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RESUMO

MATA, Wellington de Souza, D.Sc., Universidade Fadlele Vicosa, novembro de 2009.
Toxicidade do arsenato e efeito protetor do guaran& da vitamina E no aparelho
reprodutor de camundongos machos adultosOrientador: Sérgio Luis Pinto da Matta.
Coorientadores: Juraci Alves de Oliveira e MarigCdomo Gouveia Peluzio.

A exposicao ao arsénio (As) pode ocorrer, prinoigaite, pela agua de beber e, em
algumas situacdes, por ingestdo de alimentos camddos, inalacdo e absorcéo cutanea.
Processos naturais, industriais e antropicos tértribaido para aumentar os teores de As no
meio. O As influencia a funcéo reprodutiva mas@ylafetando o processo espermatogénico,
e varias evidéncias indicam sua acao toxica esa@ioaado ao aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio. Estes efeitos deletgpodem ser minimizados pela
administracdo de diversas substancias, incluindéena@uidos, vitaminas e compostos
quelantes. O guarand, planta originaria da regi@&zéanica, € rico em cafeina, flavondides e
taninos com propriedades antioxidantes, sendaaiti na fitoterapia para a prevencéo e o
tratamento de doengas relacionadas ao desequiliriatividade oxidante da célula. A
vitamina E suprime a peroxidagéo lipidica no tedtice mitocondrias, sendo capaz de
reverter efeitos deletérios decorrentes da exposesicular a diversos fatores como oz6énio,
ciclofosfamida, toxinas e contaminantes policlosatdenilicos. O presente trabalho avaliou
a capacidade do testiculo e outras estruturasugasidcumularem arsénio e os efeitos toxicos
decorrentes desse acumulo, assim como o potemtiaxiglante do guarana e da vitamina E.
Foram utilizados 35 camundongos Sui¢cos com idadédgias, divididos em cinco grupos
contendo sete animais cada: CTR-(controle nega@wo)que 0s animais receberam apenas
agua destilada e 0,5 mL do veiculo de suspensdooxianetil celulose (CMC) via
intraperitonial (i.p); ARS-(controle positivo) enug os animais receberam 100 mg de
arsenato e 0,5 mL de CMC/i.p; VTE — em que os aisimzeberam 100 mg'ide arsenato e
vitamina E/i.p (2mg em 0,5 mL de CMC); GUA- em gqgeanimais receberam 100 m{ tle
arsenato e guarand/i.p (2 mg de peso corporal em 0,5 mL de CMC); GUA/VTE — am q
os animais receberam 100 m{ ke vitamina E (2mg em 0.5 mL de CMC) associada ao
guarana (2mg4de peso corporal em 0.5 mL de CMC). O arsenattofaiecido aos animais
na agua de beber e os tratamentos administradastenvalos de 72 h. Apos 42 dias, o que

corresponde a um ciclo espermatogénico, 0s anismdieram eutanasia e procedeu-se as



andlises. Os animais do grupo ARS apresentarangdedugnificativa no peso corporal, peso
do parénquima e peso testicular, maior acumulauetide arsénio e concentragdes elevadas
de ALT, o que sugere acdo hepatotoxica do arseaié@to de uma reducédo no volume dos
tubulos seminiferos, diametro tubular, na propor@duinica propria, altura e proporcéo do
epitélio germinativo e na producédo espermaticaiai@tal. No compartimento intertubular,
observou-se aumento da propor¢cdo volumétrica ddotespnjuntivo, macréfagos, espaco
linfatico, reducédo na proporcdo e volume da cétidaleydig, diametro nuclear, volume
nuclear niumero das células de Leydig por testi@lma concentracdo plasmatica de
testosterona. A administracéo isolada ou assodadguarana e vitamina E minimizou a
maioria dos efeitos deletérios do arsenato na tasrie funcdo do aparelho reprodutor
masculino. Esses dados indicam papel protetor dgastos ndo-enzimaticos presentes na
dieta, como a vitamina E e o0 guarand, capazes mieninar os efeitos de espécies reativas de

oxigénio.
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ABSTRACT

MATA, Wellington de Souza, D.Sc., Universidade Fedl@le Vicosa, November of 2009.
Toxicity of the arsenate and protective effect of garana and vitamin E in the
reproductive tract of adult male mice.Adviser: Sérgio Luis P. da Matta. Co-advisers: dura

Alves Oliveira and Maria Carmo Gouveia Peluzio.

Exposure to arsenic occurs mainly via drinking wated, in some situations, via
polluted foods, inhalation, and cutaneous absamptMatural, industrial, and antrophical
processes have been contributing to increasedsl@fedrsenic in the environment. Arsenic
affects male reproductive functions, affecting sipermatogenic process, and there is a lot of
evidence that indicates its poisonous action iatedl to increased production of reactive
species of oxygen. These harmful effects can benmeed by the administration of several
substances, including amino acids, vitamins andbagtecompounds. Guarana, a plant typical
of the Amazonian area, is rich in caffeine, flavpt® and tannins with antioxidant properties,
used in Phitoterapy for the prevention and thetrimeat of diseases associated with the
unbalance of the cell's oxidant activity. Vitamirskppresses lipidic peroxidation in the testes
and mithocondria and is capable of reverting curmanmful effects of the testicular exposure
to several factors such as ozone, ciclofosfamiobans and policlorate bifenilics pollutants.
The present work evaluated the capacity of theesesind other tecidual structures to
accumulate arsenic and the current poisonous sffgicthat accumulation, as well as the
antioxidant potential of guarana and vitamin E.s&venty- day-old Swiss mice were used.
They were divided in five groups containing sevaimals each: CTR - (negative control) in
which the animals just received distilled water @8 mL of the vehicle of suspension
carboxi-methyl cellulose (CMC) intraperitoniallyp); ARS - (positive control) in which the
animals received 100 mg L-1 arsenate and 0,5 mCMC/i.p; Vitamine E in which the
animals received 100 mg L-1 arsenate and vitamip EZmg in 0,5 mL of CMC); Guarana -
in which the animals received 100 mg L-1 arsenateguarana/i.p (2 mg g-1 of body weight
in 0,5 mL of CMC); GUA / Vitamin E in which the anals received 100 mg L-1 and vitamin
E (2mg in 0.5 mL of CMC) combined with guarana (2gxd of body weight in 0.5 mL of
CMC). The arsenate was supplied to the animalginkidg water and the treatments were

administered in intervals of 72 h. After 42 daysjat corresponds to a spermatogenic cycle,
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the animals underwent euthanasia and subsequelysesavere done. The animals of the
ARS group presented significant reduction in bogsgrhenquima and testicular weights,
larger tecidual accumulation of arsenic and highceatrations of ALT, which suggests
hepatotoxic action of the arsenate, besides a tiedum the volume of the seminiferous

tubules, tubular diameter, in the proportion of theic own, height and proportion of the
germinative epithelium and in the total daily spatim production. In the intertubular

compartment, increased proportion of volumetriccohjunctive tissue, macrophages and
lymphatic space was observed, reduction in thegtmm and volume of the cell of Leydig,

nuclear diameter, nuclear volume, number of thdscef Leydig per testes and in the
plasmatic concentration of testosterone. The sdlirgstration of guarana or guarana
combined with vitamin E minimized most of the haming&ffects of the arsenate in the
structure and function of the male reproductivettr&hose data indicate the protective role of
non-enzymatic compounds present in the diet suchkitamin E and guarana, which are

capable of minimizing the effects of reactive sps®f oxygen.
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INTRODUCAO GERAL

1. SISTEMA ANTIOXIDANTE E ESTRESSE OXIDATIVO NOS TE STICULOS

A capacidade de reproduzir € um fenémeno essepaniala manutencdo dos genes ao
longo das geracdes. Entretanto, tal processo napresenta inalteravel em decorréncia de
variacbes no meio ambiente. A literatura cientitiea mostrado, tanto em humanos quanto
em outros animais, que fatores ambientais podermilsoin para a fertilidade ou infertilidade
do individuo. A compreensao de como o meio podefetir de forma positiva ou deletéria
na fertilidade torna-se essencial para a manutesig@apacidade reprodutiva.

A espermatogénese € um processo replicativo extnema ativo que permite a
formacdo de gametas em intervalos de tempo. As tdi@s de divisdo celular inerentes a
esse processo implicam um alto consumo de oxigaitmcondrial pelas células do epitélio
germinativo. Entretanto, devido sua natureza anafisioldgica, a tensdo de oxigénio nesses
tecidos é baixa, tornando extremamente intensargpeticdo por esse elemento (Aitken &
Roman, 2008).

Tanto a espermatogénese quanto a esteroidogéneseubtraveis ao estresse
oxidativo. A baixa tensdo de oxigénio associada randg quantidade de enzimas
antioxidantes caracteristica desse tecido sdo yportante mecanismo de protecdo contra
danos mediados pela formacao de radicais livrek€Ai& Roman, 2008).

Tem havido atualmente um aumento na preocupacadajaas potenciais efeitos de
varios contaminantes ambientais, muitos deles dermilos desreguladores enddcrinos ou
agentes de ativacdo hormonal. Esta preocupacaigseoaq, em parte, através de observacgdes
acerca do desenvolvimento e de alteragbes no sistepnodutivo de populagdes que foram
expostas a quimicos sintéticos e seus subprodildngados em grande quantidade no

ambiente desde a Segunda Guerra Mundial. Muitogeslesntaminantes estdo presentes na
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agua de consumo, sendo toxicos para a populacidcaditta & Marthus, 2006;
Veeramachaneni, 2008).

Vérias evidéncias indicam que um dos mecanismoacéde toxica do arsénio é o
aumento na producao de radicais livres, os quaegdanos oxidativos em DNA, lipidios e
proteinas (Haider & Najar,2008). O termo radicatdié utilizado para designar as espécies
reativas de oxigénio, como por exemplo, o radiedidxila (OH) que, uma vez formado,
inicia o processo de oxidacdo de lipidios e fornmea iwadeia autocatalitica na producéao de
mais radicais livres (Haslam,1996).

Células e tecidos possuem normalmente mecanisma®gemos de defesa
antioxidante e exdégenos provenientes da dieta, coitamina E e guarana, que séao
especializados na remocéao de radicais livres. Nanay alteracdes no sistema endogeno de
defesa antioxidante tém sido observadas apés €&ooab arsénio, inativando importantes
enzimas antioxidantes e predispondo a efetivacamrdevariedade de processos patologicos.

O estresse altera mecanismos neuroquimicos e @mokjaromo a resposta do sistema
nervoso autbnomo e a liberacdo dos hormoénios adréNmnna et al., 2004), afetando
caracteristicas somaticas e hormonais do aparefinodutor interferindo na gametogénese. O
estresse prolongado ativa o eixo hipotalamo-hipédidrenal inibindo as fungbes reprodutivas
por uma depressdo no eixo hipotalamo-hipofiseetdsti podendo desencadear uma reducao
no volume das células germinativas com subseqietnddia testicular (Rivier & Rivest,
1991, Richburg, 2000).

Os fatores ambientais podem ser classificados cfisimns, quimicos, biolégicos,
comportamentais e sociais (Negro-Vilar, 1993; Sthik®fman & Sheiner, 2005). Em varias
circunstancias, multiplos fatores podem afetar alend adversa a saude do individuo. As
funcdes reprodutivas e/ou a espermatogénese podermikidas por uma variedade de

fatores, como hipertermia (Maines & Ewing, 1996)p@sicdo a microrganismos ou a
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componentes da sua membrana (Ozawa et al., 200&)gasd antitumorais e
imunossupressoras (Das et al., 2002), contaminamdsentais (Murugesan et al., 2005) e
utilizacdo de medicamentos em altas dosagens eordeafprolongada (Ratnassoriya &
Jayakody, 2000; Ward et al., 1994).

