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RESUMO

Pesquisas tém apontado que a exposicdo ao metal pesado arsénio, um
contaminante ambiental, pode resultar em efeitos toxicos, agudos ou crénicos,
ocasionando diferentes patologias, inclusive podendo levar a danos na
fertiidade masculina. Substéncias com potencial acdo protetora vém sendo
investigadas. Entre elas estdo o zinco e a vitamina C, ambas com conhecida
acao antioxidante, sendo cofatores da divisdo celular e exercendo importante
papel na reproducdo. O objetivo do presente estudo foi avaliar a funcéo
testicular de ratos expostos ao arsénio, na forma de arsenito de sédio, e o
possivel papel protetor da administracdo concomitante de zinco ou da vitamina
C através da realizacdo de analises seminais, biométricas e morfologicas
(morfometria e estereologia) do testiculo. Ratos Wistar (60 dias de idade) foram
divididos em seis grupos, com seis animais cada: (1) controle (agua destilada),
(2) arsenito de sédio (5 mg/kg/dia), (3) vitamina C (100 mg/kg/dia), (4) cloreto
de zinco (20 mg/kg/dia), (5) arsenito de sodio e vitamina C e (6) arsenito de
sédio e cloreto de zinco. A administracdo das dosagens foi realizada
diariamente por gavagem, durante 60 dias. Ao final do periodo de tratamento,
os animais foram eutanasiados, os testiculos e 6rgdos acessoérios foram
coletados e pesados e fragmentos do ducto deferente foram coletados para
analises seminais. Em seguida, fragmentos de testiculos foram processados
para analise em microscopia de luz. Ndo foram observadas alteracdes
significativas na biometria dos animais tratados, porém alteragfes nas células
de Leydig e nos tubulos seminiferos foram notadas. O arsénio reduziu o
diametro dos tubulos seminiferos e a altura do epitélio germinativo, resultando
em um menor numero de espermatides por grama de testiculo. A vitamina C e
o zinco foram capazes de proteger as células de Leydig e a propor¢cdo de
espermatozoides normais dos efeitos do arsénio. Conclui-se que a exposicéo
cronica ao arsenito de sddio altera o processo espermatogénico, reduzindo o
namero total de espermatozoides normais, o que pode levar reducdo da
fertilidade em ratos e que a administracdo concomitante de zinco ou vitamina C
mesmo nao sendo capaz de neutralizar o dano numérico levou ao aumento da

proporcao de espermatozoides normais.

Palavras chave: metal pesado, sistema reprodutor masculino, antioxidante,

morfometria.



ABSTRACT

Morphological evaluation of antioxidant supplementation of zinc and

vitamin C on the testis Wistar male rat exposed to sodium arsenite

Several studies has shown that exposure to heavy metal arsenic, an
environmental contaminant, may result in toxic effects, acute or chronic, causing
different disorders, including potentially leading to damage to male fertility.
Substances with potential protective action has been investigated. These
include zinc and vitamin C, substances with known antioxidant action, are
cofactors of cell division and playing an important role in reproduction. The aim
of this study was to evaluate testicular function in rats exposed to arsenic in the
form of sodium arsenite, and the possible protective role of co-administration of
zinc or vitamin C by seminal, biometric and morphological (morphometry and
stereology) analysis of the testis. Male Wistar rats (60 days old) were divided
into six groups of six animals each: (1) control (distilled water), (2) sodium
arsenite (5 mg/kg), (3) vitamin C (100 mg/kg) (4) zinc chloride (20 mg/kg), (5)
sodium arsenite and vitamin C and (6) sodium arsenite and zinc chloride. The
dosages were administered daily by gavage for 60 days. At the end of the
treatment period, all animals were sacrificed and testis and accessory organs
were removed and weighed. Testis fragments were processed for analysis by
light microscopy and one centimeter of the deferens duct was removed for
seminal analysis. There were no significant changes in the biometrics in any
groups, but changes in the Leydig cells and in the seminiferous tubules were
showed. Arsenic reduces the tubular diameter and the germinal epithelium
height, resulting in a lower number of spermatids per testicle gram. Vitamin C
and zinc were able to protect the Leydig cells and the proportion of normal
spermatozoa of arsenic effects. It can be concluded that chronic exposure to
sodium arsenite alter the spermatogenic process, reducing the total number of
normal sperm, which can lead reduce fertility in male rats, and that co-
administration of vitamin C or zinc although not able to neutralize the numerical

damage can increase the proportion of normal spermatozoa.

Keywords: heavy metal, male reproductive system, antioxidant, morphometry.
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1. INTRODUCAO

Com o aumento da expanséo industrial, do crescimento populacional e, por
consequéncia, da maior demanda por bens de consumo, tem-se produzido
guantidades relevantes de residuos sdlidos, sendo esta uma preocupacao
ambiental (LEITE et al., 2004). Dentre estes residuos, deve ser dada maior
atencdo aos metais, especialmente por serem elementos ndo degradaveis,
podendo bioacumular e biomagnificar ao longo da cadeia tréfica, causando
uma série de disturbios nos organismos expostos (MURUGESAN et al., 2006;
TCHOUNWOU et al., 2012).

Quando absorvidos pelo organismo, os metais geralmente sdo captados
por proteinas sanguineas e levados até tecidos onde sdo estocados ou
biotransformados (HEATH, 1995). O efeito toxico se da devido a formacédo de
complexos com os grupos funcionais das enzimas e/ou pela ligacdo dos metais
com as membranas celulares, dificultado transporte de moléculas essenciais
(GOLDHABET, 2003).

Estudos tém revelado a possivel relacdo da exposicdo aos poluentes com
0 aumento do numero de casos de disturbios reprodutivos (DALLINGA et al.,
2002; MEHTA & KUMAR, 2003; CARVALHO et al., 2010; PREDES et al., 2011;
RZYMSKI et al., 2015). Com relacdo a espermatogénese, de forma geral, os
metais induzem disfuncéo testicular, podendo gerar distarbios nas células de
Sertoli, responsaveis pela sustentacdo das células germinativas, ou nas células
de Leydig, especializados na producéo de androgenos (MONSEES et al., 2000;
BIZARRO et al., 2003). Em roedores, a exposi¢cao ao arsenito de sodio leva ao
acumulo significativo dessa substancia nos testiculos, vesicula seminal e
prostata ventral, com a ocorréncia de dano nas células germinativas (PANT et
al.,, 2004, KHAN & HO, 2011; REDDY et al., 2011) e diminuicdo da
concentracdo de hormdnios que regulam a espermatogénese (JANA et al.,
2006; MUTHU, & PRABU, 2012; ALl et al., 2013).

Com a crescente contaminagdo ambiental por metais, busca-se com esta
pesquisa verificar os efeitos da exposicdo crbnica ao arsenito de sodio no
sistema reprodutor masculino, uma substancia que se encontra em abundancia
na natureza, em solos, rochas, agua, no ar e em organismos Vivos, proveniente
nédo so de origem natural, mas também de fontes antropogénicas (KOSTAL et
al., 2004). Além disso, foi avaliada se a suplementacdo com zinco ou vitamina
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C é capaz de prevenir os danos causados pelo arsénio sobre o sistema

reprodutor masculino de ratos Wistar.

1.1 SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

O sistema reprodutor masculino dos mamiferos € composto por testiculos
(gbnadas), epididimos, ductos deferentes, glandulas sexuais e érgdo copulador
(Figura 1). Este sistema é responsavel pela producédo, transporte e eliminacdo
dos gametas masculinos para o meio externo e também pela producdo e
secrecdo de testosterona, o hormdnio sexual masculino (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2013).

Adrenal
Rim
_ ! Ureter
Bexiga = L ’) ~__ Vesicula
\| W :
\ seminal
: X
" Prostata —{ ]
Grificio — l 'f'— Ducto deferente
urogenital A _Epididimo
Pénis 7 \\g J 7\ Testiculo
N Ui TT
\' > N
Bt
| \ escroto
\

Figura 1. Desenho esquematico do sistema urogenital de rato (Adaptado de SANTOS, 2012).

Os testiculos sao 6rgaos pares, revestidos por tecido conjuntivo denso, a
tunica albuginea, da qual sdo emitidos septos para o interior dos testiculos até
0 mediastino, o que divide este 6rgdao em I6bulos (Figura 2). Estes orgaos
produzem espermatozoides e horménios andrégenos e sdo histologicamente e
funcionalmente divididos em dois compartimentos: o tubular e o intertubular ou
intersticial (RUSSELL et al., 1990a; FRANCA & GODINHO, 2003). O
compartimento tubular é formado pelos tdubulos seminiferos, constituidos por
tunica propria, epitélio germinativo e liumen. As células germinativas e de

Sertoli estdo presentes e formam o epitélio germinativo. J& o intertibulo é
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formado pelas células de Leydig que representam a porcdo enddcrina dos
testiculos, e por células pertencentes ao tecido conjuntivo propriamente dito
(macréfagos, mastdcitos e fibroblastos), além de vasos sanguineos e linfaticos
(JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

Cabega do epididimo

Dictulos eferentes

Ducto deferente
Rede testicular

[no mediastino
testicular)

Dictulo aberrante (tdbulo
mesonéfrico vestigial)

Corpo do epididimo

Tinica albuginea

Cauda do epididimo

Figura 2. Estrutura anatémica do testiculo humano (Adaptado de NETTER, 2000).

As células de Leydig séo reguladas pelo eixo hipotalamo-hipéfise-testiculo
e produzem a testosterona; um horménio que possui acao paracrina ao se
difundir para os tdbulos seminiferos, atravessando com facilidade a barreira
hematotesticular (WEINBAUER & WESSELS, 1999). A testosterona é
essencial para o surgimento dos caracteres sexuais secundarios na
adolescéncia, para a manutencdo do processo espermatogénico, para 0
controle da funcéo de glandulas acessorias e para o comportamento sexual - a
libido (HAIDER et al., 2007).

As células de Sertoli ddo suporte ao processo espermatogénico e
sintetizam a proteina ligadora de andrégeno (ABP), que transporta a
testosterona, através do ductulos eferente, para o epididimo (DADOUNE &
DEMOULIN, 1993; STANBENFELD & EDQVIST, 1996). Essas células formam
uma barreira gerando um ambiente protegido do sistema imune no epitélio

seminifero. O citoplasma da célula de Sertoli estende-se em torno de células
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germinativas, proporcionando apoio fisico e criando um ambiente ibnico
(RUSSELL et al., 1990b) e metabdlico adequado para a ocorréncia da
espermatogénese (ALVES et al., 2013). Além disso, as células de Sertoli séo
responsaveis pela nutricdo das células germinativas, permitindo-as obter os
nutrientes e outras moléculas essenciais para o seu desenvolvimento, através
das jungcbes comunicantes (SKINNER, 1991; CHENG & MRUK, 2002; DIAS et
al., 2014). Outras funcbes essenciais para o desenvolvimento das células
germinativas sdo a mediacdo da acao do horménio foliculo estimulante (FSH) e
da testosterona na espermatogénese, a liberacdo controlada de
espermatozoides para o lumen tubular, bem como a fagocitose dos corpos
residuais e células germinativas que sofreram apoptose (GRISWOLD, 1995;
HESS & FRANCA, 2008).

As interagbes entre as células de Sertoli e as células germinativas séo
cruciais para a manutencdo da producdo esperméatica normal (GRISWOLD,
1995). Em razdo da populacdo de células de Sertoli ser estavel apds a
puberdade e ao longo do ciclo do epitélio seminifero, esta célula serve como
referéncia para se quantificar e avaliar funcionalmente o0 processo
espermatogénico (RUSSELL & PETERSON, 1984; FRANCA & RUSSELL,
1998).

