tibulos podem encontrar-se preenchidos com
células germinativas degeneradas e multinucleadas, agregados de espermaétides, além de
vacuolizagdo do epitélio seminifero. Pode ser notada também a diminuicéo na altura do
epitélio seminifero e auséncia de espermatozoides. (PREDES, 2010; CUPERTINO,
2012).

HUANG et al. (2005), investigando os efeitos protetores da vitamina E contra o
Cd administrado por via subcutanea (2 mg / kg / de CdCl,, duas vezes por semana
durante trés meses em ratos), mostraram degeneracdes de células epiteliais, necrose e
apoptose, no duto do epididimo, causadas por Cd observando também decréscimo de
proporc¢do tubular acompanhado pelo espessamento da altura do epitélio e diminuicdo

do Iimen no duto.

2.3 Chumbo

O chumbo (Pb), um constituinte natural da crosta terrestre, € um metal maleavel
e ductil, que funde aos 327°C (LAUWERYS, 1994). Apresenta cor azul-acinzentada,
peso molecular de 207,2 g/mol e densidade de 11,34 g/cm® aos 20°C. Este metal
combina-se com outros elementos originando compostos ou sais de chumbo (ATSDR,
1999), como é o caso do cloreto de chumbo (PbCl,). Devido a sua resisténcia a
corrosdo, o Pb é um dos metais mais estaveis (ATSDR, 1999).

O Pb foi um dos primeiros metais a ser manipulado pelo homem por possuir
caracteristicas como baixo ponto de fusdo, durabilidade, ductibilidade e facilidade em
formar ligas metélicas (SHEETS, 1998). E encontrado na natureza tanto no estado livre
como em associagdo com outros elementos quimicos (PAOLIELLO & CHASIN, 2001;
ASTDR, 1999). As maiores fontes naturais de chumbo sdo emissdes vulcanicas,
intemperismo geoquimico e névoas aquaticas (WHO, 1995). Dentre as fontes

antropogeénicas encontram-se as fabricas de baterias de automoveis, as ligas metalicas,
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0s pigmentos de tinta, as munic¢des, a mineracdo, e a fundicdo (ATSDR, 1999; GOYER
et al., 2001). Além disso, os sais de chumbo podem aparecer como constituintes de
vitrificados, esmaltes e vidros (ATSDR, 1999). Embora o0s processos naturais e
antropogénicos sejam responsaveis pela liberacdo de Pb no ambiente, a contaminacgéo
antropogénica € predominante (ATSDR, 1999).

A Organizagdo Mundial da Saiude (OMS) reconhece o Pb como um dos
elementos quimicos mais perigosos a salde humana (WHO, 1999). A legislacéo
brasileira, por meio da Norma Regulamentadora NR-7 (Portaria n° 24 de 29/12/94),
estabelece que a concentracdo maxima aceitavel de chumbo no sangue (Pb-S) é de até
40pg/dl e o limite de tolerancia bioldgica de 60pug/dl (JACOB et al., 2002).

O Pb pode afetar uma série de sistemas organicos cujos efeitos sdo dependentes
do nivel e da duracdo da exposicdo (WHO, 1995). Este metal é extremamente toxico
para o sistema nervoso central (SNC) e periférico (SNP), renal, hematopoiético e trato
gastrintestinal. Pode afetar também o sistema cardiovascular, causar alteracoes
enddcrinas, imunolodgicas, danos reprodutivos e causar efeitos carcinogénicos e
mutagénicos (WHO, 1995).

A absorcdo do Pb é determinada por sua espécie quimica, suas caracteristicas
fisico-quimicas e pela dose, frequéncia, duracdo e via de exposicdo, podendo ser
influenciada por fatores como idade, sexo, estilo de vida, estado fisioldgico e nutricional
e ainda pela suscetibilidade individual do organismo exposto (WANG et al., 2008).
Baixa ingestdo de célcio, ferro, fosforo e proteinas pode provocar aumento na absorcéao
do Pb. Por outro lado, a vitamina C reduz a absorc¢ao do Pb, provavelmente por facilitar
a absorcdo do ferro (LIU et al., 2008). Diferencas na absorcédo intestinal, metabolismo
0sseo e o rapido desenvolvimento do sistema nervoso central, predispdem uma absorcéo
do Pb cinco vezes maior nas criancas em relacdo aos adultos (LOCKITCH, 1993). Os
adultos podem absorver de 5 a 15% de uma dose oral de Pb sollvel em agua, enquanto
criancas absorvem 42% (L1U et al., 2008).

Uma vez absorvido, o chumbo distribui-se no compartimento sanguineo em duas
formas: uma delas, ndo difusivel, ligada aos eritrocitos e outra difusivel no plasma.
Aproximadamente 95% do metal encontram-se associados aos eritrocitos, seja na
superficie externa de suas membranas ou no meio intracelular ligado a proteinas, como
a acido 6-aminolevulinico desidratase (ALAD) e a hemoglobina (SIMONS, 1993). Os
5% restantes podem ser encontrados no plasma, de forma livre ou associados a

albumina, & o, globulina e a outros compostos de baixo peso molecular contendo
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sulfidrilas (SH) (cisteina, hemocisteina e cisteamina) constituindo a fragéo
potencialmente toxica do metal, que é capaz de alcangar os 6rgdos e tecidos-alvo (AL-
MODHEFER et al., 1991). A meia vida para 0 Pb no sangue é em torno de 36 dias
(PAOLIELLO & CHASIN, 2001; KOSNET, 2003).

A partir do sangue o Pb distribui-se para os tecidos moles como cérebro, figado,
rim e testiculo onde permanece, predominantemente, ligado a proteinas. Complexos
formados pelo Pb e proteinas &cidas denominadas corpos de inclusdo intranucleares
podem ser observados em células do tubulo contorcido proximal de individuos que
apresentam nefropatia induzida pelo metal (GONICK, 2008). A meia vida do chumbo
nos tecidos moles é em torno de 40 dias (PAOLIELLO & CHASIN, 2001; KOSNET,
2003).

Posteriormente o Pb deposita-se nos 0ssos onde substitui o calcio, ja que os ions
Pb* e Ca*" sdo similares em tamanho (BAIRD, 2002). Em adultos contaminados com
Pb, os ossos contém cerca de 90% a 95% do conteldo corpéreo total de chumbo,
enquanto que 80% a 95% sdo encontrados em criancas (HU, 1998). O tecido ésseo
constitui o principal sitio de estocagem de longo prazo, de onde o metal pode ser
mobilizado, levando o organismo a uma exposicdo sistémica continuada (SMITH et al.,
1995; FLORA et al., 2011). A toxicidade do Pb pode ser atribuida, em parte, a sua
capacidade para imitar o célcio e substitui-lo em muitos processos celulares
fundamentais dependentes de célcio (FLORA et al., 2011). A meia vida do Pb nos 0ssos
é em torno de 20 a 30 anos (PAOLIELLO & CHASIN, 2001; KOSNET, 2003).

O chumbo apresenta uma atividade gonadotoxica que pode induzir diferentes
graus de alteracBes histopatoldgicas no parénquima testicular (SHAFAI et al., 2011;
COSTA, 2013). A exposicdo ao chumbo esta associada a diminuicdo do numero de
espermatozoides, motilidade e aumento de anormalidades morfoldgicas dos
espermatozoides em animais (SOKOL, 1991) e humanas (ALEXANDER et al., 1996).
HSU et al. (1998) demonstraram que a exposicdo ao chumbo pode diminuir a
capacidade de defesa do espermatozoide ao estresse oxidativo e aumentar a geragéo de
espécies reativas de oxigénio, o que esta negativamente associado com a fertilidade. Ha
crescentes evidéncias que cations de metais de chumbo, bem como ferro e aluminio
estimulam a formagé&o de radicais livres (EMMERSON, 1973).

O estresse oxidativo induzido pelo Pb pode afetar a reprodugdo em homens e
outros animais. De fato, um aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio

(EROs) foi observado ap06s exposicdo ao Pb, nos testiculos e nos espermatozoides de
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ratos (HSU et al., 1997; HSU et al., 1998; BATRA et al., 1998; ACHARYA et al.,
2003; MARCHLEWICZ et al., 2007) e de humanos (SOLLIWAY et al.,1996;
KASPERCZYK et al., 2008). Estas EROs induzidas pelo Pb foram associadas com a
diminuicdo na contagem de espermatozoides (HSU et al., 1998; ACHARYA et al.,
2003; KASPERCZYK et al., 2008), perda da mobilidade espermatica (HSU et al., 1997;
HSU et al., 1998; KASPERCZYK et al., 2008) e aumento de espermatozoides anormais
(ACHARYA et al., 2003). O Pb pode alterar a atividade antioxidante das enzimas pela
sua capacidade de se ligar aos grupos sulfidrilos, inibindo assim as suas funcGes
normais (BATRA et al., 1998; HSU & GUO, 2002; SAINATH et al., 2011). Além
disso, 0 Pb pode competir com alguns elementos-traco essenciais presentes nessas
enzimas, substituindo-os e alterando sua atividade (HSU & GUO, 2002; FLORA et al.,
2008). QUINLAN et al. (1988) observaram gue mesmo quando ions de Pb ndo induzem
a peroxidacao, eles aceleraram a taxa de peroxidacéo por ions de ferro.