Em animais o estresse social, fatores ambientséet teciduais, altas altitudes e
estresse de contencdo podem afetar o peso corpocapncentracdo de testosterona e de
enzimas relacionadas ao metabolismo oxidativojrag®mo o comportamento sexual e a
morfologia testicular (Hardy et al., 2002). Temacsidostrado também que o estresse social-
emocional durante a gestacéao inicial tem afetadapacidade reprodutiva de ratos machos
recém-nascidos (Kartavtseva, 2004).

Os mecanismos pelo qual o horménio adrenocortitoor dACTH) ou mesmo os
horménios corticosterdides influenciam no procesgrodutivo ainda ndo estdo totalmente
esclarecidos. Tem sido demonstrado o efeito ddesoglicocorticoides nos receptores para o
hormonio luteinizante (LH) e na esteroidogénesalesciando a existéncia da regulacéo da
funcao testicular pelas adrenais. Como consequ@&aci@ducao nos receptores para LH, o
estresse causa reducdo na secrecdo de testostentredanto, os agentes estressores podem
interferir na via enddcrina e também alterar fadoeais, influenciando a espermatogénese

(Hardy & Ganjam,1997; Hardy et al., 2002; Anderstal., 2004).

2. ASPECTOS QUIMICOS DO ARSENIO.

O arsénio é um elemento quimico de simbolo As cdmemno atdmico 33 (33 protons)
e com massa atdmica 74,92 u. E um semimetal (neqlpertencente ao grupo 15 (5A) da
Classificacao Periodica dos Elementos.

O arsénio ocorre naturalmente em compostos inargére organicos em diversos

estados de oxidacdo: -3, 0, +3, +5 (De Sesso, ét%8). Os compostos inorganicos sollveis
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encontrados nas aguas, onde o arsénio possui N@éng e +5, sdo os acidos arsenioso
(H3AsOs) e arsénico (BAsO,) e suas espécies desprotonadas, i#As@, ", HAsO?, AsOy>
(Thornton & Farago, 1997). A espécie inorganiceetiele das condi¢cées do pH e Eh do meio.
Na presenca de microrganismos pode ocorrer bicagatldos oxianions de arsénio levando a
formacdo de compostos organometalicos como o awidtlarsénico e dimetilarsénico
(Cullen & Reimer, 1989).

O arsénio entra na corrente sanguinea é excretadwima, apresentando uma meia
vida de 30-60 h. O arsénio é excretado de varimsa®, incluindo o arsenito (A3, arsenato
(As™), &cido metilarsénico (MAA), acido dimetilarséni@®MAA) e outras formas ligadas a
compostos organicos. O Rdende a se acumular no corpo, sendo oxidado*ae\depois
excretado. Tanto o A% como o A% sofrem metilagdoQuando o A§ é ingerido, uma
pequena porcdo é excretada como )Asproximadamente 5h apés a ingestdo, mas a maior
parte é metilada formando &cido metilarsénico dcadimetilarsénicoAssimcomo (As?) a
excrecdo de arsénio metilado comeca em torno deadsls a ingestdo, mas alcanca
concentracdo maxima mais tardiamente (Creceliu&])19

A toxicidade de diversas espécies de arsénio decres seguinte ordem: compostos
de AS* inorganico > compostos de Asinorganico > compostos de Hsorganico >
compostos de A% organico (USEPA, 2000). As espécies inorganicaarsiénio sdo cerca de
100 vezes mais tdxicas comparadas as formas oagailfihompson, 1993).

Das formas quimicas que o homem frequentementedstx o A8’ é a variacdo
mais toxica. Os processos que converteni® Amra outras formas pode ser parte do
mecanismo de protecdo normal do organismo em r@spomtoxicacdo (De Sesso et al.,
1998).

Apés ingestdo o arsenato é distribuido através rdasnbranas celulares por

transportadores de fosfato inorganico (Villa-Beto& Sorribas, 2008). Os mecanismos
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celulares de toxicidade do arsenato incluem a gerale EROS (espécies reativas de
oxigénio), o bloqueio da producdo de ATP na viadiiiica e o desacoplamento da
fosforilacéo oxidativa através da substituicéo akfdto na reacdo de (ADP- ATP). A medida
que os elétrons séo transferidos ao oxigénio faen&DP-arsenato e ndo ATP, sendo a

energia do transporte de elétrons consumida semafoh TP (De Sesso et al., 1998).

3. O ARSENIO E A SAUDE HUMANA

Tracos deste elemento sédo lancados na atmosfata,da fontes naturais como de
atividades antropicas (Rosen & Liu, 2008). O meidustrial representa outra fonte de As,
especialmente as fundicbes de chumbo, ouro, pcatare, zinco e cobalto (Gontijo &
Bittencourt, 2005).

Apesar da contribuicdo da mineragcao para a sowedadhl, diversos poluentes séo
provenientes de suas atividades. As mineracOesrde & especialmente de ouro lidam com
enormes quantidades de elementos potencialmenteosoxcomo o As, que sob certas
condi¢des, podem ser mobilizados para o ambiemtntiie apds as operacdes de exploracdo
mineral. No Brasil as fontes naturais de contandioggor As identificadas até o momento
estdo relacionadas as rochas de auriferos sulfetadas fontes antrOpicas associadas a
atividades de mineracéo e refino de minério comsitasdas no Quadrilatero Ferrifero no
sudoeste do estado de Minas Gerais (Magalhdes 20@l). A contaminacéo dos sedimentos
por As, no Quadrilatero Ferrifero foi inicialmentescrito por Borba et al. (2000) que
constataram também presenca de As em aguas sigiedisubterraneas.

A intoxicacdo por arsénio pode resultar em efeitbgcos, agudos ou crénicos,
relativos a exposi¢cdes curtas ou longas, respactinge, ocasionando diferentes patologias

(Danielsson et al., 1984; Jana et al., 2006; Cleaiady, 2007).



Os efeitos carcinogénicos da intoxicacao por A8ceassociados a exposicao cronica
por varios anos. Os tipos de cancer associados sancer de pele, pulmao, prostata, bexiga,
rim e figado (NRC, 1999; Waalkes et al., 2003; Metdkl., 2006; Baastrup et al., 2008).

A intoxicacdo aguda e cronica por As pode provamatras doencas tais como,
hiperpigmentacdo, hiperqueratose, diarréia e hem@s gastrointestinais, arritmias
cardiacas, hipotenséo, falha congestiva no coragjfeyacdes vasculares podendo levar a
gangrena, disturbios hematoldgicos, fibrose pulmodares de cabeca, confusdo mental,
coma, alteracdo no metabolismo de carboidratosmragdo celular, abortos espontaneos e
fetos com baixo peso (USEPA, 2000; WHO, 2001a).

Em 1984, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO) mdigue as aguas potaveis
deveriam ter no maximo 0,05 mg/L de As. Com basenewas evidéncias toxicologicas, a
WHO reduziu, em 1993, a concentracdo maxima demisgua para 0,01 mg/L (WHO,
2001b).

Apesar de seus efeitos toxicos, o tribxido de awséks,03) tem recebido especial
atencdo devido ao seu potencial terapéutico nantextto de tumores como a leucemia
promielocitica aguda, mielodisplasia, mieloma npidti assim como uma variedade de
tumores solidos e de linhagens celulares, inclumeloroblastoma, tumores renais, préstata,
colorretal e hepatocelular (Liu et al., 2006). ©@xido de arsénio (A©3) é aprovado pela
FDA (Food and Drug Adminstration) como agente quimioterapico no tratamento da
leucemia promielocitica aguda. Atualmente, encesgraa literatura cientifica um nimero
consideravel de trabalhos com triagens clinicas pasliacdo da eficicia do tribxido de
arsénio como agente terapéutico (Litzow, 2008).eNtanto, ainda sdo necessarios novos
trabalhos para uma melhor compreensao dessa acadopal do arsénio, de agir como

carcin6geno e como agente quimioterapico.



4. FORMAGAO DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO NO TES TiCULO

O arsénio € um poluente ambiental que interferéungdo reprodutiva masculina,
afetando o processo espermatogénico (Sanghamitxh, €008). O estresse oxidativo tem
sido apontado como a maior causa de alteracdéesiguem diminuicdo no peso testicular,
na quantidade e motilidade dos espermatozoidesnaosadores testiculares como fosfatase
acida, sorbitol desidrogenase e daplfidroxiesterdide—desidrogenase, aumento nos niveis
de lactato desidrogenasg-&ranspeptidase (Liu et al., 2001; Pant et al. 4200 aumento na
atividade da lactato desidrogenase e da transpsptidugerem a deplecdo das células da
linhagem germinativa no tubulo seminifero e alt@escna fisiologia normal das células de
Sertoli (Liu et al., 2001; Pant et al., 2004). @&ulas de Leydig sdo o principal sitio de
biossintese de esterdides e contém enzimas estgéoidas como a 1F-hidroxiesterdide—
desidrogenase, que catalisa a interconversédo desa@dediona em testosterona. A atividade
da 178 hidroxiesterdide—desidrogenase € regulada pela dags hormonios FSH (hormonio
foliculo estimulante) e LH que ficam diminuidos esituacbes de estresse oxidativo
(Srivastava & Srivastava, 1991).

As EROS geradas em resposta a exposicdo ao arE@m a um acumulo
intracelular de kD, por ativacdo de flavoproteinas dependentes de &xider produzindo
enzimas como a NADPH oxidase. Além de aumentarndugdo de EROS, o tratamento
com arsénio inibe a acdo de enzimas antioxidarde® @ superoxido dismutase (SOD),
catalase o que provavelmente torna o tecido maisetivel as alteracfes bioquimicas.
Observa-se um efeito menos pronunciado do arsénibatamento combinado com outros
ions, como o fluoreto, sugerindo acao antagonista gupressao da ionizacdo do arsenito de
sédio pelo fluoreto em solu¢des aquosas ou pordi@m compostos insollveis com outros

cations no trato gastrointestinal (Zheng et al020



O espermatozoide de mamiferos contém grande gadetide protaminas ricas em
tiol na cromatina nuclear e grupos sulfidril nogio, que parecem estar envolvidos na sua
manutencao e motilidade. O arsénio € capaz dgaedigrupos tiol presentes no sitio ativo,
deprimindo muitos processos enzimaticos e inibiadmotilidade do espermatozoide no
epididimo, onde a célula reprodutiva masculina detapseu processo de maturacdo. O
arsénio, devido a sua natureza eletrofilica, € zajgm se ligar a radicais sulfatados em
proteinas, alterando a conformacdo das mesmas.ligat@o protéica proporciona um

periodo maior de meia vida corporal (John et 808).

5. ORGANIZACAO MORFOFUNCIONAL DO TESTICULO

O testiculo é um o6rgado com funcbes exocrina e emdycgeralmente localizado no
escroto e envolvido por espessa capsula de tecdurtivo, a albuginea testicular. Esta
tunica, de maneira variada nas diferentes espdei@samiferos, emite septos para o interior
do 6rgao até a regidao do mediastino testiculaididigto o testiculo em l6bulos muitas vezes
incompletos (Franca & Russell, 1998).

