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RESUMO

LOZI, Amanda Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2019.
Toxicidade comparada dos metais pesados, arsénio, cidmio, chumbo, cromo e
niquel, sobre pariametros reprodutivos de camundongos machos adultos apés
exposicao aguda. Orientador: Sérgio Luis Pinto da Matta. Coorientadores: Fabiana
Cristina Silveira Alves de Melo, Fernanda Carolina Ribeiro Dias e Juraci Alves de
Oliveira.

Nas ultimas décadas a exposi¢ao dos seres vivos a toxicos ambientais, como 0s metais
pesados, vem se tornando uma pratica comum. Metais como o arsénio, ciddmio,
chumbo, cromo VI e niquel s@o elementos quimicos instdveis que podem causar efeitos
adversos ao organismo. Nos testiculos a exposi¢do a esses metais pode causar redugdo
do peso testicular, estresse oxidativo, alteragdes histolégicas e hormonais, degeneragcao
dos tibulos seminiferos, apoptose e necrose testicular, além de desencadear perda da
motilidade, viabilidade e morfologia espermatica. Este estudo teve como objetivo
avaliar a acdo dos metais pesados arsenato, arsenito, ciddmio, chumbo, cromo e niquel
sobre pardmetros reprodutivos masculinos a fim de estabelecer uma ordem de
toxicidade. Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 7 grupos experimentais
(n=10 animais/grupo), pesados e mantidos em gaiolas coletivas. Assim, o grupo 1
recebeu 0,7mL de solucdo salina 0,9% (controle), o grupo 2 recebeu arsenato, o grupo 3
arsenito, o grupo 4 cadmio, o grupo 5 chumbo, o grupo 6 cromo VI e o grupo 7 niquel,
todos na dose de 1,5 mg/Kg de peso corporal Os metais foram administrados por via
intraperitoneal (IP), em dose Unica e os animais foram eutanasiados sete dias apds a
aplicacdo. Os animais tratados com niquel apresentaram maiores danos toxicoldgicos
como histopatologias, dano celular inicial no tdbulo seminifero e alteracdes
espermaticas. O Cadmio induziu patologias leves, gerando dano inicial e morte celular
no tdbulo, além de alteracdes morfolégicas € menor concentracdo de espermatozoides
integros. O Cromo VI causou aumento da testosterona plasmadtica, reducdo da
morfologia espermdtica normal e diminui¢cdo de espermatozoides com membrana
integra, associado ao aumento de espermatozoides lesados. Os animais tratados com
chumbo também apresentaram patologias leves e alteracdes nas células ja diferenciadas
ou em final de diferenciacdo. Adicionalmente, o arsenito também induziu redu¢do no
nimero de espermadtides e de espermatozoides, alteragdes nas células de Leydig e
diminui¢do na integridade de membrana espermatica com maior intensidade que o
arsenato, sendo assim considerado mais toxico. As alteragdes funcionais, celulares e
histolégicas encontradas neste estudo, podem ser uma resposta inicial ao estresse

oxidativo induzido pela intoxicag@o por metais pesados.
vi



ABSTRACT

LOZI, Amanda Alves, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2019.
Comparative toxicity of heavy metals, arsenic, cadmium, lead, chromium and
nickel, on reproductive parameters of adult male mice after acute exposure.
Advisor: Sérgio Luis Pinto da Matta. Co-advisors: Fabiana Cristina Silveira Alves de
Melo, Fernanda Carolina Ribeiro Dias, and Juraci Alves de Oliveira.

In recent decades the exposure of living beings to environmental toxins, such as heavy
metals, has become a common practice. Metals such as arsenic, cadmium, lead,
chromium VI, and nickel are unstable chemicals that can cause adverse effects to the
body. In the testis, the exposure to these metals can cause testicular weight reduction,
oxidative stress, histological and hormonal changes, degeneration of seminiferous
tubules, testicular apoptosis and necrosis, in addition to triggering loss of muotility,
viability and sperm morphology. This study aimed to evaluate the action of heavy
metals arsenate, arsenite, cadmium, lead, chromium, and nickel on the male
reproductive parameters for the purpose of establish an order of toxicity. The animals
were randomly divided into 7 experimental groups (n = 10 animals/group), weighed and
kept in collective cages. Group 1 received 0.7 ml of 0.9% saline solution (control),
group 2 received arsenate, group 3 arsenite, group 4 cadmium, group 5 lead, group 6
chromium VI, and Group 7 nickel, all at the dose of 1.5 mg/Kg of body weight. The
metals were administered intraperitoneally (i.p.), single dose, and the animals were
euthanized seven days after application. Animals treated with nickel presented greater
toxicological damages such as pathologies, initial cell damage in the seminiferous
tubule and sperm changes. Cadmium induced pathologies, generating initial damage
and cell death in the tubule, in addition to morphological changes and lower
concentration of intact sperm. Chromium VI caused an increase in plasma testosterone,
reduction in normal sperm morphology, and reduction of sperm with intact membrane,
associated with an increase in damaged sperm. Animals treated with lead also showed
slight pathologies and alterations in differentiated cells or at the end of differentiation.
Additionally, arsenite also induced reduction in the number of spermatids and sperm,
changes in Leydig cells and decrease in sperm membrane integrity with a higher
intensity than arsenate, and it was considered more toxic. The functional, cellular and
histological changes found in this study may be an initial response to oxidative stress

induced by heavy metal poisoning.
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1. INTRODUCAO GERAL

Nas ultimas décadas a exposicdo dos seres vivos a téxicos ambientais, como 0s
metais pesados, vem se tornando uma pratica comum. Esse fato tem gerado uma série
de estudos com o objetivo de identificar o surgimento de problemas resultantes dessa
exposicdo (Travifio ef al., 2017). Os metais pesados sdo elementos quimicos estdveis
que, em contato com seres vivos, podem causar efeitos adversos ao organismo. Sao
naturalmente encontrados em pequenas concentragdes no meio ambiente e sua
disponibilidade pode ser elevada por fontes antropogénicas (Lars, 2003; Angelis et al.,
2017). Em concentracdes moderadas certos metais sdo essenciais para a manutencao das
funcdes fisioldgicas do organismo. No entanto, metais ndo essenciais, geralmente
conhecidos como metais pesados, ndo possuem papel bioldgico estabelecido e, portanto,
sdo toxicos (Goldhaber, 2003; Jang e Hoffman, 2011).

O sistema reprodutor masculino € responsadvel pela continua produgdo, nutricao
e armazenamento dos espermatozoides por meio de um processo denominado
espermatogénese, além de ser responsavel também pela sintese e secre¢do de
andrégenos (Russell et al., 1990; Kierszenbaum, 2008). A eficiéncia desse processo
depende da perfeita interacdo entre as células germinativas e os componentes somaticos
do testiculo (Skinner, 1991; Franca e Russell, 1998; Skinner e Griswold, 2005). Ha
estudos relatando a acdo de metais pesados no sistema reprodutor masculino, os quais
atuam prejudicando seu funcionamento tendo como consequéncia a reducdo na
capacidade reprodutiva (Traviio et al., 2017).

Os efeitos deletérios causados a satde reprodutiva apds exposicao a esses metais
pesados podem levar a reducdo do peso testicular e das glandulas acessorias, alteracoes
histolégicas e hormonais no sistema reprodutor, degeneracdo nos tubulos seminiferos,
apoptose e necrose testicular (Lymberopoulos et al., 2003; Ait Hamadouche et al.,
2009; Elgawish e Abdelrazek, 2014; Cupertino et al., 2017B; Mouro et al., 2017). A
exposicao aos metais também pode induzir estresse oxidativo testicular, desencadeando
alteracoes como perda da motilidade e comprometimento das organelas dos
espermatozoides causando infertilidade (Reddy et al., 2011; Fallahi et al., 2015).

A reproducgdo € um fator chave para a perpetuacdo e manuteng¢do de uma espécie
no ambiente (Sengupta et al., 2017). Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a
acdo dos metais pesados arsenato, arsenito, cddmio, chumbo, cromo VI e niquel nos
testiculos de camundongos Swiss adultos, através de andlises biométricas,

morfométricas, estereoldgicas, espermdticas, patologicas e de estresse oxidativo



testicular, comparando a toxicidade entre estes metais, a fim de estabelecer uma ordem

toxicoldgica.

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar a acdo dos metais pesados arsenato, arsenito, cddmio, chumbo, cromo e

niquel sobre os parametros reprodutivos masculinos a fim de estabelecer uma ordem de

toxicidade desses metais e determinar a taxa de retencao desses metais no organismo.

3. OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.1

Testiculo

Obter os valores biométricos corporais € dos orgaos reprodutores;

Calcular os indices gonadossomatico (IGS), parenquimossomdtico (IPS),
tubulossomético (ITS), epiteliossomético (IES) e Leydigossomaético (ILS);

Mensurar o didmetro dos tibulos seminiferos e a altura do epitélio seminifero;

Calcular o comprimento total dos tibulos seminiferos por testiculo e por grama
de testiculo;

Obter a propor¢do volumétrica e volume dos componentes tubulares e
intertubulares;

Calcular a area tubular, luminal e do epitélio seminifero;

Calcular o didmetro, volume nuclear e nimero de células de Leydig por testiculo
e por grama de testiculo;

Realizar a contagem da populacdo celular de tibulos no estddio I do ciclo do
epitélio seminifero e obter as razdes entre os tipos celulares;

Calcular o numero de células de Sertoli por testiculo e por grama de testiculo,
bem como a capacidade total de suporte dessas células;

Calcular o rendimento geral da espermatogénese;

Realizar avaliacdo histopatoldgica do testiculo;

Avaliar a viabilidade celular;

Determinar a concentragdo de cada metal no testiculo;

Avaliar a motilidade e morfologia espermatica;

Avaliar a integridade estrutural das membranas espermaticas;

Calcular a produgdo didria de espermatozoides, niimero de espermatozoides e

tempo de transito epididimério.



3.2 Estresse oxidativo (Testiculo)
®» Determinar a atividade das enzimas antioxidantes: catalase (CAT), superéxido
dismutase (SOD) e glutationa S-transferase (GST);
® Determinar a atividade do malondialdeido (MDA), um dos produtos da
peroxidacao lipidica;
® Mensurar atividade do 6xido nitrico (NO).
3.3 Sangue

® Determinar a concentracgio da testosterona plasmatica.

4. REVISAO DE LITERATURA

4.1 Metais Pesados

Os metais sdo elementos eletropositivos, condutores de calor e eletricidade e
normalmente formam sais com metaloides. Embora isso inclua metais de transi¢ao
como ferro e cobre, também inclui lantanideos e actinideos. A maioria dos organismos
vivos exige quantidades variadas de certos metais como ferro, cromo III, cobre e zinco
para a manutencdo de fungdes bioldgicas (oligoelementos essenciais). Outros metais,
conhecidos por metais pesados, como arsénio, cidmio, cromo VI, chumbo e niquel ndo
tém papel bioldgico conhecido em humanos e, portanto, sdo téxicos (Goldhaber, 2003;
Jang e Hoffman, 2011).

Metais pesados sdo elementos quimicos que podem causar toxicidade quando
em contato com organismos vivos, possuem densidade especifica maior que 5 g/cm3 e
sdo encontrados de forma natural em pequenas quantidades no meio ambiente (Lars,
2003). Os metais pesados estdo presentes na dgua, no solo e no ar, sdo quimicamente
estdveis persistindo no ambiente e na cadeia alimentar por um longo periodo de tempo
(Hu, 2000).

Fontes antropogénicas, como atividades industriais € minera¢do, t€m aumentado
sua disponibilidade levando os seres vivos a terem contato com maiores concentragoes
por diversas vias como oral, nasal e cutanea (Lars, 2003). A natureza e a severidade da
toxicidade variam de acordo com o metal pesado envolvido, sua forma (i6nica ou
molecular), nivel de exposicdo, estados quimicos, tempo de exposi¢do (agudo ou
cronico) e caracteristicas do individuo (Ibrahim ez al., 2006).

A exposicdo a metais pesados causa danos a saide podendo prejudicar o
funcionamento de diversos 6rgdos como figado, cérebro, pulmao, rins e testiculos. A

exposicdo cronica pode ser degenerativa causando disfuncdes musculares, fisicas e
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neuroldgicas, favorecendo o desenvolvimento de cancer (Jaishankar et al., 2014). Ao
chegar na corrente sanguinea, os metais pesados geralmente sdo retidos por proteinas e
entdo transportados até orgdos alvos (primdrios e secunddrios) onde podem ser
estocados em seus tecidos ou biotransformados (Pizent er al., 2012). A toxicidade
causada por metais pesados pode ocorrer devido a sua conjugacdo com grupos
funcionais de proteinas, causando desequilibrio no estado oxidativo e danos as
membranas celulares. Essa conjugacdo pode diminuir ou impossibilitar o transporte de
elementos essenciais e o desequilibrio induzir a formacao de radicais livres em excesso,
prejudicando assim a eficdcia dos mecanismos de prote¢do antioxidante (Goldhaber,
2003).

Segundo Sengupta et al. (2017), existe um declinio global significativo na
fertilidade masculina como consequéncia de um comprometimento progressivo dos
testiculos e da qualidade do sémen, sendo a exposicdo a metais pesados um dos
principais fatores que ocasionaram esse declinio. Estudar e entender os mecanismos de
acdo dos metais pesados no sistema reprodutor masculino, possibilita a redu¢do dos
efeitos negativos e sua disponibilidade no ambiente, uma vez que esses metais possuem

meia vida longa e se acumulam nos tecidos (Sun et al., 2016).

4.2 Arsénio

O arsénio (As) € um metaloide (semimetal) amplamente distribuido na natureza
sendo encontrado em diferentes formas quimicas (idnica ou molecular) e estados de
oxidagdo (+3 arsenito e +5 arsenato), sob a forma de 6xidos de ars€nio ou sais desses
oxidos (Barra et al., 2000). A exposi¢ao dos seres humanos ocorre principalmente pelo
ar, alimentacio e dgua. Milhares de pessoas, em vdrios paises, sofrem com os efeitos
téxicos do arsénio pela contaminagdo natural das dguas subterraneas, bem como pelos
problemas causados por efluentes industriais e drenagem (Mandal e Suzuki, 2002).

A toxicidade desse metaloide € influenciada por suas formas (idnica ou
molecular), fontes ambientais e farmacodinamica, além das doses e dos periodos de
exposicdo ao organismo, sendo o arsénio inorganico, como o arsenito de sddio,
causador de toxicidade reprodutiva e de desenvolvimento (Kim e Kim, 2015). A
exposi¢do ao arsénio pode resultar em toxicidade crénica e aguda e alguns sintomas
comuns apds exposi¢cdo aguda incluem nduseas, vomito, dor abdominal, encefalopatia e

neuropatia (Reddy er al., 2011). A exposicao cronica pode ocasionar problemas no trato

gastrointestinal, doencas cardiacas, neurais e favorecer o desenvolvimento de cancer em



diversos 6rgaos, afetando o funcionamento dos sistemas dos quais eles fazem parte
(Reddy et al., 2011; Souza et al., 2018).

Estudos em animais, camundongos e ratos, indicam que a exposicao pré-natal ao
arsénio, por via intraperitoneal ou intravenosa, causa malformacao fetal, enquanto que
por via oral ou inalatdria afeta o desenvolvimento fetal, o que inclui retardo mental e
morte. A ingestdo de 4gua potdvel contaminada por arsénio causa disfuncdes da
espermatogénese, reducdes da testosterona, das gonadotrofinas e perturbacdes da
esteroidogénese (Kim e Kim, 2015; Souza et al., 2016; Lima et al., 2018).

Existem vérios mecanismos possiveis para a toxicidade gerada apds exposi¢ao
ao arsénio. Um deles € a agdo inibitdria direta sobre os testiculos ou a alteracdo do eixo
hipotdlamo-hipéfise que promove mudancas nas concentracdes plasmdticas do
Hormonio Luteinizante (LH) e Hormo6nio Foliculo Estimulante (FSH) (Kuladip et al.,
2006). A reducao do LH pode prejudicar a funcido das células de Leydig, levando a
diminui¢cdo da producdo de testosterona, enquanto a redu¢do do FSH pode prejudicar a
funcdo testicular e a espermatogénese (Kuladip et al., 2006), interferindo nas células de
Sertoli. A toxicidade nas gonadas, causada por esse metal, pode alterar negativamente a
realizacdo dos processos essenciais para a formagdo de gametas masculinos vidveis,
impossibilitando assim a manutencdo da espécie no ambiente (Kreiger, 1982; Sarkar et

al., 2003; Lima et al., 2018).