O processo espermatogénico ou espermatogénese (Figura 3) é 0 processo
de formacdo do gameta masculino — 0 espermatozoide. A espermatogénese
engloba trés etapas principais, de acordo as caracteristicas morfolégicas e
funcionais das células germinativas: (i) fase proliferativa ou espermatogonial -
na qual as espermatogonias sofrem rapidas e sucessivas divisées mitoticas; (ii)
a fase meidtica ou espermatocitogénica - cada espermatécito dara origem a
qguatro espermatides haploides; (iii) fase de diferenciacdo ou espermiogénica -
onde cada espermatide arredondada passa por mudancas estruturais e
bioguimicas diferenciando-se em espermatozoide, que sera liberado no limen
dos tabulos seminiferos (HESS & DE FRANCA, 2008).
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Figura 3. Desenho esquematico de uma porcdo de tubulo seminifero (Adaptado de
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2013).

1.2 ESTRESSE OXIDATIVO E O SISTEMA ANTIOXIDANTE

O estresse oxidativo € caracterizado como um distlrbio no estado de
equilibrio dos sistemas pro-oxidantes/antioxidantes em células intactas.
Durante a ocorréncia de eventos oxidativos adicionais, os sistemas proé-
oxidantes podem ser levados ao aumento em relagédo aos sistemas de defesa
antioxidantes, resultando em danos oxidativos (SIES et al., 2005). O estresse
oxidativo no sistema reprodutor tem um impacto significativo sobre a
espermatogénese, bem como na viabilidade dos espermatozoides. Niveis
elevados de espécies reativas de oxigénio (ERO) tém sido apontados como
potencial causa de infertilidade masculina, sendo responsaveis por 30-80% dos
casos infertilidade em homens (AGARWAL et al., 2006; TREMELLEN, 2008;
MAKKER et al., 2009).

As ERO possuem pelo menos um elétron desemparelhado em sua Orbita
externa, fazendo com que o composto tenha alta instabilidade elétrica.
Possuem meia vida curta, pois apresentam grande capacidade reativa
(HENKEL, 2011), tendendo a ligar o elétron ndo pareado com outros presentes
em moléculas organicas proximas de sua formacdo, o que possibilita a sua
reacdo com as mais diversas classes de biomoléculas, sendo os lipideos os

mais susceptiveis. As principais ERO distribuem-se em dois grupos, o0s
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radicalares: superéxido (0%), hidroxila (OH"), peroxila (RO2) e alcoxila (RO); e
0s ndao-radicalares: oxigénio, peréxido de hidrogénio e acido hipocloroso
(HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006).

As ERO podem ser originadas tanto de forma exdgena quanto enddgena.
As fontes exdgenas séo principalmente luz ultravioleta (UVA e UVB), radiacfes
ionizantes e agentes quimicos. JA as ERO formadas intracelularmente séo
originadas continuamente como consequéncia dos processos metabdlicos, na
cadeia de transporte de elétrons na mitocéndria, nas vias da xantina oxidase,
da sintese de prostaglandinas no reticulo endoplasmatico liso e no sistema
citocromo P-450 redutase microssomal. Muitas vezes, sdo de extrema
utilidade, como nas situacdes em que ha necessidade de ativacdo do sistema
imunolégico como a utilizacdo do peréxido de hidrogénio por macréfagos a fim
de destruir bactérias e outros elementos estranhos (BERRA & MENCK, 2006;
HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006).

Quando ha um desequilibrio no organismo em favor da producao
excessiva de radicais livres ou devido a diminui¢cdo dos processos de remocao
destes, ocorre o chamado estresse oxidativo, podendo levar a oxidacdo de
substratos biol6gicos. Neste caso, a célula pode sofrer severos problemas
metabdlicos, estando envolvidos na causa e no desenvolvimento de inUmeras
doencas (LUCESOLI & FRAGA, 1995).

No sistema reprodutor masculino, em quantidades fisiolégicas, ERO séo
necessarias para que os espermatozoides adquiram capacidade de fertilizacdo
(AGARWAL et al., 2008). No entanto, a producao excessiva de ERO e entrada
em estresse oxidativo estdo envolvidas na etiologia da infertilidade masculina
(AITKEN & BAKER, 2006). Os espermatozoides sdo incapazes de reparar 0s
danos provocados pelo estresse oxidativo, por serem desprovidos de enzimas
citoplasmaticas necessarias para um sistema de reparo, 0 que 0S torna
susceptiveis ao dano (SALEH & AGARWAL, 2002). As membranas celulares
dos espermatozoides sao ricas em acidos graxos poli-insaturados, tornando-os
altamente susceptiveis a lesdo induzida por oxidantes, levando a peroxidacao
lipidica. Com isso, uma rapida perda intracelular de adenosina trifosfato (ATP)
a partir da peroxidacdo lipidica provoca danos axonemais, diminuindo a
viabilidade e aumentando danos morfologicos do espermatozoide, alteracdes
gue contribuem para a diminuicdo da sua motilidade (BANSAL & BILASPURI,
2010; GHARAGOZLO & AITKEN, 2011).
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Os componentes quimicos presentes no ambiente sdo denominados
xenobidticos e 0s seres vivos estdo continuamente sendo expostos a eles.
Estes compostos podem ter origem natural e/ou ndo-natural, podendo interagir
de maneira prejudicial no organismo, levando ao estresse oxidativo (HUBER et
al., 2008). Devido aos efeitos maléficos do estresse oxidativo, mesmo sob
condicdes fisioldgicas normais, organismos aerébios desenvolveram, entdo, um
complexo sistema antioxidante de defesa (STYKAL et al., 2012).

As substéncias antioxidantes, mesmo em baixas concentragdes no
organismo, sao capazes de retardar e prevenir o processo de oxidagao de
substratos oxidaveis (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 2006) e podem ser
classificadas como antioxidantes enzimaticos ou ndo enzimaticos, dependendo
de sua estrutura.

As enzimas com acdo antioxidante primaria no organismo humano
fornecem uma protecdo intrinseca, sendo representadas principalmente pela
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPx). Ja entre os componentes de defesa antioxidantes ndo enzimaticos
estdo alguns minerais (cobre, manganés, zinco, selénio e o ferro), vitaminas
(vitamina C, vitamina E, vitamina A e a riboflavina), carotenoides (beta-
carotenoide, licopeno e luteina) e bioflavonoides (LEITE & SARNI, 2003;
BANSAL & BILASPURI, 2010).

1.3 ARSENIO

O arsénio (As) € um elemento de origem natural, amplamente distribuido
na atmosfera, hidrosfera e biosfera. O As ambiental estd associado
principalmente aos processos naturais, tais como intemperismo, atividade
biolégica e emissdes vulcanicas; e as atividades humanas, como a mineracgao,
processos industriais, fundicdo de metais, producdo de pesticidas,
conservantes de madeira e uso de combustiveis fosseis. Embora a
mineralizagao natural e a agdo microbiana aumentem a mobilizagdo de As no
ambiente, as atividades humanas agravam a contamina¢édo do solo e da agua
de abastecimento (LAGE et al., 2006; LITTER et al., 2009).

Estima-se que dezenas de milhdes de pessoas no mundo estdo em risco

de exposicao a niveis excessivos de As em agua contaminada, o que constitui
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um importante problema de saude publica (SMITH & SMITH, 2004; BAIG et al.,
2012; MAITY et al., 2012). Na América Latina, a populacdo estimada em risco
de exposicdo ao As excede 14 milhdes de pessoas, sendo 0s paises mais
afetados o México, o Chile e a Argentina. Ja entre os paises que apresentam
riscos potenciais de contaminacdo para as populacdes estdo, além do Brasil, a
Guatemala, Nicaragua, Peru, Bolivia, Honduras, Cuba, El Salvador, Equador e
Uruguai (LITTER et al., 2009; BUNDSCHUH et al., 2012).

No Brasil, em apenas trés regides foram realizados estudos sobre
exposi¢cdo humana ao arsénio: no Vale do Ribeira (Sdo Paulo/Parand) onde o
arsénio é liberado como subproduto da mineracao e refino de metais; na regido
de Santana, no Amapa, onde nos ultimos 50 anos, a contaminacdo esta
associada a mineracdo do manganés; e no Quadrilatero Ferrifero, em Minas
Gerais, onde ha liberacdo de gases na atmosfera e drenagem para o solo,
devido a mineragédo secular de ouro (FIGUEIREDO et al., 2007; SAKUMA et
al., 2010).

A contaminacdo humana da-se pela ingestdo de &agua e alimentos
contaminados pelo As, pela inalagdo de gases, contato dérmico e pela via
parenteral (KHAN et al., 2009), sendo mais frequente o meio de
envenenamento através da ingestdo de aguas contaminadas (ALKORTA et al.,
2004). Diante dos riscos, 0s niveis maximos permitidos de contaminacdo em
aguas destinadas ao consumo foram estipulados em 1998, pela Enviromental
Protection Agency (EPA), como a concentragdo maxima permitida 10 pg.L™.
Assim, a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e a Diretiva da Comissao
Europeia (European Commission Directive), em 2003, passaram a adotar esta
concentragdo. O Brasil também adota esses valores, sendo que a
concentracdo maxima permitida de 10 pg.L?! foi estabelecida pela Portaria
518/2004 do Ministério da Saude e CONAMA 357/2005.

Quimicamente o As é classificado como um metaloide, isto é, um
elemento com propriedades intermédias entre metais e ndo-metais (CSUROS
& CSUROQS, 2000), ocorrendo naturalmente no ambiente em diferentes estados
de oxidacdo: -3, 0, +3, +5 (GUIMARAES, 2006). Seu estado de oxidag&o
determina o potencial de contaminacdo (JAIN & ALl 2000), e a ordem
crescente de sua toxicidade é: compostos de As®* organico < compostos de
As3* organico < compostos de As®* inorganico < compostos de As®* inorganico
(USEPA, 2001; GHOSH et al., 2008; FLORA, 2011). A absorgcéo e o efeito
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téxico do As dependem do meio de exposicdo e do metabolismo particular de
cada animal ou individuo, sendo que as formas inorganicas sollUveis possuem
maiores taxas de absorcéo (40 a 100%) pelo trato gastrointestinal (PONTIUS et
al., 1994), o que pode justificar o fato de que as espécies inorganicas de
arsénio serem cerca de 100 vezes mais tdxicas se comparadas as formas
organicas (THOMPSON, 1993).

O As é considerado metal pesado devido a sua toxicidade sobre o
ambiente e os seres vivos (MITEVA, 2002). Também € considerado né&o
essencial e poluente quando presente em quantidade superior a sua
concentracdo normal no ambiente ou fora do seu local habitual, trazendo
consequéncias negativas para 0S organismos, mesmo em baixas
concentracdes (VARENNES, 2003).

Industrialmente, o As é utilizado na fabricacdo de tintas, inseticidas,
fungicidas, herbicidas, conservantes, semicondutores, diodos, lasers e
transistores (monoctristais de arsenito de galio - GaAs). E empregado também
na fabricacdo de racdes por se tratar de um elemento essencial na dieta de
alguns animais. Sem um sitio de acdo especifico comprovado, o arsénio é um
elemento essencial para caprinos e aves, em concentracbes menores que 25
ng/kg (RATNAIKE, 2003).