Funcionalmente o testiculo dos mamiferos podeis&idb em dois compartimentos
principais: o intertubular ou intersticial e o tldnu(Russell et al., 1990). No compartimento
intertubular encontram-se as células de Leydigovaanglineos e linfaticos, nervos e uma
populacdo celular varidvel, constituida principaitee de fibroblastos, macréfagos e
mastocitos (Russell et al., 1990; Setchell, 198pesar de existir grande variacdo entre as
diversas espécies quanto a proporcdo volumétrica dés diferentes componentes do
compartimento intertubular (Fawcett et al., 197&n€a & Russell, 1998; Godinho, 1999), de
maneira geral a célula de Leydig é o tipo celulaisnfreqliente neste compartimento.

O compartimento tubular constitui a maior parteefticulo ocupando, na maioria dos

mamiferos, de 70% a 90% do parénquima testiculanf{fa & Russell, 1998; Godinho,
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1999). Estes tubulos formam alcas bastante codamcias quais possuem suas duas
extremidades conectadas a rede testicular, quacsmtea localizada numa regido bastante
rica em vasos sanguineos e tecido conjuntivo deramtai de mediastino testicular. A partir
desta regido, a rede testicular encontra-se cateeataepididimo através dos ductos eferentes
(Franca & Russell, 1998; Godinho, 1999).

Os tubulos seminiferos sdo constituidos por tapidaria, epitélio seminifero e lume
tubular. A tunica propria reveste o tubulo exteraata, sendo composta de células mioides
ou peritubulares e membrana basal. As células e86gdio contrateis, sendo consideradas
responsaveis pela movimentacao de fluidos e prapulss espermatozoides através do lume
dos tubulos seminiferos. No epitélio seminifero s&gontrados dois tipos celulares de
origem embriologica distintos: as células germuea] originarias do epiblasto, e as células
de Sertoli, provenientes do epitélio celoméatico r(k&a Capel, 1998). Juntamente com as
células miodides, as células de Sertoli elaboramemimana basal que serve de suporte
estrutural para a propria célula de Sertoli e paraélulas germinativas que se encontram na
porcdo basal do epitélio seminifero. As célulasSeetoli, através de juncbes de ocluséo,
dividem o epitélio seminifero em dois ambientesanabiente basal, onde se localizam as
espermatogbnias e 0s espermatdcitos primarios sw ifacial da profase meidtica (pré-
leptotenos/leptéteno), e o ambiente adluminal, oal ¢gse encontram 0s espermatocitos
primarios a partir da fase de zig6teno, espermatcsecundarios e espermatides em
diferentes etapas de diferenciacdo. Desta fornsemlmente adluminal estéd totalmente sob o
controle das células de Sertoli, propiciando unrosimbiente isolado do sistema imunitario,
0 que é essencial para o desenvolvimento do pmesgermatogénico (Russell et al., 1990;
Setchell, 1991; Sharpe, 1994). Um terceiro ambiértgado transitoriamente quando ocorre
a transposicdo do espermatdécito | em pré-leptoteda@mbiente basal para o adluminal. A

célula geralmente encontrada nesse local trarsitm espermatécito primario na fase de
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leptéteno (Russell et al., 1990). Além das funga@esitadas, as células de Sertoli sdo ainda
responsaveis pela manutencao da integridade daiegéeminifero, secrecao de fluido para o
limen, participacdo no processo de espermiacatizag@#o de fagocitose, secrecado de
proteinas, regulacdo do ciclo espermatogénico éraas juncbes com as demais células,
permitindo ainda a movimentacao de células gerimamgmno epitelio.

Existe grande variacdo no numero e nas dimensdebadestro e comprimentodos
tubulos seminiferos nas diferentes espécies de ferasi(Franca & Russell, 1998). O
comprimento total de tubulos seminiferos esta m@@clo a trés parametros estruturais:
tamanho do testiculo, didmetro tubular e densidediemétrica dos tubulos seminiferos. O
camundongo, por exemplo, possui aproximadament&il@los seminiferos por testiculo,
perfazendo no total cerca de 2 metros de comprontriular por testiculo (Bascom &
Ostrud, 1925). Ja no suino domeéstico existem dasvéentenas a alguns poucos milhares de
tubulos seminiferos por testiculo e aproximadam@a@® metros de tabulos no total (Franca
& Russell, 1998). De maneira geral, o valor obsgovpara o diametro tubular na grande
maioria das espécies de mamiferos esta entre B80 @m (Roosen-Runge, 1977; Franca e
Russell, 1998). A medida do diametro tubular é almardagem classicamente utilizada como
indicador da atividade espermatogénica em invegigm envolvendo a funcdo testicular

(Attal & Courot, 1963; Sinha Hikim et al., 1991; $&ell et al., 1994; Mufioz et al., 1998).

6. ESPERMATOGENESE

A espermatogénese é um processo altamente complbe&m organizado que ocorre
nos tubulos seminiferos e dura de 40 a 60 diasaiaria dos mamiferos (Franga & Russell,
1998; Godinho, 1999). Baseado em caracteristicagolbgicas e funcionais, 0 processo
espermatogénico pode ser dividido em trés fasefasa) proliferativa ou espermatogonial

caracterizada por varias e sucessivas divisdes ticasd dos diferentes tipos de
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espermatogobnias; b) fase meibtica ou espermatécitog, na qual, teoricamente, cada
espermatocito em paquiteno dara origem a quatrerregides haploides e durante a qual
ocorre uma divisdo reducional acompanhada de reoag#n génica e uma divisdo
equacional; c) fase de diferenciacdo ou espermicgéande cada espermatide arredondada
passa por profundas alteracdes estruturais e bibzps diferenciando-se em espermatozoide,
um tipo celular morfologicamente especializado dcancar e fertilizar o ovoécito (Sharpe,
1994).

As espermatogobnias localizam-se na periferia ddsild8 seminifero proximo a
lamina basal, onde proliferam continuamente. Algsirdassas espermatogdnias deixam o
ciclo celular e sofrem duas divisdes meidticas ssigas. Quando entra na préfase da
primeira divisdo meiotica (préfase |) passa a esp#cito primario. Este, ao final da
primeira divisdo forma dois espermatocitos secuagalcom o0 numero cromossoémico e
conteddo de DNA igual a 1IN e 2C, respectivamentata Pconcluir a meiose, o0s
espermatocitos secundarios sofrem a segunda divisélo origem a quatro espermatides
(IN e 1C). Como ocorrem trocas de segmentos enbrmossomos homologos durante a
meiose, tem-se a possibilidade de inUmeras vasagéaicas, ocasionando variacdes nas
caracteristicas de cada individuo (De Rooij & Gegoed,1998). Nesta fase terminam as
divisdes celulares da espermatogénese e cada ésiglernpassarda por um processo de
modificacbes complexas, denominado espermiogéngse, levard a formacdo dos
espermatozoides. Podem ser observadas nas pregmrhigioldgicas espermétides com
morfologia variada, de acordo com a fase da espg@nese em gque se encontram (Junqueira
& Carneiro, 2008; Kierszenbaum, 2004).

Durante o processo espermatogénico, as célulasreli® as células germinativas
interagem de maneira bastante complexa, tantoafigianto bioquimicamente. Existem

diversas formas de juncdes intercelulares entreseskis tipos celulares, incluindo
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desmossomos, juncdes do tigap e as juncdes a base de actina. Apesar de sereutapes
varias funcbes para estes componentes juncionasiem poucas evidéncias experimentais
para apoiar o papel preciso dos mesmos (Russelig@ld, 1993). No entanto, fica bastante
evidente a necessidade da interacdo das célulasng#ivas com 0s componentes somaticos
do testiculo, principalmente células de Sertolilleg de Leydig e células midides, para que o
processo espermatogénico transcorra de maneirahergficiente (Skinner, 1991; Daduone
& Demuolin, 1993; Spiteri-Grech & Nieschlag, 1993%scovitz et al., 1994; Russell et al.,
1994; Griswold, 1995; Schlatt et al., 1997; FraB¢cRussell, 1998). A integridade funcional
da membrana basal elaborada pelas células deiSedélulas midides é também essencial

para o processo espermatogénico (Dym, 1994).

7. CELULA DE SERTOLI

Estudos utilizando microscopia eletrbnica de trasséw, em cortes seriados do
epitélio seminifero, mostraram que a célula dedBeapresenta um perfil irregularmente
colunar, estendendo-se da base do epitélio semardfé o limen tubular (Russell, 1999). A
forma colunar da célula de Sertoli permite que estala faca contatos com a membrana
basal, com outras células de Sertoli adjacente@spata barreira hematotesticular quanto em
outros locais como o intertibulo, bem como com ékil@s germinativas de perfil
arredondado e com espermatides alongadas locaizaacriptas profundas (Franca &
Russel, 1998). De maneira geral, a conformacacehldacde Sertoli é ditada pela forma das
células germinativas com as quais faz contato.m\seh numerosos recessos com o peffil
arredondado e em forma de cripta, nos quais asaséjerminativas se encaixam (Russell,
1999; Griswold , 1999).

As células de Sertoli estdo envolvidas no fornentmee nutrientes e inUmeros outros

fatores importantes para as células germinativasioca mediacdo da acdo do FSH e da
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testosterona na espermatogénese, participacaoratipaocesso de espermiacado, fagocitose
do excesso de citoplasma (corpos residuais) reseltha liberacdo das células espermiadas e
fagocitose de células germinativas que sofrem ageptAs células de Sertoli secretam fluido
em direcao ao lumen tubular que serve, dentre ©turacdes, como veiculo para o transporte
de espermatozoéides para o epididimo. A secrec¢aitudio também ocorre em direcdo ao
compartimento intertubular, estando envolvida cammecanismos de regulacdo paracrina de
outros tipos celulares do testiculo como as célatasdes, células de Leydig e células
musculares lisas dos vasos sanguineos (Russellistv@d, 1993; Sharpe, 1994; Franca &
Russel, 1998).

As células de Sertoli sdo afetadas por diversostag@uimicos toxicos (Fiorini et al.,
2004). Por exercer também papel vital na regulagbespermatogénese, qualquer disfuncéo
das células de Sertoli pode resultar em alteragfesdegeneracdes das células germinativas
e infertilidade. Os principais sinais de injariasneélulas de Sertoli sdo as vacuolizacbes
precocemente observadas na por¢édo basal do citpldsssas células. Apos o aparecimento
de vacuolizacdo e alteracdes no aparelho de Galggcrecdo do fluido pelas células de
Sertoli mostra-se abruptamente diminuida. Como egpi@ncia, anormalidades na forma do
nucleo das espermétides, formacéo de células gggmogressiva perda de espermatdécitos e
espermatogbnias, descamacdo de células germinapedem ser observados, com

consequente atrofia testicular (Fiorini et al.,£200

8. CELULA DE LEYDIG

As células de Leydig estdo localizadas no intécstilos testiculos, constituindo o
principal componente enddcrino deste 6rgao. Esdatas sdo responsaveis pela producéo de
cerca de 95% da testosterona circulante no homeitoad sintese de testosterona ocorre a

partir da molécula de colesterol e envolve variaseas na sua via sintética (Bardin, 1996).
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Nos testiculos existem receptores para andrégeasscélulas de Sertoli, células
midides, células musculares lisas dos vasos samgigna propria célula de Leydig (Schlatt
et al., 1997). A testosterona e a diidrotestostersdio responsaveis pela diferenciacdo do
aparelho reprodutor e da genitalia externa na fes® (Pelliniemi et al., 1996) e pelo
aparecimento e manutencdo dos caracteres sexuaisnddeios e a sustentacao
qualiguantitativa da espermatogénese a partir dargdade (Sharpe, 1994). Particularmente, a
diidrotestosterona é responsavel pela manuteng@iofial das glandulas sexuais acessorias e
do epididimo (Goyal et al., 1999).