4.3 Cadmio

O céddmio (Cd) em sua forma pura é um metal branco-prateado que estd presente
na crosta terrestre em associacdo com varios metais. Assim, pode ser extraido como
produto secundério durante o processamento de zinco (Zn), chumbo (Pb) ou cobre (Cu)
(Angelis et al., 2017). A presenca de compostos de Cd no ambiente € uma sequéncia
concomitante de dois processos, sendo o primeiro por fontes naturais que incluem
atividade vulcanica, intemperismo de rochas, incéndios florestais, mobiliza¢do de solos
e aterros sanitarios (Angelis et al., 2017). O segundo processo se da por atividades
antrépicas como derivados de baterias, pigmentos, estabilizadores plasticos, pesticidas e
fertilizantes, processamento de borracha, processo de galvaniza¢do, combustao féssil e
incineragdo de residuos (Angelis et al., 2017).

A exposicdo dos seres humanos a esse metal pode ocorrer através da
alimentagcdo, da ingestdo de &4gua contaminada, por inalacdo e tabagismo. O
envenenamento por Cd ganhou destaque nos anos 60 no Japao devido ao surgimento da

doenca itai-itai apés o consumo de arroz contaminado (Waalkes, 2000). O cddmio tem
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uma meia-vida bioldgica relativamente longa (20 anos) e em doses agudas pode afetar
alguns 6rgdos alvos como os rins, figado, testiculos e intestino. A exposicao cronica
favorece o surgimento de cancer no figado, rins, pulmdo, sistema hematopoiético,
reprodutor e outros (Waalkes, 2000; Sarkar et al., 2013).

O cddmio consegue atingir o ambiente intracelular eucarioto ligando-se a
protefnas transportadoras de zinco e, no caso dos testiculos, em proteinas especificas
presentes nas células do tecido que compdem esse O6rgao (Sarkar er al., 2013). No
organismo da maioria dos animais esse metal atinge a corrente sanguinea e se liga a
albumina, sendo entdo transportado até o figado, onde induz a sintese de metalotioneina.
(Sarkar et al., 2013).

O cddmio € um elemento com capacidade biocumulativa que pode competir com
elementos essenciais, além de causar diversas alteracbes no organismo, como
desregulacdo hormonal, estresse oxidativo e apoptose (Cupertino et al., 2017B; Nan et
al., 2017). No sistema reprodutor masculino, o Cd pode prejudicar o funcionamento

normal do sistema, gerando menor capacidade reprodutiva (Travifio et al., 2017).

4.4 Chumbo

O chumbo (Pb) ¢ um metal pesado com alta capacidade cumulativa, sendo
considerado um dos poluentes ambientais mais perigosos encontrados no ambiente. Sua
disponibilidade se d4 por meio de fontes naturais e antropicas (Hernberg, 2000; Patra et
al., 2011). Esse metal pode ser dividido em dois grupos principais: o chumbo
inorganico (sais de chumbo e chumbo metédlico) e o chumbo organico (acetato de
chumbo). Embora os dois grupos sejam compostos de chumbo, apresentam diferencas
quanto a toxicidade (Sadao, 2002; Liu et al., 2008).

Em seu estado inorganico o Pb € consistentemente absorvido pela via
respiratdria e trato gastrintestinal, ndo sendo absorvido pela pele de forma eficiente.
Porém, em seu estado organico, a intoxicacdo acontece com maior frequéncia pelo
chumbo tetraetila e tetrametila (Liu et al., 2008). Ao atingir a corrente sanguinea esse
metal se distribui pelo organismo por duas formas: ligados aos eritrdcitos (maior parte)
e pelo plasma (Katzung et al., 2014).

A exposicdo a este metal pode causar danos aos sistemas que compdem O
organismo, como o hematopoiético, urinario, esquelético, nervoso e reprodutivo, através
de alteragdes nas funcdes bioquimicas e fisioldgicas (Assi et al., 2016). O estresse
oxidativo pode também ser induzido pelo Pb devido a sua interferéncia no balango pré-

oxidante/antioxidante dos tecidos, levando ao surgimento de problemas fisioldgicos,
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bioquimicos e comportamentais (Hsu e Guo, 2002). Outro dano causado por esse metal
déa-se a partir da competicdo com elementos essenciais do organismo, processo que pode
levar a substituicdo desses elementos em determinados tecidos, gerando alteracdes
prejudiciais a saide (Hsu e Guo, 2002; Flora et al., 2011).

Virios estudos revelam a atuagdo toxicoldgica do chumbo no sistema reprodutor
masculino. Quando ingerido ele se torna uma das principais causas das patologias
encontradas nos 6rgios e, em alguns casos, os danos sdo irrepardveis prejudicando a
funcionalidade do sistema por completo (Jadhav et al., 2007; Apostoli e Catalani,
2011). Os efeitos causados por esse metal no sistema reprodutor masculino incluem
alteracdes nos padrdes histologicos dos testiculos, diminui¢do quantitativa e qualitativa
dos espermatozoides, diminuicdo da concentracdo de hormodnios essenciais para a
espermatogénese e alteragdes celulares (Carlsen et al., 1992; Elgawish e Abdelrazek,

2014; Assi et al., 2016).

4.5 Cromo

O cromo (Cr) é o sétimo metal mais abundante encontrado no meio ambiente,
estando disponivel em diversos estados de oxidacdo, sendo os mais comuns +2, +3 e +6.
No estado trivalente e hexavalente a estabilidade e a toxicidade sdo maiores (Silva e
Pedrozo, 2001). Na forma elementar sdo encontrados na composicdo de Oxidos,
sulfatos, cromatos, dicromatos, sais basicos e recobrindo pecas metélicas e plasticas nos
processos de tratamento de superficie, fundig¢des, curtumes, entre outras (Silva e
Pedrozo, 2001).

Dentre as fontes naturais de contaminacdo ambiental estdo os incéndios
florestais e as erupcdes vulclnicas, enquanto nas antropogénicas se destacam a
utilizagdo do Cr pelas industrias de fabricagdo de aco inoxidavel e madeira tratada com
pressao, fabricacdo de cimento e fertilizantes (Silva e Pedrozo, 2001; Zhitkovich, 2002;
Salnikow e Khitkovich, 2008). O Cr III € considerado um micronutriente essencial para
os seres vivos, porém a capacidade de uma substancia se tornar téxica ou ndo depende
sempre de sua concentracdo. A maioria dos metais pesados, além de serem cumulativos,
tornam-se venenos para o organismo quando ingeridos em concentracdes elevadas
(Guilherme et al., 2005).

A exposicdo ao Cromo VI pode gerar efeitos agudos e cronicos incluindo
hepatotoxicidade, nefrotoxicidade, dermatoxicidade e carcinogenicidade. No ambiente
intracelular o Cr no estado hexavalente sofre reducdes gerando espécies reativas de

oxigénio, as quais favorecem o estresse oxidativo (Von Burg e Liu, 1993; Bagchi et al.,
7



2002). No sistema reprodutor masculino esse metal atua gerando apoptose nas células
germinativas e estresse oxidativo (Marouani et al., 2017), além da diminuicdo da
motilidade e da viabilidade espermética (Li et al., 2001).

Os danos causados pela ingestdo de cromo nos diversos sistemas que compdem
um organismo vém sendo descritos em muitos estudos, onde os testiculos sdo os
principais 6rgdos alvos para o dano oxidativo induzido por esse metal. Porém, mais
estudos sdo necessarios para melhor compreender os mecanismos utilizados pelo cromo
hexavalente para causar alteracdes no funcionamento desses 6rgdos (Acharya et al.,

2004; Marouani et al., 2017).

4.6 Niquel

O niquel (Ni), um dos metais pesados mais comuns no solo, faz parte da
composi¢do do nicleo da Terra, dos meteoritos, vulcdes, poeira do solo e dos incéndios
florestais (fontes naturais). Sua disponibilidade por fontes antropogénicas ocorre na
mineracdo, fundicdo e refinamento, derretimento do aco inoxiddvel, reciclagem de
sucata, extracdo de ouro, entre outras diversas formas (Costa et al., 2005; Berton et al.,
2006; Cameron et al., 2011).

Como para a maioria dos metais conhecidos, a toxicidade do Ni também ¢é
dependente da via de exposicdo, dose, idade do organismo em contato e da solubilidade
dos compostos, sendo seus efeitos incalculdveis para a satde. Contudo, as principais
formas de contaminacdo por niquel sdo pela dgua, alimentagdo, inalacdo, exposi¢dao
industrial e cigarros (Coogan et al., 1989; Das et al., 2008; Cameron et al., 2011). Uma
forma bem comum de exposi¢do humana é através de joias, relégio de pulso, moedas e
botdes metalicos, e por isso foram adotados limites para o uso desse metal na fabricacio
de tais objetos que estdo diretamente em contato com a pele (Ali ef al., 1987; Rana,
2006; Brandao et al., 2010).

O niquel € conhecido por causar toxicidade no figado, pulmao, rins, testiculos,
sistemas imunoldgico e neural, além de induzir o estresse oxidativo (Das et al., 2008).
Estudos realizados com trabalhadores de refinaria indicam alta incidéncia de cancer nas
vias respiratorias, induzido pela exposi¢ao a esse metal (Pedersen et al., 1973). Um
aspecto preocupante da toxicidade gerada pelo Ni é sua capacidade de conseguir
atravessar a barreira hematotesticular e a barreira placentaria, que sdo importantes para
fertilidade masculina e o desenvolvimento adequado dos embrides, respectivamente

(Adjroud, 2013).



No sistema reprodutor masculino o Ni pode atuar causando degeneracdo do
epitélio germinativo, apoptose, reducdo da testosterona sérica e da fertilidade (Massanyi
et al., 2007; Krockova et al., 2011). O sucesso reprodutivo é um fator crucial para a
sobrevivéncia de todas as espécies (Li et al., 2010). No entanto, a exposicao ao niquel
pode alterar o desenvolvimento normal do organismo, reduzir a aptidao e influenciar na
dinamica populacional, ao afetar a fertilizacdo, o desenvolvimento embriondrio e a

subsequente sobrevivéncia da prole (Au et al., 2001).

4.7 Sistema Reprodutor Masculino: Testiculo

O sistema reprodutor masculino € responsdvel pela continua produgdo, nutri¢ao
e armazenamento dos espermatozoides, bem como sintese e secre¢io de andrégenos. E
constituido pelos testiculos, epididimos, ductos deferentes e ejaculatdrios, uretra,
glandulas acessorias e o pénis. O epididimo é constituido por um longo ducto enovelado
e contorcido, que recebe espermatozoides do tdbulo através dos ductos eferentes
(Sullivan, 2004), sendo dividido anatomicamente em quatro regides principais:
segmento 1nicial, cabecga, corpo e cauda (Hermo e Robaire, 2002; Cornwall, 2009).
Cada regido desse 6rgdo apresenta funcdes especificas, como absorcao de fluidos vindos
do testiculo e capacitagdo espermdtica promovendo a fecundagcdo (Robaire e Viger,
1995; Cornwall, 2009).

Os testiculos geralmente se localizam no escroto, fora da cavidade abdominal,
sendo um 6rgdo com fun¢des enddcrinas e exdcrinas, € sdo envolvidos por uma espessa
capsula (tinica) de tecido conjuntivo, a albuginea testicular. Essa tinica emite septos
para o interior do 6rgdo até a regido do mediastino testicular, fazendo a divisdo do
testiculo em 16bulos. Os testiculos de mamiferos podem ser divididos funcionalmente
em dois compartimentos principais: o intertubular e o tubular (Russell ef al., 1990). O
compartimento intertubular € constituido pelas células de Leydig, vasos sanguineos e
linfaticos, nervos e uma populacdo celular varidvel constituida principalmente por
fibroblastos, macréfagos e até mastocitos (Russell er al., 1990; Setchell, 1991). As
células de Leydig sdo as mais abundantes neste compartimento, tendo como fungdo a
producdo de testosterona, hormonio essencial para o funcionamento da espermatogénese
e expressdo das caracteristicas sexuais secunddrias masculinas (Russell e Griswold,
1993).

A maior parte do testiculo é ocupada pelo compartimento tubular, o que
corresponde de 70 a 90% do parénquima testicular na maioria dos mamiferos estudados

(Franga e Russell, 1998). Os tibulos seminiferos sdo constituidos por tinica prépria,
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epitélio seminifero e lume. A tdnica prépria envolve o tibulo externamente, ¢ composta
por células mioides, fibras coldgenas e membrana basal, sendo responsivel pela
movimentacao de fluido e propulsdo de espermatozoides através do lume (Russell et al.,
1990). O epitélio seminifero contém basicamente dois tipos celulares: as células
germinativas e as células de Sertoli. A célula de Sertoli € responsdvel pela manutencio
da integridade do epitélio seminifero, secreta fluido para formar o lume, participa do
processo de espermiacdo, realiza fagocitose, permite a movimentacdo de células no
epitélio, secreta proteinas e regula o ciclo espermatogénico através das suas juncgdes
com as demais células (Skinner e Griswold, 2005). As células de Sertoli, através das
juncdes de oclusdo, dividem o compartimento tubular em dois ambientes: o basal e o
adluminal. Essa divisdo isola as células haploides evitando seu contato com o sistema
imune do animal (Morais et al., 2016).

De acordo com Franca e Russell (1998), a espermatogénese € um processo
complexo e muito bem organizado, responsdvel pela produgdo espermédtica que ocorre
nos tibulos seminiferos, com duracdo de 40 a 60 dias na maioria dos mamiferos, em
camundongos a espermatogénese tem duracdo de 42 dias. Esse processo pode ser
dividido de acordo com suas fungdes em trés fases: a fase proliferativa, na qual as
células germinativas sofrem sucessivas divisdes mitdticas; a fase meidtica, na qual o
material genético € recombinado, segregado e cada espermatdcito primario d4 origem a
4 espermdtides arredondadas; e a fase de diferenciacdo (espermiacdo), na qual as
espermatides alongadas se transformam em espermatozoides (Russell ez al., 1990).

A interacdo entre as células germinativas com 0s componentes somaticos do
testiculo € imprescindivel, principalmente com as células de Sertoli e as células de
Leydig. As células de Leydig sdo produtoras de testosterona e a espermatogénese
necessita de altas concentragdes desse hormonio, principalmente no processo de meiose.
A atuagdo dos hormonios acontece via células de Sertoli, ja que as células germinativas
ndo possuem receptores para androgenos. Essa interagdo torna o0 processo
espermatogénico eficiente e bem sucedido (Skinner, 1991; Franca e Russell, 1998;

Skinner e Griswold, 2005; Franca et al., 2016).

4.8 Espermatozoides
Os espermatozoides sdo células haploides com especializacdes que favorecem
sua fun¢do de fertilizagdo do ovdcito. Morfologicamente sdo compostos por cabega e
cauda, sendo ambas recobertas por membrana. Na cabeca encontram-se o nucleo

contendo os cromossomos haploides em seu estado mdximo de condensacdo e o
10



acrossoma, uma estrutura situada entre a membrana plasmética e a porcao anterior do
nicleo, que possui enzimas bem peculiares que facilitam a fecundacdo. A cauda é
formada por um flagelo que proporciona motilidade ao espermatozoide, sendo dividida
em trés pecas: a intermedidria, local onde existe um grande ndmero de mitocondrias
com fun¢do de gerar energia para a movimentagdo espermdtica, a peca principal e a
peca terminal (Jonge e Barratt, 2006). O axonema é uma estrutura contratil do flagelo,
formado por nove pares de microtibulos periféricos e um par central, além de proteinas
especializadas na utilizacdo da adenosina trifosfato (ATP), produzida pelas
mitocOndrias, para proporcionar a motilidade espermatica. Essa estrutura tem inicio na
peca intermedidria e se mantém ao longo de toda a cauda (Jonge e Barratt, 2006; Alberts
etal.,2015).

Os espermatozoides sdo produzidos ao fim de um ciclo completo da
espermatogénese, que visa manter a producdo didria dessas células permitindo sua total
diferenciacdo e eficiéncia na fecundagcdo (Jonge e Barratt, 2006). Os espermatozoides
saem dos testiculos imdveis e incapacitados, na passagem pelo ducto epididimadrio eles
recebem motilidade e capacidade fecundante (Shum et al, 2009). O perfeito
condicionamento dos espermatozoides € essencial para a fertilizacdo, visto que € a partir
das andlises de motilidade, integridade, morfologia e concentracdo que se determina o
potencial reprodutivo masculino (Verstegen et al., 2002). Estudos indicam um declinio
significativo na fertilidade masculina em consequéncia de um comprometimento
progressivo da qualidade do sémen (Carlsen et al., 1992).