Disfuncdes reprodutivas como oligozoospermia e astenozoospermia tém sido
descritas em homens expostos ao Pb no local de trabalho. NAHA & CHOWDHURY
(2006) verificaram diminuicdo significativa na contagem de espermatozoides em
trabalhadores expostos ao Pb quando comparados com o0s controles, ndo sendo
encontradas diferencas nas concentragcdes hormonais, sugerindo um efeito téxico direto
deste metal na producéo de espermatozoides ou no seu transporte. RODAMILANS et
al. (1988) observaram os efeitos toxicos do Pb diretamente sob o testiculo seguido pelo
distarbio do hipotdlamo ou hipo6fise apds um longo periodo de exposicdo ao metal.
Outros autores relataram hipogonadismo e diminuigdo nos niveis de testosterona sérica
em trabalhadores em industrias de fundi¢do do chumbo (CULLEN et al., 1983).
MCGREGOR et al. (1990), verificaram que o Pb pode causar danos aos tubulos
seminiferos em concentracfes maiores que 47ug/dl. Amostras de sangue e sémen foram
analisadas em trabalhadores de fébricas de baterias, mostrando relacdo inversa entre
niveis de chumbo no plasma e o volume de sémen e a concentragdo de espermatozoides.
Outros autores também relataram diminui¢do da libido e aumento de anomalias no
sémen em trabalhadores expostos ocupacionalmente ao chumbo (ELLIS &
DESJARDINS, 1982).

MARCHLEWICZ et al. (2004), observando tecidos reprodutivos de ratos
tratados com Pb, concluiram que o aumento na quimioluminescéncia causada pelo
chumbo ocorre na seguinte ordem crescente dentro dos tecidos estudados: cauda do

epididimo <testiculo <caput do epididimo (19%, 39% e 51%, respectivamente).
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MARCHLEWICZ et al. (2007), observaram que a peroxidacdo lipidica em
homogenados de cauda do epididimo, em ratos controle, foi 35% maior do que na
cabeca do epididimo e 43% maior do que nos testiculos e que a diferenca da
peroxidacdo lipidica entre os grupos tratados com acetato de chumbo e o grupo controle
foi 162% na cabeca do epididimo, 125% na cauda do epididimo e 97% no testiculo. A
intensificacdo da peroxidagdo lipidica causada por Pb pode afetar a composicdo
citoplasmatica, mitocondrias e membranas acrossomais. Sabe-se que a caminho da
cauda do epididimo o espermatozoide torna-se mais rico em acidos graxos insaturados o
que os torna mais sujeitos, portanto, aos danos causados em consequéncia das
peroxidacOes (BATRA et al. 1998; AITKEN et al., 1999).

ALLOUCHE et al. (2009) constataram aumentos significativos nas frequéncias
de espermatozoides anormais, na cabeca e cauda do epididimo, em ratos tratados com
0,1% de acetato de chumbo em relacdo ao controle enquanto que anormalidades
significativas foram encontradas no corpo do epididimo, quando os animais foram
expostos as maiores dosagens de Pb (0,3%).

Alguns autores mostraram a tendéncia do Pb em concentrar-se em glandulas
sexuais acessorias no aparelho reprodutor do rato e a diminuicdo na massa da glandula
ndo havendo, no entanto, perturbacGes perceptiveis no epididimo em funcdo do nimero
de espermatozoides presentes no limen (THOREUX-MANLAY et al., 1995). BATRA
et al. (2001) observaram alteraces histoldgicas na membrana basal, desorganizacéo e
perda da estrutura do epitélio, vacuolizacdo e hiperplasia de elementos de tecido
conjuntivo em ratos ap6s uma exposicdo de trés meses ao chumbo (50mg/Kg de peso
corporal).

GRACA et al. (2004) observaram os efeitos do cloreto de chumbo na histologia
e ultraestrutura testicular e na densidade de espermatozoides na cauda dos epididimos
de ratos sexualmente maduros. Foram observadas a diminui¢do significativa do peso
testicular, do didmetro dos tabulos seminiferos e da contagem de espermatozoides, trés
dias depois do tratamento com cloreto de chumbo (74 mg/kg de peso corporal).

SILVA (2007), avaliando diversos parametros dos espermatozoides em grupos
de ratos expostos ao Pb (150 mg/kg PbCl,) no periodo de 6 dias, observou a diminuicao
significativa da hipoosmolaridade, verificando o aumento da percentagem de
espermatozoides com membrana celular danificada.

Na fase inicial da intoxicac¢do de ratos machos adultos por ingestdo “ad libitum”

de acetato de chumbo nas concentragdes de 0,59/l e 1,0g/l, durante 90 dias ndo foi
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observado por KEMPINAS et al. 1988, alteracdes no didmetro dos tubulos seminiferos,
na altura do epitélio germinativo, na producdo do espermatozoide e também ndo
apresentou qualquer alteracdo estrutural na cabega do epididimo. Por outro lado, a
cauda do epididimo exibiu aumento significativo no didmetro do duto e diminuigcdo na

altura do epitélio.

2.4 Zinco

O zinco (Zn) é um dos elementos mais comuns na Terra e pode ser encontrado
no ar, no solo, na 4gua estando naturalmente presente nos alimentos (AZEVEDO &
CHASIN, 2003).

O Zn é um metal de transi¢do interna, apresentando nimero atémico 30, massa
molar 65,392 g/mol, temperatura de fusdo de 419,5°C e de ebulicdo de 907°C e
densidade 7,14 g/mL. Além disso, ele apresenta cinco isétopos de ocorréncia natural:
64ZNn — 48,6%; e6ZNn — 27,9%; 67Zn — 4,1%); esZn — 18,8%); e 70Zn — 0,6% (MEDEIROS,
2011).

Em 2008, a producdo mundial de Zn metalico foi superior a 11,5 milhdes de
toneladas (NEVES, 2011). Os principais paises produtores e consumidores de Zn
metélico estdo no continente asiatico (57,4%), entre eles, China (responsavel por 34,9%
do consumo mundial), Japdo (4,9%), Coréia do Sul (4,5%) e india (4,2%). Os Estados
Unidos, por exemplo, consumiu apenas 8,6% da producdo mundial, e o Brasil, 2,1%
(NEVES, 2011).

O Zn é utilizado na metalurgia (fundicdo e refinacdo), na producéo de éxido de
zinco, borrachas, herbicidas e inseticidas, na fabricacdo de baterias, tintas, ceramica,
cosméticos, fertilizantes, em industrias graficas (foto-impressdo), no tingimento de
tecidos, na preservacdo de madeiras e na industria de medicamentos. Grandes
quantidades de Zn entram no ambiente como resultado de atividades antropogénicas,
como a mineracao, purificacdo do zinco, cadmio e chumbo, producdo de aco e queima
de carvdo e lixo. O lixo de industrias quimicas que utilizam o Zn, os esgotos domésticos
e as correntes de agua pluvial podem transportar este metal e contaminar o ambiente
aquatico (AZEVEDO & CHASIN, 2003).

A aplicacdo mais importante do Zn (cerca de 50%) no Brasil e no mundo é
vinculada a producdo do aco — revestimento da superficie deste para a protecdo contra a

corrosdo — particularmente, no preparo de materiais galvanizados tendo a industria
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automobilistica e construcdo civil como as principais consumidoras do produto (ICZ,
2012).

O Zn é essencial no metabolismo subcelular, pois € um componente essencial do
sitio catalitico de pelo menos uma enzima em cada uma das seis classificacOes
enzimaticas: oxirredutases, transferases, hidrolases, liases, isomerases e ligases
(KIELING, 2002). O Zn ¢é relativamente ndo toxico em mamifero, a julgar por sua
tolerdncia em cargas alimentares superiores a 100 vezes o minimo recomendado de
requerimento diario para humanos (CHOUDHURY et al., 2005). Esse elemento
geralmente se complexa com aminoacidos, peptideos e nucleotideos e tem afinidade
com grupos tidis e hidrogénio (MCCALL et al., 2000).

Os produtos de origem animal sdo, geralmente, as fontes dietéticas mais
importantes de Zn, quanto ao contetudo e biodisponibilidade (SENA & PEDROSA,
2005). Fatores dietéticos, intraluminais e sisttémicos influenciam a absorcdo e o
transporte celular de zinco (ANTUNES, 2010). Dentre esses fatores sé&o citados a forma
quimica do elemento na dieta, a interacdo mineral-mineral, taninos, oxalatos, fitatos,
catabolismo, hormdnios, infeccdes e estresse (MARCOS, 2008).

A absorcdo inicial do Zn ocorre no estdmago onde, apesar de ser muito reduzida,
ocorre de modo relativamente rapido, cerca de 15 minutos ap6s a ingestdo (COUSINS
& MCMAHONH, 2000). O principal local de absor¢do € a segunda parte do duodeno,
podendo ocorrer por difusdo passiva, quando ha grandes quantidades no lGmen, ou por
processos mediados por carreadores, quando ha menor concentracdo. Uma vez no
citosol, 0 Zn é complexado com metalotioneina citoplasmatica possibilitando o seu uso
pelo enterécito ou sua passagem para a circulacdo portal, sendo transportado pela
albumina (SALGUEIRO et al., 2000; COZZOLINO, 2005; FISBERG et al., 2008).

Em érgdos como o pancreas, 0s rins e 0 baco, 0 Zn possui meia-vida de 12,5 dias,
enquanto no cérebro e nos 0ssos a renovagdo é mais lenta, em torno de 300 dias. Dessa
forma, acredita-se que 0 Zn ndo é bioacumulado em mamiferos (COZZOLINO, 2005;
FISBERG et al., 2008).