Nos mamiferos, as células de Leydig podem ser teatpente subdivididas em seis
categorias e incluem as células de Leydig fetassretém-nascido; da puberdade; adultas;
sazonais e envelhecidas. Dos tipos citados, podemtestacadas as células de Leydig fetais,
que sao produtoras de testosterona responsavelmasaulinizacdo fetal e as células de
Leydig do tipo adulto produtoras de testosterorsparsavel pelas caracteristicas sexuais
secundarias e pelo processo espermatogénico (Ki€mefl, 1988).

O desenvolvimento pdés-natal das células de Leydiglee a proliferagdo celular,
diferenciagcdo morfologica e aquisicdo da capacidedproducdo de testosterona. De acordo
com Rouiller-Fabre et al. (1998), a transicdo débkilas de Leydig em proliferagéo,
originadas de células progenitoras, para as célidaseydig do tipo adulto é regulada
hormonalmente. O LH induz primariamente a diferagc@0 das células de Leydig, nao
estando envolvido com a estimulacdo da proliferagomesmas. Os andrégenos e o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-1) aumerdasensibilidade das células de Leydig
progenitoras ao LH. A proliferacdo é estimulada I@¥f-I e fatores secretados pelas células
de Sertoli e macrofagos, enquanto o estradiol pedwsgente limita o crescimento da
populacdo de células de Leydig por meio da inibigaoproliferacdo das progenitoras e

células de Leydig (Ge et al., 1996).
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9. PROPRIEDADES TERAPEUTICAS DO GUARANA (Paullinia cupana) E DA
VITAMINA E

A nutricdo apresenta um papel essencial na fextiddou infertilidade do individuo.
Ao contrario, a desnutricdo ou desordens nos psosealimentares podem determinar de
forma potencial o estresse oxidativo, comprometentigtilidade do individuo. A pratica de
habitos alimentares saudaveis e a suplementacaéwerafir podem reverter alteracdes
somaticas e hormonais (Jedlinska-Krakowska et2@102). Desta forma, os vegetais tém
papel crucial na alimentacdo humana, podendo fernewtrientes imprescindiveis ao
funciomanento de 6rgéos e tecidos.

A cultura popular remanescente da difusdo do comeedto das tribos indigenas e de
povos orientais tem difundido amplamente a utiimade extratos vegetais na regulacédo da
fertilidade em homens (Quin et al., 2000).

O guarana € uma planta originaria da regido ameapnca em cafeina, flavondides e
taninos. As propriedades bioldgicas dos flavorsidiependem de sua estrutura quimica e de
sua biodisponibilidade (Di Carlo et al., 1999). ésitos bioldgicos dos flavondides, tanto nos
sistemas celularegn vitro, quanto nos sistema# vivo, 0s classificam como agentes
plurifarmacoldgicos ou fitoquimicos, com propriedace fungdes bioldgicas tanto profilaticas
guanto terapéuticas (Zhang et al., 2005).

Suas propriedades bioldgicas estdo relacionadas@iimidade antioxidante que cada
composto fendlico exerce sobre determinado meav.s®a vez, a atividade dos antioxidantes
depende de sua estrutura quimica, podendo semuledela pela acdo da molécula como
agente redutor, velocidade de inativagao do ratlical reatividade com outros antioxidantes
e potencial de quelagdo de metais (Wang et al.9)190 utilizado na fitoterapia para a
prevencdo e tratamento de doencas relacionadagsagudlibrio da atividade oxidante da

célula (Campos et al., 2005; Otobone et al., 2007).
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O extrato de guarana reduz significativamente axi@acao lipidica, resultando em
maior protecdo celular (Basile et al., 2005; Camebsl., 2003). Segundo Mattei et al.
(1998), a propriedade antioxidante do guarana see,derovavelmente, a sua alta
concentracdo de taninos, sendo possivel que graadie dos efeitos revitalizantes
relacionados ao guarana sejam devido a propriedededucdo dos processos oxidativos do
organismo. Os taninos presentes no guarana sacstysgdenolicos amplamente distribuidos
entre os vegetais superiores, com grande capacidedeeutralizacdo de radicais livres
(Haslam, 1996). Os taninos disponibilizam ferroizado que se complexa com o0 arsénio
diminuindo a acéo deste sobre os tecidos e or§fdand et al., 1999).

Tem sido relatado que a administracdo de flavasddetermina o aumento dos
niveis de testosterona, LH e no numero e afinididereceptores de gonadotrofina coriénica
humana (hCG) pelo testiculo, evidenciando sua sidade funcional e de atuacao no sistema
endocrino-reprodutor (Quin et al., 2000, Watchalet 2004). Aléem disso, os flavonodides
podem prevenir danos teciduais causados por radicaes agindo diretamente sobre os
mesmos e estabilizando as espécies reativas dénixigo se ligar com o composto reativo
do radical (Nijveldt et al., 2001).

A vitamina E {- tocoferol) é um antioxidante lipofilico indispénel para a
manutencdo da espermatogénese em mamiferos. Es@ntgr em grande quantidade nas
células de Sertoli, nos espermatécitos na fase afpiifgno e em menor extensao nas
espermatides arredondadas. Deficiéncia de vitamitesticular leva a um estado de estresse
oxidativo que desregula o processo espermatogénecproducao de testosterona (Aitken &
Roman, 2008). Varios pesquisadores tém mostrad@qiamina E suprime a peroxidacdo
lipidica no testiculo e mitocondrias, sendo capazeverter efeitos adversos decorrentes da
exposicao testicular a diversos fatores como oz@nitofosfamida, toxinas e contaminantes

policlorados bifenilicos (Jedlinka-Krakowska et &002; Machecha et al., 2002; Murugesan
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et al., 2005; Jedlinska-Krakowska et al., 2006). &@®rdo com Aruldhas et al. (2005),
concentracdes de vitamina E testicular diminuemifsogitivamente nos quadros de estresse
oxidativo induzido por estimulos pro-oxidantes cammomo.

No presente trabalho, objetivou-se analisar ososfela administracdo oral de arsenato
de sodio e possivel papel protetor do guaranawtalaina E nos testiculos de camundongos
adultos, avaliando quantitativamente, através ddis@as histométricas, possiveis alteracdes

No processo espermatogénico, bem como nas estrtsteculares,

Os parametros analisados foram:

indice gonadossomatico (IGS);

Proporcao volumétrica e volume dos componentgsmd@nquima testicular;

Diametro tubular e altura do epitélio seminifero;

Comprimento total dos tubulos seminiferos;

» Contagem das células de tubulos no estadio lottoad epitélio seminifero;

» Razbes entre os numeros celulares obtendo-se assieficiente da eficiéncia de mitoses
espermatogoniais, rendimento geral da espermatsggiredice meidtico e capacidade total
de suporte da célula de Sertoli;

 Calculo do numero de células de Sertoli por tekijc

* Célculo da producéo espermatica diaria por tdstiepor grama de testiculo;

* Volume e numero de células de Leydig por gramese potal do testiculo.

» Volume total de células de Leydig por testicufme grama de testiculo;

» Volume nuclear, citoplasmatico e celular de Leydig

Foram também realizadas as quantificacdes dossniaiicos de testosterona e

detransaminases. Adicionalmente quantificaram-s®&, meio de espectrofotometria de
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absorcdo atbmica, as concentracbes de arsénio stagues do aparelho reprodutor

masculino, figado, rins, musculo estriado esqueEétiosso.

11. HIPOTESE

O guarand, a vitamina E e a combinacdo das duagasgians, pelos seus efeitos
antioxidantes, exercerao efeito protetor contrateesse oxidativo causado pela administracéo
de arsenato de sédio, no aparelho reprodutor deirongos adultos, particularmente nos

testiculos.
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Capitulo 1

Parametros biométricos e concentracdo de arsénio edmgaos do aparelho reprodutor
masculino, figado, rim, osso e musculo estriado agglético e de transaminases séricas
em camundongos Suicos adultos expostos ao arsenatefeito protetor do guarana e da

vitamina E.
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RESUMO
A exposicao ao As pode ocorrer, principalmentiy ggua de beber e, em algumas situacoes,

por ingestdo de alimentos contaminados, inalacabsercdo cutanea. Processos naturais,
industriais e antropicos tém contribuido para auarens teores de As no meio. O As
influencia a funcédo reprodutiva masculina, afetandprocesso espermatogénico, e varias
evidéncias indicam sua acdo toxica esta relaciomadaumento da producdo de espécies
reativas de oxigénio. Estes efeitos deletérios poger minimizados pela administracdo de
diversas substancias, incluindo aminoacidos, vitasiie compostos quelantes. O guarana,
planta originaria da regido amazobnica, € rico erfeica, flavondides e taninos com
propriedades antioxidantes, sendo utilizado naefiépia para a prevencao e o tratamento de
doencas relacionadas ao desequilibrio da atividadiante da célula. A vitamina E suprime a
peroxidacao lipidica no testiculo e mitocondrieende capaz de reverter efeitos deletérios
decorrentes da exposicao testicular a diversosefaimmo o0zonio, ciclofosfamida, toxinas e
contaminantes policlorados bifenilicos. O objetido presente estudo foi avaliar os
parametros biométricos, o acumulo tecidual de @&sénas concentracbes séricas de
transaminases e o efeito protetor do guarana etaaina E no acumulo de As tecidual.
Foram utilizados 35 camundongos Suicos com idadéldgias, divididos em cinco grupos
contendo sete animais cada: CTR-(controle nega@wo)que 0s animais receberam apenas
agua destilada e 0,5 mL do veiculo de suspensdooxianetil celulose (CMC) via
intraperitonial (i.p); ARS-(controle positivo) enug os animais receberam 100 mg de
arsenato e 0,5 mL de CMC/i.p; VTE — em que os aisine@eberam 100 mgLde arsenato e
vitamina E/i.p (2mg em 0,5 mL de CMC); GUA- em gqgeanimais receberam 100 m{ tle
arsenato e guarand/i.p (2 mg de peso corporal em 0,5 mL de CMC); GUA/VTE — am q
0s animais receberam 100 mg ke vitamina E (2mg em 0.5 mL de CMC) associada ao

guarana (2mg4de peso corporal em 0.5 mL de CMC). O arsenattofoiecido aos animais
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na agua de beber e os tratamentos administradastenvalos de 72 h. Apds 42 dias, o que
corresponde a um ciclo espermatogénico, 0s anismieram eutanasia e procedeu-se as
analises. Os animais expostos ao arsenato semmémtia concomitante a base de
antioxidantes apresentaram reducao do peso compteaticular, aumento na concentracéo de
ALT e no acumulo tecidual de As na maioria dosdesiavaliados, comparados ao controle
negativo e aos grupos que receberam algum tipmatertento. Os resultados indicam que 0s
tratamentos administrados, isolados ou em combiagéinimizaram as alteracfes
decorrentes da exposi¢ao ao arsenato.

Palavras-chave Arsénio, espectrofotometria, testiculo, transas@s, estresse oxidativo.
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1. Introducéo

A contaminacdo por As pode ocorrer, principalmentela ingestdo de agua e
alimentos e, em algumas situacdes, por inalacabser@gio cutanea. Processos naturais,
industriais e antropicos tém contribuido para auareos teores de As no meio (USEPA,
2000; WHO, 2001). Muitos paises, incluindo a Argemt Bangladesh, india, México,
Tailandia e Taiwan tém documentado toxicidade ageidadnica em humanos e outros
animais devido a contaminacdo das aguas (Thorntdra&go, 1997; Tchounwou et al.,
1999; Dikanpar, 2000; Jin et al., 2004).