Segundo Menon et al. (2011), sao classificadas diversas anormalidades
morfoldgicas nos espermatozoides como defeito na cabeca, na peca intermedidria e na
cauda. A maioria das irregularidades encontradas sdo gotas citoplasmadticas localizadas
na peca intermedidria, sendo um processo normal durante a formacao espermética e que
desaparece caso ndo se encontrem defeitos na cauda. Outras alteracdes que também
aparecem em menores proporcdes incluem cabecas destacadas e gota citoplasmatica
distal (Menon er al., 2011). Existe grande variedade de causas e de agentes
determinantes destas disfuncdes espermatogénicas. Dentre elas encontram-se os metais
pesados, que sdo considerados os principais desencadeadores da diminuicdo da

concentracdo espermatica (Sengupta et al., 2017).

4.9 Metais pesados no sistema reprodutor
Existe um declinio significativo na fertilidade humana mundial descrito na

literatura nas dltimas décadas. Os metais pesados sdo descritos como os principais
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agentes causadores dessa diminui¢do (Sengupta et al., 2017). Os efeitos deletérios
causados a sadde reprodutiva, apds exposicao a esses toxicos ambientais, tornaram-se
questdo de séria preocupacdo global. Muitos estudos com buscam elucidar os
mecanismos de toxicidade dessas substancias, a fim de desenvolver uma abordagem
eficiente para mitigar seus efeitos toxicos (Bae et al., 2001; Phillips et al., 2003; Sharma
et al., 2014; Mruk e Cheng, 2015).

O organismo naturalmente necessita de concentragcdes moderadas de alguns tipos
de metais essenciais, porém outros ndo essenciais, geralmente classificados como metais
pesados, que em altas concentracdes sdo tdxicos para o organismo, estdo disponiveis no
meio ambiente e em contato didrio com os seres vivos (Goldhaber, 2003; Jang e
Hoffman, 2011). A espermatogénese € composta por uma série de eventos com a
finalidade de produzir os gametas masculinos (Jeng et al., 2015; Zeng et al., 2015). Ha
estudos indicando que a acdo de metais pesados pode influenciar negativamente este
processo, gerando diminuicao no nimero de espermatozoides com morfologia normal e
até mesmo danos ao DNA das células germinativas, com consequente declinio na
qualidade espermadtica (Jeng et al., 2015; Zeng et al., 2015).

No sistema reprodutor masculino, a exposi¢cdo a metais pesados como o arsénio,
cddmio, chumbo, cromo e niquel pode gerar diminuicdo do peso testicular e das
glandulas acessorias, alteragao hormonal, redu¢dao no didmetro tubular, degeneracdo nos
tubulos seminiferos, apoptose e necrose nas células de Sertoli, edema e necrose em
grande parte dos espermatdcitos primdrios € secundarios (Lymberopoulos et al., 2003;
Ait Hamadouche et al., 2009). Os efeitos desses agentes toxicos nos padrdes
histolégicos dos o6rgaos reprodutivos podem gerar diversas disfuncdes, afetando
negativamente, desde a fertilizaco até o desenvolvimento embriondrio (Au et al., 2001;
Elgawish e Abdelrazek, 2014).

Existem controles biolégicos nos testiculos que evitam a atuacio desses metais,
como por exemplo a barreira de célula de Sertoli que age impedindo a migracdo de
metais presentes na corrente sanguinea para o dpice do epitélio seminifero (Mruk e
Cheng, 2015). O arsénio pode causar danos adversos no sistema reprodutor, apds
exposicdo em altas e baixas doses, como alteragdes espermdticas, na morfometria
epididimdria e no controle antioxidante, além de prejudicar diretamente a
funcionalidade da barreira formada pelas células de Sertoli (Souza et al., 2016; Renu et
al., 2018). O cadmio pode atuar como desregulador enddcrino, induzir estresse

oxidativo, apoptose, danos morfolégicos e funcionais nos espermatozoides € nos
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testiculos (Angelis et al., 2017; Cupertino et al., 2017B; Medina et al., 2017; Nan et al.,
2017).

A exposi¢do cronica e aguda ao chumbo pode originar alteracdes estruturais nas
jungdes intercelulares de células epiteliais (Navarro-Moreno et al., 2009), além de
alterar os padrdes histolégicos dos testiculos, interferir quantitativa e qualitativamente
nos espermatozoides, diminuir a concentracdo de hormonios essenciais para a
espermatogénese e causar alteracdes citologicas (Carlsen et al., 1992; Elgawish e
Abdelrazek, 2014; Assi et al., 2016). A exposi¢do ao cromo VI provoca estresse
oxidativo e fragmentacio do DNA em células germinativas resultando em apoptose
(Marouani et al., 2017). O niquel pode causar, nos 6rgdos reprodutores, a redugcdo da
motilidade espermadtica, dos niveis de FSH e testosterona, além de patologias como
desprendimento das células epiteliais do tibulo seminifero, arranjo celular desordenado

e apoptose (Kong et al., 2014; Aijie et al., 2018;).

4.10 Estresse oxidativo

O estresse oxidativo ocorre quando a producdo de espécies reativas de oxigénio
ou nitrogénio (ERO ou ERN) excedem a capacidade de defesa antioxidante celular que
atua na remocado desses toxicos em excesso no organismo (Schieber e Chandel, 2014).
A menos que sejam desintoxicadas, as EROs como perdxido de hidrogénio (H202),
anion superoxido (O") e hidroxila (OH-), podem atacar macromoléculas celulares
incluindo DNA, proteinas e lipidios, gerando uma série de patologias (Sharma et al.,
2014). Essas EROs sdo geradas durante processos como transporte de elétrons
mitocondriais, irradiacdo UV, inflamacdo e metabolismo de xenobidticos pelo sistema
CYP450 (Sharma et al., 2014). No entanto, esses radicais livres em niveis controlados
também podem atuar como moléculas sinalizadoras fazendo a manutencdo das funcdes
fisiologicas, um processo chamado reagdo redox (Persson et al., 2014; Schieber e
Chandel, 2014).

Os radicais livres sdo moléculas altamente reativas com oxigénio (O2) e
nitrogénio, gerados endogenamente como consequéncia direta do metabolismo do
oxigénio. Em situacdes nao-fisioldgicas, sdo gerados pela exposi¢do a xenobidticos,
como os metais pesados, ocasionando a reducdo incompleta do O> (Godic et al., 2014).
No organismo existe um sistema de protecao antioxidante muito eficiente, onde enzimas
antioxidantes como a superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-

transferase (GST) trabalham em conjunto para devolver o controle intracelular,
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minimizando os efeitos deletérios para a célula (Sies, 1997; Navarro-Yepes et el.,
2014;).

A SOD catalisa a remog¢ao do radical superéxido (02°) gerando o perdéxido de
hidrogénio (H202) como produto final da dismutagdo e a CAT converte o H202,
gerado pela SOD, em 4dgua e oxigénio. A GST atua como segunda linha de defesa,
sendo responsavel pela detoxificacdo celular, através da reducdo da glutationa (GSH)
pela conjugacdo a xenobidticos, como os metais pesados e metabodlitos (Lauterburg et
al., 1984; Deneke e Fanburg, 1989; Halliwell e Gutteridge, 1999; Limén-Pacheco e
Gonsebatt, 2009). A oxidacdo lipidica gera produtos como o malondialdeido (MDA),
que é um importante marcador de estresse oxidativo e sua determinacdo € necessaria
para a quantificagdo da peroxidacdo lipidica no tecido (Janero, 1990). O 6xido nitrico
(NO) é uma molécula importante para a realizacdo de diversos eventos fisiolégicos. Nos
testiculos sua fungdo € essencial, pois atua no controle da dindmica dos complexos
juncionais da barreira de célula de Sertoli (Gilio et al., 2008).

H4 indicacdes que a exposicdo a metais pesados gera espécies reativas de
oxigénio, diminui a atividade das enzimas antioxidantes e aumenta a peroxidagdo
lipidica, causando estresse oxidativo nos testiculos de animais experimentais (Reddy et
al., 2011; Fallahi et al., 2015; Lima et al., 2018). O estresse oxidativo no sistema
reprodutor masculino pode desencadear diversas disfungdes que causam infertilidade
(Reddy et al., 2011). Nos espermatozoides, concentracOes desejaveis dessas espécies
reativas sdo necessdrias para a capacitacdo, motilidade e fertilidade. No entanto, em
altas concentracdes gera perda da motilidade e disfuncdo das organelas (Fallahi et al.,

2015).

5. MATERIAL E METODOS

5.1 Animais

Foram utilizados 70 camundongos Swiss machos em idade reprodutiva (70 dias),
provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Vicosa. Os animais foram
mantidos no Biotério Setorial do Laboratério de Biologia Estrutural do Departamento
de Biologia Geral (DBG), sob as mesmas condi¢des quanto a dieta (dgua e racdo ad
libitum), luminosidade (12h/12h — claro/escuro), umidade (60-70%) e temperatura (21-
22°C). Todos os procedimentos experimentais seguiram os padrdes determinados pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA), sendo

aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal

14



de Vigosa (protocolo 07/2018). Os animais permaneceram em periodo de adapta¢do no
Biotério Setorial por duas semanas. Para definir o tamanho da amostra foi utilizado o
programa WinPepi com nivel de significincia de 5% e um grau de certeza de 10%,

conferindo ao teste um poder de 90%.

5.2 Tratamento

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em 7 grupos experimentais (n=10
animais/grupo), pesados e mantidos em gaiolas coletivas de prolipropileno. A dosagem
escolhida foi baseada em relatos na literatura por intoxicacdo com metais pesados
(Adhikari et al., 2001; Souza et al., 2016; Cupertino et al., 2017A), sendo 0 mesmo
valor usado para todos 0s metais, uma vez que se objetivou comparar a toxicidade entre
eles. A administracdo foi realizada em dose tnica, por via intraperitoneal (IP), e os
animais foram eutanasiados sete dias ap6s a aplicacdo. Assim, o grupo 1 recebeu 0,7mL
de solucdo salina 0,9% (controle), o grupo 2 recebeu 1,5 mg/Kg de HAsNa>O4.7H,0
(arsenato de sédio dibasico Heptahidratado), o grupo 3 recebeu 1,5 mg/Kg de AsNaO,
(arsenito de sédio), o grupo 4 recebeu 1,5 mg/Kg de CdCl» (cloreto de cddmio), o grupo
5 recebeu 1,5 mg/Kg de (CH3COO); Pb.3HO (acetato de chumbo Neutro P.A.
Trihidratado), o grupo 6 recebeu 1,5 mg/Kg de CrOs (triéxido de cromo VI) e o grupo 7
recebeu 1,5 mg/Kg de CI2Ni.6H20 (cloreto de niquel (II) hexahidratado). Todos os
metais foram diluidos em um volume de 0,7mL de dgua.

O intervalo de 7 dias foi escolhido para observar alteracdes por exposi¢dao
aguda, antes que um possivel processo de recuperacdo pudesse alterar o grau de dano

causado pelos metais (Predes et al., 2010).

5.3 Coleta de amostras, biometria corporal e dos 6rgaos

Ao final do tratamento os animais foram anestesiados com tiopental 30mg/kg por via
intraperitoneal e pesados em balanca de precisao 0,01g (AS500, Marte). Posteriormente
a anestesia foi aprofundada seguida da coleta do sangue por meio de pun¢do cardiaca
sendo os animais eutanasiados por exsanguinacdo. O sangue foi centrifugado a 2000
rpm por 15 minutos a 4°C para obten¢ao do soro, o qual foi armazenado em eppendorf e
congelado a -20°C para analise da testosterona sérica. Em seguida, foi feita a abertura da
cavidade abdominal a partir de incisdo na linha alba para dissecacdo e obtencdo dos
orgdos. Os testiculos foram devidamente coletados, pesados e dissecados, sendo o

testiculo direito destinado ao processamento histologico e digestdo, para a quantificagdo

15



do metal no 6rgao, e o testiculo esquerdo congelado para a anédlise de estresse oxidativo
e transito. Foram também coletados e pesados outros 6érgidos como o epididimo, prostata
ventral e vesicula seminal para andlises histomorfométricas posteriores. O peso relativo
dos orgaos foi calculado a partir da divisdo do peso do 6rgio (PO) pelo peso corporal
(PC) e multiplicado por 100 (PO / PC x 100).

Para determinar o peso do parénquima testicular, a albuginea foi retirada do
testiculo fixado e pesada, descontando-se seu peso daquele obtido para o testiculo
inteiro. Baseado nos pesos corporal e testicular foi calculado o indice gonadossomatico
(IGS) a partir da equacido: IGS (%) = PG / PC x 100, onde PG = Peso total das gobnadas
e PC = Peso corporal. Baseado nos pesos do parénquima testicular e corporal foi
calculado o indice parenquimossomatico (IPS) a partir da equacao: IPS (%) = PPT / PC

x 100, onde PPT = Peso do parénquima dos testiculos e PC = Peso corporal.

5.4 Processamento do material histolégico
Fragmentos do testiculo destinado ao estudo em microscopia de luz foram
desidratados em concentragOes crescentes de etanol, incluidos em 2-hidroxietil
metacrilato (Historesin®, Leica), seccionados em micrétomo rotativo na espessura de
3um mantendo-se um intervalo de 13 cortes entre secgdes, e corados com azul de
toluidina-borato de sodio 1%. As preparagdes foram montadas com Entellan® (Merck,
Frankfurt, Alemanha). Imagens histolégicas do parénquima foram obtidas em

microscopio Olympus AX-70 e analisadas utilizando-se o software Image J.

5.5 Histomorfometria testicular

5.5.1 Proporg¢do volumétrica, volume dos componentes testiculares e indices
tubulossomdtico, epiteliossomdtico e Leydigossomdtico.

A propor¢ao volumétrica dos elementos que compdem o parénquima testicular
foi estimada a partir da contagem de 5.320 pontos por animal, utilizando-se reticulo
com 266 intersecgdes (pontos), em aumento de 400x. Foi realizada a contagem de 20
campos aleatoriamente distribuidos nas preparagdes histolégicas do testiculo de cada
animal. Foram anotados pontos sobre as estruturas do parénquima testicular como
tibulo seminifero, especificando-se aqueles sobre a tinica propria, epitélio seminifero e
lume, e sobre o compartimento intertubular. A proporcdo volumétrica desses

componentes foi calculada utilizando-se a seguinte equacdo: Propor¢ao volumétrica (%)
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= (NT / NTT) x 100, onde NT = Registro do nimero de pontos contados sobre o
componente e NTT = Numero de pontos totais contados sobre o parénquima testicular.

A propor¢do volumétrica entre os elementos que compdem o intertibulo foi
estimada a partir da contagem de 1.000 pontos por animal, utilizando-se reticulo com
540 interseccdes (pontos), em aumento de 400X, realizando-se a contagem de campos
aleatoriamente distribuidos nas preparagdes histolégicas do testiculo de cada animal.
Foram contados pontos sobre as células de Leydig, tanto nicleo como citoplasma, vasos
sanguineos, espago linfatico, macréfago e tecido conjuntivo, obtendo-se as proporcdes
volumétricas entre estes por meio da equagdo: Proporcdo volumétrica (%) = (%IT x
%PV1) /100, onde %IT = Proporcdo volumétrica de intertibulo no testiculo e %PVI =
Propor¢ao volumétrica do componente no interttibulo.

Para o célculo dos volumes dos elementos que compdem o tibulo e intertibulo
foi utilizada a equacdo: Volume = % do elemento x PPT /100, onde PPT = Peso do
parénquima de 2 testiculos.

Baseado no volume de tdbulos seminiferos e no peso corporal foi calculado o
indice tubulossomatico (ITS) a partir da equagdo: ITS = VTS / PC x 100, onde VTS =
Volume de tabulo seminifero dos testiculos e PC = Peso corporal. Baseado no volume
de epitélio seminifero e no peso corporal foi calculado o indice epiteliossomético (IES)
a partir da equacdo: IES = VES / PC x 100, onde VES = Volume de epitélio seminifero
dos testiculos e PC = Peso corporal. Baseado no volume de células de Leydig e no peso
corporal foi calculado o indice Leydigossomadtico a partir da equacdo: ILS = (VCL / PC)
x 100, onde VCL = Volume de células de Leydig nos testiculos e PC = Peso corporal. O
volume do testiculo foi considerado igual ao peso uma vez que a densidade testicular

estd proxima de 1 em mamiferos (Johnson et al., 1981).