A homeostase do Zn em mamiferos € regulada pelo controle da absorcéo e da
perda exdgena do Zn no intestino, como também através da excrecdo pelo pancreas e
pelo figado (COZZOLINO, 2005). Entretanto em ratos, esse controle é feito via
secrecdo de Zn a partir do intestino e ndo pela regulacdo da absor¢édo de Zn (ELINDER

& FRIBERG, 1986). A excre¢do fecal é a via predominante de eliminacdo de zinco.
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Aproximadamente 70-80% da dose ingerida é excretada pelas fezes e somente 1-2% é
excretada na urina (WASTNEY et al., 1986).

Embora a albumina seja a principal transportadora de Zn no plasma, algumas
proteinas do plasmae aminoacidos livres podem influenciar na sua liberacdo para as
células (YU et al.,, 2007). A metalotioneina e a CRIP (proteina intestinal rica em
cisteina) ligam-se ao Zn no intestino, na funcdo de carreadora intracelular, aumentando
a velocidade de absor¢do (VALLE & FALCHUK, 1993).

O Zn estd envolvido na estabilizacdo de membranas celulares e na protecédo
celular, prevenindo a peroxidacdo 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 inibicéo
da producdo de espécies reativas de oxigénio por antagonismo com metais pro-
oxidantes, como ferro e cobre (POWELL, 2000; KOURY & DONANGELO, 2003).

Apesar das recomendacdes de ingestdo de Zn estarem bem estabelecidas, ainda
existem muitas dificuldades para a investigacdo do estado nutricional em humanos
relativo ao Zn, pois ndo ha um marcador bioquimico especifico e sensivel para esta
avaliacdo (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
funcao fisioldgica (5,5 mg/dia) e a dose que gera efeitos potencialmente negativos (60
mg/dia) (CANTILLI et al., 1994).

O Zn é um elemento essencial para a fertilidade de machos de mamiferos
(MERRELLS et al., 2009), com participagdo ativana sintese do DNA, no metabolismo
dos acidos nucléicos e de proteinas. As celulas em rapido processo de divisao,
crescimento ou sintese sdo particularmente afetadas pela deficiéncia deste elemento,
como ocorre nos processos reprodutivos em mamiferos. Em humanos, 0 Zn € necessario
para a formacdo e maturacdo de espermatozdides, na ovulacdo e para a fertilizacdo.
Sabe-se que 0 Zn em baixas concentragfes, participa do processo da espermatogénese,
ao ser incorporado no flagelo das espermatides alongadas, se mantendo neste local
tambeém nos espermatozoides. No entanto, quando em altas concentrac@es, 0 Zn inibe a
multiplicacdo de células germinativas e causa fragmentacdo da membrana celular e
envoltorio nuclear (FRANCA et al., 2005). Com relagdo ao metabolismo androgénico, o
Zn parece ser um modulador da atividade da enzima 5a redutase, responsavel pela

conversao da testosterona em diidrotestosterona (OLIVEIRA et al., 2007). FAHIM et al.
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(1993) mostraram que o zinco, quando em altas concentracdes, inibe a ligacdo da
testosterona a S5a redutase, acarretando diminui¢do da concentracdo do hormoénio
diidrotestosterona. Para o epididimo, menor concentracdo de diidrotestosterona pode
representar uma alteracdo na sua funcdo, ja que é um oOrgdo androgeno-dependente
(FRANCA et al., 2005).

Vérias enzimas envolvidas na sintese de DNA sdo dependentes de Zn, sendo a
etapa de duplicacio do DNA importante para desenvolvimento das células
germinativas, pois nas divisdes celulares, tanto as mitoticas, na fase proliferativa,
quanto as divisbes meidticas, na etapa reducional e equacional dependem de uma
duplicacdo prévia do DNA na interfase (KERR et al., 2006). O zinco apresenta
propriedades anti-apoptoéticas, primeiramente inibindo as caspases e, depois, suprimindo
0 calcio e o magnésio das endonucleases que causariam a fragmentacdo do DNA
(CHIMIENTI et al., 2003). O Zn pode, também, evitar a oxidacdo dos compostos
ligando-se a grupos sulfidril em proteinas e ocupando sitios de ligacdo de ferro e cobre
em lipidios, proteinas e DNA (ZAGO & OTEIZA, 2001). Deficiéncias em qualquer um
dos micronutrientes essenciais tem impacto em todos os componentes da fertilidade. A
deficiéncia de Zn promove a diminuicéo da libido e da qualidade do sémen, enquanto a
suplementacdo evita danos a membrana plasmatica do espermatozéide, melhorando
assim os parametros de fertilidade do sémen (BLOMFIELD, 2010).

A manutencdo do microambiente epididimario pode ser alterada com 0 excesso
de Zn no organismo. SINGH et al. (1996), ao injetarem por via intraperitoneal
cloridrato de Zn nas doses de 7,5 e 15mg/kg de peso corporal em camundongos por
cinco dias consecutivos, observaram danos ao epitélio epididiméario nos animais do
tratamento de maior dose. LesBes teciduais podem causar a formacdo de espécies
reativas de oxigénio, que podem contribuir negativamente com o microambiente
epididimério, alterando o0s processos de maturacdo espermatica, promovendo
peroxidacao lipidica de seus acidos graxos de membrana, o que € uma das principais
causas de esterilidade masculina (OLIVA et al., 2009).

2.5 Epididimo

O epididimo é um tubo Unico altamente enovelado, que mede de 4 a 6 m de
comprimento em homens adultos e que se forma a partir da fusdo de 10 a 20 dutos
eferentes oriundos da rede testicular. Juntamente com o tecido conjuntivo circunvizinho

e vasos sanguineos, esse duto é normalmente dividido em quatro regides anatdmicas: o
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segmento inicial, cabeca (caput), corpo e cauda, tal como descrito pela primeira vez por
BENOIT (1926).

Em todas as espécies de mamiferos examinadas, todas as regifes do epididimo
sdo organizadas em l6bulos separados por septos de tecido conjuntivo. Estes septos
servem como suporte interno e proporcionam a separacdo funcional entre lobulos
(TURNER, 2003). A extensdo do epididimo é um tubo reto, o canal deferente, que esta
rodeado por uma espessa camada muscular. O canal deferente conecta com a uretra, que
desemboca para o lado de fora do corpo.

O epitelio epididimario apresenta seis tipos celulares, células principais, células
apicais, células basais, células halo, células claras e células estreitas que apresentam
variadas funcbes (ROBAIRE, 2006). Algumas células estdo localizadas ao longo do
duto (por exemplo, células principais), enquanto outras se encontram tanto exclusiva ou
principalmente em regiGes especificas (por exemplo, células estreitas no segmento
inicial e zona intermediaria). E formado por um epitélio colunar pseudoestratificado. A
superficie das células principais € coberta por longos e ramificados microvilos,
chamados estereocilos (ROBAIRE, 2006)

Células principais — E referida como o principal tipo de célula no epididimo de
todos os mamiferos. Estas células aparecem ao longo do duto inteiro, mas mostram
diferengas estruturais em cada regido (HAMILTON, 1975). As caracteristicas mais
marcante destas células sdo a sua capacidade secretoria, suas estruturas especializadas
em endocitose, e seus nulcleos basalmente alinhados. Dependendo do segmento
examinado, as células principais compreendem aproximadamente 65% a 80% do total
da populacdo de células epiteliais do epididimo (TRASLER et al, 1988). Tanto a sua
estrutura e as funcdes variam drasticamente entre os segmentos diferentes (OLIVA et
al., 2009). Alteracdes morfoldgicas em células principais sugerem que estas células sdo
particularmente sensiveis a niveis de androgénio, em contraste com 0s outros tipos de
células epiteliais, que parecem ser menos afetadas por orquiectomia (MOORE &
BEDFORD, 1979). A funcgdo secretora das células principais fica comprometida no
estado de privacéo androgénica.

Células Apicais - Sao encontradas principalmente no epitélio do segmento
inicial e na zona intermédia (SUN & FLICKINGER, 1980; ADAMALI & HERMO,
1996.), embora tenham sido vistas ocasionalmente em outros segmentos de ratos mais
velhos (SERRE & ROBAIRE, 1998). Estas células sdo localizadas apicalmente no

epitélio epididimario e possuem nucleo esférico. Elas diferem claramente da célula
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estreita e principal na expressdo de proteinas (ADAMALI & HERMO, 1996). No
entanto, pouco se sabe sobre as fungdes especificas destas células além da sua
capacidade de endocitose de substancias a partir do lamen, como revelado pelo exame
de B-hexosaminidase A em camundongos (ADAMALLI et al., 1999.) e a observacédo de
que eles contém muitas enzimas proteoliticas (ADAMALI & HERMO, 1996).

Células Estreitas - No epididimo de ratos adultos, estas células, aparecem no
epitélio do segmento inicial e na zona intermédia (SUN & FLICKINGER, 1980;
ADAMALI & HERMO, 1996). Sdo mais estreitas do que as células principais, e
enviam um fino processo de membrana plasmatica para atingir a membrana basal. S&o
caracterizados por localizacdo apical no epitélio epididiméario e possuem um formato de
taca, possuem inimeras vesiculas que estdo envolvidas na endocitose e na funcéao
secretora de H* para o lumen a partir da membrana plasmatica apical (HERMO &
ADAMALLI, 2000). Células estreitas sdo distintas das células apicais nos seu aspecto
morfolégico, na distribuicdo relativa, e na expressdo de proteinas tais como a glutationa
S-transferases e enzimas lisossomais (ADAMALI & HERMO, 1996).