No Brasil, as fontes naturais de contaminacédo pridentificadas até o momento,
estdo relacionadas as rochas de auriferos sulteds fontes antropogéncias associadas a
atividades de mineracédo e refino de minério comsitasidas no Quadrilatero Ferrifero, no
sudoeste do estado de Minas Gerais (Magalhdes 20@l). A contaminacéo dos sedimentos
por As no Quadrilatero Ferrifero foi inicialmentesdrito por (Borba et al. 2000) que
constataram também presenca de As em aguas sigiedisubcutaneas.

O As ingerido entra na corrente sanguinea, ondikgaefracamente a proteinas
plasmaticas, sendo distribuido a varios tecidogy@as (Vahter, 1983). Os compostos de As
apresentam meia-vida de 30 a 60 h, antes de sextade na urina. O As € excretado em
varias formas quimicas incluindo o arsenito ‘B\sarsenato (AS), acido metilarsénico
(MAA), acido dimetilarsénico (DMAA) e outras formdgjadas a compostos organicos
(Crecelius, 1977; Thompson, 1993).

Apés ingestdo, o arsenato é distribuido através rdambranas celulares por
transportadores de fosfato inorganico (Villa Beko& Sorribas, 2008). O As, na forma de
arsenato quando administrado em soluc¢des aquasdsrésivamente absorvido (>90%) pelo
trato gastrointestinal humano e da maioria dos aisiexperimentais (Vather & Norin, 1980),

possivelmente pela utilizagdo dos mesmos trangpmea de fosfato existentes na membrana.

31



O As é capaz de se ligar a grupos especificos e¢amngieados tecidos, o que justifica seu
acumulo em alguns érgéos (Pant et al., 2001).

A alanina aminotransferase (ALT) € uma enzima eimada predominante no figado,
em concentracdo moderada nos rins e em menoregdidaas no coracdo e musculos
esqueléticos. Na célula hepatica, ela localizaeseitoplasma (90%) e na mitocéndria (10%).
Qualquer lesdo ou doenca afetando o parénquimatidepdéderara maior quantidade da
enzima para a corrente sanguinea, elevando a doag@m sérica. Em geral, as causas mais
comuns de elevacao da alanina aminotransferasangue ocorrem por disfuncdo hepatica.
Desta maneira, além de ser sensivel, ela é tambétartbe especifica para o diagnostico de
doenca hepatocelular (Dufour et al., 2000).

A aspartato aminotransferase (AST) é uma enzimangrazla em concentracdo muito
alta no muasculo cardiaco, musculos esqueléticosnemenor concentracdo nos rins e
pancreas. Na maioria das vezes, a dosagem de A8aligada juntamente com ALT e a
relacdo AST/ALT pode ser determinada para auxil@adiagnostico diferencial das doencas
(Panteghini, 1990).

O As influencia a funcao reprodutiva masculinataafdo o processo espermatogénico
(Sanghamitra et al., 2008). Isso se deve, provaermkn ao estresse oxidativo que causa
diminuicdo no peso testicular, na quantidade e litatie dos espermatozdides, diminuicdo
dos niveis de marcadores testiculares, como atéssfacida, sorbitol desidrogenase e da 17-
B hidroxiesteroide—desidrogenase, aumento nos nideislactato desidrogenase e
transpeptidase. (Liu et al., 2001, Pant et al., 420Diversos componentes dos alimentos,
como os flavondides e a vitamina E podem interagin 0 arsénio, adsorvendo-o e limitando
sua dissolucdo e absorgcdo (Mckinney, 1992), oundtuacomo protetores dos danos

resultantes da acao das EROS.
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O guarana € uma planta originaria da regido ameapnca em cafeina, flavondides e
taninos. Apresenta propriedades antioxidantes,csetiizado na fitoterapia para a prevencao
e tratamento de doencas relacionadas ao desegudéatividade oxidante da célula (Basile
et al., 2005, Campos et al., 2005, Otobone ef807). Ja a vitamina E-focoferol) € um
antioxidante lipofilico indispensavel para a mangé® da espermatogénese em mamiferos. O
tocoferol esta incluido na classe dos antioxidantes/encionais que apresentam estrutura
fendlica e pode reagir com radicais peroxil, pretetp membranas contra danos oxidativos
(Ribeiro et al., 2008). Esta presente em grandentglemle nas células de Sertoli, nos
espermatocitos em fase de paquiteno e, em menamséxt, nas espermatides arredondadas
(Yoganathan et al., 1989). A deficiéncia de vitaankE em nivel testicular leva a um estado
de estresse oxidativo que desregula o processomespgénico e a producao de testosterona
(Aitken & Roman, 2008).

Uma vez que o principal mecanismo de acéo toxicAsl@ o estimulo a processos
oxidativos no organismo, o objetivo desse estud@valiar a capacidade do testiculo e de
outros érgdos acumularem As e os efeitos desseutmi@obre os parametros biométricos e
as concentracdes séricas de transaminases, erdwologmotencial antioxidante do guarana e

da vitamina E.

2. Material e métodos
2.1. Preparo das suspensoes

A solucéio de guarana foi preparada com a adic®a dede guararfaem pé em agua
destilada a 60°C completando-se o volume para 50 Emh seguida, sob agitacao, foi
adicionado 0,25 g de carboxi-metil celulose (CM§Bguido da adicdo de propilenoglicol
ajustando volume para 400 mL. A solucdo de vitarihéoi preparada com a adicéo de 3,2

g em agua destilada a 60°C completando-se o vghamee50 mL. Em seguida, sob agitacédo
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foi adicionado 0,25 g de CMC, seguido da adicapradeilenoglicol ajustando o volume para
400 mL. A solucdo de guardh& vitamina E foi preparada com a adicdo de 64 g de
guarand e 3,2 g de vitamina®em &agua destilada a 60°Ccompletando-se o volunae5tar
mL. Em seguida, sob agitacdo adicionou-se 0,25gCH&C, seguido da adicdo de

propilenoglicol, ajustando o volume para 400 mL.

2.2 - Animais, Grupos Experimentais e Tratamentos

Foram utilizados 35 camundongos Suicos com 70 giessenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da SadddJUniversidade Federal de Vigosa,
Minas Gerais, Brasil. Os animais foram divididos enco grupos de sete individuos cada,
pesados e colocados em gaiolas individuais. O gcoptrole negativo - CTR recebeu agua
destilada e injecéo intraperitonial (i.p) de 0,5 d&.CMC e o grupo controle positivo - ARS
recebeu As, na forma de arsenato de sédigHNsO, .7 H,O — Merck) na concentracéo de
de 100 mg [ e 0,5 mL de CMC/(i.p). Os demais grupos recebesalmcéo de arsenato de
s6dio 100 mg L' e injecdo intraperitonial de 0,5 mL contendo 2 deyvitamina E ou
contendo 2 mg §de peso deguarana - GUA, ou associacdo de vitamina E e géanas
mesmas doses anteriores - GUA/VTE. A concentrag@uhrand e de vitamina E foi
determinada segundo Leite (2008) e Jedlinska (2082)ectivamente.

O arsenato foi oferecido aos animais na agua terpele forma continua e os
tratamentos, com vitamina E e guarana, aplicad@sla 72 h, por 42 dias, que corresponde a
um ciclo espermatogénico..

Todo o regime liquido foi fornecided libitum, assim como a alimentagédo soélida
(racdo), mantendo-os em condi¢cbes controladas mpetatura (média de 24,7 °C) e

fotoperiodo (12-12h claro/escuro).
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2.3.- Coleta de Amostras

Os animais foram anestesiados com associacdo tengoa e xilazina na dose de 10
e 1mg/kg de peso corporal, respectivamente, e pespdra entdo se proceder a retirada dos
testiculos, 6rgdos sexuais acessorios, figado, masculo estriado esquelético (MEE) e o
fémur. O fémur foi limpo para retirar qualquer theriassociado. Todos os 6rgaos coletados
foram imersos em solucéo de Karnovsky por 24 hewhsefrigeracdo. Apos esse periodo, 0s

orgaos foram pesados, em balanca digital de pre(Bf&El. Mak 160 classe 2).

2.4.Determinacao dos teores de Arsénio.

Fracbes dos oOrgdos coletados, com peso conhecidam fsecas em estufa e
submetidas a mineralizacdo Umida com 3 mL de umsturai nitro-perclérica 2:1, a
temperatura de 100-120 °C para evitar a volatiimago As, até a completa oxidacdo da
matéria organica. Amostras mineralizadas, foramidhis e filtradas para 25 mL com agua
desionizada e analisadas em espectrofotometro des@m (Perkin EImer, modelo Optima

3300 DV), em plasma indutivamente acoplado, pateraenacao dos teores de As.

2.5. Determinagédo dos niveis plasmaticos de transarases (AST e ALT)
A dosagem das transaminases foi feita utilizandkisecomerciais, em processador

bioquimico multiparamétrico.

2.4. - Andlises estatisticas

Apés testes de normalidade e homocedasticidadaédms dos parametros estudados
foram comparadas entre os grupos por meio de ardgdivariancia (ANOVA) utlizando-se o
teste de Student Newman-Keuls. Foi utilizado ovgfé STATISTICA 3.11, sendo p<0,05

considerado significativo. Os resultados foram egpos em médiadesvio-padrao.
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3. Resultados

Os animais do grupo controle negativo (CTR) apitasam concentracdes de As
muito baixas ou abaixo do limitede deteccéo (TabgldNos grupos tratados com arsenato,
todas as amostras de orgaos do aparelho reproghgsculino, figado, rim, MEE e 0sso
apresentaram acumulo de As. O As foi detectado emornconcentracdo nos testiculos,
epididimo, prostata e glandula vesicular, respaptente. Foi observada reducdo na
concentracdo de As nos testiculos dos animaisepaberam os tratamentos com guarana,
vitamina E e associacdo de ambos. Resultado semelf@ observado na prostata. No
entanto, no epididimo e na glandula vesicular,foBam observadas variagcfes significativas,
em todos 0s grupos tratados com As mais antioxagdam comparacdo ao grupo controle
positivo (Tabela 1).

Em todos os animais do controle positivo foi vedatio acimulo de As no figado,
rim, MEE e osso (Tabela 2). Nao houve diferencaitgtiva entre o grupo ARS e os
demais grupos tratados, em relacdo a concentra;As dos rins e MEE. Por outro lado, os
animais que receberam tratamentos com vitaminao& guarand apresentaram reducdo na
concentracdo de As no 0sso e no figado, compaeaxigsipo ARS.

Os resultados das caracteristicas biométricas erdfey ao peso corporal, peso
testicular, peso da albuginea, peso do parénquimdie gonadossomatico encontram-se na
tabela 3. O peso corporal, testicular, peso dongaiiéna e o IGS no grupo ARS apresentaram
uma reducado significativa em relagcdo aos dematantientos. Observou-se um aumento
significativo da albuginea testicular do grupo GURE em relagédo aos grupos CTR, ARS e
GUA, apesar de ndo apresentar variagdes signifasaém relacao ao grupo VTE.

O peso do epididimo, glandula vesicular e progtatantram-se na Tabela4. Os pesos

de epididimo e prostata apresentaram aumento isgfivb no grupo GUA/VTE em relacéo
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aos demais tratamentos. Nao foram observadas dasagnificativas no peso da glandula
vesicular em todos os grupos testados.

O peso dos rins, figado e 0sso encontram-se ndalalgendo apresentaram variacdes
significativas entre os diferentes grupos testados.