5.5.2 Didametro tubular, altura do epitélio seminifero e dreas de elementos

tubulares

O didmetro tubular médio (um) por animal foi obtido a partir da mensuracao, ao
acaso, de 20 seccdes transversais de tubulos seminiferos que apresentavam contorno
mais circular possivel, sem considerar o estidio em que se encontravam. Nas mesmas
seccoes utilizadas para medir o diametro tubular foi mensurada a altura do epitélio
seminifero (um) a partir da tinica propria até€ o lume tubular. O valor encontrado para a
altura do epitélio, em cada tubulo, representou a média de duas medidas diametralmente

opostas.
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Para os cdlculos das dreas tubular (ArT), luminal (ArL) e epitelial (ArE) foram

utilizadas as seguintes equacdes: ArT = 7.RT?, onde RT = raio tubular; ArL = ©.RL?,

onde RL = raio luminal; ArE = ArT — ArL e a Relacdo T/E = ArT/ArE.

5.5.3 Comprimento total dos tiibulos seminiferos e comprimento total de

titbulo por grama de testiculo

O comprimento total dos tibulos seminiferos, em metros, foi estimado a partir
do conhecimento do volume ocupado pelos mesmos nos testiculos e do didmetro tubular
médio obtido para cada animal, empregando-se a seguinte equacio: CTT = VTS/nR?,
onde VTS = Volume total de tibulos seminiferos dos testiculos, TR? = Area da seccao
transversal dos tubulos seminiferos e R = didmetro tubular/2.

O comprimento total de tibulo por grama de testiculo foi calculado a partir da
equagdo: CTT/g = CTT / PG, onde CTT = Comprimento total de tibulos seminiferos e
PG= Peso das gbonadas.

5.5.4 Contagem da populacdo celular de tibulos no estadio I do ciclo do

epitélio seminifero

A estimativa dos diferentes tipos celulares que compdem o epitélio germinativo
no estadio I do ciclo do epitélio seminifero, classificado de acordo com o método da
morfologia tubular (Roosen-Runge e Giesel, 1950; Roosen-Runge, 1955; Swierstra,
1968; Berndtson, 1977), foi feita a partir da contagem dos nucleos das células
germinativas e de nucléolos das células de Sertoli. Foram contados nucleos de
espermatogonias, espermatocitos I na fase de preleptoteno/leptéteno, espermatocitos I
na fase de paquiteno, espermdtides arredondadas e nucléolos evidentes de células de
Sertoli em 20 seccdes transversais de tibulos para cada animal.

As contagens obtidas foram corrigidas para o didmetro nuclear (DM) na
espessura do corte histolégico, utilizando-se a foérmula de Abercrombie (1946)
modificada por Amann e Almquist (1962), sendo NCEI= nimero corrigido de células
do estadio 1:

Espessura do Corte

NCEI = Contagem obtida X
%]2

Espessura do Corte + J[#}Z — [ 7

Foram medidos os diametros de 30 nucleos dos tipos celulares estudados, para
cada animal, em aumento de 400x. Para a espermatogbnia que apresenta nucleo ovoide,
o valor utilizado foi aquele obtido pela média entre o didmetro nuclear maior e menor.
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Como o nucleo da célula de Sertoli € irregular, foi medido o seu nucléolo. O nimero de
células de Sertoli foi corrigido para o didmetro nucleolar e espessura do corte
histologico. Assim, contabilizou-se exclusivamente células de Sertoli com nucléolo

visivel, o que proporciona aplicacdo da mesma férmula citada anteriormente.

5.5.5 Razoes entre os niimeros celulares

Para a avaliacdo da eficiéncia do processo espermatogénico e das células de
Sertoli, foram estimadas as razdes entre os nimeros corrigidos de células da linhagem
espermatogénica e entre estes ndmeros e o nimero de células de Sertoli no estddio I do

ciclo do epitélio seminifero. As seguintes razdes foram utilizadas:

» Espermatdcitos primdrios (em preleptdteno/leptoteno) / espermatogdnias, obtendo-se
o coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais;

» Espermdtides arredondadas / espermatogonias, obtendo-se o rendimento geral da
espermatogénese;

» Espermatides arredondadas / espermatdcitos primdrios (em paquiteno), obtendo-se o
indice meidtico;

» Espermdtides arredondadas / nucléolo de células de Sertoli, obtendo-se o indice de
célula de Sertoli que mede a efici€éncia desta célula;

» Numero total corrigido de células germinativas / nucléolo de células de Sertoli,

obtendo-se a capacidade total de suporte da célula de Sertoli.

5.5.6 Niimero de células de Sertoli por testiculo e por grama de testiculo

A estimativa do nimero de células de Sertoli por testiculo (CST) foi realizada a
partir do nimero corrigido de nucléolos de Sertoli por sec¢do transversal de tubulo
seminifero no estddio I e do comprimento total de tibulos seminiferos por testiculo, de
acordo com a equagdo: CST = (CTT/T x SER) / EC, onde CTT/T = Comprimento total
de tibulo por testiculo, SER = Numero corrigido de nucléolos de Sertoli por sec¢do
transversal e EC = Espessura do corte. O numero de células de Sertoli por grama de
testiculo (CS/gT) foi calculado a partir da equagdao: CST/gT = CST / PT, onde PT =

Peso testicular.

5.5.7 Producdo espermadtica didria por testiculo e por grama de testiculo

A producido espermdtica didria (PED) por testiculo foi estimada de acordo com a
equacdo desenvolvida por Amann (1970): PED = (VTS x EAR) / (DC x AST x EC),

onde: VTS = Volume total de tdbulos seminiferos (um?), EAR = Niimero corrigido de
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espermatides arredondadas, DC = Duracao do ciclo do epitélio seminifero (dias), AST =
Area da secgdo transversal do tdbulo seminifero (um?) e EC = Espessura do corte
histolégico (um). A producdo espermdtica didria por grama de testiculo (PED/g) foi
obtida a partir da férmula: PED/gT = PED / PT, onde PT = peso testicular. A durag¢do
do ciclo do epitélio seminifero em camundongos é de nove dias (Russell et al., 1990),

sendo uma constante bioldgica espécie-especifica.

5.5.8 Didmetro nuclear, volume nuclear, citoplasmdtico e de uma célula de

Leydig e niimero de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo

Foi medido o didmetro nuclear médio (um) das células de Leydig em aumento
de 400x, totalizando 30 nucleos para cada animal. Os nucleos medidos foram aqueles
que se apresentaram esféricos, com cromatina perinuclear e nucléolos evidentes. A
partir das férmulas abaixo, foram calculados o volume nuclear (VNL), citoplasmético
(VCL) e, consequentemente, o volume de cada célula de Leydig (VL), em um3: VNL =
4/3 7R3, onde R = Raio nuclear; VCL = %CL x VNL / %NL, onde %CL = Proporcao
volumétrica de citoplasma de Leydig no intertibulo e %NL = Propor¢do volumétrica de
nucleo de Leydig no intertibulo; VL = VNL + VLC.

O volume que a célula de Leydig ocupa nos testiculos (VLT), em pL, foi
calculado a partir da férmula: VLT = (%Ley x PPT) / 100, onde % Ley = Propor¢do
volumétrica da célula de Leydig no parénquima testicular e PPT= Peso do parénquima
dos testiculos. O volume que a célula de Leydig ocupa por grama de testiculo (VL/gT),
em pL, foi calculado a partir da férmula: VL/gT = VLT / PT, onde VLT = Volume que
a célula de Leydig ocupa nos testiculos, e PT= peso dos testiculos.

De posse do volume individual da célula de Leydig e do volume total ocupado
por estas células nos testiculos, foram calculados o nimero de células de Leydig nos
testiculos (NL) e por grama de testiculo (NLg/T), por meio da seguinte equacdo: NL =
VLT / VL, onde: VLT = Volume de Leydig nos testiculos e VL. = Volume de uma
célula de Leydig; NLg/T = NL / PT, onde PT = Peso dos testiculos.

5.6 Determinacao da concentracio de testosterona plasmatica
No momento da eutandsia o sangue foi coletado e centrifugado, o plasma obtido
foi congelado (-20 °C) e posteriormente processado para quantificacdo da testosterona
total. A quantificacdo da testosterona sérica foi determinada por ensaio de
quimioluminescéncia usando o kit de reagente de testosterona do Access, adequado para

o Sistema de Imunoensaio Access III (Beckman Coulter, Brea, CA).
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5.7 Determinacao da concentracio de metais pesados nos testiculos

Amostras do testiculo direito foram pesadas em balanga digital analitica
(precisao 0.0001g — BEL Mark 210A) e, posteriormente, secas em estufa a 70°C até
atingirem peso seco constante. As amostras secas foram colocadas em Erlenmeyers de
25 mL juntamente com 1,5 mL de 4cido nitrico (HNO3) concentrado e 0,5 mL de 4cido
perclérico (HCIO4) (70%) e transferidas para chapa aquecedora. A temperatura foi
aumentada gradualmente até 90°C de modo que a digestdo do material fosse completa.
A seguir, as amostras foram diluidas em dgua deionizada e filtradas em papel de filtro.
A determinacdo das concentracdes dos metais pesados arsénio, cidmio, chumbo, cromo
e niquel foi realizada em espectrofotometro de absorcdo atomica (SpectrAA 220FS
Varian). Todas as amostras foram testadas para cada tipo de metal, incluindo controle e

branco. Os dados foram expressos em mg/g de massa seca (MS).

5.8 Histopatologia testicular

Para a avaliagdo histopatologica do testiculo foram contados 200 tuabulos
aleatdrios por animal. De acordo com Johnsen (1970), existem 10 niveis de alteracdes
que sdo expressos em ndmeros. No presente trabalho foi utilizado o escore de Johnsen
modificado para 8 niveis: Nivel 1- tabulos integros, com células germinativas dispostas
no seu sitio de localizacdo normal e poucos vacuolos; Nivel 2- espagos vacuolares na
base do epitélio; Nivel 3- espacos vacuolares no dpice do epitélio; Nivel 4- espacos
vacuolares na base e no dpice do epitélio; Nivel 5- células espermatogénicas no interior
do lume e presenca de células em processo de degeneragdo visivel ; Nivel 6- tubulos
apenas com células basais; Nivel 7- tibulos apenas com células de Sertoli; Nivel 8-
tibulos seminiferos desprovidos de células de Sertoli ou germinativas, caracterizando
um estado irreversivel de degeneracdo. Estes niveis foram agrupados em normal (nivel

1), patologias leves (Niveis 2 e 3), moderadas (Niveis 4 e 5) e severas (Niveis 6, 7 e 8).

5.9 Viabilidade celular
Seccoes testiculares semisseriadas de 1 um foram obtidas em micré6tomo rotativo
(RM 2255, Leica Biosystems, Nussloch, Germany) para avaliagdo da viabilidade celular
utilizando os marcadores laranja de acridina e iodeto de propidio. As ladminas foram
imersas em banho de 4cido acético 1% por 3 minutos, seguido de dgua destilada por 1

minuto, marcadas com a solu¢do de 0,02 % de laranja de acridina e 1% de iodeto de
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propidio em tampao fosfato por 1 minuto. Posteriormente as ldminas foram lavadas com
tampao fosfato por 3 minutos e em seguida imersas em solu¢do de cloreto de célcio 0,1
M por 1 minuto e novamente em tampao fosfato. As ldminas foram montadas com
glicerina e observadas em microscopio de fluorescéncia EVOS fl (Life Technologies).
Células vidveis foram marcadas em verde pelo laranja de acridina, observadas com o
filtro GFP, células em processo de morte celular foram marcadas em vermelho e células
com danos iniciais no DNA foram marcadas em amarelo pelo iodeto de propidio,

observadas com o filtro RFP (Perl e Little, 1980).

5.10 Avaliacao do estresse oxidativo
O testiculo foi homogeneizado em tampao fosfato (pH 7,4), na proporcao de 100
mg de o6rgdo para 1000uL. A suspensdo foi centrifugada (12000 rpm a 4°C por 10
minutos) e o sobrenadante foi utilizado nas anélises de determinacdo da atividade de

enzimas antioxidantes, concentracao de 6xido nitrico, malondialdeido e proteina total.

5.10.1 Quantificagdo das enzimas antioxidantes

A atividade enzimética da Catalase (CAT) foi mensurada segundo Aebi et al.
(1984) pela taxa de queda da absorbancia em 60 segundos do perdxido de hidrogénio
(H202) (10 mM) em tampao fosfato de potéssio 0,2 M (pH 7,0) e homogenato de tecido
em espectrofotometro (A = 240nm). Foi utilizado o coeficiente de extingdo molar do
peréxido de hidrogénio e 240 = 36 mol! L cm™ e os resultados foram expressos em U
CAT/mg proteina.

A atividade enzimdtica da Superéxido Dismutase (SOD) foi determinada em
leitor de Elisa em 570 nm baseada na capacidade dessa enzima em catalisar a reacdo do
superoxido Oz” e H202 e, assim, diminuir a razdo de auto-oxidacdo do pirogalol
(Dieterich et al., 2000). Os resultados foram expressos em U SOD/mg proteina.

A atividade enzimatica da Glutationa S-Transferase (GST) foi mensurada de
acordo com Habig ef al. (1974), através da formacdo do conjugado glutationa-2, 4-
dinitrobenzeno (CDNB). A atividade da enzima foi estimada em uma mistura contendo
CDNB 1 mM em etanol, Glutationa Redutase (GSH) 1 mM, fosfato de potassio (pH
7,0) 100 mM e homogenato de tecido pelo aumento da absorbancia (A = 340 nm) por 90
segundos. O coeficiente de extingio molar do CDNB e 340 = 9,6 mM"' cm™ foi

utilizado para os célculos e os resultados foram expressos em pmol/min/g.

22



5.10.2 Determinagdo do produto de estresse oxidativo — Malondialdeido (MDA)
Ao homogenato foi adicionado solugdo TBARS (4cido tricloroacético 15%,
0,375% de é&cido tiobarbitirico e dcido cloridrico 0,25 M), pois as substancias que
reagem ao 4cido tiobarbitirico sdo, em sua maioria, produtos da peroxidacgdo lipidica,
sendo o MDA importante marcador para monitorar a taxa de lipoperoxidagao.
Posteriormente foi aquecido em d4gua fervente por 40 minutos a 90°C, resfriado,
adicionado alcool butilico (600mL), agitado em vortex e centrifugado a 6000 rpm. A
fase superior foi utilizada para quantificar a concentragdo de MDA em leitor de
microplacas (A = 532nm). A concentragdo de MDA foi determinada por meio de curva
padrdo a partir de concentragdes conhecidas de 1, 1, 3,3-tetramethoxypropane (TMPO).

Os resultados foram expressos em uM/mg proteina (Buege e Aust, 1978).

5.10.3 Oxido nitrico (ON)

O nitrito usado como indicador da sintese de 6xido nitrico é detectado pelo
Reativo de Griess, composto por 1% de sulfanilamida e 0,1% naftil-etileno-diamina em
acido fosfoérico (H3PO4) a 2,5%. Desta forma, S0uL. do sobrenadante das amostras foi
adicionado em microplacas com igual volume do Reativo de Griess e incubado em
temperatura ambiente por 15 minutos, e em seguida foi realizada a leitura em leitor de
microplacas (A = 540 nm). A concentragdo do Oxido nitrico das amostras foi
determinada utilizando curva padrdo com concentra¢des conhecidas de nitrito de sddio e

expressa em uM (Droge, 2002; Ricart-Jané et al., 2002).

5.10.4 Proteina total

A proteina total dos sobrenadantes de SOD, CAT e MDA foi mensurada (Lowry
et al., 1951) utilizando-se albumina de soro bovino como padrio, e foi utilizada para a

homogeneizacdo dos dados do estresse oxidativo.

5.11 Avaliacio espermatica
A cauda do epididimo esquerdo foi seccionada vérias vezes em placa de Petri
com auxilio de ldmina de inox para se obter o fluido rico em espermatozoides. Este
fluido foi diluido em 500 pL de diluidor Tris-citrato-frutose a 37°C, sendo retiradas
aliquotas para andlises de motilidade e morfologia espermadticas e avaliagdo da

integridade estrutural das membranas plasmética e acrossomal.
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5.11.1 Motilidade
A motilidade espermdtica foi analisada em microscopio de campo claro em
aumento de 400X. Os espermatozoides foram classificados como mdveis ou iméveis e a

motilidade total foi expressa em porcentagem.

5.11.2 Morfologia espermadtica

Uma aliquota de 50 pL do fluido foi fixada em 100 pL de paraformaldeido 4%
com tampao fosfato de sédio 0,2M, pH 7,4, sendo mantido refrigerado a -20°C. Foram
analisados 100 espermatozoides em preparacdo umida utilizando microscépio de
contraste de fase em aumento de 400X (Bioval L-1000B, Brasil). A morfologia foi
classificada quanto a defeitos de cabeca (nucleo e acrossoma), peca intermedidria
(quebrada, fracamente dobrada e fortemente dobrada) e peca principal (fracamente
enrolada e fortemente enrolada), além de auséncia ou presenca de gota citoplasmatica.

Os resultados foram expressos em porcentagem.