A ingestao de As pode ocorrer pelo consumo direto de cereais, vegetais
ou frutos produzidos em solos contaminados ou pelo consumo de plantas
regadas com aguas que contenham arsénio em excesso. Além disso, a
contaminacgéo também se da através do consumo de carne e leite, ja que esse
elemento pode concentrar-se na carne de bovinos nutridos por culturas de
arroz e/ou agua provenientes de areas contaminadas (RAHMAN et al., 2008;
SMITH et al., 2008). Estudos tém demostrado a presenca de arsénio em alguns
produtos alimenticios como vinhos, podendo a contaminacdo ser originaria do
solo ou dos herbicidas e fungicidas utilizados na uva (JAGANATHAN, 2001;
HERCE-PAGLIAI et al., 2002); em hortalicas (AHIAMADJIE et al., 2011); em
graos de arroz e de trigo cultivados em solos contaminados (WU et al., 2011); e
em peixes (USYDUS, et al., 2008; TUZEN, 2009).

No organismo, o As acumula-se nos tecidos, produz espécies reativas de
oxigénio e interfere na funcdo de enzimas relacionadas com a metilagdo, uma
das etapas do processo de metabolizacdo e eliminacao deste elemento, além
de causar danos ao DNA (DING et al., 2005; COOPER et al., 2009;
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CHOWDHURY et al., 2010; SAMPAYO-REYES et al., 2010). Liu e
colaboradores (2011) demostraram que arsenito de sédio (5 mM, por 5 h)
induziu a angiogénese em células epiteliais do pulmé&o. Tais pesquisadores
afirmaram que a producdo de ERO é induzida de maneira dose-dependente e
gque quando ocorre supressdo da geracdao de ERO pela catalase, a
angiogénese € inibida, sugerindo que a producdo de ERO € necessaria para
angiogénese induzida pelo arsénio.

A exposicdo ao arsénio esta associada ao aparecimento de canceres de
pele, pulméo, bexiga e prostata, devido a inducdo da expressédo do fator de
crescimento vascular endotelial, um importante fator angiogénico (GAO et al.,
2004; HONG et al., 2014). Alguns efeitos ndo carcinogénicos da exposi¢cao ao
As também tém sido descritos. Wasserman (2004) demonstrou haver uma
relagcdo, proporcional a dose de exposi¢éo, a déficits de inteligéncia verbal e de
memoaria de logo prazo. Em uma regido do Taiwan foi relatado maior incidéncia
nos casos de diabetes tipo 2, estando relacionado com a contaminacdo da
agua potavel por As (TSENG et al., 2002). J& em Bangladesh, a exposicédo ao
arsénio por meio da &agua potavel foi relacionada com a ocorréncia de
melanose e queratose (AHSAN et al., 2000). Lee e colaboradores (2002)
mostraram aumento na formacdo de trombos nas artérias de animais que
receberam arsénio através da agua de beber, podendo levar a doencas
cardiovasculares. Em outro estudo realizado por Moon et al. (2013), foi
observado que pessoas expostas ao As possuem maior incidéncia de doencas
cardiovasculares. Li e colaboradores (2013) observaram que a exposicéo
prolongada ao As pode ser um fator de risco para o desenvolvimento de
hipertenséo arterial.

Estudos mostram que no sistema reprodutor esse metaloide compromete
a atividade da célula de Leydig, reduzindo as concentracdes séricas de
testosterona, além de inibir a espermatogénese, reduzir a qualidade seminal e
0 peso dos 6rgaos sexuais acessorios, como o epididimo (PANT et al., 2001;
AHMAD et al., 2008; LI et al., 2012a; LI et al., 2012b).

Ratos Wistar expostos aos metais cadmio, chumbo e arsénio
apresentaram maiores danos no DNA de espermatdcitos primarios,
comparados aos animais controle. Estas lesbes no DNA de células

germinativas podem causar redugdo da fertilidade, abortos espontéaneos,



18

doencas hereditarias e maior incidéncia de cancer (NAVA-HERNANDEZ et al.,
20009).

Os estudos que avaliam a acdo toxica do arsénio sobre o sistema
reprodutor masculino tém dado enfoque a toxicidade do arsenito de sodio sobre
as caracteristicas histologicas e fisiologicas dos testiculos
(SAVABIEASFAHANI et al., 1998; PANT et al.,, 2004; AHMAD et al., 2008;
CHEN et al., 2011). Visando a necessidade de maior conhecimento sobre a
influéncia dessa substéncia no sistema reprodutor masculino, busca-se com
essa pesquisa, ndo somente avaliar as possiveis alteragcdes quantitativas no
processo espermatogénico e nas estruturas testiculares, como também avaliar
a acao protetora de duas substancias ditas antioxidantes, o zinco e a vitamina

C em animais intoxicados com o As.

1.4 VITAMINA C COMO UM ANTIOXIDANTE

A vitamina C ou acido ascorbico (CsHsOs) € um termo genérico,
empregado para descrever todos 0os compostos que apresentam a atividade
biolégica do &cido ascoérbico. Ela se encontra na forma de ascorbato, que é a
forma que atua como antioxidante, ao doar um atomo de hidrogénio para um
radical livre. Tem caracteristica hidrossoluvel e grande parte dos mamiferos e
das plantas sintetizam a vitamina C enddgena a partir da glicose e da
galactose. Entretanto, o ser humano, os primatas e alguns roedores néao
possuem a capacidade de sintetiza-la por ndo possuirem a enzima L-
gulonolactona-oxidadese, que €& um catalizador da conversdao da L-
gulonolactona em acido ascorbico. Deste modo, necessita-se da ingestdo do
micronutriente na dieta, por meio do consumo de frutas citricas e folhas de
vegetais cruas, sendo abundante nos seguintes alimentos: laranja, limao,
acerola, morango, brécolis, repolho e espinafre. Nas células, a vitamina C esta
presente no compartimento citosolico e no fluido extracelular, atuando em
conjunto com a vitamina E (RODRIGUES, 2005; VALDES, 2006; SANTOS,
2007).

Como antioxidante, pode-se ressaltar sua capacidade de neutralizacdo de
espécies reativas de oxigénio e de nitrogénio (JACKSON et al., 1998). Em

humanos a vitamina C desempenha papel essencial nos processos
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metabolicos e fisioldgicos, como na formag¢do do colageno, na sintese de
epinefrina, corticosteroides e acidos biliares. Além disso, age como cofator
enzimatico, participando dos processos de Oxido-reducdo, propiciando a
absorcdo gastrintestinal do ferro e também na transferéncia de ferro da
transferrina plasmatica para ferritina hepatica (REN et al., 2001; MARTINEZ et
al., 2003).

A vitamina C pode atuar como antioxidante e impedir ou atenuar a
oxidacao de lipidios, a agregacdo plaquetaria e a sintese de citocinas pro-
inflamatorias. Porém, em presenca de certas concentragcbes de metais de
transicdo, pode atuar como pré-oxidante, reduzindo estes tais metais, que
reagem com o0 peréxido de hidrogénio para formar o radical hidroxila
(VASCONCELOS et al., 2006; SANTOS 2007). A reacédo de Fenton, reducéo
de peréxido de hidrogénio por Cu'* ou Fe?* a radical hidroxila, é favorecida na
presenca de vitamina C, capaz de reduzir os metais de transicédo, tornando-os
aptos para esta reacdo. Isto pode induzir danos ao DNA dos espermatozoides,
fazendo com que estas células apresentem uma reducdo na capacidade de
fertilizacdo, podendo ocasionar consequéncias desconhecidas na saude da
proxima geracdo (LEWIS & AGBAJE, 2008).

A concentracdo e a localizacao intracelular da vitamina C pode ser um
fator decisivo na atividade desta vitamina como oxidante ou antioxidante. A
ingestao diaria recomendada de vitamina C € de 65 mg/dia para mulheres e de
75 mg/dia para homens adultos e saudaveis (RODRIGUES, 2005). Quando
presente no sistema reprodutor masculino, a vitamina C desempenha papel na
defesa contra a peroxidacao lipidica no plasma seminal, prevenindo danos
oxidativos ao DNA do espermatozoide. O &cido ascoérbico no plasma seminal
humano estd presente em altas concentracdes, quando comparado com
plasma sanguineo (400 e 60uM, respectivamente), refletindo a importancia do
seu papel fisiologico (FRAGA et al.,, 1991). Salem e colaboradores (2001)
demonstraram que a suplementacéo de acido ascorbico teve efeitos benéficos

sobre as caracteristicas do sémen e em niveis de testosterona em coelhos.

1.5 A ACAO DO ZINCO NO SISTEMA ANTIOXIDANTE

O zinco (Zn?*) é um metal de transicdo que modula a funcéo de diversas
proteinas regulatérias associadas a uma variedade de atividades celulares
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(EOM et al., 2001). Trata-se de um elemento trago-essencial para o organismo
humano, presente em mais de 300 enzimas e proteinas que participam do
metabolismo de proteinas, carboidratos, lipidios e acidos nucleicos, com funcdo
catalitica ou estrutural (WOOD, 2000). Dentre as enzimas estdo a anidrase
carbbnica, fosfatase alcalina, carboxipeptidases, alcool desidrogenase,
superoxido dismutase, proteina C quinase, acido ribonucleico polimerase e
transcriptase reversa (MCCALL et al., 2000).

Os alimentos com maior teor deste mineral sdo carne bovina, peixe, aves,
leite, queijo, frutos do mar, cereais de graos integrais, gérmen de trigo, feijao,
nozes, améndoas, castanhas e semente de abdbora. O zinco pode interagir
com outras substancias, como oxalatos, fosfatos, fibras e alguns minerais e ter
sua absorcdo prejudicada (DOMENE et al., 2008). A ingestdo diaria
recomendada do Zn é de 11mg/dia para os homens e 8mg/dia para mulheres.
Entretanto, em algumas fases da vida sdo necessarias doses maiores, como
na gestacao, infancia, puberdade e senilidade (HAMBIDGE et al., 2008).

Em concentracdes fisioldgicas, o zinco € fundamental para processos
biologicos, incluindo expresséo génica, sintese de DNA, sinalizacdo celular e
neurotransmissao. Por outro lado, quando em excesso nos tecidos do corpo, o
Zn livre pode ser toxico. Tanto o excesso quanto a deficiéncia do Zn no
organismo podem levar ao estresse oxidativo e, consequentemente, ativar ou
inibir fatores de transcricao sensiveis a oxidagdo, podendo afetar a fungéo, o
crescimento e proliferagéo e sobrevivéncia celular (BOROWSKI, 2006).

O zinco é cofator da superdxido dismutase. Esta enzima participa no
processo de destoxificacdo de radicais livres, transformando dois &anions
radicais superéxido em um peréxido de hidrogénio, que é menos reativo.
Também apresenta atividade quelante, estabiliza membranas celulares, inibe a
peroxidacdo lipidica e induz a sintese de metalotioneinas (PEIXOTO &
PEREIRA, 2007; PRASAD, 2008). O zinco também tem propriedades
antiapoptoticas (CHIMIENTI et al., 2003).

O Zn € um elemento fundamental para a fertilidade de mamiferos machos
(MERRELLS et al.,, 2009), uma vez que possui um papel essencial no
desenvolvimento das células germinativas, com participacdo ativa na sintese
do DNA, no metabolismo dos acidos nucleicos e de proteinas (BEDWAL &
BAHUGUNA, 1994). No ser humano, o Zn € necessario para a formacao e

maturacdo de espermatozoides, ovulagéo e fertilizagdo. Sabe-se que o Zn em
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baixas concentracfes participa do processo da espermatogénese, ao ser
incorporado no flagelo das espermatides alongadas, mantendo-se neste local
também nos espermatozoides (FRANCA et al., 2005). Aléem disso, algumas
proteinas formadas com a participacdo do zinco sdo necessarias para a
expressao génica dos receptores dos horménios esteroides (FAVIER, 1992;
FREEDMAN, 1992). Em homens inférteis com reducdo na producdo e
gualidade dos espermatozoides, o teor de Zn € mais baixo (CAMBIAGHI &
CASTELLOTTI, 2004).