Os niveis séricos de AST e ALT estdo demonstradas Riguras 1 e 2,
respectivamente. Nao houve variacdo nos niveisaséde AST. Porém, a ALT aumentou em
ARS em comparacao aos grupos CTR, VTE e GUA/VTHciddalmente, os animais dos

grupos VTE e GUA/ VTE mostraram reducao de ALT etagéo aos grupos ARS e GUA.

4. Discusséao

A administracdo oral de arsenato de soédio levoedugdo significativa no peso
corporal, testicular, peso do parénquima e no éndanadossomatico. Nandi et al. (2005)
também relataram uma diminuicdo do peso corporakans submetidos a exposicao por
arsenito por um periodo de 12 semanas. O peso adguios constitui um elemento
importante na avaliacdo da toxicidade reprodutimaae@imais adultos machos (Aman, 1982),
podendo ser utilizado como indicador quantitatieoplodugcdo espermatica, uma vez que o
principal componente testicular € o tubulo seminiféranca & Russel, 1998).

O IGS representa o percentual de massa corpokadiioem testiculo. Esta alteragédo
esta provavelmente relacionada a diminuicdo sigatifia, no peso corporal e testicular dos
animais submetidos a exposicdo ao arsénio na agubebler sem nenhum tratamento
concomitante (ARS). Sanghamitra et al. (2008) tamb&lataram reducdo no indice
gonadossomatico em camundongos submetidos ao émati@icom arsénio durante 60 dias.

Animais com tratamento antioxidante associado aptasam aumento significativo
do epididimo, préstata em relacdo aos demais gruposumento no peso de Orgaos

reprodutivos acessoérios pode estar relacionado@sigdades antioxidantes da vitamina E
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(Ramanathan et al., 2002) e do guarana (Basile, 005, Campos et al., 2005). Nao foram
observadas variacfes significativas no peso dalglarvesicular entre os grupos testados

Pant et al. (2001) ndo observaram variagcbes no pleso orgaos reprodutivos
acessorios apos administracédo de arsenito durardas.

O figado € um oOrgao importante para o metabolisrdesintoxicacdo. A maioria do
arsénio absorvido do trato gastrointestinal € mdtilno figado durante as primeiras etapas do
metabolismo. A metilacdo é a via predominante @as&nio inorganico em humanos e a
maioria dos animais de laboratorio. Essas formagncas exibem pouco ou nenhuma
toxicidade séo rapidamente excretadas na urings@3eo et al., 1998). No presente trabalho,
nao foram observadas variacdes significativas reo o figado, rins para os diferentes
grupos tratados, o que néo elimina a possibilidkedema possivel toxicidade do arsénio. A
dosagem das enzimas ALT e AST ¢ utilizada comumamt® indicadores bioquimicos de
hepatotoxicidade. Neste trabalho, animais do gr#éRRS apresentaram concentracdes
significativamente elevadas de ALT em relacdo aapgr CTR e aos tratamentos
antioxidantes GUA e VTE. Modi et al. (2006) e Mitg,aFlora (2006), descreveram aumento
nos niveis séricos de ALT apo6s administracdo azadrdenito. No entanto, a suplementacao
com &cido ascorbico (Nandi et al., 2005), a adrmregio combinada com zinco ou n-
acetilcisteina (Modi et al., 2006) ou a co-admiaigio com fluoreto de sédio (Mittal et al.,
2006) levaram a um decréscimonas concentracfasdtiaas, demonstrando, portanto, efeito
hepatoprotetor. As concentracdes de AST geralmest&o elevadas em patologias que
cursam com lesdo de musculo estriado (Dufour, 200@p foram observadas variacdes
significativas nas concentracdes de AST entre fesetlites tratamentos, concordando com os
resultados de Nandi et al. (2005) que demonstraranaumento significativo nos niveis de
creatinina e ALT sem alteracfes significativas oascentracdes séricas de AST, uréia e

proteina total.
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O fémur foi utilizado como parametro para compagacéntre 0 peso 0Sseo e 0
acumulo de arsénio tecidual. Nao foram observaddagdes significativas no peso entre 0s
grupos testados, embora o arsenato de sodio apresera maior afinidade para 0ssos e
dentes, provavelmente devido a sua similaridadenigai com o fosfato (De Sesso et al.,
1988).

Os animais expostos ao arsenato apresentaram lacdearsénio nos testiculos,
prostata, epididimo e glandula vesicular. Uma aasequéncias da intoxicacdo por As é o
estresse oxidativo, resultante da producédo aumeiadEROS, e tem sido apontado com um
dos principais mecanismos responsaveis pelos gf&itacos do As em diferentes tecidos e
orgaos, ocasionando alteracfes na estrutura dimdipédios da membrana celular, alterando
suas propriedades fisico-quimicas e inativando $fuwagdes (Haider & Najar, 2008). As
EROS séo capazes de alterar funcdes celulares ttansaricdo, proliferacdo e morte celular
(Yu et al., 2008).

As maiores concentracdes de As observadas noulesd@roéstata justificam-se pela
capacidade do As de se ligar a grupos especifieses tecidos. Pant et al. (2001) relataram
acumulo tecidual de As, sendo este especifico e-degendente, nos testiculos, préstata,
epididimo e glandula vesicular, com maior acUmuopndstata. Danielsson et al. (1984)
relataram altos teores de As radioativo no lumeepgididimo, apés injecdo intravenosa de
arsenato e/ou arsenito de sodio, indicando riscoedacdo da viabilidade espermatica e
comprometimento da reproducdo. No presente estuttonecimento de guarand isolado ou
associado com vitamina E, levou a reducéo tecidaarsénio em testiculo e préstata. No
entanto, o tratamento isolado com guarana naooaltgignificativamente as concentracdes
teciduais de As na glandula vesicular e epididimo.

A exposicdo dos animais ao arsenato resultou emoUsignificativo no 0sso, rim

figado e musculo estriado esquelético, 0 que pegarlao aparecimeto de neoplasias,
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conforme demonstrado por Baastrup et al. (2008)estodo que revelou significativa a
exposicao ao As e risco de cancer de pulmao, hefkggalo, rim, préstata, intestino e pele.

Normalmente, o As absorvido se distribui nos dieerdrgdos de modo relativamente
rapido, conforme demonstrado por Hughes et al. 1@9n que foi verificado acumulo
tecidual de As na pele, rins e figado. A supleng&tacom micronutrientes, antioxidantes,
vitaminas e aminoacidos podem auxiliar na protedd@® tecidos, alterar a capacidade de
ligacdo do agente toxico e sua absorcdo teciduakinA a eficacia terapéutica da
administracdo de antioxidantes tem sido avaliadalieersos trabalhos envolvendo estresse
oxidativo induzidos pela administracdo de As (Raatzan et al., 2002; Nandi et al., 2005;
Modi et al., 2006; Chang et al., 2007). Modi et(2D06) verificaram que a suplementacéo
conjugada de zinco e n-acetilcisteina foi maisiedata protecéo contra os efeitos toxicos da
exposicao ao As.

No presente estudo, o tratamento com As isoladassaciado com antioxidante, nao
desencadeou reducao significativa no teor de Asimo Assim, embora a reabsor¢céo de
arsenato de soOdio ocorra no tubulo contorcido pmeki (Tsukamato et al.,1983),
provavelmente o As ndo tenha sido eliminado do antbirenal, apesar da presenca de
antioxidantes. A terapia com vitamina E e guarad@ alterou a distribuicdo tecidual de As
no MEE.

No presente estudo, tanto a vitamina E quanto aagéa assim como a sua
associagdo, mostraram ser determinantes na redugéificativa do acumulo do As no
figado. Verificou-se acumulo significativo de Assnossos dos animais do grupo ARS, em
relacdo aos demais tratamentos, sendo, inclusiwss®@ o local de maior concentragao de As,
se comparado a figado e rim. Provavelmente essauclse deve a maior afinidade do
arsénio na forma A3 para ossos e dentes, devido & sua similaridadeicquiao fosfato

(Dixon, 1997, De Sesso et al.,1998).
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A suplementacdo com determinadas substancias postemir o acumulo de As em
alguns o6rgaos, conforme demonstrado por Modi €2@06), que verificaram reducdo de As
sanguineo e renal apos suplementacdo com n-astefiid. Nandi et al. (2005) observaram
que o acumulo de As no figado, rim e sangue, ap@ss&do de ratos ao arsenito na agua de
beber, por 12 semanas, foi reduzido com a admagétr concomitante de vitaminas como
acido ascorbico e tiamina e aminoacidos como oited metionina. Isso se deve,
provavelmente, a diferentes modelos biocinéticodisteibuicdo do As nos tecidos (Kannan
et al., 2001). Gupta et al. (2005) demonstraramfeisos terapéuticos da sementevtinga
oleifera em ratos, expostos ao arsenito na agua de belsmtelguatro semanas, relatando
alteracdes significativas em parametros bioquimigasséo indicativos de estresse oxidativo

além de uma reducédo nas concentracdes teciduars@&&o no sangue, figado e rins.

5. Conclusbes

A exposicdo ao arsenato reduziu o peso corporasgcalar com aumento das
concentracdes séricas de ALT e revelou especitieiser acimulo tecidual de As, com uma
maior preferéncia para testiculo, prostata e ejpmidespectivamente. Os resultados também
indicam um papel protetor do guarana e da vitareingue, provavelmente, agiram como

guelantes e antioxidantes, minimizando as altesagéeorrentes da exposi¢ao ao arsenato..
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Tabela 1. Concentracdo de arsénio (ftgfte tecido) no testiculo, glandula vesicular,
epididimo e prostata de camundongos adultos apametiacdo de agua destilada (CTR),
arsenato de sodio (ARS), e tratamento concomitemte arsenato + suspensado de guarana

(GUA), arsenato + vitamina E (VTE) e arsenato +gna + vitamina E (GUA/VTE).

Tratamentos Testiculo Glandula Vesicular Epididimo Préstata
CTR 0,015 + 0,037 0,003 + 0,000% 0,016 + 0,037 0,001 + 0,008
ARS 10,841 + 3,642 2,353 +2,078 7,771 +6,01% 8,299 + 2,644
GUA 4,971 + 3,058 1,465 + 1,218 7,088 2,614 3,305 + 1,312
VTE 4,373 +2,748 0,693 + 0,679 2,800 + 1,116 3,232 +1,738
GUANTE 2,757 + 1,983 1,650 + 0,427 2,332 + 1,227 3,629 + 1,830

Letras diferentes nas colunas representam valmme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média + desvio-padrao.
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Tabela 02. Acumulo tecidual (ug/g de tecido) deérmics no fémur, muasculo estriado
esquelético (MEE), rim e figado de camundongos taglulapdés administracdo de agua
destilada (CTR), arsenato de sodio (ARS), tratamerdncomitante com arsenato +
suspensao de guarana (GUA), arsenato + vitamiva E)(e arsenato + guarana + vitamina E
(GUA/VTE).

Concentragdo de arsénio

Tratamentos Osso MEE Rins Figado
CTR 0,001 +0,0003 0,001 +0,0003 0,001 + 0,0003 0,001 + 0,0003
ARS 5,24 + 2,519 1,42 +0,85% 1,27 + 0,286 0,91 + 0,287
GUA 1,18 + 0,877 0,82 +0,70% 1,20+0,612 0,13+0,18
VTE 0,94 + 0,947 0,86 + 0,377 1,23+0,643 0,18+0,1%3
GUANTE 1,49 +1,17% 0,90 + 0,407 0,79 + 0,50F 0,05+0,1%

Letras diferentes nas colunas representam valmgme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média + desvio-padrao.
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Tabela 3 — Peso corporal, peso testicular, indiceagossomatico (IGS), peso da albuginea e
peso do parénquima de camundongos adultos, apdsisilagdo de dgua destilada (CTR),
arsenato de sédio (ARS), tratamento concomitante atsenato + suspensdo de guarana

(GUA), arsenato + vitamina E (VTE) e arsenato +gna + vitamina E (GUA/VTE).