5.11.3 Integridade estrutural das membranas espermdticas

A integridade estrutural das membranas plasmatica e acrossomal dos
espermatozoides foi avaliada pela técnica de fluorescéncia utilizando-se dois
fluorocromos: o diacetato de carboxifluoresceina (DACF) e o iodeto de propidio (IP),
segundo o protocolo proposto por Harrison e Vickers (1990) e modificado por Ziccari
(1998). Os espermatozoides foram avaliados em microscépio de epifluorescéncia
(Olympus AX 70 TRF, Tokyo, Japan) em aumento de 400x. Foram avaliados 200
espermatozoides por animal considerando-se trés categorias: integros (membrana
plasmdtica e acrossomal integras; DACF+/IP-), lesados (membrana plasmadtica e
acrossomal lesadas; DACF-/IP+) e semilesados (membrana plasmdtica integra e

membrana acrossomal lesada; DACF4/IP+). O resultado foi expresso em porcentagem.

5.11.4 Producgdo didria de espermatozoides, niimero de espermatozoides e
tempo de transito epididimdrio

As espermatides testiculares resistentes a homogeneizacdo (estigio 19 da
espermatogénese) € o espermatozoide da cabega /corpo e da cauda do epididimo foram
contados como descrito por Robb et al. (1978) e modificado por Fernandes et al.
(2007). Para isto o testiculo congelado foi descapsulado, pesado e homogeneizado em 5
mL de NaCl 0,9% (Triton X-100 0,05%) por 3 minutos. Em seguida foi diluido 5 vezes
(1:5) na mesma solug@o e transferido para a camara de Neubauer, onde foi contabilizado

o numero de espermadtides resistentes a homogeneizacao.
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Para determinar a producdo espermatica didria de espermatozoides, o nimero de
espermatides por testiculo foi dividido por 4,84, que é o nimero de dias em que as
espermatides maduras estdo presentes no epitélio seminifero de camundongos (Robb et
al., 1978, Fernandes et al., 2007). Da mesma forma, a cabeca/corpo e cauda do
epididimo foram utilizados, sendo que 200 mg de tecido da cabeca/corpo e 100 mg de
cauda foram homogeneizados em 1 mL de solu¢do NaCl 0,9% (Triton X-100 0,05%)
por 3 minutos. Em seguida, o homogenato da cabecga/corpo foi diluido 2 vezes (1:2),
enquanto o da cauda foi diluido 1 vez (1:1). Para o cdlculo do tempo de transito em cada
regido epididimdria, em dias, o nimero total de espermatozoide de cada segmento foi

dividido pela producao espermadtica didria (Robb et al., 1978; Fernandes et al., 2007).

5.12 Anadlises estatisticas
Os parametros foram submetidos a avaliacdo de normalidade pelo teste de
Shapiro-Wilk e, em seguida, foi feita andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste
de Student Newman-Keuls (SNK). Foi utilizado o software STATISTICA, sendo o
nivel de significancia considerado de p<0,05. Todos os resultados foram expressos em

média + desvio padrdo.
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6. RESULTADOS

6.1 Biometria corporal e dos 6rgaos que compdem o sistema reprodutor
masculino

Os parametros biométricos analisados encontram-se na Figura 1 e nas Tabelas 1
e 2. Nao foram observadas diferencas nos parametros biométricos corporal e testicular,
como peso corporal (PC), peso testicular (PT), peso da albuginea (PA) e o peso do
parénquima (PP) dos grupos tratados em relacdo ao controle (Tabela 1). A biometria dos
orgdos testosterona dependentes, como peso do epididimo, da prostata ventral e da
vesicula seminal, em todos os grupos experimentais, nao sofreram alteracdes em relagcdao

ao grupo controle (Tabela 2).

6.2 Histomorfometria testicular

Os elementos observados na andlise da microestrutura testicular como lume (L),
epitélio (Ep) e intertdbulo (I) permaneceram integros em todos 0s grupos experimentais
(Figura 1).

Os parametros morfométricos testiculares ndo apresentaram variacoes
significativas nos grupos experimentais quando comparados ao grupo controle (Tabela
3).

O percentual e volume dos componentes tubulares estdo dispostos na Tabela 4.
Os percentuais de tubulo seminifero e de lume nd3o apresentaram quaisquer
modificagdes significativas nos grupos tratados em relaciao ao controle. O percentual de
epitélio seminifero, percentual e volume de tinica prépria, aumentaram nos grupos
tratados com cddmio, chumbo, cromo VI e niquel quando comparados ao controle.

O percentual dos indices gonadossomatico (IGS), parenquimossomdtico (IPS),
tubulossomético (ITS) e epiteliossomatico (IES) estdo representados na Figura 2. Nao

foram observadas alteracdes significativas em relacao ao grupo controle.

6.3 Contagem de células do estadio I
Os dados referentes as andlises feitas nos tibulos seminiferos no estadio I estdo
representados na Tabela 5. O nimero corrigido das células germinativas do ciclo do
epitélio seminifero, os indices espermdticos, o nimero de células de Sertoli e a
producdo espermdtica didria permaneceram inalterados em todos os grupos

experimentais em relacdo ao grupo controle.
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6.4 Histomorfometria intertubular

Os percentuais e volumetria dos componentes intertubulares estdo descritos nas
Tabelas 6 e 7. Nao houve alteragdes significativas referentes ao percentual e volume dos
componentes analisados entre os grupos controle e tratados.

Os parametros morfométricos e estereoldgicos das células de Leydig estdo
representados na Tabela 8. Os animais tratados com arsenato e cddmio ndo sofreram
alteracoes significativas nesses parametros quando comparados ao grupo controle. Nos
grupos tratados com chumbo, cromo VI e niquel observou-se aumento no didmetro
nuclear de Leydig e no volume do nicleo de Leydig em relacdo ao controle. Por outro
lado, o grupo tratado com arsenito apresentou reducido do didmetro nuclear de Leydig,
volume do ntcleo de Leydig, volume de citoplasma de Leydig e no volume da célula de
Leydig em relacdo ao grupo controle. A administracio deste mesmo metal promoveu
aumento do nimero de células de Leydig no testiculo e por grama de testiculo em
relac@o ao controle, apesar de ndo ter havido alteragdes na volumetria destas células nos
testiculos. O indice Leydigossomdtico ndo apresentou variacdes significativas nos

grupos experimentais em relacao ao grupo controle.

6.5 Testosterona
Os dados referentes as andlises de testosterona plasmadtica estdo ilustrados na
Figura 3. Houve aumento significativo na concentracdo plasmatica de testosterona nos

animais tratados com cromo VI em relag@o ao grupo controle.

6.6 Histopatologia
Os dados obtidos pela andlise histopatoldgica estdo representados na Figura 4.
Foi observado aumento significativo de patologias leves, como vacuolos nos ambientes,
basal e adluminal dos tubulos seminiferos, nos grupos que receberam cddmio, chumbo e

niquel (Figura 4A). As patologias encontradas estdo ilustradas na Figura 4B.

6.7 Viabilidade celular
Os animais tratados com cddmio e niquel apresentaram dano inicial nas células
do epitélio germinativo (Figura 5). Apenas os animais tratados com caddmio tiveram

presenca de células mortas, os demais grupos nao sofreram altera¢des significativas

(Figura 5).
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6.8 Concentracio de metais pesados nos testiculos
Nenhum dos metais testados foram encontrados em concentracdes significativas

nos testiculos. A analise de bioacimulo do Pb nio foi realizada.

6.9 Estresse oxidativo

Os dados referentes ao estresse oxidativo encontram-se na Figura 6. A atividade
da enzima superdxido dismutase (SOD) aumentou no grupo tratado com arsenato em
relacdo ao grupo controle. A atividade da enzima catalase (CAT) ndo sofreu alteracdo
significativa nos grupos experimentais em relacdo ao controle. A Glutationa-S-
Transferase (GST) sofreu reducdo nos animais tratados com arsenito, cddmio, chumbo,
cromo VI e niquel em relacio ao controle. O malondialdeido (MDA) sofreu reducido em
todos os grupos experimentais. O Oxido nitrico (ON) ndo apresentou alteracdes

significativas quando comparados ao controle.

6.10 Motilidade e morfologia espermatica

Os dados referentes a motilidade e morfologia espermatica estdo descritos na
Tabela 9. Os animais que receberam niquel tiveram reducgdo significativa na motilidade
espermdtica quando comparados ao controle (Tabela 9). Foi observada reducdo do
percentual de espermatozoides com morfologia normal e consequente aumento no
percentual de espermatozoides com morfologia anormal nos animais tratados com Cr VI
e Ni em relacdo ao grupo controle. Os animais tratados com cddmio exibiram aumento
do percentual de espermatozoides com morfologia anormal, quando comparados ao
controle, porém mantiveram o percentual de espermatozoides com morfologia normal

dentro do padrao.

6.11 Integridade de membrana espermatica
A integridade da membrana espermdtica reduziu em todos os grupos
experimentais em relagdo ao controle (Figura 7). O grupo tratado com Cr VI também
apresentou aumento significativo do percentual de espermatozoides com membrana

lesada (Figura 7).
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6.12 Contagem das espermatides arredondadas no testiculo e de
espermatozoides na cabeca, corpo e cauda do epididimo

Os dados referentes a contagem espermadtica no testiculo e epididimo estdo
descritos na Tabela 10. O numero de espermatides alongadas no testiculo e por grama
de testiculo, bem como a producdo espermdtica didria por testiculo e por grama de
testiculo, diminuiram em todos os grupos experimentais em relacdo ao controle (Tabela
10). Em consequéncia, houve reducdo no nimero de espermatozoides na cabeca/corpo e
cauda do epididimo, em todos os grupos, € no nimero de espermatozoides na
cabeca/corpo por grama de epididimo nos animais que receberam Cd, Pb, Cr VI e Ni. O
tempo de transito na cabeca/corpo do epididimo apresentou aumento significativo em
todos os grupos tratados, sendo que na cauda o aumento desse tempo ocorreu apenas

nos animais tratados com Cr VI e Ni comparados ao controle.
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7. DISCUSSOES

Neste estudo foram apresentadas pela primeira vez a toxicidade dos metais
pesados arsenato (As*>), arsenito (As*?), cddmio (Cd), chumbo (Pb), cromo VI (Cr VI) e
niquel (Ni) de forma comparativa, nos testiculos de camundongos Swiss apds exposi¢ao
aguda, por via intraperitoneal (IP). Observaram-se alteracdes em parametros tubulares,
intertubulares, hormonais e esperméticos. Verificou-se também reducao do nimero de
espermatides nos testiculos e reducdo da producdo de espermatozoides em todos os
grupos, além de um aumento do tempo de trinsito nos animais intoxicados por As®>,
As*3, Pb, Cr VI e Ni, podendo acarretar alteracdes funcionais.

Os dados biométricos, corporal e testicular, de peso absoluto e relativo do
epididimo, prostata ventral e vesicula seminal ndo sofreram mudancgas pelo tratamento
nos grupos experimentais, mantendo assim a maioria dos indices testiculares. Tais
resultados mostram que o tempo de exposicdo foi insuficiente para gerar grandes
alteracdes nos Orgdos, visto que os principais efeitos negativos foram em células ja
diferenciadas ou em final de diferenciacdo. A andlise do peso corporal fornece
informacdes importantes sobre a toxicidade geral de um composto e possiveis
implicagdes para a saide (Fernandez et al., 2008). O peso testicular ou o tamanho do
testiculo podem ser utilizados como indicadores da producao espermética, uma vez que
o principal componente testicular é o tubulo seminifero (Franca e Russell, 1998).
Resultados similares aos deste estudo também foram observados por Lima er al. (2018)
com arsénio inorganico, assim como nos trabalhos realizados com acetato de chumbo
(Marchlewicz et al., 2004; Allouche et al., 2009; El-Sayed e El-Neweshy, 2010), cromo
VI (Chandra et al., 2010) e niquel (Massanyi et al., 2007).

A organizagdo tecidual testicular manteve-se integra, ndo havendo alteracdes
notdveis nos parametros morfométricos tubulares, assim como no comprimento total de
tibulos seminiferos, na drea e na relacdo tdbulo/epitélio. O comprimento de tibulos
seminiferos, por testiculo e por grama de testiculo em todos os grupos experimentais,
permaneceu dentro da média descrita para os mamiferos (Franca e Russell, 1998). O
tempo de exposicdo e a concentracdo do metal podem ter grande influéncia no
surgimento de alteragdes nesses parametros, dado que ratos tratados com Cd (50 mg/kg)
em 15, 30 e 60 dias, tiveram diminuicao do didmetro de tibulo (DT) e altura de epitélio
(AE) a medida que o tratamento aumentava sua duracdo (Abarikwu et al., 2018). Do
mesmo modo, Chandra ef al. (2010) relataram que animais expostos a concentracoes
menores ao Cr VI, porém em periodo maior, apresentaram diminui¢io no DT. Em

contrapartida, Massanyi et al. (2007) observaram que animais €Xpostos a maiores
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concentracdes de Ni em menor tempo de exposi¢ao, apresentaram reducdo no DT e AE,
além de aumento no didmetro de lume (DL). Porém, resultados similares aos deste
estudo também foram observados por Lima et al. (2018) em ratos intoxicados por As>*
e As** (0,01 e 10 mg/L por 56 dias), por Oliveira et al. (2010) com Ni (0,67 e 1,34 g/L
por 60 dias) e por Li et al. (2016) e Predes et al. (2016) com Cd (0,2 mg/L por 24 horas
e 1,2 mg/kg por 7 e 56 dias, respectivamente).

Em relacdo ao percentual e volume dos componentes tubulares, houve aumento
de tinica prépria (%) que refletiu no aumento do seu volume (mL) nos grupos
intoxicados por Cd, Pb, Cr VI e Ni, podendo ser indicios da toxicidade inicial destes
metais. A tdnica prépria (TP) € uma estrutura que envolve o tibulo seminifero, sendo
composta por células mioides e membrana basal com fibras coldgenas (Kierszenbaum,
2008). Ainda ndo se sabe a relacio do aumento da TP com os danos na
espermatogénese, porém estudos indicam que tal aumento seja resultado da elevada
producdo de fibras coldgenas, provavelmente estimulada por uma proteoglicana
(decorina) envolvida na fibrilogénese em testiculos inférteis (Bhide et al. 2005; Orgel et
al. 2009; Adam et al. 2011). Em adicao, Kampfer et al. (2012) observaram em amostras
testiculares de homens inférteis que as células peritubulares aumentaram a produgdo de
catalase (enzima antioxidante) como resposta adaptativa ao aumento de peréxido de
hidrogénio (H20,). Nascimento (2017) também relatou aumento de TP nos grupos
expostos ao Cd, podendo ser ocasionado pelo estresse oxidativo, o qual induziu tais
modificagdes.

O epitélio seminifero (%) aumentou nos grupos expostos ao Cd, Pb, Cr VI e Ni,
sem haver, contudo, outras alteracdes aparentes. Dados semelhantes foram observados
por Neves (2016) com Pb, Saxena et al. (1990) com cromo, Mouro (2018) com Cd e por
Toman et al. (2012) com Ni, em concentracdes mais elevadas e em diferentes periodos
de exposicdo. Neste estudo os animais expostos ao As>* e As** ndo sofreram alteracdes
nesses parametros, diferente do que foi encontrado por Souza et al. (2016) e Lima et al.
(2018), que observaram diversas alteracOes em ratos intoxicados por esses metais em
um periodo de 56 dias.

Nenhum dos pardmetros avaliados com relacdo a célula de Sertoli, indices,
mitético e meidtico, e rendimento espermadtico sofreram alteracdes significativas,
indicando que o processo espermatogénico dos camundongos nio foi afetado pelos
metais pesados durante o periodo de exposicao de 7 dias. Experimento realizado por Li
et al. (2012), com dose semelhante de arsénio, obteve os mesmos resultados. No

entanto, Corpas et al. (2002) e Nava-Hernandez et al. (2009) relatam que a exposi¢ao
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por um periodo maior ao Pb induz redugdes significativas nas populagdes celulares do
epitélio seminifero. Do mesmo modo, Bu ef al. (2011), em animais intoxicados por Cd,
Kakela et al. (1998), Kong et al. (2014) e Kong et al. (2018) com Ni, relataram
alteracdes nas populagdes celulares do epitélio seminifero de animais intoxicados por
esses metais. Em altas doses, o Cd pode induzir edema intersticial, hemorragia e
necrose, acompanhados de danos aos tibulos seminiferos, afetando os espermatozoides
e seus precursores (Niewenhuis e Prozialeck, 1987; El-Ashmawy e Youssef, 1999),
enquanto o Cr VI pode afetar severamente a préfase meidtica gerando distirbios na
espermatogénese (Geoffroy-Siraudin et al., 2010).