Portanto, devido a crescente contaminagcdo ambiental por metais e
considerando a toxicidade do arsénio, em especial do arsenito, e seu
importante envolvimento em processos que induzem ao estresse oxidativo, o
presente estudo trata da influéncia da acdo antioxidante do &acido ascorbico e
do zinco sobre parametros morfolégicos e seminais do aparelho reprodutor

masculino de ratos Wistar adultos, expostos cronicamente ao arsenito de sédio.
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2. OBJETIVOS

2.1 GERAL

Analisar os efeitos do tratamento crénico com arsenito de sédio nos
testiculos e em parametros seminais de ratos Wistar e os possiveis efeitos

protetores da suplementacdo com zinco ou vitamina C.

2.2 ESPECIFICOS

e Avaliar o efeito do tratamento cronico com arsenito de sodio nos
parametros biométricos, seminais e na morfologia testicular de ratos Wistar;

e Avaliar o efeito protetor da suplementacédo de zinco nos testiculos, em
relacdo aos parametros morfolégicos, seminais e biométricos de ratos
intoxicados com arsenito de sodio;

e Avaliar se a vitamina C é capaz de proteger o sistema reprodutor
masculino em relacdo aos parametros morfolégicos, seminais e biométricos de

ratos intoxicados ao arsenito de sadio.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus albinus) adultos (80
dias), provenientes do Biotério do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Espirito Santo. O delineamento experimental foi
avaliado e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da mesma
universidade (protocolo: 041/2014 - anexo). Os animais foram divididos em seis
grupos com seis individuos cada e sao descritos a seqguir:

e Grupo I: controle (agua destilada);

e Grupo II: arsenito de sddio (NaAsO2.H20) (5 mg/Kg/dia);
e Grupo llI: vitamina C (100 mg/kg/dia);

e Grupo IV: cloreto de zinco (20 mg/kg/dia);

e Grupo V: arsenito de sédio e vitamina C;

e Grupo VI: arsenito de sodio e cloreto de zinco.

As solugdes foram preparadas no dia da administragdo. Para o preparo,
as substancias foram pesadas e diluidas em agua destilada de forma que cada
animal recebesse 0,5 mL da solucdo correspondente ao seu tratamento, sendo
administrado por gavagem, diariamente. O tratamento foi realizado durante 60
dias consecutivos, periodo superior a duragcdo de um ciclo espermatico
completo em ratos (56 dias) (RUSSELL et al., 1990a). A alimentagcao (racéo
comercial) e agua foram fornecidas ad libitum. Os animais foram acomodados
no Laboratorio de Bioexperimentacdo do Centro Universitario Norte do Espirito
Santo, onde foram mantidos sob condi¢des padronizadas de temperatura (25 +
1 °C) e ciclo normal de 12 horas claro/escuro.

A dosagem de arsenito de sodio (Vetec, Lote: 1000282) foi determinada
apos realizacdo de experimentos piloto (Silva, 2013) e se encontra abaixo da
LD50 (dose letal para 50% de animais na populacdo) que é de 20 mg/kg para
ratos (PACEY & FORD, 1981).

O cloreto de zinco e a vitamina C foram adquiridos em farmacia de
manipulacdo, sendo substancias com grau farmacéutico de pureza. Foram
armazenados em recipientes protegidos da luz e em geladeira. A determinacéo

da dosagem de cloreto de zinco e vitamina C administrada nos animais foi
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baseada em estudos anteriores com essas substancias (PAKSY et al., 1996;
ALl et al., 2002; OTUECHERE et al., 2012; SHITTU et al., 2012).

3.2 COLETA E PROCESSAMENTO DAS AMOSTRAS
BIOLOGICAS

Vinte e quatro horas ap6s o término do tratamento, os animais foram
pesados e receberam anestesia intramuscular no musculo quadriceps femoral
esquerdo, com mistura de Xilazina e Ketamina (5 e 80 mg/kg,
respectivamente). Em seguida, os animais foram eutanasiados e os testiculos,
epididimos e prostata foram retirados e pesados. Além disso, fragmentos do
ducto espermatico foram coletados para obtencdo de espermatozoides.

Os testiculos direitos foram imersos em solucdo fixadora de Karnovsky
por 24 horas (4°C). Fragmentos testiculares foram desidratados em
concentracdes crescentes de etanol e incluidos rotineiramente em resina glicol
metacrilato. O material foi seccionado na espessura de 3 ym em micrétomo
rotativo. As laminas obtidas foram coradas com Eosina/Hematoxilina. Os
testiculos esquerdos foram dissecados e congelados (-20°C) para calculo da

producao espermatica.

3.3 ANALISES BIOMETRICAS

Os animais foram pesados no inicio e ao final do tratamento e, assim,
obtido o ganho de peso durante a exposicdo das substancias estudadas:
arsénio, zinco e vitamina C. O peso relativo de cada érgao foi obtido dividindo-
se 0 peso do 6rgao pelo peso corporal e multiplicando o resultado por 100.
Para os testiculos, o peso relativo foi designado como indice gonadossomatico

(IGS) que representa a proporcédo do peso corporal ocupada pelos testiculos.

3.4 ANALISES MORFOMETRICAS E ESTEREOLOGICAS

As imagens digitais do parénquima testicular foram capturadas com

camera digital acoplada ao microscopio de luz e as analises morfométricas e
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estereologicas foram feitas utilizando o software Image-Pro Plus
(MediaCybernetics) segundo Monteiro et al. (2008) e Predes et al. (2011).

3.4.1 PROPORCOES VOLUMETRICAS (%) E VOLUMES DOS
COMPONENTES DO PARENQUIMA TESTICULAR

As propor¢des volumétricas dos componentes do parénquima testicular
foram estimadas a partir da contagem de 2040 pontos (por animal) projetados
sobre imagens digitais capturadas em campos aleatorios, na objetiva de 40x.
Os elementos quantificados foram: tdbulo seminifero (tunica propria, epitélio
germinativo e Iumen) e espaco intertubular (células de Leydig, vasos
sanguineos, espaco linfatico, macréfagos e tecido conjuntivo). A seguinte
férmula foi utilizada para os calculos das proporcoées:

Proporcdo volumétrica (%) = (ndmero de pontos sobre cada elemento do
paréngquima x 100) / 2040 (pontos totais)

O volume de cada componente do parénquima testicular, expresso em
mL, foi estimado a partir do conhecimento do percentual ocupado pelos
mesmos no testiculo e do conhecimento do volume total liquido do parénquima
testicular. Para tal, utilizou-se a férmula:
Volume = (% de cada elemento / 100) x volume do parénquima testicular.

A massa da tunica albuginea foi aferida e descontada da massa total
testicular, sendo, assim, calculada a massa do parénquima testicular. Como a
densidade volumétrica do testiculo de mamiferos é em torno de 1 g/mL, a
massa do testiculo, em gramas, foi considerada igual ao seu volume em mL
(JOHNSON & NEVES, 1981; FRANCA, 1998; PAULA, et al. 2002; COSTA et
al., 2011).

3.4.2 DIAMETRO TUBULAR, ALTURA DO EPITELIO
SEMINIFERO E COMPRIMENTO TOTAL DOS TUBULOS
SEMINIFEROS

O didametro tubular médio e a altura do epitélio seminifero de cada animal
foram obtidos a partir da mensuracao, ao acaso, de 30 secc¢Oes transversais de

tubulos seminiferos que apresentaram contorno o mais circular possivel.
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O comprimento total dos tubulos seminiferos (CT) por testiculo foi
estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tuabulos
seminiferos no testiculo e do didmetro tubular médio obtido para cada animal.
Devido ao formato cilindrico do tdbulo seminifero, foi utilizado para o céalculo, a
derivagdo da formula volumétrica do cilindro (ATTAL & COUROT, 1963;
DORST & SAJONSKI, 1974):

CT = VTS/TIR?
Onde: VTS = volume total de tubulos seminiferos nos testiculos;
2

TR = area da seccéo transversal dos tubulos seminiferos (R = didmetro tubu-
lar/2).
3.4.3 VOLUME E NUMERO DE CELULAS DE LEYDIG POR
TESTICULO

Foram contados 1200 pontos sobre o citoplasma e o nucleo das células
de Leydig com a finalidade de se determinar a proporcéo (%) entre nucleo e
citoplasma deste tipo celular. Em outra etapa, foi medido o diametro nuclear de
30 células, por animal, em objetiva de 100x. A partir dos dados acima obtidos e
aplicando-se as férmulas seguintes, foram calculados:
e Volume nuclear = 4/31TR® onde, R = raio nuclear;
e Volume do citoplasma = % citoplasma x volume nuclear /% nucleo;
e Volume de cada célula de Leydig = volume nuclear + volume
citoplasmatico;
e Numero de células de Leydig por testiculo = volume que as células de
Leydig ocupam no testiculo (mL) / volume de uma célula de Leydig (mL)
e Numero de células de Leydig por grama de testiculo = numero de

células de Leydig no testiculo/peso testicular.

3.4.4 CONTAGENS CELULARES NO EPITELIO SEMINIFERO

A estimativa das populacbes dos diferentes tipos celulares que
compdem o epitélio seminifero no estadio 1 do ciclo do epitélio seminifero
(AMANN & SCHANBACHER, 1983) foi feita a partir do reconhecimento e de

contagens dos nucleos das células germinativas e de nucléolos das células de
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Sertoli. Nestas contagens, foram utilizadas 8 seccfes transversais de tubulos
seminiferos. Foram considerados o0s nucleos dos seguintes tipos celulares:
Espermatogbnias do tipo A (SPG A); Espermatdcitos |, na fase de pré-
leptoteno/ leptéteno (SPT | PL/L) e paquiteno (SPT | P); Espermétides
arredondadas (SPD Ar).

As contagens obtidas foram corrigidas para o diametro nuclear/nucleolar
e espessura do corte histolégico, utilizando-se a seguinte formula (AMANN &
ALMQUIST, 1962):

- . espessura do corte
N2 corrigido = contagem obtida x

espessura do corte + V (DM/2)? — (DM/4)?

Onde: DM = didmetro nuclear médio, que representa a média dos diametros de
20 nucleos do tipo celular estudado, para cada animal.

3.45 RAZOES ENTRE OS NUMEROS CELULARES

Com a finalidade de se avaliar a eficiéncia do processo espermatogénico
e das células de Sertoli foram estimadas as razdes entre os nimeros corrigidos
de células da linhagem espermatogénica e o numero de células de Sertoli no

estadio 1 do ciclo, através das seguintes formulas:

e Coeficiente de mitose espermatogonial = (SPT | PL/L) / (SPG A);

e indice meidtico = (SPD Ar) / (SPT | P);

e Rendimento geral da espermatogénese = (SPD Ar) / (SPG A);

e Eficiéncia da célula de Sertoli = (SPD Ar) / células de Sertoli;

e Suporte total da célula de Sertoli = total de células germinativas / células

de Sertoli.