Células Claras - Células claras sdo grandes, endociticas, se apresentam na cabeca,
corpo, e nas regifes da cauda do epididimo e sdo encontrados em muitas espécies,
incluindo humanos (ROBAIRE & HERMO 1988). O nucleo se encontra na regido basal
destas células e seu citoplasma contém uma quantidade variavel de goticulas lipidicas.
A atividade endocitica dessa célula ¢ muito maior do que nas células adjacentes
principais, particularmente na cauda epididiméaria (HERMO et al., 1988).

Células Basais - As células basais aparecem em todas as espécies estudadas, nas
regides do corpo e cauda do epididimo na base do epitélio (ROBAIRE & HERMO
1988). A defesa imunoldgica, fagocitose e producdo de antioxidantes para a defesa
contra as espécies reativas de oxigénio sdo realizadas pela célula basal. Sdo células com
nacleo alongado ou esférico com cromatina condensada, cujo prolongamento alcanca a
regido apical e é visivel apenas em microscopios confocais e eletrdnicos (FRANCA et
al., 2005; OLIVA et al., 2009). LEUNG et al. 2004, propuseram uma funcgéo adicional
para células basal, sugerem que estas células possam ter um papel na regulacdo do
transporte de eletrélitos e agua para células principais. Este processo é mediado pela
formacéo local de prostaglandinas (PGs) e requer a participacao do receptor protéico de
potencial transiente (Trp). Este ultimo serve como via transmembrana de influxo de
Ca®*, ao passo que a ciclooxigenase-1 (COX-1) é uma enzima chave na formacéo de

PGs. Ambas as proteinas sao exclusivamente expressos em células basais.
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Células Halo - Séo pequenas células com uma estreita faixa clara no citoplasma e
estdo presentes em todo o epitélio do epididimo (ROBAIRE & HERMO, 1988),
apresentam nucleo com cromatina condensada pouco citoplasma com um halo claro.
Estas células estdo normalmente localizadas na base do epitélio. As células halo foram
descritas como linfdcitos T auxiliares e citotoxicos (FLICKINGER et al., 1997; SERRE
& ROBAIRE, 1999) ou mondcitos (HAMILTON, 1972), estes dois tipos de células s&o
dificeis de distinguir por microscopia de luz por causa da sua semelhanca em tamanho e
morfologia nuclear. Portanto, a funcdo de defesa € realizada também por estas células
que sdo consideradas como células do sistema imune que transitam no epitélio
epididimario.

Funcbes do Epididimo - As quatro principais funcdes do epididimo sdo
transporte de espermatozoides, desenvolvimento da motilidade do espermatozoide,
capacitacdo dos espermatozoides e a criacdo de um ambiente luminal especializado no
processo de maturacdo, através das atividades de absorcdo e secrecdo do epitélio
epididimal. Uma vez liberado no lumen dos tdbulos seminiferos, os espermatozoides
sdo transportados através dos dutos eferentes e comecam a sua jornada no epididimo. O
tempo minimo necessario para a passagem dos espermatozoides atraves dos segmentos
do epididimo, calculado a partir da relacdo entre as reservas de espermatozoides do
epididimo e a producdo espermatica testicular (ORGEBIN-CRIST, 1962),
independentemente do tamanho do animal, da producdo de espermatozoides, ou das
reservas de espermatozoides do epididimo, é de aproximadamente 10 dias.

Espermatozoides entram no epididimo impulsionados pelo fluido testicular e
pela movimento dos cilios das células ciliadas nos dutos eferentes e o transporte é
efetuado contra um gradiente crescente de pressdo hidrostatica do testiculo para a cauda
do epididimo (JOHNSON & HOWARDS, 1975). Devido ao fato do epididimo estar
rodeado por uma camada de musculo liso de espessura crescente e possuir inervacao
adrenérgica da regido proximal até as regides mais distais (BAUMGARTEN et al.,
1971), o mecanismo responsavel por dirigir os conteddos através do lumen do
epididimo em repouso tem sido atribuido as contragGes ritmicas dessa musculatura que
circunda o tubulo epididimal (TALO et al., 1979; JAAKKOLA, 1983) e controlada por
atividade elétrica.

A contratilidade do tubulo epididimal € influenciada por diversos fatores
hormonais e neuronais. Os andrdgenos controlam a contratilidade do tabulo epididimal

para assegurar uma taxa Otima de transporte de espermatozoides (SUJARIT &
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PHOLPRAMOOL, 1985) enquanto que o0 estrogénio, por outro lado, acelera
drasticamente o transporte de espermatozoides em ratos (MEISTRICH et al., 1975).
Peptideos neuro-hipofisérios, tais como a oxitocina e vasopressina, mediados por
receptores presentes no epididimo (WHITTINGTON et al., 2001; FILIPPI et al., 2002;),
também aumentam a contratilidade do epididimo, tanto in vitro (HIB, 1974,
STUDDARD et al., 2002) e in vivo (MELIN, 1970; JAAKKOLA & TALO, 1981). Em
varias espécies, incluindo humanos (FILIPPI et al., 2002), isto resulta num aumento do
numero de espermatozoides ejaculados transportado através do epididimo (KNIGHT,
1974; KIHLSTROM e MELIN, 1963; NICHOLSON et al., 1999). O efeito da oxitocina
sobre a motilidade do epididimo é regulado por estrogénios, em parte por uma regulacao
positiva da expressédo proteica do gene do receptor de oxitocina (FILIPPI et al., 2002).
Isto pode explicar o transporte acelerado dos espermatozoides induzido por estrogénio
(MEISTRICH et al., 1975), e sugere uma interacao entre esteroides e horménios neuro-
hipofiséarios na regulacdo da contracdo do epididimo. A contracdo do tubulo epididimal
também ¢é influenciada por prostaglandinas (PGs) (HIB & OSCAR, 1978; COSENTINO
et al., 1984). A prostaglandiana F2 (PGF2) aumenta a frequéncia e amplitude das
contracdes no epididimo proximal in vitro, ao passo que a PGE2 diminui estas
contragBes (COSENTINO et al., 1984). Os niveis endogenos de PGs sdo consistentes
com a sua regulacdo da contratilidade basal do epididimo proximal (COSENTINO et
al., 1984). A remocdo cirurgica do ganglio mesentérico inferior, que fornece inervacgédo
simpatica para a cauda do epididimo, é suficiente para diminuir o transporte de
espermatozoides através do epididimo (RICKER & CHANG, 1996), confirmando a
regulacdo neuronal na contratilidade do epididimo e no transporte dos espermatozoides.

Maturacdo e capacitacdo - Nos vertebrados superiores, 0s espermatozoides
tornam-se funcionalmente maduros a medida que passam através do epididimo. Em
todas as espécies examinadas até agora, um gradiente de potencial de fertilizacdo de
espermatozoides é observado com a travessia do epididimo. Os primeiros estudos com
coelhos (NISHIKAWA & WAIDE, 1952; ORGEBIN-CRIST, 1967;), ratos (PAZ, et
al.,1978), e carneiros (FOURNIER-DELPECH et al., 1979; FOURNIER-DELPECH, et
al., 1981) mostraram que espermatozoides ganham a capacidade de fertilizar o ovécito,
somente apos o transito atraves do epididimo. Estudos indicam que h4 uma maturagéo
progressiva na capacidade de fertilizacdo de espermatozoides no epididimo. Estudos
comparando resultados da fertilizacdo de espermatozoides retirados do testiculo, do

epididimo e do ejaculado, resultaram em taxas de fertilizacdo significativamente
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menores com espermatozoides retirados do testiculo (53,4%) do epididimo (58,5%) ou
espermatozoides do ejaculado (64,8%) (VAN STEIRTEGHEM et al., 1998).

Além da capacidade de motilidade progressiva, 0s espermatozoides do
epididimo desenvolvem a capacidade de sofrer a reacao acrossémica como ja observado
em camundongos (LAKOSKI, 1988), macacos (YEUNG et al., 1996) e humanos
(YEUNG et al., 1997), reconhecer e se ligar a zona pelicida como em camundongos
(SALING, 1982), suinos (BURKIN & MILLER, 2000), e finalmente se fundir com a
membrana vitelinica.

Juntamente com estas alteracdes funcionais, os espermatozoides sofrem também
alteracOes estruturais durante o transito epididiméario: migracdo da gota citoplasmatica
ao longo do flagelo, modificacbes no acrossoma, mudancas na cromatina e algumas
organelas na cauda, e ainda mudancas na membrana plasmatica (BEDFORD, 1973;
BEDFORD, 2004). Coletivamente, estas alteracdes sustentam a maturacdo funcional e
subsequente armazenamento de espermatozoides no epididimo.

Enquanto algumas alteragbes maturacionais, como a motilidade, podem ser
intrinsecas ao espermatozoide e se desenvolvem ao longo do tempo, outras, como a
capacidade de interagir com o 6vulo, sdo dependentes do ambiente epididimal, pois
apos hipofisectomia ou castracdo, a maturacdo dos espermatozoides ocorreram apenas
quando androgénios foram administrados in vivo ou incluido no meio de cultura
(DYSON & ORGEBIN-CRIST, 1973; ORGEBIN-CRIST, 1973) comprovando que a
maturacdo € condicionada por androgénios testiculares no ambiente epididimal.