O componente testicular mais sensivel a exposicdo por agentes externos € o
intertibulo (Blanco et al., 2007), porém neste estudo o percentual e volume do
intertubulo e de seus componentes ndo sofreram alteracdes com os diferentes metais
testados. Resultados semelhantes foram encontrados por Cupertino et al. (2017B) em
ratos expostos a diferentes concentragdes de Cd, também por 7 dias, e por Massanyi et
al. (2007) utilizando Pb por 48 horas. Provavelmente o tempo de exposi¢do pode ter
sido insuficiente para o surgimento de alteragdes nesses parametros, uma vez que Souza
et al. (2015) relataram mudangas nesses componentes em animais expostos ao As>* e
As** por 56 dias, assim como Saxena et al. (1990) com Cr VI por 90 dias. Segundo
Oliveira (2010), a exposicdo cronica ao Ni pode causar reducdo nas proporgdes
volumétricas de macréfagos acompanhada da redug¢do na proporcdo volumétrica de
célula de Leydig (CL), podendo indicar prejuizo fisiologico sobre a androgénese.

O diametro nuclear e volume de CL sofreram reducdo nos animais expostos ao
As** e, em contrapartida, como compensacdo o niimero de CL nos testiculos aumentou
nesses animais. Estas alteracOes podem ter acontecido em resposta a intoxicagdo pelo
metal. Dados similares foram encontrados por Souza et al. (2015), em um periodo de
exposi¢do maior, sendo a acdo das EROs uma possivel causa de tais alteragdes. Nos
animais expostos ao Cd e As>* esses pardmetros permaneceram inalterados, enquanto a
exposi¢cdo ao Pb, Cr VI e Ni induziu aumento do didmetro e volume do nucleo de
Leydig, sem outras modificagdes aparentes. Assim como Souza et al. (2015) com As’*,
Oliveira (2010) e Toman et al. (2012) com Ni, e Costa (2013) com Pb, relataram
alteracdes nos parametros morfométricos de CL apds exposi¢do dos animais a diversas
concentracdes desses metais por maiores periodos, comprovando que quanto maior o
periodo de exposi¢ao, mais mudangas visiveis ocorrem nos testiculos.

O nivel de testosterona aumentou nos animais expostos ao Cr VI, permanecendo

inalterado nos outros grupos. A testosterona desempenha papel crucial no sistema
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reprodutor masculino (Tremblay, 2015), com fun¢do de promover o crescimento, o
desenvolvimento e a atividade secretora dos 6rgdos sexuais (Hafez, 1970). Entendemos
que o tempo de exposi¢cao possa ter influenciado, pois Abarikwu et al. (2018) relataram
diminui¢do da testosterona somente apds 15, 30 e 60 dias de exposicdo semanal ao Cd
(50 mg/kg), por gavagem. Segundo Castro et al. (2002), ndo ha correlagdo entre altas
concentracdoes de testosterona e aumento do processo espermatogénico. Como
alteracOes tubulares ndo foram notdveis e as intertubulares mostraram-se apenas no
aumento do didmetro e volume do nicleo de Leydig, podemos inferir que a elevacio da
testosterona nos animais expostos ao Cr VI ndo gerou grandes prejuizos a
espermatogénese. Estudos relatam que a diminui¢do da testosterona plasmadtica e
aumento do nivel de FSH e em alguns casos com diminui¢do da contagem espermatica,
estdo associados a alteracoes fisiologicas testiculares induzidas pela exposicao ao Cr,
que envolve alteracOes enzimadticas e patologicas (Earnst, 1990; Saxena et al., 1990;
Mamina e Sheiko, 2001).

Neste estudo foram observadas patologias leves nos tibulos seminiferos, como
vacuolos no dpice e na base, em animais intoxicados por Cd, Pb e Ni, condizentes com
o dano celular inicial encontrado nos grupos que receberam Cd e Ni. Alteracdes
funcionais também foram identificadas e, ainda que em pequenas proporcdes, alteracoes
na morfologia tecidual, sendo estas anélises, segundo Hinton et al. (1992), importantes
para demonstrar a toxicidade desses metais. Outros autores também encontraram
alteracOes na histologia testicular em animais intoxicados pelo Cd por 7 dias, como
obstru¢do tubular e vacuolizacdo das células germinativas em ratos que receberam 1,4
mg/Kg (Cupertino et al., 2017B) e desorganizacdo dos tibulos seminiferos nos animais
que receberam 1,2 mg/Kg do metal (Predes et al., 2010; Predes et al., 2016).
Adicionalmente, Kong et al. (2014) com Ni e Costa (2013) com Pb relataram que
animais intoxicados por esses metais também apresentaram patologias no tdbulo
seminifero associadas a danos celulares. No que se refere ao animais intoxicados por
As>*, As®* e Cr VI, nenhuma patologia foi encontrada. Porém, estudos em animais
expostos a esses metais por um periodo maior que 7 dias relatam surgimento de
patologias no epitélio seminifero (Sarkar et al., 2008; Momeni et al., 2012; Marouani et
al., 2017; Lima et al., 2018).

Em relacdo as andlises de viabilidade celular, observamos dano inicial e morte
celular nos tibulos seminiferos de animais intoxicados por Cd, estando essas alteracoes
associadas a patologias leves encontradas nesses animais, além do estresse oxidativo.

Embora dano inicial e morte celular tenham sido observadas, esses animais ndo
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apresentaram qualquer alteracao na morfometria das células que compdem o epitélio
germinativo. Entende-se que o tempo de exposi¢do e a dose foram insuficientes para
gerar maiores danos, porém algumas alteragcdes morfoldgicas e funcionais comecaram
se tornar aparentes. Sabe-se que muitos metais promovem alteracdes celulares que
levam a morte celular (Kasahara et al., 2002). Em experimentos com ratos (1 mg/kg Cd
por 15 dias) e camundongos intoxicados por Cd (2, 4 e 8 mg/kg Cd por 24 horas), foi
possivel observar a capacidade do metal em perturbar o equilibrio entre a proliferacdo
celular e a apoptose, aumentando assim o processo apoptético (Bu et al., 2011; Eleawa
et al., 2015). Tanto a via mitocondrial como a do reticulo endoplasmatico estdo
envolvidas na apoptose de células germinativas induzidas por Cd em camundongos (Ji
etal.,2011).

Foram observados também danos iniciais nas células do tabulo seminifero de
animais intoxicados por Ni, assim como patologias leves, porém o didmetro celular
nessa regido nao sofreu alteracdes. Dados similares foram encontrados por Kong et al,
(2014) em experimento com ratos expostos ao Ni em concentracdes mais elevadas que
1,5 mg/kg e, assim como Alarifi et al. (2014), relatam que a citotoxicidade do Ni foi
dependente da concentracao e do tempo em cultura de células epiteliais.

Os animais intoxicados por As>*, As**, Pb e Cr VI ndo sofreram quaisquer
modificagcdes na viabilidade celular do tibulo seminifero, sendo mais um indicio de que
o tempo de exposi¢do foi um fator-chave para o surgimento das alteragdes, uma vez que
animais expostos ao As>* e As> por 56 dias (Lima et al., 2018), ao Pb por 40 dias
(Sudjarwo et al., 2017) e ao Cr VI por 15 dias consecutivos (Marouani et al., 2017)
apresentaram danos celulares no tibulo seminifero, bem como patologias leves.

O fato de ndo ter ocorrido actimulo significativo dos metais testados deve-se
possivelmente ao tempo de exposi¢do, ao nimero de vezes em que foi exposto ao metal
e a forma de eliminagio pelo organismo. Lima et al. (2018), em estudo com As”* e
As**, observaram aumento na concentra¢io desses metais nos testiculos de ratos apds
56 dias de exposi¢do, periodo muito maior que o testado neste estudo. Sobre o Cd, ha
estudos indicando que as defesas naturais das gonadas contra o actimulo do metal
possam ser eficientes por até 30 dias, e assim os efeitos téxicos do Cd parecem ser
limitados devido a dificuldade em causar danos quando ligados a proteina protetora
metalotioneina (Prozialeck et al., 2007; Predes et al., 2010; Abarikwu et al., 2018).
Blanco et al. (2007) relataram que animais intoxicados por Cd (1,5 g/L) diariamente,

durante 3, 6 e 12 meses, apresentaram aumento do metal nos testiculos, porém a retirada

34



da exposicdo 3 e 6 meses antes da eutandsia causou estabilidade e até mesmo
diminui¢do do metal no 6rgao.

Apesar da andlise da concentracdo do chumbo no testiculo nao ter sido realizada
no presente estudo, Adhikari er al. (2001) relataram que ratos intoxicados por Pb (5, 10
e 20 mg/kg por duas semanas) apresentaram metal no testiculo nas doses mais altas. No
que se refere ao Ni, Zemanovd et al. (2007) encontraram altas concentracdes do metal
no sémen de animais expostos diariamente, correlacionando esses niveis a
malformacdes espermadticas. Os dados permitem afirmar que o Ni pode ter conseguindo
invadir o 6rgdo e atravessar a barreira de defesa.

O desbalanco redox € a primeira alteracdo que ocorre quando um organismo é
intoxicado por metal pesado, reflexo de um desequilibrio corpéreo denominado estresse
oxidativo, resultando em vdrios efeitos colaterais. O testiculo possui um mecanismo de
defesa antioxidante muito eficiente, constituido por enzimas como a superdxido
dismutase (SOD) e a catalase (CAT), que eliminam e/ou inibem a formacao de espécies
reativas de oxigénio (EROs) (Vernet et al., 2004). A SOD faz parte da primeira linha de
defesa da célula contra os efeitos deletérios causados pelos radicais livres, catalisa a
dismutacdo dos radicais 4nion superéxido (O%) em peréxido de hidrogénio (H202), que
rapidamente ¢ degradado pela CAT em &4gua e oxigénio (Inal er al., 2001; El-
Demerdash et al., 2009). O aumento na atividade da SOD nos animais intoxicados por
As’* pode ter ocorrido devido ao aumento da produgido do O*, sem alterar a atividade
da CAT ou da glutationa-S-transferase (GST). Em associacdo ao aumento da SOD,
houve diminui¢do do malondialdeido (MDA) nesses mesmos animais, indicando que a
primeira linha de defesa estd sendo eficiente na eliminagdo dos efeitos deletérios
causados por este metal, na concentracdo e tempo de exposi¢do utilizados. Estes
resultados estdo de acordo com os dados relatados por Lima et al. (2018), em que ratos
intoxicados por As>* (0,01 e 10 mg/L por 56 dias) também apresentaram eficiéncia da
primeira linha de defesa antioxidante nos testiculos.

Os animais intoxicados por As**, Cd, Pb, Cr VI e Ni apresentaram diminui¢do na
atividade da GST, associada a diminui¢cdo do MDA. Entende-se que as enzimas SOD e
CAT estdo atuando dentro da normalidade no combate aos efeitos deletérios induzidos
apds exposi¢do a metais pesados, onde a diminui¢do na atividade da GST pode estar
associada ao processo de eliminacdo de metais pelo organismo e a detoxificacdo. Assim
a GST, na tentativa de restabelecer o equilibrio no estado oxidativo, pode ter aumentado
sua atividade ao maximo, levando a diminui¢@o na capacidade de dismutacdo do H,O; e

na sua atividade (Aitken e Roman, 2008). Outra via que também justifica a diminui¢do
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da GST € o processo de eliminagcdao de metais do organismo. A diminui¢io do MDA,
um dos produtos da peroxidacao lipidica, pode indicar eficiéncia na atividade da GST.
Sabe-se que as enzimas antioxidantes podem sofrer oscilacdes no decorrer de um
periodo apds intoxicagdo por metais pesados, como observado em outros trabalhos com
As (Bashandy et al., 2016), Cd (Abarikwu et al., 2018), Pb (Elgawish e Abdelrazek,
2014), Cr (Acharya et al., 2004) e Ni (Doreswamy et al., 2004). Resultados semelhantes
foram observados por Bashandy et al. (2016), mostrando que a exposi¢do ao arsénio
reduziu o nivel de atividade da glutationa reduzida (GSH) e da CAT nos testiculos de
ratos. A deplecdo da GSH, cofator da GST, pode ser também atribuida a ligacdo dos
metais pesados com grupos sulfidrilas e subsequentemente eliminagdo (Flora et al.,
2007). De forma geral, o metabolismo dos metais pesados é conhecido por
biotransformacao, processo pelo qual o metal se torna mais solivel em dgua e
facilmente excretado pelo organismo (Yu e Tsunoda, 2004).

Sabe-se que alteracdes das enzimas antioxidantes podem prejudicar a arquitetura
testicular, os pardmetros funcionais e gerar reducdo quantitativa e qualitativa dos
espermatozoides (Guvvala et al., 2017), além de causar efeitos deletérios nas células,
como danos ao DNA, modificacdo proteicas e lipidicas (Sawicka et al., 2008). O
aumento da peroxidacdo lipidica durante a espermatogénese pode gerar dano tecidual
(Mylonas e Kouretas, 1999) e funcional, diminuindo a fluidez, alterando a estrutura,
integridade e inativando varias enzimas da membrana celular (Gutteridge e Halliwell,
2000).

Neste estudo foram observadas diminui¢do na motilidade espermética no grupo
intoxicado por Ni, da morfologia espermatica normal dos animais intoxicados por Cr VI
e Ni, em associacdo com o aumento no percentual de espermatozoides anormais nos
grupos expostos ao Cd, Cr VI e Ni. Estes prejuizos podem estar associados a0 aumento
do tempo de transito, uma vez que a permanéncia dos espermatozoides no epididimo
por um periodo maior pode ocasionar alteragdes por diversas vias, como a do estresse
oxidativo (Cummins et al., 1994). A motilidade, assim como a morfologia espermatica,
sdo caracteristicas importantes para a fecundacdo, e distirbios nestas funcdes, podem
causar danos a fertilidade (De Jonge e Barratt, 2006).

O percentual de espermatozoides com membranas plasmadtica e acrossomal,
estruturalmente integras, diminuiu em todos 0s grupos experimentais, e o percentual de
espermatozoides com membranas lesadas aumentou no grupo intoxicado por Cr VI
Tais alteracdes podem estar relacionadas ao estresse oxidativo induzido pelos metais,

onde o aumento no tempo de transito pode ter favorecido ainda mais o surgimento de
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danos nesses parametros, pois a permanéncia dos espermatozoides no epididimo por um
periodo maior pode torna-los mais susceptiveis a alteracdes, tanto pelo estresse
oxidativo, como por agentes externos. Os metais podem atuar sobre os fosfolipidios e
proteinas presentes na membrana plasmdtica das células em geral e nos espermatozoides
(Minassian e Terner, 1966; Flora et al., 2011). Isso acontece porque muitos dos
fosfolipidios sdo compostos por dcidos graxos poli-insaturados altamente susceptiveis a
peroxidacao lipidica quando expostos a metais pesados. Esta reacdo quimica pode
resultar na perda de fosfolipidios por degradagdo, causando desestabilizacdo e lesdo de
membranas (Griveau e Le Lannou, 1997; Lamirande et al., 1997; Carpenter et al., 2002;
Chang et al., 2007; Flora et al., 2011; Reddy et al., 2011). O estresse oxidativo, uma
outra possivel causa para os danos esperméticos encontrados, pode induzir a apoptose e
reduzir a qualidade dos espermatozoides, gerando danos a reproducdo (Tremellen, 2008;
Sedha et al., 2015).

Antes de ocorrerem mudangas estruturais em um tecido, os metais pesados
podem causar danos funcionais (Dias, 2018). Desta forma, a redu¢do na producdo
espermatica didria e no numero de espermatides em todos os grupos pode ser reflexo de
danos encontrados nas células que compdem o epitélio germinativo, em associacdo com
o estresse oxidativo. Esses parametros testiculares sdao importantes indicadores da
fertilidade masculina, pois o ndmero de espermdtides maduras estd diretamente
relacionado a producdo didria de espermatozoides (Franca e Russell, 1998; Fernandez et
al., 2008). Working et al. (1985) citam que essa reducdo indica que houve deplecao ou
degeneracdo de células da linhagem germinativa em estddios anteriores a fase de
espermdtide. Os resultados encontrados estdo de acordo com a literatura, como
observado por Souza et al. (2016), para arsénio, Jana et al. (2006) para arsenito, Wang
et al. (2011) para o cddmio, Elgawish e Abdelrazek (2014) para chumbo, Geoffroy-
Siraudin et al. (2010) para cromo e D' Anto et al. (2012) para o niquel. Todos esses
estudos mostram redu¢do na producao didria de espermatozoide e redu¢do no nimero de
células germinativas, tendo assim efeito negativo na espermatogénese.