3.5 CONTAGEM DE ESPERMATIDES, PRODUCAO
ESPERMATICA DIARIA E TEMPO DE TRANSITO EPIDIDIMAL

Espermatides resistentes a homogeneizacdo (estagio 19 da
espermiogénese) no testiculo e espermatozoides das por¢des cabega/corpo e

cauda do epididimo foram contados em camaras de Neubauer (4 campos por



28

animal), apdés homogeneizacdo dos 6érgdos (homogeneizador Ultra-Turrax —
Janke & Kunnkel IkaWerk) em mistura de 0,9% de NaCl, 0,05% de triton x 100,
segundo método descrito previamente (Robb et al., 1978). Para determinacéo
da producédo diéria de espermatozoides (PDE), o nUmero de espermatozoides
por testiculo foi dividido por 6,1, que € o numero de dias em que as
espermatides maduras estdo presentes no epitélio seminifero. Para o célculo
do tempo de transito espermatico na cabeca/corpo ou cauda do epididimo, foi
dividido o numero de espermatozoides, em cada porcdo, pela PDE
(KEMPINAS et al., 1998).

3.6 MORFOLOGIA ESPERMATICA

Um centimetro do ducto deferente, préximo ao epididimo, foi removido,
torcido com uma pinga e colocado em solucdo de tampéo fosfato de sodio 0,1
M (pH=7,2) durante 15 minutos. Com o0s espermatozoides liberados na
suspensao foram montadas laminas histolégicas para andalises morfolégicas
(Seed et al., 1996). Duzentos espermatozoides, por animal, foram observados
em microscopio de luz (objetiva de 40x) e separados em duas categorias:
normal e anormal (SEED et al., 1996; OLIVEIRA et al., 2009; FAVARETO et al.,
2011).

3.7 ANALISES ESTATISTICAS

Os dados obtidos foram analisados através do teste de Shapiro-Wilk para
avaliagdo quanto a normalidade dos dados. Para os dados com distribui¢cao
normal foi utilizada ANOVA, seguido do teste de Tukey. Para dados que né&o
apresentaram distribuicdo normal foi usado o teste de Kruskal-Wallis. O nivel

de significancia adotado para o presente estudo foi de 5%.
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4. RESULTADOS

4.1 PARAMETROS BIOMETRICOS

Os parametros biométricos analisados (ganho de peso corporal, peso
testicular, pesos relativos do epididimo e da prostata e IGS) foram
apresentados na Tabela 1. Dentre os parametros avaliados, houve aumento

significativo no peso relativo da prostata no grupo As + Zn quando comparado
ao controle.

Tabela 1. Biometria corporal de ratos Wistar tratados com arsenito de sédio e
suplementados com vitamina C ou zinco.

G
P o/ Controle As vitC Zn As+Vit C As+Zn
Parametro
Ganho de
peso (g) 89,50+51,52 78,11+39,48 93,39+22,90 80,80+16,04 104,63+9,87 99,67 +58,84

Testiculo (g) 1,59+0,13 1,70+0,19 1,68+0,17 1,64+0,15 1,67+0,10 1,66+0,14
IGS (%) 0,34+0,01 0,30+ 0,05 0,33+ 0,04 0,34+ 0,03 0,30+ 0,02 0,29+ 0,06
Epididimo (%) 0,14+0,01 0,12+0,02 0,14+0,01 0,13+0,01 0,12+0,01 0,11+0,02

Préstata (%) 0,21+0,02* 0,27+0,06 0,25+0,04 0,25+ 0,05 0,26+0,06  0,25+0,03*

IGS: indice gonadossomético. Valores sdo média + desvio-padréo. * p<0,05, segundo ANOVA
seguido de teste de Tukey.

4.2 PROPORCOES VOLUMETRICAS (%) E VOLUMES DOS
COMPONENTES DO PARENQUIMA TESTICULAR

Nos animais do grupo As + Zn houve aumento significativo na proporgcao
volumétrica do compartimento intersticial, com consequente reducdo do
compartimento tubular, quando comparados com 0s grupos controle e tratados
somente com Zn (Figura 4). Essa reducdo de tubulos seminiferos se deu pela

menor proporcao de epitélio seminifero naqueles animais.
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Figura 4: Proporgéo (%) volumétrica dos compartimentos tubular e intersticial de ratos Wistar
tratados com arsenito de sodio e suplementados com vitamina C ou zinco (valores sdo média +

desvio-padrdo. * representa diferenca estatistica significativa em relacdo ao controle (p<0,05),
segundo ANOVA seguido de teste de Tukey).

Os valores médios referentes a propor¢cédo volumétrica (%) e ao volume
(mL) dos componentes do espaco intertubular (vasos sanguineos, espaco
linfatico, células de Leydig, tecido conjuntivo e macréfagos) e tubular (lamen,
epitélio germinativo e tunica propria) foram apresentados na Tabela 2.

Observou-se aumento significativo na propor¢cdo volumétrica do espaco
linfatico no grupo As + Zn comparado ao controle e aos animais tratados com
Zn. As células de Leydig se mostram presente em maior quantidade (p<0,05)
nos grupos As + Zn e As + Vit C quando comparados ao controle. Em relacéo
ao epitélio germinativo os animais tratados com a associacao arsenito de sddio
e zinco tiveram uma menor propor¢ao de epitélio germinativo (p<0,05) quando
comparado aos grupos controle, As e Zn. Os animais do grupo As + Vit C
também apresentaram uma menor proporcdo Vvolumétrica de epitélio
germinativo quando comprado aos tratamentos controle e Vit C. Em relagdo ao
lGmen tubular, o grupo arsenito de sédio apresentou uma menor proporgao
volumétrica em comparagdo ao grupo que recebeu As e vitamina C

concomitantemente.
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Tabela 2: Volume (mL) e proporcdo volumétrica (%, entre parénteses) dos componentes do espaco intertubular e tubular de

ratos Wistar tratados com arsenito de sédio e suplementados com vitamina C ou zinco.

Grupo/
Parametro

Controle

As

Vit C

Zn

As +Vit C

As +2Zn

Intersticio

Linfatico

Leydig

Conjuntivo

Macréfago

Vaso
Compartimento
tubular

Tunica

propria

Epitélio

germinativo

Limen

0,23 £0,02%(14,83 +1,08?)
0,20 £0,02% (12,51 +1,33%)
0,01 +0,00° (0,75 +0,25%)
0,01 £0,00 (0,92 +£0,32)
0,003 0,001 (0,20 +0,07)
0,007 £0,002 (0,44 £0,12)
1,35 +0,11 (85,17 +1,08?)

0,04 +0,02%° (2,70 £ 0,90)

0,36 0,09 (21,41 +3,88%)
0,31 +0,08%° (18,32 +3,49%)
0,02 +0,00® (1,39 +0,32%)
0,01 £0,00 (1,00 +0,43)
0,001 +0,002 (0,10 +0,11)
0,01 +0,006 (0,60 +0,34)
1,33 £0,13 (78,59 + 3,88%)

0,05 +0,01%® (2,95 +0,38)

0,32 + 0,06® (20,31 +2,97*) 0,30 0,087 (17,63 * 3,797

0,26 + 0,07 (15,45 + 4,06%)
0,21 +0,07* (12,90 + 3,74%®)
0,02 +0,00® (0,98 +0,19%)
0,02 0,00 (1,09 +0,21)
0,002 +0,001 (0,14 +0,07)
0,006+ 0,003 (0,33 +0,18)
1,43 +0,14 (85,37 +2,88%)

0,05 +0,01* (3,01 £0,43)

0,26 +0,07% (16,07 +4,15%
0,22 +0,07% (13,40 + 3,68
0,01 +0,01%® (1,15 +0,38%)
0,02 0,00 (1,07 +0,35)
0,002 +0,001 (0,11 +0,07)
0,005 +0,002 (0,34 +0,13)
1,37 £0,12 (83,93 +4,15%

0,04 +0,01%(2,57 £0,37)

0,28 +0,09%° (17,22 +5,74%)
0,23 + 0,06 (13,83 +4,20™)
0,02 +0,01° (1,68 +0,91")
0,02+0,01 (1,04 +0,49)
0,002 +0,003 (0,16 +0,19)
0,01+0,01 (0,51+0,16)
1,38 +0,14 (82,96 + 5,74%)

0,05 +0,05% (3,09 + 0,56)

0,40 +0,05° (24,26 +2,86")
0,33 +0,05° (20,33 +2,81")
0,03 +0,00° (1,77 +0,34%)
0,02 £0,00 (1,25 +0,24)
0,002 +0,002 (0,16 +0,11)
0,01 0,005 (0,75 +0,27)
1,25 +0,12 (75,74 +2,86")

0,05 +0,01° (3,21 +0,31)

0,98 +0,08% (62,16 + 3,38%) 0,97 +0,05™ (58,01 +3,58*) 0,99 +0,13% (59,08 + 3,21?*) 0,99 + 0,08° (60,05 + 1,46™") 0,88 + 0,87 (52,80 + 2,35™%) 0,84 +0,02" (50,60 + 4,29"%)

0,39 +0,06® (23,28 +3,55®) 0,35 +0,07% (21,32 £3,95%) 0,45 +0,43" (27,07 £4,77°) 0,37 £0,11% (21,93 +4,29%)

Valores sdo média * desvio-padrdo.

Letras diferentes na mesma

linha p<0,05,

segundo ANOVA seguido de

teste de Tukey.
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A histologia do parénquima testicular dos grupos experimentais foi
representada na Figura 5.

AQ%
2 0¥, Va

Figura 5. Viséo geral do parénquima testicular de ratos Wistar tratados com arsenito de sédio e
suplementados com vitamina C ou zinco. A — grupo controle; B — grupo Arsenito de sédio; C —
grupo vitamina C; D — grupo zinco; E — grupo arsenito de sédio em associado a vitamina C; F —
grupo arsenito de sédio em associacdo ao cloreto de zinco. Lu: limen tubular; E: epitélio
germinativo; T: tnica propria; M: macréfago; L: célula de Leydig; Li: espaco linfatico; C: tecido
conjuntivo; V: vaso sanguineo. Coloragdo HE. Barra: 42 pm.

4.3 DIAMETRO TUBULAR, ALTURA DO EPITELIO SEMINIFERO
E COMPRIMENTO TOTAL DOS TUBULOS SEMINIFEROS

As medidas de diametro tubular, altura do epitélio seminifero,

comprimento total de tibulos seminiferos e comprimento por grama de testiculo
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dos animais dos grupos controle e tratados com arsenito de sédio, zinco e
vitamina C foram representadas na Figura 6.

O diametro tubular e a altura do epitélio seminifero reduziram de forma
significativa em todos os grupos tratados com arsénio (As, As + Vit C, As + Zn)
quando comparados com o grupo controle. Os animais que receberam vitamina
C associada ao arsenito de sddio apresentaram reducéo (p<0,05) nos mesmos
parametros quando comparado aos animais do grupo Vit C. O comprimento de
tubulos seminiferos total (resultado ndo mostrado) e por grama de testiculo
aumentou significativamente nos grupos As e As + Vit C quando comparados
ao grupo controle. O grupo As + Vit C também apresentou aumento
significativo nos mesmos dois parametros (comprimento de tubulos seminiferos
total e por grama de testiculo) em relacdo ao grupo que recebeu apenas

vitamina C.
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Diametro tubular (um)

L I | *

*

Controle As Vit C Zn As+VitC As+Zn

Altura do epitélio (um)

— %
—*

Controle As Vit C Zn As+ Vit C As+7Zn

Comprimento por grama de testiculo (m.g?)