Em hamsters, ratos e humanos, cocultura de espermatozoides imaturos da cabeca
e corpo do epididimo com células da cauda ndo s6 aumentaram a sua motilidade
(ORGEBIN-CRIST, 1973; MOORE & HARTMAN, 1986;), como aumentaram também
a sua capacidade de se ligar a zona pelucida (ORGEBIN-CRIST, 1973) para fertilizar
(MOORE & HARTMAN, 1986; BONGSO & TROUNSON, 1996) e para suportar o
desenvolvimento de embrides (BONGSO & TROUNSON, 1996). Estas mudancas
maturacionais sdo promovidas por fatores androgénico-dependentes de células
principais do epididimo porque coculturas mantidas na auséncia de androgénios ndo
conseguem induzir a maturagdo (MOORE et al.,1992; BONGSO & TROUNSON,
1996;). A evidéncia esmagadora de todos estes estudos experimentais, tanto in vivo
como in vitro, é que a fase final do processo de maturacdo do espermatozoide, em todas

as espécies de mamiferos estudadas, incluindo humanos, depende do epididimo.
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O principal local de armazenamento de espermatozoides em mamiferos é a
cauda epididimaria. Os espermatozoides podem ser armazenados neste local, por
periodos que se estendem além de 30 dias (ORGEBIN-CRIST, 1975). Espermatozoides
de morcegos podem ser armazenados durante muitos meses e manterem a sua fungéo
(GOPALAKRISHNA & BHATIA, 1980). Com base em estudos em diversas espécies
de mamiferos, notou-se que 50 a 80% de espermatozoides presentes nas vias condutoras
foram encontrados na cauda epididimaria e que aproximadamente 50% desses
espermatozoides estavam disponiveis para a ejaculacdo (AMANN, 1981).

Muitas diferencas tém sido descritas na composicao luminal de ions, moléculas
organicas pequenas, proteinas e glicoproteinas entre a cauda e o resto do epididimo. As
condicOes especiais que permitem o armazenamento de espermatozoides em um estado
de repouso por longos periodos neste local ndo foram ainda elucidadas, embora as
alteracdes do pH (CARR, 1985) em vaérias espécies e apresenca de imobilina no rato e
hamster (USSELMAN & CONE, 1983; CARR, 1985) tém sido propostos como fatores
importantes.

Embora esteja claro que a funcdo principal dos segmentos distais do epididimo
seja armazenar espermatozoides maduros e vivos, outras funcdes tém sido atribuidas a
este local. Espermatozoides mortos ou de aparéncia anormal tém sido muitas vezes
vistos na cauda epididimaria (COOPER & HAMILTON, 1977; WEISSENBERG et al.,
1995). A capacidade de reconhecer esses espermatozoides e, em seguida, desenvolver
um mecanismo para neutralizd-los ou destrui-los, foi proposta recentemente
(WEISSENBERG et al., 1995).

Além de depender da presenca da circulagdo de andrégenos, o epididimo
também depende da presenca de fatores do fluido luminal originarios dos testiculos e do
préprio epididimo. Sem fatores do fluido luminal testicular, muitas células do segmento
inicial entram em apoptose em 24 horas (NICANDER et al., 1993; FAN & ROBAIRE,
1998; TURNER & RILEY, 1999;). Assim, foi postulado que um fator ou fatores
provenientes do testiculo sdo responsaveis por manter a integridade e sobrevivéncia das
células no segmento inicial e que a regulagdo parécrina pode ocorrer, ndo sO entre o

testiculo e epididimo, mas entre as regides do epididimo, incluindo os vasos deferentes.
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3. Objetivos

3.1  Objetivo Geral
No presente estudo pretendeu-se avaliar os efeitos cronicos de diferentes doses de
metais pesados (cddmio, chumbo e zinco) na morfometria nos diferentes segmentos
do epididimo.

3.2 Objetivos Especificos
3.2.1 Analisar o didmetro tubular (DT), diametro luminal (DL) e altura de epitélio
(EP) de cada segmento do epididimo sob o efeito das diferentes dosagens de
chumbo, cadmio e zinco.
3.2.2 Analisar a propor¢do volumétrica do epitélio (E), tecido conjuntivo (TC),
limen com espermatozoide (LCE), lumen sem espermatozoide (LSE), de cada
segmento do epididimo sob o efeito das diferentes dosagens de chumbo, cadmio e

zinco.
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ARTIGO
Efeitos do cadmio, chumbo e zinco em epididimo de ratos Wistar

1. Introducgéo

Uma das grandes preocupagdes ambientais esta relacionada aos residuos sélidos
gerados pela sociedade moderna e consumista. Com a intensificacdo do processo
industrial, aliada ao crescimento da populacdo e a consequente demanda por bens de
consumo, o homem tem produzido quantidades significativas destes residuos,
possibilitando o aparecimento de enfermidades relacionadas com os diversos metais
toxicos (LIU et al., 2008).
Desde a década de 1970, varios autores tém reafirmado uma possivel queda na
qualidade espermaética e, consequentemente, um aumento das taxas de infertilidade no
sexo masculino (NELSON & BUNGE, 1974; PASQUALOTTO et al., 2003). As causas
do aumento da infertilidade permanecem controversas (PASQUALOTTO et al., 2003),
sugerem que muitas substancias a que os homens estdo expostos, podem afetar sua
fertilidade (LERDA & REZZI, 1991; PETRELLI et al., 2000). Acredita-se que 0
desenvolvimento agricola no século XX esteja envolvido nesse processo, pois favoreceu
0 manuseio e exposicdo a varias substancias que sdo nocivas aos seres humanos,
algumas delas afetando o aparelho reprodutor, tais como herbicidas (COX, 1996;
COOPER & KAVLOCK, 1997; PASQUALOTTO et al., 2003). Consequentemente, ha
um crescente interesse no papel da exposicdo ocupacional e ambiental a poluentes
toxicos, como 0s metais pesados, pois se entende ser esta uma das causas de declinio da
concentracdo espermatica na populacdo humana (APOSTOLI & CATALANI, 2011).

Metais pesados sdo elementos de alta densidade, em comparacdo a outros
elementos comuns, apresentam densidade igual ou superior a 5 g/cm3, e nimero
atdbmico maior que 20 (SOARES, 2004). Uma vez absorvidos, interagem com as
proteinas sendo transportados pelo sangue até os tecidos onde podem ser estocados ou
biotransformados (LIU et al., 2008). A toxicidade causada por estes metais se deve a
ocorréncia de dois principais mecanismos de agdo: formagdo de complexos com 0s
grupos funcionais das enzimas, o que prejudica o perfeito funcionamento do organismo
e a combinagdo com as membranas celulares, o que perturba ou impede completamente
o transporte de substancias essenciais (GOLDHABER, 2003). Além disso, alguns
metais pesados sdo capazes de imitar 0s metais essenciais unindo-se a sitios fisioldgicos

que normalmente seriam ocupados por estes, 0 que pode contribuir para a
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bioacumulacdo de metais tdxicos no organismo (LIU et al., 2008). Os efeitos toxicos
exercidos por esses metais podem incluir a letalidade e efeitos subletais, como
alteracbes no crescimento, desenvolvimento, reproducdo, respostas farmacocinéticas,
patoldgicas, bioquimicas, fisiologicas e comportamentais (LIU et al., 2008; FLORA et
al., 2011).

O estudo da influéncia dos metais pesados no aparelho reprodutor de machos
tem focado principalmente nas gonadas, lugar de desenvolvimento e diferenciagéo das
células germinativas. Contudo, o espermatozoide ndo deixa o testiculo totalmente
maduro. Durante o transporte epididimario, os espermatozoides sdo submetidos ao
processo de maturacdo na cabeca do epididimo, o qual resulta na aquisicdo de
habilidades para se movimentar e fertilizar o ovocito (ROBAIRE et al., 2006). Durante
este processo 0 espermatozoide € submetido a modifica¢bes bioguimicas, morfoldgicas
e funcionais. Espermatozoides tornam-se maduros e com habilidade fecundante quando
alcancam a parte central do corpo ou a parte proximal da cauda do epididimo. Durante a
permanéncia no epididimo, os espermatozoides podem ser afetados por muitas
substancias nocivas, das quais, inclusive os metais pesados (ROBAIRE et al., 2006).

Sabendo-se que é crescente a contaminacdo ambiental por metais pesados, que
varios estudos ja comprovaram efeitos deletérios desses metais nos testiculos, que ha
propensdo dos epididimos aos efeitos acumulativos e toxicos dos metais pesados e
finalmente, que sdo poucos trabalhos que trazem resultados conclusivos sobre a acéo
destes metais na maturacdo e capacitacdo dos espermatozoides, surge a necessidade de
estudarmos o seu mecanismo de atuagdo, doses e efeitos na morfologia e fisiologia
destes 6rgdos. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos de diferentes doses
de cadmio (Cd), chumbo (Pb) e zinco (Zn) na morfometria do epididimo de ratos
Wistar.