A reducdo no numero de espermatozoides na cabeca/corpo e na cauda do
epididimo nos grupos intoxicados por As**, Cd, Pb, Cr VI e Ni pode ter ocorrido em
consequéncia da diminui¢do da producdo espermdtica didria e do numero de
espermatides no testiculo. Alteracdes histopatolégicas, danos e morte celular também
podem ser responséveis por esse declinio. Nossos dados sdo consistentes com o estudos
anteriores em que a exposi¢do ao As>* e As®* reduziu a producdo de espermatozoides

em ratos (Momeni et al., 2012; Souza et al.; 2016). A diminuicdo da concentracdo
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espermatica, bem como sua producao, também foram relatadas por El-Demerdash et al.
(2004) em ratos intoxicados por CdClx (5 mg/kg por 30 dias) e por Elgawish e
Abdelrazek (2014) em ratos intoxicados por Pb (30mg/kg por 30 dias), além dos
contaminados por Ni (Obone et al, 1999; Pandey et al, 1999).

O aumento no tempo de transito observado nos animais expostos ao As™*, Ast,
Pb, Cr VI e Ni culminou com a diminuicdo dos espermatozoides com membrana
integra, e também com alteragcdes na motilidade dos espermatozoides no grupo
intoxicado por Ni. Embora a maioria dos autores apontem que a reduc¢do do tempo de
transito seja a causadora de defeitos aos espermatozoides (Klinefelter, 2002; Garcia et
al., 2012), seu aumento também pode causar danos devido a permanéncia dos
espermatozoides no epididimo por um periodo prolongado, tornando-os susceptiveis a
alteracdes, como pelo estresse oxidativo ou por agentes externos (Cummins et al.,
1994).

Assim, entendemos que as alteracdes funcionais, celulares e histoldgicas
encontradas neste estudo, podem ser uma resposta inicial ao estresse oxidativo induzido
pela intoxicacdo a metais pesados. O tempo de exposi¢do, a concentracdo e o tipo de
metal sdo fatores-chave para o nivel de alteracdes induzidas no sistema reprodutor
masculino. Portanto, apds exposi¢do aguda a metais pesados (1,5 mg/kg IP) por 7 dias,
o Ni se mostrou mais téxico, causando danos patolégicos (leves) e funcionais em
maiores propor¢oes, além de dano celular inicial no tibulo seminifero. O sucesso
reprodutivo pode ser prejudicado quando danos a morfologia, integridade de membrana
e motilidade espermética sdo encontrados. O Cd induziu patologias leves, dano inicial e
morte celular no tdbulo, além das alteragdes funcionais. O Cr VI causou aumento da
testosterona plasmadtica, alteracdes na morfologia espermatica normal e diminuicdo de
espermatozoides com membrana integra, associado ao aumento de espermatozoides
lesados. Os animais intoxicados por Pb também apresentaram patologias leves e
alteragdes nas células ja diferenciadas ou em final de diferenciagio. O As®* causou
reducdo no nimero de espermdtides e de espermatozoides, alteragdes nas células de
Leydig e diminuicdo na integridade de membrana espermdtica com maior intensidade

que o As”*, sendo considerado mais téxico que este.

8. CONCLUSOES

A exposicdo aguda ao arsenato, arsenito, cddmio, chumbo, cromo VI e niquel
promove estresse oxidativo testicular, induzindo altera¢des quantitativas e qualitativas

nos espermatozoides. A ordem de toxicidade entre os metais testados, estabelecida por
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andlise comparativa de danos nas células em processo de diferenciacdo e diferenciadas,
assim como danos funcionais e histopatoldgicos, segue a seguinte ordem Ni > Cd = Cr
VI > Pb > As™ > As*. Nos grupos que apresentaram maior toxicidade, como niquel e
cadmio, observou-se, além de alteragdes funcionais, alteracdes na microestrutura
testicular e morte celular. Assim como as células germinativas, as células de Leydig
exibiram perfis divergentes de resisténcia para cada metal. Podemos concluir que a
severidade da toxicidade mediada por estes metais pesados apds exposi¢do aguda, esta
associada a danos morfolégicos e funcionais nos testiculos, onde o niquel foi

considerado o metal mais toxico.
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ANEXO I -TABELAS

Tabela 1 - Pardmetros biométricos corporal e testicular de camundongos Swiss machos apds exposicdo aguda de 1,5mg/kg de Arsenato,

Arsenito, Cddmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel.

Controle Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel
PC (g) 39,09 £2.81% 39,54 +£231* 38,07+3,20% 36,84 £2,15% 37,45 £2,32% 38,36 £1,62° 35,84 £2,89°
PT (g) 0,21 £0,03 % 0,22 £0,02% 0,22 £0,02*% 0,23+0,02% 0,22+0,02% 0,21 £0,02 % 0,21 £0,02%
PA (g) 0,02+0,01% 0,01 £0,00? 0,03+0,01% 0,01 £0,00? 0,03+0,01% 0,02+0,01% 0,03+£0,01%

PP (g) 0,19 +0,02* 0,21 £0,02* 0,19 +0,02* 0,22 +£0,02% 0,19+£0,02% 0,19+£0,02% 0,18 +0,02%

PC — peso corporal, PT — Peso testicular; PA — Peso da albuginea, PP - Peso do parénquima. Dados expressos como média + DP. Letras diferentes,
mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relaco ao controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls).
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Tabela 2 - Pardmetros biométricos dos 6rgaos que compdem o sistema reprodutor de camundongos Swiss machos apés exposi¢do aguda de
1,5mg/kg de Arsenato, Arsenito, Cddmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel.

Pesos
Epididimo
Relativo epididimo
Prostata ventral
Relativo prostata ventral
Vesicula seminal

Relativo vesicula seminal

Controle
0,05 +0,01%
0,12+£0,02%
0,14 +£0,01*
0,35 +0,05%
0,36 £0,04 *

0,92 +0,09 *

Arsenato
0,04 +£0,00*
0,10+0,01%
0,13 +0,01%
0,34 +£0,03 %
0,32 +0,06 *

0,81+0,17%

Arsenito
0,04 +£0,00*
0,11 £0,01%
0,17 £0,03 *
0,45 +0,09 *
0,29 £ 0,06 *

0,74 £ 0,09 *

Cadmio
0,05+0,01%
0,13+£0,02*
0,15+0,02%
0,40 £0,03 *
0,36 £0,05*

0,97 £0,14%

Chumbo
0,05+0,01%
0,13+£0,03*
0,17 £0,03*
0,45+0,10*
0,33 £0,06*

0,88 +0,16*

Cromo VI
0,04 +£0,00*
0,11 £0,01%
0,17 +£0,03 %
0,45 +0,07*
0,35+0,07

0,92+0,20*

Niquel
0,04 £0,00*
0,11+£0,02*
0,14 £0,02*
0,39+£0,03*
0,36 £0,04 *

1,02+£0,18%

Dados expressos com média + DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relacdo ao controle (p < 0,05)

(Student Newman Keuls).
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Tabela 3 - Parametros morfométricos testiculares de camundongos Swiss apds exposicdo aguda de 1,5mg/kg de Arsenato, Arsenito, Cddmio,

Chumbo, Cromo VI e Niquel.

Controle Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel
DT (um) 197,52 £8,60* 198,31 +£7,96% 203,39+5,46* 200,66 +9,23% 200,79 £13,15* 194,19 +6,93% 196,52 +7,32°
AE(pm) 79,01 £3,79* 78,96 +4,09*  7847+£5,01%* 79,82+4,07* 80,19+£329*  79,65+244% 7855+283%
DL(pm) 39,51 +£8,53%  40,38+64°? 46,45 +9,33% 41,02+13,06* 40,40+845% 34,88+£5,60* 3942+11,34%
CTS/t (m) 5,66 1,022 6,26 + 1,05 5,46 +0,52? 6,42 +0,84 % 5,57+£0,62% 5,80+ 1,042 5,380,932

CTS/gt (m/g) 2733 +£2,84* 28,71 £2,76% 2436 +1,18%  28,14+3,00*  25,61+394* 27,64+3,11* 29,18+331°%
ArT (um2x10%) 3,07+£0,27% 3,09+£0,25° 325+0,17° 3,17+0,28 * 3,18+0,40% 2,96 +0,21% 3,04 £0,23°
ArL (unm2x104)  0,13+0,052 0,13+0,04* 0,18 +0,07* 0,14 £0,09 * 0,13+£0,05% 0,10+£0,03 % 0,13 +£0,08*
ArE (um2x10%) 2,94 +0,24° 2,96 +0,23% 3,07+0,18° 3,02+0,23% 3,04+0,36* 2,87+£0,19° 290+0,16*

RTE 1,04 £0,02 % 1,04 £0,01° 1,06 £0,02 1,05 +£0,03% 1,04 £0,01* 1,03+£0,01% 1,04 £0,03 %

DT — Diametro de tibulo, AE - altura do Epitélio, DL - Didmetro de Lume, CTS/t - Comprimento total de tibulo seminifero no testiculo, CTS/gt -
Comprimento total de tibulo seminifero por grama de testiculo, ArT — 4rea de tibulo, ArL — Area de Lume, ArE — Area de epitélio e RET — Relacio
tibulo/Epitélio. Dados expressos como média = DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relacdo ao
controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls).
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Tabela 4 — Percentual e volume dos componentes tubulares dos testiculos de camundongos Swiss apds exposi¢ao aguda de 1,5mg/kg de
Arsenato, Arsenito, Cddmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel.

T (%)

E (%)

TP (%)

L (%)

VT (mL)
VE (mL)
VTP (mL)

VL (mL)

Controle

91,76 £ 1,37 *
79,12 +0,25°
4,87 +0,67*
7,77+1,99%
0,172 £ 0,02 °
0,148 £0,02?
0,009 + 0,00 *

0,014 +£0,00®

Arsenato

91,07+1,20*
79,60 + 1,53 °
5,23+£0,25%
7,24 £1,50
0,192 +0,02°
0,165+0,02°
0,011 +0,00°

0,015+0,00°

Arsenito

91,38+1,49*
76,58 £1,42°
5,82+1,06*
8,98 £2,00*
0,177 0,02 °
0,149 +0,01°
0,011 +0,00°

0,018 +0,01°

Cadmio
91,09+ 1,75 ¢
76,13 +1,81°
7,58 £0,55°
7,38 £ 1,132
0,202 £0,03 ®
0,169 £0,02 ?
0,017 +0,00°

0,016 +0,00 *

Chumbo
91,44 +£1,23%

75,01 £1,48°
7,57 £0,92°
8,85+1,42°
0,175 +0,02 ¢
0,144 +0,01 *
0,014 £0,00°

0,017 +0,00 *

Cromo VI
90,44 + 1,742

75,26 £2,18 °
7,68 £0,55°
7,50 £1,37%
0,170 +£0,02 *
0,142 +0,02°
0,014 £0,00°

0,014 +0,00*

Niquel
90,96 + 1,88 ¢

75,21 £2,02°
7,58 £0,45°
8,18 +1,77%
0,162 +0,02 ¢
0,134 +0,02 *

0,014 £0,00°

0,014 £ 0,00 *

T- percentual de Tudbulo seminifero, E - percentual de epitélio seminifero, TP — Percentual de Tunica Prépria, L - Percentual de Lume, VT — Volume de
Tuabulo seminifero, VE — Volume de epitélio seminifero, VTP — Volume de Ttdnica Prépria, VL - Volume de Lume. Dados expressos como média + DP.
Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relagfo ao controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls).
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Tabela 5 - Nimero corrigido de células no estddio 1 do ciclo do epitélio seminifero, razdes entre os tipos celulares, niimero de células de Sertoli e
producdo espermdtica didria de camundongos Swiss apds exposi¢do aguda de 1,5mg/kg de Arsenato, Arsenito, Cddmio, Chumbo, Cromo VI e
Niquel.

Controle Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel
Espermatogonia 2,02 +£0,54% 2,02+0,54* 1,86+049* 246+040* 196+0,19* 184+0,29* 1,82+0,54%
Preleptéteno/ Leptéteno 52,24 +4,76*  53,10£3,71* 56,26 +5,03* 5532+£2,64% 5528 +5,15* 52,04+£2,90* 56,90 +5,83?
Paquiteno 65,94 £6,03* 82,00 +34,00* 74,36 +9,50* 83,76 £32,15% 73,88+7,04% 70,84 +£3,05% 71,04 £5,26°
Espermatide arredondada 126,10 +11,16* 118,36 +£10,50% 129,72 +6,66* 122,30 £5,92 * 120,20 £ 9,47 * 113,70 £ 6,46 * 115,30 £ 6,59

Célula de Sertoli 6,36 £3,71% 796 £094* 10,36 £4,03* 8,62+1,17* 822+1,23* 8,64+0,59* 8,06+1,07%
Indice mitético 2896 £9,12% 2994 +£839* 3331+£7,62% 24,02+£327* 2942+395* 30,11 +4,41* 3581 £11,63°%
Indice meiético 2,44 +£0,14% 2,01 £0,52% 2,22+019*  2,02+£0,52* 2,07+0,15* 2,03+£0,20* 2,06+0,14°

Indice de Célula de Sertoli 13,10 +4,98%  11,25+223% 10,17 +2,66* 10,64 +128°* 10,85+1,54* 9,45+0,14* 10,29 +0,89°

SER/Ts (x10-%) 0,88 £0,50* 1,35+0,35% 1,49+0,67% 147+£034* 1,15+0,16* 1,35+0,20* 1,15+0,18%
SER/gt (x10-5) 4,38 £2,56* 6,07 +£1,28* 647+231* 643+098* 546+0,82* 642+0,56* 5,70+0,70%
CSS 23,775+891*  2195+3,74* 18,88+5,01* 20,77+1,94* 20,76+3,01* 18,18 0,76 20,06 +1,84*
RGE 66,38 + 10,58 74,21 £24,40?* 86,40 £22,32% 58,44 +6,20* 71,52 +£9,28?* 73,01 £12,47* 80,50 £27,95*
PED/t (x10%) 15,41 £3,47%  16,52+3,33% 1526 +1,21* 17,17+2,770* 13,69 +0,80* 14,19+249a 13,12+2,04°
PED/gt (x10°) 72,86 £8,03* 74,05+10,11* 67,85+3,16% 75,46 +10,58% 65,10+8,56* 67,42+6,82* 6491 +7,54°

SER/Ts — Numero de célula de Sertoli no testiculo, SER/gt — Nimero de célula de Sertoli por grama de testiculo, CSS — Capacidade de suporte de Sertoli,
RGE — Rendimento geral da espermatogénese, PED/t — Producéo espermdtica didria por testiculo, PED/gt — Producdo espermética didria por grama de
testiculo. Dados expressos como média + DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relacio ao controle (p <
0,05) (Student Newman Keuls). 62



Tabela 6 — Percentual dos componentes do intertibulo testicular de camundongos Swiss apds exposicdo aguda de 1,5mg/kg de Arsenato,

Arsenito, Cddmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel.

Intertabulo

Vaso sanguineo
Espaco Linfatico
Niicleo de Leydig

Citoplasma de Leydig

Leydig

Tecido Conjuntivo

Macroéfago

Controle
8,24 +1,37°
0,43+0,22%
1,22 +0,79 2
0,95+0,27 %
5,44+£0,97%
6,39 +1,19%
0,19+0,13%

0,00 +£0,01*

Arsenato
893+1,20°
0,49 £0,20*
1,34 £0,99 %
1,21 £0,21%
5,67 +0,69%
6,88 £0,84 %
0,22 +£0,09 %

0,00 + 0,00 *

Arsenito
8,62+149°
0,57+0,12%
0,64 £0,26 *
1,37 £0,34 %
577+£1,14%
7,14 +139%
0,27 £0,20*

0,00 + 0,00 *

Cadmio
891+1,80°
0,63+£0,23%
0,95 +0,88*
1,15+£0,21°%
6,04 £1,59%
7,19 +£1,77%
0,13+£0,03%

0,00 £ 0,00 *

Chumbo
9,56 +£1,74 %
0,67 +0,20*
1,12+0,77 *
1,46 +0,48 *
6,20+ 1,25%
7,66 + 1,67
0,11+0,05%

0,00 £ 0,00 *

Cromo VI
8,56 +1,23°
0,58 £0,22 %
0,73£0,85%
1,20£0,21%
591+1,05%
7,11 +£1,23%
0,14 £0,06 *

0,00 £ 0,00 *

Niquel
9,04 £1,88°%
0,47 +£0,20%
0,88 £0,64 *
1,44 £043%
6,03 +1,62%
747+£2,02%
0,22+0,11°%

0,00 £0,00 *

Dados expressos como média + DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relacdo ao controle (p < 0,05)

(Student Newman Keuls).
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Tabela 7 - Volume dos componentes do intertibulo de camundongos Swiss apds exposi¢ao aguda de 1,5mg/kg de Arsenato, Arsenito,
Cadmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel.