*

—*

Controle As Vit C n As+ Vit C As+7Zn

Figura 6. Diametro tubular (um), altura do epitélio seminifero (um) e comprimento por grama de
testiculo (m.g') de tabulos seminiferos de ratos Wistar tratados com arsenito de sddio e
suplementados com vitamina C ou zinco (valores sdo média + desvio-padrdo. * representa
diferenca estatistica significativa em relagéo ao controle (p<0,05), segundo ANOVA seguido de

teste de Tukey).
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4.4 MORFOMETRIA E ESTEREOLOGIA DAS CELULAS DE
LEYDIG

A proporgdo volumétrica (%) de citoplasma das células de Leydig (CL)
dos animais tratados com vitamina C aumentou significativamente com
consequente reducdo da proporcdo de nucleo celular, comparado com
controle. J&4 as CL do grupo As + Vit C apresentaram reducdo na proporcao de
citoplasma e aumento na proporcao de nucleo quando comparado ao grupo Vit
C (Figura 7).

a ab b ab a ab
100 -
80 - - . -
60

40

20

Controle As Vit C n As+ Vit C As+7Zn

% Citoplasma M % Ntcleo

Figura 7: Relacdo nucleoplasmastica das células de Leydig de ratos Wistar tratados com
arsenito de sédio e suplementados com vitamina C ou zinco (valores sdo média = desvio-
padrdo. p<0,05, segundo ANOVA seguido de teste de Tukey).

Os demais parametros estereoldgicos e morfométricos das células de
Leydig foram representados na Tabela 3. O diametro nuclear e o volume
individual da CL aumentaram de forma significativa no grupo As, comparado ao
grupo controle. Entretanto, o volume individual dessas células nos grupos que
receberam Zn ou vitamina C associados ao arsénio foi significativamente
menor que o volume encontrado para 0s animais que receberam somente o As.
Essa reducdo do volume individual das células foi devido a reducéo
significativa dos volumes nuclear e citoplasmético das CL desses grupos,
comparados ao grupo que recebeu somente arsénio. O numero de células de

Leydig por testiculo aumentou nos grupos suplementados (As + vit C e As +
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Zn) em relacdo ao controle. No grupo As + Vit C o numero de CL/testiculo
também aumentou, comparado ao grupo onde a vitamina C foi administrada de
forma isolada. Ja em relacdo ao numero de CL por grama de 6rgdo houve
aumento significativo no grupos As + Vit C quando comparado ao controle e ao
Vit C. As células de Leydig observadas nos diferentes tratamentos foram

representadas na Figura 8.
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Tabela 3: Parametros estereoldgicos e morfométricos das células de Leydig de ratos Wistar tratados com arsenito de sodio e
suplementados com vitamina C ou zinco.

Grupo/ Parametro Controle As Vit C Zn As +VitC As +Zn
Didmetro nuclear (um)  7,19+0,33° 8,06 + 0,40° 6,9 +0,54°° 7,57 + 0,507 7,19 +0,13° 7,39+0,28%°
Volume nuclear (um?®  195.5  26.6° 275.3+39.7° 179.5 + 41.5%° 229.3 +45.1%° 194.7 + 10.43° 211.8 +24.16°
VOI <= acd bd bd abcd abc abcd
citoplasmatico (um’) 616.3+131.1 1042.8 + 146.0 887.8+195.8 670.4+195.0 675.4+26.86"° 757.74+199.34
Volume individual CL b b b b b
(ur) 811.9+153.8° 1318.2+183.1 1067.4+234.2° 899.7+235.6° 870.10+28.17°  969.54+ 216.29
N° de CL por testiculo g bed b bed b bed
(x109) 14,9+ 4,56 18,1+ 4,65 15,8+ 3,87" 22,3+ 8,597 31,92+17,18 30,64 + 4,32
N2 de CL/g de testiculo N X b .
(x10°) 9,50 + 3,42° 10,7 + 3,05° 9,43+2,21° 13,6+ 5,52° 19,17 + 10,24 18,65+ 3,82°

CL: célula de Leydig. Valores sdo média + desvio-padrdo. Letras diferentes na mesma linha p<0,05; segundo ANOVA seguido de teste de Tukey.



Figura 8. Compartimento intersticial evidenciando as células de Leydig (seta) de ratos Wistar
tratados com arsenito de sodio e suplementados com vitamina C ou zinco. A —controle; B —
arsenito de sédio; C —vitamina C; D -zinco; E —arsenito de sddio associado a vitamina C; F —
arsenito de sddio em associacgao ao cloreto de zinco. Lu: [limen tubular; E: epitélio germinativo;
T: tanica propria; M: macréfago; L: célula de Leydig; Li: espago linfatico; C: tecido conjuntivo; V:
vaso sanguineo. Coloracao HE. Barra: 20 um.
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4.5 CONTAGEM DA POPULACAO CELULAR NO ESTADIO 1 DO
CICLO DO EPITELIO SEMINIFERO

Os dados de populacéo celular do tabulo seminifero encontram-se na
Tabela 4. Foi verificada redugdo no numero de espermatocitos | na fase de pré-
leptoteno/leptoteno quando se comparou 0S animais que receberam a vitamina
C associada ao arsenito de sodio ao grupo que recebeu apenas vitamina C
(p<0,05). Também houve reducdo no nimero de espermatides arredondadas
nos grupos tradados com arsenito de forma isolada ou em associagao quando

comparados ao grupo controle.

Tabela 4. Numero corrigido de células espermatogénicas e células de Sertoli
por secc¢do transversal de tubulo seminifero no estadio 1 do ciclo do epitélio
seminifero de ratos Wistar tratados com arsenito de sédio e suplementados

com vitamina C ou zinco.

Grupo

P / Controle As Vit C Zn As + Vit C As +Zn
Parametro

SPG A 2,01+£0,57 2,07 £0,55 2,04 £0,18 2,56 £0,33 2,60+0,29 2,08 £0,59

SPTIPL/L 27,85+1,76®® 24,93+5,72®® 29,08+3,01° 2562+2,69®° 20,77+2,97° 25725+4,41%

SPTIP 2433+2,48 22,43+1,45  2412+2,02  24,72+1,78  2225+1,75 22,26 +2,00
SPD Ar 92,25+3,03° 7812+2,75° 85,81+4,45®° 8893+822® 8322+141° 81,11+3,88"
Sertoli 4,50 +0,34 4,20+0,33 4,86 +0,15 4,59 +1,19 4,35+0,55 4,12 +0,76

SPG A: espermatog6nias do tipo A; SPT | PL/L: espermatécitos | em pré-leptoteno/ leptéteno;
SPT | P: espermatécitos | em paquiteno; SPD Ar: espermatides arredondadas. Valores sao
média * desvio-padrdo. Letras diferentes na mesma linha p<0,05; segundo ANOVA seguido de
teste de Tukey.

4.6 RAZOES ENTRE OS NUMEROS CELULARES

As razdes entre 0s numeros celulares para avaliacdo do processo
espermatogénico e das células de Sertoli encontram-se na Tabela 5. O nimero
total de células germinativas foi reduzido nos grupos As e As + Vit C em
comparacao ao controle. Foi observada reducéo (p<0,05) para o coeficiente de

mitose espermatogonial no grupo As + Vit C comparado com 0S grupos
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controle e Vit C. Os animais do grupo tratado com vitamina C apresentaram
reducdo significativa no suporte total da célula de Sertoli em comparacdo ao
grupo controle.

Os resultados relativos ao numero de células de Sertoli por testiculo e por
grama de testiculo encontram-se representados na Figura 9, apresentando

variacao significativa entre os tratamentos controle e As + Vit C.

Tabela 5. Razdes entre os nimeros celulares de ratos Wistar tratados com

arsenito de sédio e suplementados com vitamina C ou zinco.

Grupo/ Parametro Controle As Vit C Zn As + Vit C As +Zn

Numero total de células s b b ab b ab
R 146,45 +5,16° 127,55+9,66° 141,05+8,02"° 141,83+11,81°° 128,85+3,83° 130,70%9,63
germinativas

Coeficiente de mitose . o . " 5 "
. 14,71+4,08° 12,35+2,76 14,26 +1,08° 10,10+ 1,26 8,14+1,77 13,07 £ 4,75
espermatogonial
Rendimento geral da

. 48,69+ 12,73 39,54+9,18 42,22 +3,28 35,29+6,10 32,34+3,73 41,70+ 12,20
espermatogenese

indice meiético 3,82+0,33 3,49+0,15 3,57+0,29 3,60+0,17 3,76+0,28 3,66+0,23

Eficiéncia da célula de
Sertoli

Suporte total da célula
de Sertoli

20,53+0,95 18,63+0,84 17,65 +0,55 20,53 £5,96 19,36 +2,41 20,14 +3,21

32,50+1,49° 30,34+0,40° 29,01+1,10° 32,66+9,14° 30,00:£4,08°®° 32,32+4,39%

Valores sdo média + desvio-padrdo, Letras diferentes na mesma linha p<0,05, segundo
ANOVA seguido de teste de Tukey.
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Fig. 9. Numero de células de Sertoli (x10°) por testiculo e por grama de testiculo de ratos
Wistar tratados com arsenito de sédio e suplementados com vitamina C ou zinco (valores sao
média + desvio-padrdo. * p<0,05 comparado com controle; segundo ANOVA seguido de teste
de Tukey).
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4.7 CONTAGEM DE ESPERMATIDES, PRODUCAO DIARIA
ESPERMATICA E TEMPO DE TRANSITO EPIDIDIMAL

O numero de espermétides maduras no testiculo e a producdo
espermatica diaria neste 6rgdo foram reduzidos nos animais tratados com o
arsenito de sodio isolado e em associacdo a vitamina C, em compara¢cao com
0s animais do grupo controle. O numero de espermatides por grama de
testiculo foi reduzido em todos tratamentos em que 0s animais receberam o
metaloide, quando comparados ao grupo controle. O namero de
espermatozoides por grama na regido da cauda do epididimo dos animais
pertencentes ao grupo As + Vit C foi significativamente menor do que o do
grupo de controle (Tabela 6). Nao houve diferenca entre os grupos em relacéo
ao numero de espermatozoides presentes nas regifes cabeca/corpo do
epididimo e no tempo de transito espermatico nas regides do epididimo entre

0S grupos experimentais (Tabela 6).
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Tabela 6. Contagem de espermatides no testiculo e espermatozoides das porcbes cabeca/corpo e cauda do epididimo,
producdo espermatica diaria e tempo de transito epididimal de ratos Wistar tratados com arsenito de sédio e suplementados

com vitamina C ou zinco.

Grupo/ Parametro Controle As Vit C Zn As +VitC As +2Zn
N de espermatides (x 10%/testiculo)  125,90+9,40° 79,79+21,15° 100,39 +28,58"° 102,43 +15,65°° 83,20+14,81° 96,48 + 23 87°*°

Ne de espermatides (x 10%/g testiculo) 164,88 +24,77° 97,19+19,71° 134,38+ 21,74°° 123,24 +24,64°° 108,80+ 14,78° 123,12+ 25,40°

PDE (x 10°/testiculo/dia) 20,64+1,54° 13,08+3,47° 16,46+4,69°° 16,79+2,57° 13,64+2,43°  15,82+4,00°

Ne de sptz na cabega/corpo do

. 61 » m 850+ 177,80 677,5+58,39 858,75+97,78 777,5+52,41 714,375+46,16 741+69,68
epididimo (x 10°/g 6rgdo)

Tempo de transito espermatico na

e ] 12,54+ 3,46 16,19+ 4,77 17,47 £5,33 16,13+ 1,49 15,89+ 5,96 14,90 + 4,65
cabecga/corpo do epididimo (dias)

N2 de sptz na cauda do epididimo

6 . o 971,25+ 76,09° 777,5 + 143,43°® 826,25 +59,32°° 924 +136,86™° 766,875 +81,86° 895 + 88,397
(x 10°/g 6rgao)

Tempo de transito espermatico na

cauda do epididimo (dias)

PDE: producao didria espermética; sptz: espermatozoide. Valores sédo média + desvio-padréo. Letras diferentes na mesma linha p<0,05, segundo
ANOVA seguido de teste de Tukey.