2. Material e Métodos

Para a realizacdo deste experimento foram utilizados procedimentos
experimentais que seguiram estritamente as indicagdes das normas para o uso de
animais em ensino, pesquisa e extensdo da Comissdo de Etica em Pesquisa Animal da
Universidade Federal de Vigosa (CEUA; Protocolos: Zinco=001/11; Cadmio=30/2009;
Chumbo=69/2010). Os animais foram provenientes do Biotério Central do Centro de

Ciéncias Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa, pesados e mantidos
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em gaiolas individuais em condi¢cOes de temperatura média de 21°C e fotoperiodo de

12h de claro e 12h de escuro.

2.1 Experimento com o cadmio

Foram usados 30 Ratos Wistar (280 — 300g) em idade reprodutiva (90 dias)
distribuidos em 5 grupos experimentais (n=6 animais/ grupo). Animais do grupo
controle (GCd1) receberam solucédo salina, enquanto que os animais de GCd2, GCd3 e
GCd4 receberam, respectivamente, 1,1, 1,4 e 1,8 mg/kg de cloreto de cadmio (CdCly).
O cloreto de cadmio e a salina foram administrados intraperitonealmente (IP) em dose
Unica. Os animais de cada grupo foram eutanasiados no 56° dia.

2.2 Experimento com 0 zinco

Foram utilizados 28 ratos Wistar (280 — 300g) em idade reprodutiva (90 dias).
Os animais foram distribuidos em 4 grupos experimentais (n=7 animais/ grupo). O
zinco (ZnSO,. 7H,0) foi administrado aos grupos GZn2, GZn3 e GZn4 na agua de
beber uma vez ao dia nas concentracfes de 5, 10 e 20 mg/dia/Kg de peso corporal de
zinco, enquanto que os animais do GZn1 (controle) receberam apenas agua de beber. O

experimento teve a duracdo de 56 dias, quando os animais foram eutanasiados.

2.3 Experimento com o chumbo

Foram utilizados 25 ratos Wistar adultos (280 — 300g) em idade reprodutiva (90
dias). Estes animais foram distribuidos em 5 grupos experimentais de 5 animais cada: 0s
animais do grupo controle (GPbl) receberam &agua destilada e nos quatro grupos
tratados (GPb2, GPb3, GPb4 e GPb5), os animais receberam chumbo nas concentracfes
de 16, 32, 64, 128 mg/dia/ kg de peso corporal, respectivamente, na forma de acetato de
chumbo [(C;H30,)2Pb. 3H,0)] (Sigma-Aldrich). Os tratamentos foram administrados
uma vez ao dia, por gavagem, durante 30 dias consecutivos. Para impedir a precipitacao
do acetato de chumbo, foi adicionado 1 ml de HCI 5N para cada litro de agua destilada
(ALLOUCHE et al., 2009).

2.4 Processamentos histoldgicos do epididimo
Ao término de cada periodo experimental, os animais foram eutanasiados através

de inalacdo de CO,. Em seguida, foi removido o aparelho reprodutor masculino e
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separado os epididimos. Os epididimos foram fixados em solucdo de Karnovsky
(KARNOVSKY, 1965) por 24 horas.

Nas trés coletas o epididimo direito de cada animal foi dividido em segmento
inicial, cabeca e cauda, apds o periodo de fixacdo. Os fragmentos de cada segmento
foram destinados ao estudo em microscopia de luz, sendo desidratados por imersao em
concentragdes crescentes de etanol (70%, 80%, 90% e absoluto), permanecendo por um
periodo de 30 minutos em cada solucdo. A seguir, foram feitas pré-inclusdo e inclusdo
em hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica).

Utilizando-se micrétomo rotativo (Reichert-Jung) e navalha de vidro, foram
feitos cortes histoldgicos de 3um de espessura. As preparaces foram coradas com azul
de toluidina-borato de sodio 1% e montadas com Entellan® (Merck). Imagens (100X)
do parénquima epididimario foram obtidas em microscopio Olympus BX-40 e

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

2.5 Morfometria do epididimo

Foram realizadas as seguintes analises em todos os epididimos coletados:
diametro tubular (DT), didametro luminal (DL) e altura de epitélio (EP), excluindo
estereocilios. A analise dos didametros tubulares, luminal e a alturas de epitélio foram
realizadas em 20 tubulos epididimarios, em cortes transversais, para cada segmento de
cada animal. As seccBes escolhidas foram as mais circulares possiveis. O diametro
luminal (DT) foi tomado como a média entre as medidas de duas bordas
perpendiculares, enquanto que o diametro luminal (DL) como a média entre as medidas
de duas regides basais perpendiculares entre si. A altura do epitélio (EP) foi tomada

como a diferenca das médias do didmetro tubular e o didametro luminal.

2.6 Proporc@es volumétricas no epididimo

A proporcdo volumétrica do epitélio (E), tecido conjuntivo (TC), limen com
espermatozoide (Les) e lumen sem espermatozoide (Lss) dos segmentos inicial, cabeca
e cauda foram realizadas usando um sistema de grade contando 266 pontos por campo,
sendo 10 campos por segmento de cada animal. O percentual relativo (%) foi calculado
apos a contagem dos pontos que coincidiram com cada um dos compartimentos dos

tecidos.
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2.7 Analise Estatistica
Anadlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Student Newman-Keuls foi
usada para comparar médias e desvio-padrdo entre as dosagens de cada grupo

experimental (p<0,05).

3. Resultados
3.1 Cadmio

Nas tabelas 1, 2 e 3 encontram-se os resultados da a¢do do cadmio no epididimo.
No segmento inicial, os animais que receberam maior dose de cadmio apresentaram
aumento na proporcao de limen sem espermatozdides (Tabela 1).

Houve aumento da altura do epitélio na cabeca do epididimo dos animais
tratados com cadmio em relacdo aos animais controle (Tabela 2). Observou-se, ainda na
regido da cabeca, a reducdo da propor¢do de epitélio nos animais dos grupos 2 e 3 e a
reducdo da propor¢do de limen com espermatozoides no grupo 4. Por outro lado, nos
animais dos grupos 3 e 4 foi registrada menor quantidade de Idmen sem
espermatozoides.

Na cauda do epididimo (Tabela 3) observou-se aumento significativo dos
diametros tubular e luminal nos animais dos grupos 2 e 3. Por outro lado, animais do
grupo 3 apresentaram reducdo na proporc¢do de epitélio, enquanto animais do grupo 4
mostraram aumento na proporc¢do de limen sem espermatozoides.

Tabela 1 — Parametros morfométricos do segmento inicial epididimario de ratos Wistar
tratados com diferentes concentracbes de cloreto de cadmio administradas

intraperitonealmente em dose Unica.

GCd1 GCd2 GCd3 GCd4
EP(um) 59,74+ 1,48  84,83+25,63° 75,58+21,83° 69,04+26,02°
DL(um) 101,8+2,66°  111,81+15,72° 97,72+32,51° 112,62+49,33"
DT(um) 161,48 +4,1®°  189,51+40,75° 160,46+64,04° 181,67+67,91°
E% 38,47 +2,64°  39,49+40,75° 30,86+4,24° 34,26+9,13"
LcE% 19,15 +2,56° 19,68+8,55 10,94+7,48° 13,27+9,86°
LSE% 5,49+1,32° 5,01+2,76° 11,52+7,55%® 14,03+8,73"
Tc% 36,87 £1,44° 35,86+4,26" 46,66x10,65° 38,42+11,05°

Média+DP; *"Letras diferentes na mesma linha séo diferentes entre si (p<0,05). EP=altura de
epitélio; DL=diametro luminal; DT=didmetro tubular; E=epitélio; Tc=tecido conjuntivo;
LcE=lumen com espermatozoide; LsE=lumen sem espermatozoide. GCdl=controle;
GCd2=CdCl, 1,1mg/Kg de peso corporal. GCd3=CdCl, 1,4mg/Kg de peso corporal;
GCd4=CdCl;, 1,8 mg/Kg de peso corporal.
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Tabela 2 - Pardmetros morfometricos da cabeca do epididimo de ratos Wistar tratados
com diferentes concentragdes de cloreto de cadmio administradas intraperitonealmente

em dose Unica.

GCd1 GCd2 GCd3 GCd4
EP pm) 47,86 +1,52° 66,01+5,56" 61,68+4,54" 61,29+17,65"
DL(um) 237,62 #17,50* 329,04+21,96°  291,24+79,06° 236,32+115,61°
DT um) 290,72 +#19,10° 395,06+18,99°  352,92+76,55" 297,62+106,98

E% 28,62 +1,81° 22,3442 85" 21,23+2,83" 27,01+7,32°
LcE% 44,99 +3,62° 48,58+6,33° 33,43+19,25® 20,81+17,6°
LsE% 5,80 +1,56 14,04+3,64%° 19,02+5,02" 24,20+15,66"
Tc% 20,57 +1,96° 15,01+2,11° 26,30+13,39° 27,96+18,45°

Média+DP; *"Letras diferentes na mesma linha séo diferentes entre si (p<0,05). EP=altura de
epitélio; DL=didmetro luminal; DT=didmetro tubular; E=epitélio; Tc=tecido conjuntivo;
LcE=limen com espermatozoide; LsE=lumen sem espermatozoide. GCdl=controle;
GCd2=CdCl, 1,1mg/Kg de peso corporal. GCd3=CdCl, 1,4mg/Kg de peso corporal;
GCd4=CdCl, 1,8 mg/Kg de peso corporal.