Controle Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel
Intertibulo (mL) 0,015+0,00* 0,018+0,00* 0,016+0,00* 0,019+0,00* 0,017+0,00* 0,016 +0,00* 0,015+0,00*
Vaso sanguineo (mL) 0,007 £0,00* 0,001 £0,00* 0,001 +£0,00* 0,001 £0,00* 0,001 £0,00* 0,001 £0,00* 0,001 £0,00*
Espaco Linfatico (mL) 0,002 +0,00* 0,002 +0,00* 0,001 +£0,00* 0,002+0,00* 0,002+0,00* 0,001 +0,00* 0,001 +0,00*
Nicleo de Leydig (mL) 0,001 £0,00* 0,002 +£0,00* 0,002+0,00* 0,002+0,00* 0,002+0,00* 0,002+0,00* 0,002 +0,00*

Citoplasma de Leydig (mL) 0,010+0,00* 0,011 +0,00* 0,011+0,00* 0,013+0,00* 0,011+0,00* 0,01 1+0,00* 0,01 0+0,00*

Leydig (mL) 0,011 +£0,00* 0,014 +0,00* 0,013+0,00* 0,015+0,00* 0,014+0,00* 0,013+0,00* 0,01 3+0,00*
Tecido Conjuntivo (mL) 0,000 +£0,00* 0,000 =0,00* 0,000 +0,00* 0,000+0,00* 0,000+0,00* 0,000+0,00* 0,000=+0,00?

Macroéfago (mL) 0,000 £0,00* 0,000 +0,00* 0,000+0,00* 0,000+0,00* 0,000+0,00* 0,000=+0,00* 0,000+0,00*

Dados expressos como média + DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relacdo ao controle (p < 0,05)
(Student Newman Keuls).
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Tabela 8 - Parametros morfométricos e estereoldgicos das células de Leydig de camundongos Swiss apds exposicao aguda de 1,5mg/kg

de Arsenato, Arsenito, Cddmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel.

Controle Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel
DNL (pm®) 735+£036* 7,48+0,041* 6,78+0,28° 7,48 £0,31° 8,30+0,39° 8,09 £0,24° 8,21 £0,28°
VNL (pm?) 209,48 £ 30,99 * 220,85 + 36,47 * 164,11 +20,25"° 220,03 +27,75* 300,71 £45,11° 277,50 + 24,19 > 290,50 + 30,28 °

Vol. Cito. L (um?) x10>  12,40£2,82° 1046+ 1,76* 707+1,63° 1147+2,17° 1338+334° 1374+1,63° 12,38£227°

VCL (umd) x10? 1448 +295* 12,67+1,99*  871+1,75° 13,67+2,67* 1639+3,53* 1651+1,72* 1528+2,51°%
VL /t (um?) x10° 11,88+2,10* 1440+ 1,55* 13,73+£2,19* 11,88+2,10* 14,23+£2,54* 13,61 +£2,53* 13,24+3,68°
VL / gt (um?®) x10° 58,03+11,30* 66,59+7,88* 61,75+11,81* 69,69 +16,50* 68,76 +14,23* 62,25+10,53* 64,05+13,96°
N° de CL /t x10° 847+2,17% 11,63+£236* 16,22+3,69° 11,66+2226* 895+237" 8,21+0,94¢ 8,80 £2,56 ¢
N° de CL / gt x10° 42,03+ 13,50* 53,38+821°* 72,74+1727° 51,14+£922* 4363+13,74* 37,66+4,65* 42,63+10,33%
ILS (%) 0,03 +£0,01* 0,04 £0,00* 0,04 £0,00 * 0,04 £0,01° 0,04 £0,01° 0,04 £0,01¢ 0,04 £0,01*

DNL - Diametro Nuclear de Leydig, VNL - Volume do Nicleo de Leydig, Vol. Cito. L - Volume do Citoplasma de Leydig, VCL - Volume da
Célula de Leydig, VL /t - Volume de Leydig no testiculo, VL / gt - Volume de Leydig por grama de testiculo, N° de CL / t - Nimero de célula de
Leydig no testiculo, N° de CL / gt - Nimero de célula de Leydig por grama de testiculo, ILS - Indice Leydigossomético. Dados expressos como

média + DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relacdo ao controle (p < 0,05) (Student Newman
Keuls).
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Tabela 9 — Motilidade e morfologia espermdtica de camundongos Swiss apds exposicdo aguda de 1,5mg/kg de Arsenato, Arsenito,

Cadmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel.

Controle Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel

Motilidade (%) 71,25+8,54% 88,75+£629% 525+6,45% 8625+4,79% 73,75+2496% 6125+10,31* 43,75+9,46°

EMN (%) 35,67 £8,38% 21,50£7,55% 2325+492% 1725+797% 20,00+14,09* 1525+7,80° 14,00+8,12°
EMA (%) 64,17 £8,39* 78,50 £7,55* 76,75+4,92* 82,75+797° 80,00+14,09* 84,75+7,80° 86,00+8,12°
DPI (%) 0,00£0,00* 1,75+1,71* 2,00+£2,83* 250+1,29* 10,00+13,76% 1,00+£0,82% 2,75+236%
DC (%) 0,50+1,00* 4,75+4,79* 4,00+1,83* 6,75+236* 0,00+0,00* 575+5,74% 4,75+£0,96 *
GC (%) 63,00 £9,63 % 65,75+ 12,97 68,75+6,80* 72,00+7,79% 63,25+18,17* 76,50+ 12,87* 77,50+11,00?

EMN — Espermatozoide com morfologia normal, EMA — Espermatozoide com morfologia anormal, DPI — Defeito na peca intermedidria, DC —
Defeito de cauda, GC — Gota citoplasmdtica. Dados expressos como média + DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes
na mesma linha, em relag@o ao controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls).
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Tabela 10 - Parametros de contagem espermatica no testiculo e epididimo de camundongos Swiss apds exposi¢ao aguda de 1,5mg/kg de Arsenato,

Arsenito, Cddmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel.

Controle Arsenato Arsenito Cadmio
N° de espermatide /t 10,74 £ 0,62 * 431+0,28° 4,13+0,65° 487+1,20°
N° de espermatide /gt 164,41 £19,742 75,65 +15,40° 48,75+12,03° 52,23 +10,66°
Prod. espermatica diaria /t 2,22 +£0,13° 0,89 £ 0,06 ° 0,85+0,13° 1,01 £0,25°
Prod. espermatica diaria /gt 25,13+£2,58* 9,54 +1,60° 7,99 +£1,54° 9,78 +1,85°

N° de espermatozoide CC/Org 269,69 + 101,31 % 167,92 £21,22* 184,69 +£61,32° 118,75 +20,16°
N° de espermatozoide CC/g Org 6,37 +2,67* 4,60 +0,51* 4,47 +£0,69* 347+£047°
Tempo de transito CC (dias) 2,82+1,00% 5,16 +0,34° 526+0,47° 3,39+0,912
N° de espermatozoide C/Org 293,44 £74,15* 207,50 £23,44° 218,44 £29,70° 188,44 +£24,44°
N° de espermatozoide C /g Org 332+1,21° 2,50+093*® 291+£0,39° 2,64 £046°

Tempo de transito C (dias) 1,51 +£0,582 2,79 £0,94 2 3,53 +0,84? 2,72 +0,65%

Chumbo Cromo VI Niquel
3,64+0,87° 3,60 £ 0,44 ° 341+£055°
3536+£12,51° 12,59+16,19° 28,55+16,22°
0,75+0,18° 0,74 £ 0,09 ° 0,70+0,11°
739+1,81° 6,82 +1,07° 6,75 +1,14°
133,44 + 15,85 87,31 +£43,77° 123,44 £10,66°
3,65 £0,44° 3,59 +0,23° 3,57+0,51*
5,06+ 1,02° 4,87 +0,53° 5,10+0,48°
162,17 £15,17° 191,25 +22,55" 216,67 +8,58°
2,12+0,25* 3,09+£0,29* 3,16+£0,33*

298+0,81°* 4,26 +0,89° 464+1,11°

Prod. — Produgio, t — testiculo, gt — grama de testiculo, CC — Cabeca/corpo, C — Cauda, Org — Orgio (epididimo). Dados expressos como média + DP. Letras
diferentes, mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relagdo ao controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls).

67



ANEXO II - FIGURAS

Controle

Arsenato
Arsenito

Cromo VI

Figura 1: Fotomicrografia testicular de camundongos Swiss machos apds exposi¢do aguda de
1,5mg/kg de Arsenato, Arsenito, Cddmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel. L — Lume, Ep -
Epitélio seminifero, I — Intertibulo. Corte de 3 pm corado com azul de toluidina Barra = 20pm.
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Figura 2: Percentual dos indices gonadossomadtico (IGS), parenquimossomdtico (IPS), tubulossomatico (ITS) e epiteliossomdtico (IES) de
camundongos Swiss machos apds exposi¢do aguda de 1,5mg/kg de Arsenato, Arsenito, Cddmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel. Dados expressos como
média £ DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relacdo ao controle (p < 0,05) (Student Newman

Keuls).
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Figura 3: Concentracdo de testosterona plasmatica total de camundongos Swiss machos apés
exposi¢do aguda de 1,5mg/kg de Arsenato, Arsenito, Cddmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel.
Dados expressos como média + DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente
diferentes na mesma linha, em relagdo ao controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls).
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Figura 4: A — Proporcdo dos tibulos com patologias nos testiculos de camundongos Swiss ap6s
exposicdo aguda de 1,5mg/kg de Arsenato, Arsenito, Cddmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel.
Dados expressos como média + DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente
diferentes na mesma linha, em relacdo ao controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls). B —
Seccdes histoldgicas dos testiculos, evidenciando patologias. Ep — Epitélio seminifero, L —
Lume, I - Intertibulo, Seta — vactolos no dpice, Ponta da seta — vactiolos na base, * - Ttbulo
seminifero apenas com células de Sertoli, D — Descamacio, + - Ttbulo seminifero desprovido

de células germinativas. Corte de 1 pm corado com azul de toluidina.
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Figura 5: A - Percentual de células com dano inicial e de células mortas, B - Sec¢des histolégicas de
testiculo de camundongos Swiss apds exposi¢do aguda de 1,5mg/kg de Arsenato, Arsenito, Cadmio,
Chumbo, Cromo VI e Niquel. Laranja de acridina e Iodeto de propidio, dupla marcagdo para deteccio de
morte celular. Filtro GFP (50nm), Filtro RFP (580nm), Sobreposicdo’ — ampliagdo. Ep — Epitélio
seminifero, L — Lume, * - células germinativas. Nucleos verdes — células vidveis, Nucleos amarelos —
células com processo inicial de morte e Nucleos vermelhos — células mortas. Dados expressos como
média + DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes na mesma linha,
em relacdo ao controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls). Barra = 50 um.

72



020 __0.057
£ £ a 2
2 b 2 0.04 a
2 0.154 =
£ £
© a o 0-03
= 0.104 a =
;ga a a a a g 0.02]
2 0.05- 2 ]
a = 0.01
(=) <
<2 0.00 . : . © 0.00 . : .
Controle Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel Controle Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel
401 = 157
=
— a a 3
80 b
= 301 = a
E A 1.0
D
=2 =
g 201 s0 b b b b
g b
et b b b b b = 0.5 b
& 101 %
< <
[=)
0 T T T = 0.0 T T T
Controle Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel Controle Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel

a

T

Controle Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel

ON (uM)

[
1

=

Figura 6: Atividade das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, GST) e metabdlitos de peroxidacao lipidica (MDA) e estresse nitroso (ON) do testiculo de
camundongos Swiss apds exposicao aguda de 1,5mg/kg de Arsenato, Arsenito, Cidmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel. SOD: Superdxido dismutase,
CAT: Catalase, GST: Glutationa—S-transferase, MDA: Malondialdeido e ON: Oxido Nitrico. Dados expressos como média + DP. Letras diferentes,
mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em rela¢do ao controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls).
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Figura 7: A - Percentual de espermatozoides integros, lesados e semilesados de camundongos Swiss apds exposicdo aguda de 1,5mg/kg de Arsenato,
Arsenito, Cddmio, Chumbo, Cromo VI e Niquel, marcados com diacetato de carboxifluoresceina (DACF) e lodeto de Propidio (IP). B - Representacao
da marcacdo dos espermatozoides com DACF, IP e sobreposi¢do das imagens Nucleos verdes — espermatozoides com membrana integra, Nicleos
amarelos — espermatozoides com membrana semilesada e Nucleos vermelhos — espermatozoides com membrana lesada. Dados expressos como média +

DP. Letras diferentes, mostram valores significativamente diferentes na mesma linha, em relagdo ao controle (p < 0,05) (Student Newman Keuls).
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ANEXO III - RESUMO DOS RESULTADOS

Tabela 1 — Parametros biométricos e tubulares

Parametros Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel

Biometria corporal e dos - - - - - -
orgdos do sistema reprod.
Indice gonadossomatico - - - - - -

Indice parenquimossomatico - - - - - -
Indice tubulossomatico - - - - - -
Indice epiteliossomatico - - - - - .
Diametro de Ttdbulo - - - - - -
Altura de Epitélio - - - - - -
Diametro de Limen - - - - - -

Comprimento do Tdbulo - - - - - -
Seminifero /t

Comprimento do Tubulo - - - - - -
Seminifero /gt

Area de Tiibulo - - - - - -

Area de Lume - - - - - -
Area de Epitélio - - - - - -
Relagdo Tubulo/Epitélio - - - - - -
% Tubulo - - - -
% Epitélio - -

9% Tunica propria - -

- —
— —
- —
- —

% Lume - - - -

Volume de tibulo e epitélio - - - - - -
Volume de tinica prépria - - 1 1 1 0
Volume de lume - - - - - -

N° corrigido de células no - - - - - -
estadio 1
Razdes entre os tipos - - - - - -
celulares
N° de células de Sertoli - - - - - -

Producdo espermatica didria - - - - - -

Células tubulares com dano - - 1 - - 1
inicial

Células tubulares mortas - - 1 - - -
Histopatologias tubulares - - 1 0 - 1
leves

Histopatologias tubulares - - - - - -
moderadas e severas

1 - aumento, t — testiculo e gt — grama de testiculo.
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Tabela 2 — Parametros intertubulares e da testosterona

Parametros Arsenato Arsenito CaAdmio Chumbo Cromo VI Niquel
% dos componentes do intertibulo - - - - - ;

Vol. dos componentes do intertibulo - - - - - -

Didmetro nuclear de Leydig - | - 1 1 1
Volume do nucleo de Leydig - | - 1 1 1
Volume do citoplasma de Leydig - ! - - - -
Volume de célula de Leydig - l - - - -
Volume de Leydig /t - - - - - -
Volume de Leydig /gt - - - - - -
N° de célula de Leydig /t - 1 - - - -
N° de célula de Leydig /gt i 1 i i ] i
Indice Leydigossomatico (%) - - - - - -
Testosterona - - - - 1 -

1 - aumento, | - reduc@o, t — testiculo e gt — grama de testiculo.

Tabela 3 — Estresse oxidativo testicular

Parametros Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel
Superéxido Dismutase 1 - - - - -
Catalase - - - - - -
Glutationa-S-Transferase - l l l l !
Malondialdeido ! ! l l | l

Oxido Nitrico - - - - - _

1 - aumento e | - redug@o.
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Tabela 4 — Parametros esperméticos e epididimarios

Parametros Arsenato Arsenito Cadmio Chumbo Cromo VI Niquel
Motilidade - - - - - !

Espermatozoide com morfologia
normal - - - - ! !

Espermatozoide com morfologia
anormal - - 1 - 1 1

Defeitos de peca intermedidria - - - - - -
Defeitos de cauda - - - - - -
Gota citoplasmatica - - - - - -
N° de espermatozoides /t

N° de espermatozoides /gt
Producdo espermaética diéria /t
Producao espermética didria /gt
N° de espermatozoides CC/Org -
N° de espermatozoides CC/g Org - - - - - -
Tempo de transito CC (dias) 1 1 - ) ) 1
N° de espermatozoides C /Org ! ! ! ! ! !
N° de espermatozoides C /g Org - - - - - -
Tempo de transito C (dias) - - - - 1 )

Espermatozoide com membrana

integra ! } ! ! ! 1

Espermatozoide com membrana lesada

1

1

1

1
—

1

Espermatozoide com membrana
semilesada - - - - - -

1 - aumento, | - reducdo, CC — cabega e corpo do epididimo, C — cauda do epididimo, t — testiculo e gt — grama
de testiculo.
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