Peso Peso Peso da Peso do
Tratamento . IGS (%) . parénquima
corporal (g) testicular (g) albuginea (g) )
CTR 39,13 + 2,28 0,28 + 0,02 0,73 + 0,08 0,0082 + 0,0004 0,28 + 0,02
ARS 34,20 + 2,84 0,21 + 0,02 0,62 + 0,06 0,0094 + 0,0032 0,20 + 0,03
GUA 36,64 + 0,73 0,26 + 0,02 0,67 + 0,04 0,0087 +0,0018 0,25 + 0,02
VTE 39,88 + 1,08 0,27 + 0,07 0,70 £ 0,02 0,0118 + 0,0038° 0,26 + 0,07
GUAIVTE 39,80 + 1,67 0,28 + 0,07 0,71 + 0,04 0,0151 + 0,0050 0,27 + 0,07

Letras diferentes nas colunas representam valme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média * desvio-padrao.
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Tabela 4 — Peso do epididimo, peso da vesiculanagénei peso da préstata de camundongos
adultos, apos administracdo de agua destilada (CarR¢nato de sodio (ARS), tratamento
concomitante com arsenato + suspensdo de guar&hd),(@rsenato + vitamina E (VTE) e

arsenato + guarana + vitamina E (GUA/VTE).

Peso do Peso da glandula
Tratamento epididimo (g) vesicular (g) Peso da prostata (g)
CTR 0,09 +0,0% 0,29 + 0,07 0,29 + 0,02
ARS 0,08 + 0,02 0,31+0,04 0,21+0,16
GUA 0,09 + 0,02 0,31+0,08 0,29 +0,02
VTE 0,09 + 0,02 0,30+ 0,08 0,45 + 0,08
GUANTE 0,14 + 0,01 0,30 + 0,08 0,91 +0,03

Letras diferentes nas colunas representam valme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média + desvio-padrao.
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Tabela 5 — Peso do figado, peso dos rins e pegénaar direito de camundongos adultos,
apos administracdo de agua destilada (CTR), arsedat sodio (ARS), tratamento
concomitante com arsenato + suspensdo de guar&hd),(@rsenato + vitamina E (VTE) e

arsenato + guarana + vitamina E (GUA/VTE).

Peso do Peso n
Tratamento figado (g) dos rins (g) Peso do fémur (g)
CTR 1,79 + 0,21 0,49 + 0,08 0,09 + 0,018
ARS 1,71+ 0,28 0,51 + 0,08 0,10 + 0,003
GUA 1,98 + 0,19 0,56 + 0,08 0,09 + 0,008
VTE 1,71 +0,38 0,56 + 0,07 0,09 + 0,010
GUANTE 2,06 +0,13 0,53 + 0,07 0,09 + 0,008

Letras diferentes nas colunas representam valmgme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média + desvio-padrao.

51



s

[
8

TQO L)
3

5 B

CTR ARS Gl WTE GUANTE

Figura 01. Niveis séricos de AST em camundongos$taauapdés administracdo de agua
destilada (CTR), arsenato de sddio (ARS), tratamesdncomitante com arsenato +
suspensao de guarana (GUA), arsenato + vitamiNVa E)(e arsenato + guarana + vitamina E

(GUA/VTE). Letras iguais representam valores ngaificativos (P>0,05).
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Figura 02. Niveis séricos de ALT em camundongodt@siuapos administracdo de agua
destilada (CTR), arsenato de sédio (ARS), tratameahcomitante arsenato + suspensao de
guarana (GUA), arsenato + vitamina E (VTE) e guararvitamina E (GUA/VTE). Letras

iguais representam valores nao significativos (830,
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RESUMO

O As influencia a funcdo reprodutiva masculinataafdo o processo espermatogénico, e
varias evidéncias indicam sua acdo toxica estxioelado ao aumento da producdo de
espécies reativas de oxigénio. Estes efeitos deletgpodem ser minimizados pela
administracdo de diversas substancias, incluindonaauidos, vitaminas e compostos
quelantes. O guarand, planta originaria da regi@&zénica, € rico em cafeina, flavondides e
taninos com propriedades antioxidantes, sendaaiti na fitoterapia para a prevencéo e o
tratamento de doencas relacionadas ao desequilifariatividade oxidante da célula. A
vitamina E suprime a peroxidacéo lipidica no tedtice mitocéndrias, sendo capaz de
reverter efeitos deletérios decorrentes da exposesticular a diversos fatores como ozonio,
ciclofosfamida, toxinas e contaminantes policlose@denilicos. O presente trabalho teve o
objetivo de avaliar a influéncia do arsenato desédpossivel papel protetor do guarana e
vitamina E em caracteristicas testiculares de cdongos adultos. Foram utilizados 35
camundongos Suicos com idade de 70 dias, divigidosinco grupos contendo sete animais
cada: CTR-(controle negativo) em que os animaisbh@@m apenas agua destilada e 0,5 mL
do veiculo de suspensdo carboxi-metil celulose (CM&intraperitonial (i.p); ARS-(controle
positivo) em que os animais receberam 100 Mgl¢ arsenato e 0,5 mL de CMC/i.p; VTE —
em que os animais receberam 100 rifgde arsenato e vitamina E/i.p (2mg em 0,5 mL de
CMC); GUA- em que 0s animais receberam 100 mMglé arsenato e guarand/i.p (2 mgdg
peso corporal em 0,5 mL de CMC); GUA/VTE — em geenimais receberam 100 mg &
vitamina E (2mg em 0.5 mL de CMC) associada aoaq#(2mg g de peso corporal em 0.5
mL de CMC). O arsenato foi fornecido aos animaisagaa de beber e os tratamentos
administrados em intervalos de 72 h. Apés 42 dasgue corresponde a um ciclo
espermatogénico, 0os animais sofreram eutanasiacegeu-se as analises para determinacao

dos teores de arsénio. Os animais expostos aoaswseem tratamento concomitante
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apresentaram significativa reducdo na altura daélepi germinativo, na proporcéo

volumétrica, diametro tubular, indice gonadossaroati no indice tubulossomatico. Nao foi
observada variacéo significativa no comprimentaltdbs tubulos seminiferos por testiculo e
por grama de testiculo. O tratamento com antioxelaanferiu protecdo aos efeitos deletérios

resultantes da exposicdo ao arsenato.

Palavras—chaveArsénio, espermatogénese, testiculo, tibulo seeniniéstresse oxidativo.
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1. Introducéo

O processo reprodutivo se altera em decorrénciaadacdes ambientais. A literatura
cientifica tem mostrado, tanto em humanos quanto@nos animais, que fatores ambientais
podem contribuir para a fertilidade ou infertili@gado individuo. Metais pesados como o
cadmio, encontrados entre os poluentes ambieptzigm causar danos na barreira testicular
com efeito adverso subsequente na espermatogé@esavés, 2007). A compreensao de
como o meio pode interferir de forma positiva oletiia na fertilidade torna-se essencial
para a manutencao da capacidade reprodutiva.

Funcionalmente o testiculo dos mamiferos pode isalidb em dois compartimentos
principais: o intertubular ou intersticial e o tldou(Russell et al., 1990). O compartimento
tubular constitui a maior parte do testiculo ocwjmama maioria dos mamiferos, 70% a 90%
do parénquima testicular (Franca & Russell, 199&di@ho, 1999). Os tubulos seminiferos
sdo constituidos por tanica propria, epitélio séfmin e lume tubular. A tanica propria
reveste o tubulo externamente, sendo composta léasémioides ou peritubulares e
membrana basal. As células midides sdo contraersglo consideradas responsaveis pela
movimentacdo de fluidos e propulsdo dos espermidiezdéatravés do lume dos tubulos
seminiferos. No epitélio seminifero s@o encontradioss tipos celulares de origem
embrioldgica distintos: as células germinativagioérias do epiblasto e as células de Sertoli,
provenientes do epitélio celomatico (Karl & Cadé&l98; Cupp & Skinner, 2005). Juntamente
com as células mioides, as células de Sertoli edalb@ membrana basal que serve de suporte
estrutural para a propria célula de Sertoli e paraélulas germinativas que se encontram na
porcao basal do epitélio seminifero (Russell etl&90).

As funcdes reprodutivas e/ou a espermatogénesempasg afetadas por uma
variedade de fatores, como hipertermia (Maines 8ngw1996), exposicao a microrganismos

ou a componentes da sua membrana (Ozawa et al2),2@0@ogas antitumorais e
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imunossupressoras (Das et al.,, 2002), contaminaddgemeio (Murugesan et al., 2005),
utilizacdo de medicamentos em altas dosagens erd® fprolongada (Ward et al., 1994;
Ratnassoriya & Jayakody, 2000).

O As ocorre naturalmente em compostos inorganiarg@nicos em diversos estados
de oxidacao: -3, 0, +3, +5 (De Sesso et al., 19@8posicdo ao arsénio pode resultar em
efeitos toxicos, agudos ou cronicos, relativos@osicdes curtas ou longas, respectivamente,
ocasionando diferentes patologias (NRC, 1999; Waadk al., 2003; Jana et al., 2006; Modi
et al., 2006, Baastrup et al., 2008), incluinderaltdes na funcao reprodutiva masculina e na
espermatogénese (Srivastava & Srivastava, 1991etlal, 2001; Pant et al., 2001., Pant et
al., 2004; Chiou et al., 2008; Yu et al., 2008).

O guarana é uma planta originaria da regido ameapnca em cafeina, flavonéides e
taninos. O guarana apresenta propriedades antiag&glasendo utilizado na fitoterapia para
a prevencao e tratamento de doencas relacionad#ssaquilibrio da atividade oxidante da
célula (Campos et al., 2005; Otobone et al., 200&)a vitamina Eaftocoferol) € um
antioxidante lipofilico indispenséavel para a mangé® da espermatogénese em mamiferos e
esta incluida na classe dos antioxidantes conveaisi@ue apresentam estrutura fendlica e
pode reagir com radicais peroxil, protegendo menmdga&ontra danos oxidativos (Ribeiro et
al., 2008). Esta presente em grande quantidadeéhalas de Sertoli, nos espermatdcitos na
fase de paquiteno e em menor grau nas espermatigedendadas. Deficiéncia de vitamina
E testicular leva a um estado de estresse oxidatiue desregula o processo
espermatogénico e a producéo de testosterona (Astleoman, 2008).

O crescimento industrial e a mineracdo tém levadawmento dos niveis de arsénio
nos solos e nas aguas. O impacto dessas alteragbsalde humana e em especial no
aparelho reprodutor masculino nos levou a escabkaaltema. A utilizacdo do guarana e da

vitamina E como suplementacgéo se justifica pelapopriedade antioxidante. O presente
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trabalho teve o objetivo de avaliar a influénciaed@osicdo ao arsenato e possivel papel

protetor do guarana e vitamina E sobre parametstetlares de camundongos adultos.