Tabela 3 - Parametros morfométricos da cauda do epididimo de ratos Wistar tratados
com diferentes concentragdes de cloreto de cadmio administradas intraperitonealmente

em dose Unica

GCd1 GCd2 GCd3 GCd4

EP (um) 49,94+187°  55,28+10,02° 50,84+5,39° 46,89+13,34°
DL(um) 242,73 +25,60° 367,25+38,52°  367,78+77,71° 337,47+110,42%®
DT pum) 309,55 +12,41*  42253+31,09°  418,62+73,84" 384,37+89,29%

E% 24,31 +4,41° 20,01+4,07* 16,48+2,29" 19,36+4,30®

LcE% 50,17 +6,02° 58,49+5,52° 44,83+26,23° 42,78+24,59°

LsE% 3,16 £2,07° 3,44+3,22° 9,3046,92% 13,08+9,19"

Tc% 22,34 +5,09° 18,04+4,76° 29,37+16,22° 24,76+13,29°

Média+DP. *"Letras diferentes na mesma linha séo diferentes entre si (p<0,05). EP=altura de
epitélio; DL=diametro luminal; DT=didmetro tubular; E=epitélio; Tc=tecido conjuntivo;
LcE=lumen com espermatozoide; LsE=limen sem espermatozoide. GCdl=controle;
GCd2=CdCl, 1,1mg/Kg de peso corporal. GCd3=CdCl, 1,4mg/Kg de peso corporal;
GCd4=CdCl;, 1,8 mg/Kg de peso corporal.

3.2 Chumbo
Os parametros morfometricos epididimarios do segmento inicial, cabeca e cauda
do epididimo de animais tratados com acetato de chumbo encontram-se nas Tabelas 4, 5

e 6, respectivamente.
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No segmento inicial ndo foram observadas alteracdes significativas quanto aos

parametros avaliados (Tabela 4).
Houve reducdo da altura do epitélio da cabeca do epididimo nos animais do

grupo 5, em relacdo aos animais controle (Tabela 5). Observou-se ainda, na regido da
cabeca, a reducdo significativa da proporcédo do epitélio nos grupos 3, 4 e 5.
Na cauda observou-se em todos os tratamentos (G2, G3, G4 e G5) a redugéo

significativa no diametro do tubulo e didametro luminal (Tabela 6).

Tabela 4- Parametros morfométricos do segmento inicial do epididimo de ratos Wistar

tratados com diferentes concentragdes de acetato de chumbo diariamente.
GPb1 GPb2 GPb3 GPb4 GPb5
EP um) 4250 + 9.45° 35,42 +5,11° 33,33 +£7,94° 35.81 + 2.95° 35,77 +£ 9,96
DL(um) 128,34 +19,01*° 123,55+ 30,18* 128,50 + 35,05 126,26 + 6,46 121,72+9,72°
DT um) 200,44 + 15,68° 189,49 + 20,60° 193,80 +53,04* 189,63 +2,91° 174,71 + 41,05°
E% 44,77+7,52° 38,49+5,44° 39,55+0,95% 37,03+2,43% 39,98+4,39°
LcE% 14,59+7,52° 22,10+9,33° 25,08+4,47° 22,38+5,27° 17,48+3,02°
LSE% 6,80+4,91° 5,20+2,76° 3,24+0,65°% 4,42+1,94° 6,69+2,14°
Tc% 33,82+7,05% 34,19+7,21° 32,12+4,20° 36,16+3,86% 35,84+6,09%

Média+DP. *°Letras diferentes na mesma linha séo diferentes entre si (p<0,05). EP=altura de
epitélio; DL=diametro luminal; DT=didmetro tubular; E=epitélio; Tc=tecido conjuntivo;
LcE=lumen com espermatozoide; LsE=lUmen sem espermatozoide. GPbl=saling;
GPb2=acetato de chumbo 16mg/Kg de peso corporal. GPb3=acetato de chumbo 32mg/Kg de
peso corporal; GPb4=acetato de chumbo 64mg/Kg de peso corporal; GPb5=acetato de chumbo

128mg/Kg de peso corporal.

Tabela 5 - Pardmetros morfométricos da cabeca do epididimo de ratos Wistar com

diferentes concentracdes de acetato de chumbo diariamente.
GPb1 GPb2 GPb3 GPb4 GPb5

EP(um) 30,50+2,51°  29,86+0,77°  28,76+1,84%  28,52+0,99°  26,85+1,82"
DL(um) 361,62+439,77° 353,09+23,26° 335,60+25,28° 339,17+39,23* 354,49+52,04°
DT um) 392,12+37,40*° 382,95+23,20° 364,37+25,65° 367,70+38,74° 381,35+52,27°
E% 30,01+3,51° 30,85+2,3 26,45+1,25"  2505+2,93°  25,13+2,16b°
LcE% 46,49+5,13% 41,57+14,64° 49,42+3,66° 51,49+10,10° 54,78+4,75%

LsE% 6,99+2,48° 5,03+3,01° 4,57+3,54° 9,38+5,24° 2,67+1,29°
Tc% 16,49+2,9° 22,53+13,20° 19,54+4,89° 16,97+3,82° 17,40+3,08°

Média+DP. *"Letras diferentes na mesma linha sdo diferentes entre si (p<0,05). EP=altura de
epitélio; DL=diametro luminal; DT=diametro tubular; E=epitélio; Tc=tecido conjuntivo;
LcE=limen com espermatozoide; LSE=lUmen sem espermatozoide. GPbl=salina;
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GPb2=acetato de chumbo 16mg/Kg de peso corporal. GPb3=acetato de chumbo 32mg/Kg de
peso corporal; GPb4=acetato de chumbo 64mg/Kg de peso corporal; GPb5=acetato de chumbo
128mg/Kg de peso corporal.

Tabela 6- Parametros morfométricos da cauda do epididimo de ratos Wistar com

diferentes concentracdes de acetato de chumbo diariamente.
GPb1 GPb2 GPb3 GPb4 GPb5

EPpum)  20,53+3,02° 19,36+3,9° 20,44+3,66° 19,45+2,95° 17,35+1,63°
DL(um) 522,70+10,31° 452,24+53,82" 454,47+67,24° 437,07+453,81° 441,69+37,12"
DT um) 543,23+12,90° 471,61+50,50° 474,91+64,03" 456,52+50,94" 459,05+35,83"

E% 11,31+1,47° 13,97+3,42° 16,22+6,15° 15,36+4,69° 16,84+6,07°
LcE%  61,84+327°  57,33+511*  57,89+7,00°  58,15+4,02*  59,00+4,82°
LsE%  7,70+4,08° 4,84+2,70° 3,81+1,16° 5,08+2,5° 7,02+3,12°
Tc%  19,13+6,91*°  23,84+3,60° 22,0645,7° 20,49+6,37° 17,13+3,21°

Média+DP. *°Letras diferentes na mesma linha séo diferentes entre si (p<0,05). EP=altura de
epitélio; DL=didmetro luminal; DT=didmetro tubular; E=epitélio; Tc=tecido conjuntivo;
LcE=limen com espermatozoide; LsSE=lUmen sem espermatozoide. GPbl=salina;
GPb2=acetato de chumbo 16mg/Kg de peso corporal. GPb3=acetato de chumbo 32mg/Kg de
peso corporal; GPb4=acetato de chumbo 64mg/Kg de peso corporal; GPb5=acetato de chumbo
128mg/Kg de peso corporal.

3.3 Zinco

Os resultados da morfometria e das proporc6es dos constituintes epididimarios
do segmento inicial, cabeca e cauda de animais tratados com sulfato de zinco podem ser
vistos nas Tabelas 7, 8 e 9.

Dos parametros morfométricos epididimario avaliados no segmento inicial
(Tabela 7), apenas a altura do epitélio nos animais do grupo 4 reduziu
significativamente em relacdo ao controle.

Na cabeca do epididimo observou-se, no grupo 3, reducao significativa na altura
do epitélio em relacdo ao controle. A proporcéao de epitélio dos grupos 3 e 4 também
sofreu reducéo significativa em relagdo ao controle. Houve aumento na propor¢éo de
tecido conjuntivo nos trés grupos tratados (Tabela 8).

Na cauda do epididimo, apenas os animais do grupo 2 apresentaram alteracdes
significativas com a reducéo da altura do epitélio e dos diametros tubular e luminal se

comparados ao grupo controle (Tabela 9).
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Tabela 7 - Parametros morfométricos do segmento inicial do epididimo ratos Wistar

com diferentes concentracGes de sulfato de zinco diariamente.

GZnl GZn2 GZn3 GZn4
EP (um) 37,69+2,80° 35,9+4,65% 35,42+2,16% 32,66+1,10°
DL (um) 158,09+7,98° 182,33+28,90° 173,10+24,24° 165,75+24,67°
DT (um) 195,79+8,76° 218,24+27,29° 208,52+22,23° 198,42+24,88°

E% 42,17+3,56° 42,19+8,44° 39,34+25,0° 41,85+1,03°
LcE% 19,48+3,72° 22,91+13,96° 20,69+2,28° 24,07+1,86°
LsE% 7,64+3,08° 9,02+3,49° 8,72+1,79° 7,92+2,32°

Tc% 30,69+6,61° 25,87+5,95° 31,23+1,86° 26,1442 29°

Média+DP. *°Letras diferentes na mesma linha séo diferentes entre si (p<0,05). EP=altura de
epitélio; DL=didmetro luminal; DT=didmetro tubular; E=epitélio; Tc=tecido conjuntivo;
LcE=lumen com espermatozoide; LsE=limen sem espermatozoide. GZnl=controle;

GZn2=sulfato de zinco 5mg/Kg de peso corporal. GZn3=sulfato de zinco 10mg/Kg de peso
corporal; GZn4=sulfato de zinco 20mg/Kg de peso corporal.