12,28 +1,47 19,26 £ 6,86 17,32 £5,47 15,56 £ 2,33 16,96 £4,15 16,09 + 3,08
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4.8 MORFOLOGIA DOS ESPERMATOZOIDES

Os animais do grupo arsenito de sddio apresentaram maior proporcao de
espermatozoides anormais em relagdo aos animais controle (p<0,05). A
administracdo de zinco e vitamina C associada ao arsénio levou a um maior
namero de espermatozoides normais em relacdo ao grupo que recebeu

somente As (Figura 10).

SRR E
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40.00
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0.00
Controle As Vit C n As+ Vit C As+7Zn

Normal ™ Anormal

Figura 10. Proporcdo de espermatozoides normais e anormais (%) presentes no ducto
deferente de ratos Wistar tratados com arsenito de sédio e suplementados com vitamina C ou
zinco (valores sdo média + desvio-padrdo. *p<0,05; segundo ANOVA seguido de teste de
Tukey).

Os espermatozoides anormais foram subdivididos em categorias, como
mostrado na Tabela 7. As anormalidades observadas foram: espermatozoide
com cabeca normal separada do flagelo; gancho em diferente angulo; flagelo
enrolado; e cabeca amorfa e flagelo normal (Figura 11). Os animais do grupo
gue recebeu somente arsenito de sédio apresentou uma maior proporcao de
espermatozoides com cabecas normais separadas do flagelo em relacdo aos
grupos controle, As + Vit C e As + Zn. Na categoria flagelo enrolado e gancho
em diferente angulo, o grupo As apresentou aumento significativo quando
comparado aos grupos As + Vit C e As + Zn. Apenas 0s grupos controle e As +
Zn ndo apresentaram espermatozoides com a anormalidade duas cabegas. A
anormalidade cabeca amorfa com flagelo normal foi significativamente maior no

grupo As quando comparados ao controle e As + Zn.
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Tabela 7. Anormalidades encontradas nos espermatozoides de ratos Wistar
tratados com arsenito de sddio e suplementados com zinco e/ou vitamina C.

Anormalidade (%) Controle As Vit C Zn As +VitC As +Zn

Cabecga normal 5 . - . . o
10,40+ 3,13° 18,75+5,43° 14,33+6,47°" 9,00+2,90 6,88+3,77° 11,70%3,27
separada do flagelo
Ganchoem

. N 3,40+2,70°° 4,25+2,46° 0,83+ 0,61° 1,92+0,97° 1,00:0,41° 1,60+0,96°
diferente angulo

Flageloenrolado  1,00+1,27°® 2,92+1,36° 0,58+0,38° 1,67+1,72*° 0,75+0,87° 0,70+0,84°

Duas cabecas 0,00+0,00° 0,08+0,20° 0,08+0,20° 0,08+0,20° 0,13+0,25° 0,00 + 0,00°

Cabega amorfa com
flagelo normal
Valores sdo média = desvio-padrdo. Letras diferentes na mesma linha p<0,05; segundo
ANOVA seguido de teste de Tukey.

0,20£0,27° 1,67+0,93" 0,75+ 0,69 0,92+0,58° 0,63+0,63°®° 0,40+0,42"

Figura 11. Morfologia dos espermatozoides anormais presentes no ducto deferente de ratos
Wistar tratados com arsenito de sddio. A — espermatozoide normal; B — espermatozoide com
cabecga normal separada do flagelo; C — espermatozoide com gancho em diferente angulo; D —
espermatozoide com flagelo enrolado; E — espermatozoide com cabe¢a amorfa e flagelo
normal. Barra: 50um.
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5. DISCUSSAO

Este estudo examinou o efeito toxico do arsenito de sédio no sistema
reprodutor masculino de ratos Wistar adultos. Além disso, avaliou se o zinco ou
a vitamina C, quando administrados em associa¢cdo ao arsenito de soédio, séo
capazes de reverter o efeito toxico deste metaloide nos parametros estudados.
A morfometria tem sido frequentemente utilizada para ajudar na comparacéo
entre os grupos experimentais, adicionando, assim, mais confiabilidade ao
diagnostico final. O presente estudo utilizou ferramentas morfométricas e
estereologicas para descrever as possiveis alteracfes na estrutura testicular
dos animais tratados.

Mudancas no peso dos oOrgaos reprodutores sdo bons indicativos da
influéncia de algum agente exdgeno sobre o sistema reprodutor masculino
(ZENICK et al., 1994). Entretanto, os efeitos tdxicos produzidos por substancias
guimicas em sistemas biolégicos s6 se manifestam se o0 agente toxico ou um
produto de sua biotransformacé&o alcancar locais especificos do organismo, em
concentracéo e tempo suficientes para produzi-los (OGA et al., 2008).

Nesse estudo néo foi observada diferenca significativa no ganho de peso
corporal e nos pesos testicular, epididimal e das glandulas acessoérias (exceto a
prostata) em ratos expostos ao arsenito de sodio. Os resultados encontrados
estdo de acordo com achados anteriores sobre o efeito do arsenito de sodio no
peso dos testiculos e glandulas acessorias. Pant et al. (2001) ndo observaram
variacdo no peso dos 6érgaos reprodutores e acessorios apos administracao de
arsenito de sodio durante 35 dias. Carvalho (2009) detectou aumento
significativo do peso corporal de camundongos tratados com arsenato de sodio
na concentracdo de 1,0 mg/L fornecida durante 42 e 84 dias. No mesmo
trabalho, o peso da gbnada, IGS, peso da albuginea e do parénquima testicular
ndo apresentaram diferencas estatisticas entre 0os grupos analisados. Ferreira
et al. (2012) observaram que apos 35 dias de exposicdo, a 7,5 mg/kg de
arsenito de sodio, o peso corporal, peso do epididimo e testiculo ndo foram
estatisticamente diferentes do controle.

Resultados anteriores do nosso grupo de pesquisa mostraram que 0
tratamento com arsenito de soédio durante 7 dias, na dosagem de 5 mg/kg/dia,
levou ao aumento no peso corporal e reducao no peso testicular, sem alterar o

IGS (SILVA, 2013). J& a mesma dose administrada por 21 dias consecutivos
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nao culminou na variagéo significativa do IGS e dos pesos corporal, testicular e
dos o6rgaos reprodutivos acessorios (dados ndo publicados), o que também foi
observado apos 60 dias de exposicao.

A préstata aumentou de peso somente nos animais do grupo As + Zn
em relacdo ao grupo controle. Alteracdes no peso da prostata e demais 6rgaos
sexuais acessorios sdo os primeiros indicadores de possiveis alteracées no
estado androgénico dos animais, ja que as funcdes secretdrias desses 0rgaos
sdo androgeno-dependentes e variam sensivelmente com as concentracfes
circulantes de testosterona (CREASY, 2001). Como os demais 6rgdos nao
apresentaram diferencas no peso ap0s os tratamentos, acredita-se que néo
houveram alteracfes dos niveis de testosterona nos animais tratados. Estudos
da morfologia prostéatica estdo em andamento para avaliar o efeito do arsenito
de sodio e sua associa¢cdo com zinco e a vitamina C nesse 0rgéo.

Parametros quantitativos relacionados ao tubulo seminifero, como o
diametro tubular, a altura do epitélio seminifero e o comprimento tubular total
apresentam correlacéao direta com a atividade espermatogénica (PAULA, 2002;
HOLSTEIN et al., 2003). A medida do diametro tubular € um parametro que
pode ser considerado um indicador da atividade espermatogénica em estudos
sobre o desenvolvimento testicular, efeitos da idade avancada, estudos
experimentais e toxicologicos e influéncia sazonal sob a espermatogénese
(ASSIS NETO et al., 2003), enquanto a altura do epitélio pode ser mais precisa
para avaliar a producdo espermatica (WING & CHRISTENSEN, 1982). O
aumento do diametro do tubulo seminifero é indicativo de retencéo de fluidos,
resultante da reducdo do esvaziamento através dos ductos deferentes, ao
passo que a diminuicdo do didmetro tubular pode indicar perda de células
germinativas (MOFFIT et al., 2007).

O tratamento com arsenito de sodio reduziu o didmetro dos tubulos
seminiferos e a altura do epitélio seminifero, com consequente reducdo na
proporcao volumétrica de tubulos seminiferos em todos os grupos em que foi
administrado, corroborando os resultados de Sanghamitra et al. (2008) e Reddy
et al. (2011). Ferreira et al. (2012) observaram que animais expostos a 7,5
mg/kg de arsenito de sodio, durante 35 dias, apresentaram reducao
significativa no diametro dos tubulos seminiferos. Ja entre os animais expostos

a mesma quantidade de arsenito seguida por exposicdo a agua destilada



47

durante 70 dias observou-se recuperacéo das alteragdes causadas pelo As no
diametro tubular, quando comparados com o grupo de controle.

No presente estudo a propor¢cao volumétrica de tubulos seminiferos néo
variou entre 0s grupos experimentais (exceto entre o grupo As + Zn quando
comparado aos grupos controle e Zn), porém os danos observados no epitélio
seminifero evidenciaram a acao negativa do metal sobre o ambiente tubular. A
reducdo do compartimento tubular ocorreu devido a diminuicdo no percentual
de epitélio no grupo As + Zn e 0 aumento na proporcado volumétrica do
compartimento intersticial esta relacionado ao aumento do espaco linfatico e de
células de Leydig. Sabe-se que a proporcdo volumétrica dos elementos do
parénquima testicular, em especial dos tubulos seminiferos em mamiferos, &
muito variavel, sendo um dos principais fatores responsaveis pela diferenca
observada na eficiéncia da producdo espermatica nas diversas espécies
(RUSSELL et al., 1990b; FRANCA & RUSSELL, 1998).

Para a avaliacdo da espermatogénese sdo observados trés indices: o
coeficiente de eficiéncia de mitoses espermatogoniais, que quantifica o grau de
perdas celulares na espermatogénese; o rendimento meiético, que avalia a
eficiéncia das duas divisbes meibticas; e o0 rendimento geral da
espermatogénese, que avalia a eficiéncia do processo espermatogénico
(PAULA, 2002). O rendimento intrinseco da espermatogénese ndo é 100%. Ha
perdas celulares devido a fatores como altas temperaturas ou disturbios
hormonais (RODRIGUES et al., 2012), sendo este um mecanismo regulador da
proporcdo de células germinativas por célula de Sertoli. As perdas celulares
sdo mais acentuadas na fase mitGtica e, em menor proporc¢do, na fase meidtica
(HESS & FRANCA, 2008).