Tabela 8 - Pardmetros morfométricos da cabeca do epididimo ratos Wistar com
diferentes concentracgdes de sulfato de zinco diariamente.

GZn1 GZn2 GZn3 GZn4
EP (um) 32,18+2,68° 30,16+1,85° 25,81+23,11° 30,84+4,07°
DL (um) 316,90+34,85" 293,16+30,24° 319,98+17,16° 278,31+49,05%
DT (um) 349,089+35,66 323,32+30,73° 345,80+19,11° 309,16+47,34°

E% 30,60+0,39° 29,33+3,13% 26,77+3,13" 26,83+2,76"
LcE% 46,71+3,92° 42,32+8,44° 46,48+4,42° 42,08+7,11°
LSE% 14,56+3,11° 14,79+5,36° 14,62+3,9° 17,61+4,28°
Tc% 8,11+2,76° 13,55+2,99" 12,10+1,98° 13,454 45"

Média+DP. *"Letras diferentes na mesma linha sdo diferentes entre si (p<0,05). EP=altura de
epitélio; DL=didmetro luminal; DT=didmetro tubular; E=epitélio; Tc=tecido conjuntivo;
LcE=limen com espermatozoide; LsE=Iimen sem espermatozoide. GZnl=controle;

GZn2=sulfato de zinco 5mg/Kg de peso corporal; . GZn3=sulfato de zinco 10mg/Kg de peso
corporal; GZn4=sulfato de zinco 20mg/Kg de peso corporal.
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Tabela 9- Parametros morfométricos da cauda do epididimo ratos Wistar com diferentes

concentragdes de sulfato de zinco diariamente.

GZnl GZn2 GZn3 GZn4
EP (um) 27,21+2,21° 24,01+1,50° 25,24+2 22% 25,70+2,45%®
DL(um) 311,61+35,37° 379,21+30,32° 351,90+78,16% 306,32+17,92°
DT (um)  338,83+33,63° 403,23+29,12° 377,14+76,64% 332,02+19,01°

E% 25,79+2,75° 23,24+5,09° 22,73+3,49° 22,40+2,97°
LcE% 62,75+4,88° 65,32+4,46° 65,06+2,20° 65,50+2,79°
LsE% 1,39+0,70° 1,22+0,18° 1,35+0,33° 1,14+0,93*

Tc% 10,07+3,70° 10,22+1,18 10,86+2,33 10,96+0,93

Média+DP. *°Letras diferentes na mesma linha séo diferentes entre si (p<0,05). EP=altura de
epitélio; DL=didmetro luminal; DT=didmetro tubular; E=epitélio; Tc=tecido conjuntivo;
LcE=lumen com espermatozoide; LsE=limen sem espermatozoide. GZnl=controle;
GZn2=sulfato de zinco 5mg/Kg de peso corporal ;. GZn3=sulfato de zinco 10mg/Kg de peso
corporal; GZn4=sulfato de zinco 20mg/Kg de peso corporal.

4. Discusséo

Os resultados obtidos mostraram que os trés metais avaliados provocaram
alteracdes morfomeétricas no segmento inicial, cabeca e cauda do epididimo. A cauda foi
a regido que mais sofreu alteracbes em parametros morfométricos, como diametro
tubular, didmetro Iluminal, altura de epitélio e percentual de Iimen sem
espermatozoides. De acordo com CYR et al. (2001), pesquisando a expressdo das
metalotioneinas no epididimo, a maior susceptibilidade da regido da cauda a danos por
metais se deve a grande expressdao da metalotioneina do tipo Il. Esta proteina esta
presente na membrana do aparelho de Golgi e estd envolvida na minimizacdo dos
efeitos tdxicos dos metais no organismo, ao se ligar a eles através dos grupos tiois dos
residuos de cisteina que compdem sua molécula (WONG et al., 2010). Essa proteina
também é expressa nas regifes da cabeca e do segmento inicial, porém em menor
quantidade (CYR et al., 2001). Dessa maneira, exposi¢do prolongada a grande
quantidade de metais podem ultrapassar a capacidade de ligacdo das metalotioneinas,
causando assim lesdes celulares até degeneracdo tecidual (WONG et al., 2010).

Com relacdo ao cadmio, observou-se que os didmetros tubular e luminal na
regido da cauda aumentaram significativamente quando administrado 1,1 e 1,4mg/Kg de
peso corporal do sal, em relacdo ao controle. Este resultado se deve provavelmente a
desestabilizacdo das membranas das células principais do epitélio, gerando reducéo da

atividade celular e incapacidade de reabsor¢édo do fluido luminal, o que pode ter causado
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a reducdo do percentual de epitélio e 0 aumento dos referidos diametros. Sabe-se que a
regido da cauda apresenta grande quantidade de aquaporinas do tipo 9, responsaveis
pela reabsorgdo de agua necessaria para aumentar a concentracdo de espermatozoides
no lumen (HERMO & SMITH, 2011). ILKES et al. (2004) descreveram que uma das
acOes toxicas do cadmio é o aumento dos radicais livres, que geram danos oxidativos
em DNA, lipidios de membranas e proteinas, 0 que, por sua vez, pode causar
desestabilizacdo na integridade das membranas celulares provocando disfunc¢des destas
celulas.

O maior percentual de lumen sem espermatozoides nas trés regides dos
epididimos dos animais tratados com cadmio, na maior dosagem, pode ser justificado a
partir dos resultados obtidos na analise testicular feita por CUPERTINO (2012), nos
mesmos  animais  experimentais. Neste estudo, observaram-se alteracfes
histopatoldgicas severas, como descamacdo e necrose do epitélio germinativo, que
prejudicaram a producéo espermatica. PARIZEK (1957) observou que a administracéo
subcutanea de cloreto de cadmio em ratos machos levou a destruicdo do epitélio
seminifero e do tecido intersticial. Como a presenca de espermatozoides no epididimo é
totalmente dependente da producdo espermatica no testiculo, houve reducdo
significativa da quantidade de espermatozoides no limen de todo o duto epididimario.

Em relacdo ao chumbo, animais tratados apresentaram reducdo nos didmetros,
tubular e luminal, da cauda e reducdo da altura do epitélio nas regides da cabeca e
cauda, em relacdo ao controle. COSTA (2013), analisando testiculos dos animais
tratados com chumbo e usados no presente experimento, observou redugédo na producgéo
de testosterona, na altura e no percentual de epitélio seminifero, aumento no percentual
de lIimen tubular e no diametro tubular, reducdo na populacéo de células germinativas,
bem como reducdo na producdo espermatica diaria por testiculo e por grama de
testiculo. Sabe-se que o peso do epididimo e os diametros do seu duto sdo regulados
pela manutencdo da producdo de testosterona e pela presenca de espermatozoides no
limen (ROBAIRE et al.,, 1998). Portanto, as alteragfes testiculares justificam os
achados epididimarios nestes animais.

Para o zinco, os resultados morfométricos no presente trabalho, como reducao da
altura do epitélio no segmento inicial em animais tratados com 20mg/Kg de peso
corporal de sulfato de zinco, na regido da cabeca dos animais tratados com 10mg/Kg de
peso corporal, e na cauda, nos animais tratados 5mg/Kg de peso corporal do sal, assim

como a reducdo dos didmetros tubular e luminal nos animais tratados 20mg/kg de peso
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corporal, sdo controversos ao considerar seu papel importante para a funcgédo
epididimaria. O zinco é um elemento essencial para a fertilidade de machos de
mamiferos (MERRELLS et al., 2009), com participacdo ativa na sintese do DNA, no
metabolismo dos &cidos nucléicos e de proteinas. MAFRA et al. (2004) e SENA &
PEDROSA (2005) citam que células em rapido processo de divisdo, crescimento ou
sintese sdo particularmente afetadas pela deficiéncia deste elemento. Em humanos, o
zinco é necessario para a formacao e maturacdo de espermatozoides, na ovulacéo e para
a fertilizacdo. Sabe-se que o zinco, em baixas concentracdes, participa do processo da
espermatogénese, ao ser incorporado no flagelo das espermatides alongadas, se
mantendo neste local também nos espermatozoides. No entanto, quando em altas
concentragdes, ele inibe a multiplicagdo de células germinativas e causa fragmentacdo
da membrana celular e nuclear (FRANCA et al., 2005).

SILVA (2011), avaliando os testiculos dos animais tratados com zinco nas
mesmas condi¢fes do presente trabalho, ndo observou alteragcbes nos parametros
morfométricos gonadais, 0 que corrobora para a auséncia de alteracfes na maior parte

dos parametros epididimarios analisados.

5. Conclusoes

A regido da cauda foi mais susceptivel aos metais administrados, seguido da
regido da cabeca e do segmento inicial.

O cédmio foi o metal que causou mais alteracdes no epididimo o que refletiu
negativamente na morfometria epididimaria.

O chumbo atingiu principalmente a cauda, reduzindo altura epitelial e seus
didmetros, causando também diminuicdo da altura e proporcao do epitélio na regido da
cabeca.

O zinco ndo alterou a maioria dos parametros morfométricos avaliados,
causando pequenas alteracfes na altura do epitélio das regiGes analisadas, bem como

reducdo nos didmetros na regido da cauda.
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