Neste estudo, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos em
relacdo ao rendimento meidtico e ao rendimento geral da espermatogénese. O
grupo As + Vit C apresentou reducdo no coeficiente de eficiéncia de mitoses
em relacdo ao grupo controle e ao Vit C. Apesar dos trés indices citados para a
avaliacdo da espermatogénese nédo terem sido alterados significativamente nos
animais tratados somente com o metaloide, o numero total de células
germinativas e a producao diaria de espermatozoides (PDE) foram reduzidos
de forma significativa nos animais dos grupos que receberam As em relacao ao

controle, exceto no grupo As + Zn. A redugdo do numero total de células



48

germinativas se deu pelo menor numero de espermatécitos em pré-
leptoteno/leptoteno e/ou espermatides arredondadas. Portanto, o tratamento
crénico com arsenito de sodio afetou a atividade espermatogénica e mesmo
com a administragdo dos antioxidantes zinco e vitamina C, o numero de células
germinativas foi afetado, com consequente reducdo do diametro tubular.
Entretanto o zinco se mostrou mais eficiente, jA que a PDE e o numero de
células germinativas ndo foram reduzidas no grupo As + Zn, apesar da reducéo
do diametro tubular.

A administragdo oral de arsenito de sodio, mesmo com tratamento
concomitante dos antioxidantes zinco e vitamina C, causou reducdo
significativa do nimero de espermatides arredondadas no epitélio seminifero.
Durante a fase da espermiogénese as perdas celulares ndo sao significativas
(RUSSELL & CLERMONT, 1977), portanto o numero de espermatides
arredondadas observadas € considerado como a populacdo de
espermatozoides. Corroborando com a reducdo do namero de espermatides
arredondadas no epitélio seminifero dos animais tardados com As, o nUmero
de espermétides resistentes a homogeneizag¢do por testiculo, assim como a
PDE foi reduzido nos animais dos grupos As e As + Vit C. Souza (2013) obteve
resultados semelhantes ao tratar ratos Wistar com 0,01 mg/L e 10 mg/L de
arsenito de sodio. Em seu experimento, também houve reducdo na PDE e no
namero de espermatides, assim como ndo houve diferenca no tempo de
transito espermatico nas regifes da cauda e cabeca/corpo do epididimo em
relacdo ao controle em ambos os estudos.

As células de Sertoli formam uma barreira capaz de isolar as células que
se encontram nas fases meibticas e pds-meidtica do ciclo espermatogénico,
garantindo um ambiente protegido do sistema imune e propicio para o
desenvolvimento dos gametas (PELLETIER, 2011). As alteracdes observadas
em relacdo a proporcdo de epitélio germinativo dos animais tratados com o
metaloide poderiam estar associadas ao rompimento da barreira das células de
Sertoli, consequentemente comprometendo 0 processo espermatogénico
normal por afetar diretamente as células germinativas, que foram reduzidas nos
animais que receberam arsenito de soédio e As + Zn. Porém, ndo foi notada
reducdo significativa na capacidade suporte das células de Sertoli e no nimero

dessas células nos animais que receberam o metaloide. Analises em
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microscopia eletrbnica de transmissdo se tornam necessarias para avaliar a
ultraestrutura da populacéo celular do tubulo seminifero.

As células animais produzem ERO quando expostas a agentes
estressores ambientais. Se uma grande quantidade de ERO for gerada, pode
haver inibicdo da capacidade de neutralizagao celular, levando a alteragcdes em
componentes celulares como lipideos e proteinas, resultando no
comprometimento da estrutura e funcdo celular (CHANG et al.,, 2007,
BAASTRUP et al., 2008). Chang e -colaboradores (2007) observaram
alteracdes no sistema enddégeno de defesa antioxidante ap0s a exposicdo ao
arsénio.

Os animais tratados com o arsenito de so6dio mostraram aumento
significativo de espermatozoides morfologicamente anormais em todas as
categorias analisadas. Em estudos anteriores, o tratamento com arsénio foi
associado a diminuicdo do numero e motilidade de espermatozoides e ao
aumento de espermatozoides com morfologia anormal (SARKAR et al., 2003;
JANA et al., 2006; MOMENI & ESKANDARI, 2012). E provavel que as ERO
produzidas pelo arsenito de sodio tenham sido responsaveis pelas
anormalidades morfolégicas encontradas nos espermatozoides de ratos
tratados com arsenito. A compensacdo destas anormalidades pela
administracdo de vitamina C e zinco pode ser atribuida as propriedades
antioxidantes dessas substancias e, portanto, reforcam a hip6tese de que o
estresse oxidativo mediado por arsenito de sdodio causa anomalias
morfolégicas no espermatozoide de ratos Wistar, ja que o0s antioxidantes
protegeram as células germinativas masculinas contra danos oxidativos
(FRAGA et al., 1991).

Eskenazi e colaboradores (2005) observaram que o consumo de
antioxidante na dieta esta associado com o aumento do namero e motilidade
de espermatozoides de homens saudaveis de uma ampla faixa etaria. Momeni
& Eskandari (2012) observaram que ratos tratados com arsenito de sodio
apresentaram aumento significativo de espermatozoides anormais e que
guando a vitamina E foi associada ao arsenito houve reducgao significativa das
anomalias morfologicas. Estudos mostram que a vitamina C presente no
sémen esta relacionada com a porcentagem de espermatozoides com

morfologia normal (THIELE et al., 1995), que pode proteger o0s
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espermatozoides dos danos oxidativos e melhorar a qualidade do sémem em
fumantes (FRAGA et al., 1991; DAWSON et al., 1992). J4 o zinco participa da
formacéo de enzimas destoxificantes, como a superéxido dismutase e também
da protecdo do grupo sulfidril de proteinas, além de impedir a peroxidacédo
lipidica (BRAY & BETTGER, 1990).

As células de Leydig (CL) sao responsaveis pela secrecao de horménios
androgenos, principalmente a testosterona, fundamental para o
desenvolvimento e a fungcao reprodutiva no sistema reprodutor de machos
(Russell et al., 1990c). As espécies reativas de oxigénio parecem atuar sobre
mitocéndrias presentes nas CL resultando na inibicdo da expresséo da proteina
regulatoria esteroidogénica aguda (StAR) responsavel pela producdo dos
esteroides (HALES, 2002). Fatores ambientais, como a exposicdo a metais
pesados, podem levar a interrup¢do da biossintese de testosterona e causar
disfuncdo sexual e infertilidade (PAPADOPOULOS, 2007).

Nesse estudo foi observado aumento do didmetro nuclear e do volume
individual das CL nos animais tratados com arsenito de sédio. Os grupos que
tiveram vitamina C ou zinco associados ao arsenito apresentaram
comportamento similar aos tratamentos controle (controle, Vit C e Zn). A néo
alteracdo dos mesmos parametros nas CL dos grupos que receberam os
antioxidantes associados ao tratamento com o metaloide indica atividade
protetora dessas substancias nas células de Leydig. Entretanto, os grupos As +
Zn e As + Vit C apresentaram maior numero de CL por testiculo e um aumento
significativo na proporcdo volumétrica (%) e volume de CL presente no
parénquima testicular em relacdo aos animais do grupo controle.
Possivelmente, essas células aumentaram significativamente em namero nos
tratamentos com antioxidante para compensar a presenca do agente toxico
sobre a funcéo celular.

As alteracfes encontradas nas CL dos animais que receberam somente
arsenito de sodio estdo condizentes com o estudo realizado por Garcia et al.
(2014), em que a administracdo de prata, outro tipo de metal pesado, também
revelou disfungBes nas células de Leydig em ratos expostos.

As alteracdes observadas nas células de Leydig podem ter ocorrido pelo
fato destas encontrarem-se proximas aos vasos sanguineos e serem as

primeiras a entrarem em contato com o arsenito. Tal fato também explicaria a



51

razao pela qual os animais suplementados n&o apresentaram alteracdes de
diametro e volume individual como apresentados pelo grupo As, jA que a
proximidade com 0s vasos sanguineos possivelmente propicia o contato com o
antioxidante administrado. Andlises ultraestruturais sdo necessarias para
avaliar se as alteragbes observadas nas CL sdo decorrentes de algum tipo de
lesdo celular, além de dosagens hormonais para confirmar se o arsenito de
sodio alterou a producédo de androgenos testiculares, uma vez que 0s 0rgaos
reprodutores acessorios, que sao andrégeno-dependentes, ndo tiveram o0s
seus pesos alterados.

Trabalhos anteriores do grupo de pesquisa mostram que a
administracdo da mesma dose de arsenito de sédio (5 mg/kg/dia) a ratos
Wistar, porém com tempo de exposicdo diferentes (7 e 21 dias), apresentam
resultados diferentes para os mesmos parametros analisados apés 60 dias de
tratamento. Com 7 dias, observou-se redugcao no peso testicular e aumento da
tunica propria, o que pode ter sido resultado da tentativa primaria do organismo
ao tentar se defender do agente agressor (SILVA, 2013). Ja com 21 dias de
exposicdo, o As levou a reducdo da proporcao volumétrica e do nimero de CL
no testiculo e por grama de 6rgdo (dados ndo publicados). Entretanto, com 60
dias de tratamento, observou-se aumento do volume das células de Leydig dos
animais expostos ao As. Este aumento foi acentuado nos tratamentos com
administragdo concomitante de um dos antioxidantes, sendo que nesses
grupos também houve aumento do numero CL por testiculo. Este aumento
celular pode estar relacionado a um mecanismo compensatorio de uma
provavel desregulacdo da producdo de andrégenos causada pelo agente
agressor. Outras alteracdes foram observadas apos a administracdo de As por
60 dias: reducdo no didamentro tubular e altura do epitélio; reducdo no numero
de células germinativas, com consequente reducdo da producdo diaria de
espermatozoides (PDE); e aumento no numero de espermatozoides com
morfologia anormal.

Com esses resultados, pode-se concluir que o arsenito de sodio causa
inimeras alteragbes no parénquima testicular, de acordo com o tempo de
administracdo, e que a associacdo de substancias antioxidantes com As foi

capaz de proteger o testiculo em muitos parametros analisados.
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6. CONCLUSAO

Os resultados da influéncia da exposicdo crénica do arsenito de sédio
administrado isoladamente ou em associacdo com 0 zinco ou vitamina C,
durante 60 dias, sobre os testiculos de ratos Wistar adultos permitiram as

seguintes conclusoes:

o O arsenito de sédio na dose de 5 mg/kg provocou reducao no diametro
dos tubulos e na altura de epitélio seminifero, porém o comprimento do ttbulo
aumentou de forma a nédo alterar os parametros biométricos do 6rgao. Apesar
de néo ter levado a alteracbes biométricas, o As causou diversas alteracdes na
morfologia testicular e espermatica;

. Perdas durante a espermatogénese levaram a reducao no numero de
espermatides maduras no testiculo e consequente reducdo na producdo diéria
de espermatozoides dos animais tardados com As. Porém, a associacdo com
vitamina C e zinco foi capaz de proteger os espermatozoides. Assim, pode-se
concluir que esta suplementacdo aumenta a viabilidade espermatica, sendo o
zinco mais eficiente que a vitamina C, ja que a PDE também foi reduzida nos
animais que receberam As + Vit C.

o O tratamento com As resultou no aumento de diametro nuclear e volume
individual (nuclear e citoplasméatico) das células de Leydig, ndo observado nos
demais grupos.

o A administracdo de zinco e vitamina C na dosagem utilizada (20
mg/kg/dia e 100 mg/kg/dia, respectivamente) apesar de reduzir os danos no
epitélio seminifero ndo protegeu de todos os prejuizos causados pelo arsenito
de sodio. O melhor resultado da associacdo foi em relacdo a morfologia
espermatica, onde 0s grupos suplementados apresentaram resultados
similares ao controle. A associacdo com o0 zinco apresentou melhores
resultados, o que pode ser justificado pelo fato da vitamina C ser uma
substancia instavel, facilmente oxidavel e/ou por, em determinadas condicdes,
participar de reacdes de oxidacdo, sendo um potente indutor de radicais livres,

agindo como um proé-oxidante.
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