2. Material e métodos
2.1. Preparo das suspensoes

A solucéio de guarana foi preparada com a adic®a dede guararfaem pé em agua
destilada a 60°C completando-se o volume para 50 Emh seguida, sob agitacdo, foi
adicionado 0,25 g de carboxi-metil celulose (CM§Bguido da adicdo de propilenoglicol
ajustando volume para 400 mL. A solucéo de vitarfitfai preparada com a adicdo de 3,2 g
em agua destilada a 60°C completando-se o volunaes@amL. Em seguida, sob agitacéo foi
adicionado 0,25 g de CMC, seguido da adicdo deilpraglicol ajustando o volume para
400 mL. A solucdo de guardh& vitamina E foi preparada com a adicdo de 64 g de
guarand e 3,2 g de vitamina®em &gua destilada a 60°Ccompletando-se o volunae5tar
mL. Em seguida, sob agitacdo adicionou-se 0,25gCHC, seguido da adicdo de

propilenoglicol, ajustando o volume para 400 mL.

2.2 - Animais, Grupos Experimentais e Tratamentos
Foram utilizados 35 camundongos Suicos com 70 ghes/enientes do Biotério

Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da SaddeUniversidade Federal de Vigosa,
Minas Gerais, Brasil. Os animais foram divididos enco grupos de sete individuos cada,
pesados e colocados em gaiolas individuais. O gcoptrole negativo - CTR recebeu agua
destilada e injecéo intraperitonial (i.p) de 0,5 d&.CMC e o grupo controle positivo - ARS
recebeu As, na forma de arsenato de sodigHAsO, .7 H,O — Merck) na concentracdo de
de 100 mg [ e 0,5 mL de CMC/(i.p). Os demais grupos recebesalmcéo de arsenato de

s6dio 100 mg L' e injecdo intraperitonial de 0,5 mL contendo 2 deyvitamina E ou
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contendo 2 mg Yde peso deguarana - GUA, ou associacdo de vitamina E e géanas
mesmas doses anteriores - GUA/VTE. A concentragda@uhrana e de vitamina E foi
determinada segundo Leite (2008) e Jedlinska (2@3pectivamente.

O arsenato foi oferecido aos animais na agua derpele forma continua e os
tratamentos, com vitamina E e guarana, aplicadzsla 72 h, por 42 dias, que corresponde a
um ciclo espermatogénico..

Todo o regime liquido foi fornecided libitum, assim como a alimentacdo solida
(racdo), mantendo-os em condi¢cbes controladas mperatura (média de 24,7 °C) e

fotoperiodo (12-12h claro/escuro).

2.3.- Coleta de Amostras e preparacao histologica

Os animais foram anestesiados com associacao tengoe e xilazina (10 e 1mg/kg
de peso corporal, respectivamente), contidos edpssatilizando balanca digital de precisao
(0,001qg), para entdo serem retirados os testioelldsgdos acessorios. Todos os 6rgaos
coletados foram imersos em Karnovsky por 24 he@s refrigeragcao.

Fragmentos de cada 6rgao foram desidratados eneroacies crescentes de etanol
(70%, 80%, 95% e 100% GL), com trocas a cada trmitatos. A seguir, procedeu-se a pré-
inclusédo e inclusdo em hidroxietil metacrilato {diesin® Leica). Cortes de 3um foram
obtidos em micrétomo rotativo (Reichert Jung 2048)n utilizacdo de navalhas de vidro, e
as preparacdes foram coradas com azul de tolumtireto de sdédio 1%, montadas com

Entellan (Merck) e analisadas em microscéopio dé@lympus BX-50).

2.4 — Andlises morfoldgicas e morfométricas
Imagens do parénquima testicular foram obtidas eonostopio Olympus AX-70 e

analisadas utilizando-se o programa Image-Pro£(iedia Cybernetics).
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Baseado nos pesos corporais e testiculares fouladlr o indice gonadossomatico
(IGS) a partir da férmula IGS = PG/ PC x 100, oRd&= peso total das gbnadas e PC = peso

corporal.

2.4.1. Proporcdes volumétricas (%) e volume dos cgmnentes do testiculo

As propor¢des volumétricas dos compartimentoscidaties foram estimadas a partir
da contagem de 3000 pontos projetados sobre imagehsradas, utilizando objetiva de 10X,
totalizando 10 campos aleatérios em diferentesesohistolégicos do testiculo de cada
animal.

O volume de cada componente testicular, expressomgmfoi estimado pela
multiplicacdo do percentual ocupado por tubulosnteritbulo pelo volume liquido do
testiculo. O peso liquido testicular (massa dorgarigna) foi obtido subtraindo-se o peso da
albuginea do peso bruto do testiculo. Como a dadsido testiculo € em torno de 1 (Johnson
& Neaves, 1981; Franca, 1991; Paula, 1999; Taed.e@05), a massa do testiculo foi
considerada igual ao seu volume.

Baseado nos volumes de tubulos seminiferos e reiss pmrporais, foi calculado o
indice tubulossomético (ITS) a partir da formul& I¥ VT/PC x 100, onde VT = volume de

tubulo seminifero e PC = peso corporal.

2.4.2. Diametro tubular, altura do epitélio seminiéro e comprimento total dos tubulos
seminiferos.

O diadmetro tubular médio por animal foi obtido atipala mensuracdo, ao acaso, de
30 seccgles transversais de tabulos seminiferosapresentavam contorno o mais circular

possivel, ndo levando em consideracdo o estadigiadlo do epitélio seminifero. Estas
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medidas foram realizadas utilizando-se programanddise de imagem (Image Pro Plus), em
imagens aumentadas 200x.

Nas mesmas seccdes utilizadas para se medir o tdidtobular foi mensurada a
altura do epitélio seminifero, a qual foi obtidatdaica propria até o lume tubular. O valor
encontrado para a altura do epitélio, em cada djbepresenta a média de duas medidas
tomadas de forma diametralmente opostas.

O comprimento total (CT) dos tubulos seminiferos tgsticulo, expresso em metros,
foi estimado a partir do conhecimento do volumepado pelos tubulos seminiferos nos
testiculos e do diametro tubular médio obtido pada animal, empregando-se a formula:
CT=VTSMR? (Attal & Courot, 1963), onde VTS = volume total tibulos seminiferogiR?
= area da seccéo transversal dos tubulos semisiifere didametro tubular/2.

O comprimento total de tubulo por grama de testidoi calculado a partir da

férmula: CT/g = Comprimento total de tibulos (nPeso bruto dos testiculos.

2.5. - Andlises estatisticas

Apos testes de normalidade e homocedasticidadeédmsndos parametros estudados
foram comparadas entre os grupos por meio de arddisvariancia (ANOVA) utilizando-se o
teste de Student Newman-Keuls. Foi utilizado ovearié STATISTICA 3.11, sendo p<0,05

considerado significativo. Os resultados foram espos em médiadesvio-padrao.

3. Resultados

As proporcdes volumétricas, volume dos compartiosemesticulares e o ITS estéao
demonstrados na Tabela 1. A propor¢cdo volumétmcaolume ocupado pelos tubulos
seminiferos e o ITS apresentaram reducdo no grup®, Am relacdo aos demais grupos.

Essas variagcdes foram acompanhadas por um auneeptopor¢ao de intertubulo.
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As proporc¢des volumétricas do tubulo seminiferai@ssestruturas estdo na Tabela 2.
As proporcdes volumétricas da tunica propria e (otéko seminifero reduziram
significativamente no grupo ARS onde foi observednbém o aumento do lume tubular em
relacdo aos demais tratamentos.

Na Tabela 3 sdo apresentadas as medidas de diambetdar, altura do epitélio,
comprimento total dos tubulos seminiferos e comemitm dos tibulos seminiferos por grama
de testiculo. Observaram-se reducéo no diametwdaule altura do epitélio seminifero no
grupo ARS em relacdo aos demais tratamentos. Namb$ervada variacdo significativa no
comprimento total dos tubulos seminiferos por ¢ekti e por grama de testiculo entre os

grupos estudados.

4. Discusséo

Os animais expostos ao arsénio na agua de belmartraeamento concomitante,
apresentaram reducdo na proporcao de tubulo, actraga de um aumento na proporgéo de
intertibulo. As alteragcbes no diametro tubular foracompanhadas de diminuicdo na
proporcao de tunica prépria, epitélio germinativdoeaumento no lume tubular, o que reflete
uma atividade espermatogénica diminuida em relagdalemais grupos. Segundo Franca &
Russell (1998), a proporcao volumétrica de tubwesiiniferos em mamiferos é bastante
variavel sendo este um dos principais fatores resp@is pela diferenca observada na
eficiéncia da producdo espermética em diversa<iesp® que esta de acordo com os dados
do presente trabalho.

A reducgdo na propor¢do volumétrica na tanica peomlds animais expostos ao
arsenato no grupo ARS em relagcdo aos demais gmp®deva a sugerir que 0 arsénio
provavelmente altera os mecanismos de interacde essas células comprometendo seu

papel regulador e protetor contra substancias déxioe origem externa. Os grupos que
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receberam suplementacdo concomitante apresentaanes/ proporcionais equivalentes ao
grupo CTR. Nos testiculos de roedores, a tunicar@@o redor dos tubulos seminiferos é
constituida por elementos acelulares como a meralvasal e fibrilas de colageno tipo | e
celulares como as células midides peritubularesg&Ul et al., 1990). A membrana basal
estabelece contato com as células de Sertoli erneafmgonias, sendo constituida por
proteinas, colageno tipo IV, laminina, proteoglesre entactina (Siu & Cheng, 2004). A
integridade funcional da membrana basal elaboradaesgencial para o0 processo
espermatogénico (Dym,1994).

O ITS é um parametro que visa quantificar o investito em tibulos seminiferos em
relacdo a massa corporal. A administracdo oralrdenato sem tratamento concomitante
determinou uma diminuicdo significativano ITS. IsEpresenta um menor investimento
corporal na producdo espermatica em relacado aogmangue nao foram expostos ao arsenato
€ aos grupos que receberam arsenato com ou sexi@danite. Chiou et al. (2008) mostraram
reducdo significativa na frequéncia de tubulos eéeros nos estagios VIl e VIII em
camundongos adultos machos apos administracdo sé@aém na agua de beber por um
periodo de 03 semanas.

A medida do diametro tubular é uma abordagem classnte utilizada como
indicador da atividade espermatogénica em invegigm envolvendo a funcdo testicular
(Attal & Courot, 1963; Sinha Hikim et al., 1991; &ell et al., 1994; Mufioz et al., 1998). No
presente estudo, os animais expostos ao arsenatguaade beber, sem nenhum tratamento
concomitante, apresentaram reducéo no didmetrdatubwa altura do epitélio seminifero, o
gue reflete o efeito anti-espermatogénico do amséResultados semelhantes foram
encontrados por Sanghamitra et al. (2008), quearalm uma reducao gradual e dose
dependente, no didmetro do tubulo seminifero deundongos adultos, apds administracédo

de arsenato na agua de beber por um periodo dé@dias.
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O comprimento total dos tubulos seminiferos estaci@nado a trés parametros
estruturais: tamanho do testiculo, didmetro tubelarolume dos tubulos seminiferos. As
medidas do comprimento total dos tubulos semirgfexms animais expostos ao arsenato, no
presente estudo, apresentaram uma tendéncia ageenédias em relacdo aos demais grupos
testados, embora essas diferencas nédo tenhanmgidaativas.

A administracdo isolada ou associada de guaraitaraina E bloqueou a maioria dos
efeitos deletérios do arsénio mediados por esteegdativo na estrutura e funcéo do aparelho
reprodutor masculino, refletindo na maioria dosapsetros analisados com um possivel
aumento na capacidade espermatogénica nos grapados em relacdo ao grupo CTR. Esses
dados sugerem a natureza antioxidante de comppéteenzimaticos que sdo capazes de
bloquear os efeitos de EROS, como o acido ascortit@ang et al., 2007), vitamina E
(Ramanathan et al., 2002), flavonéides (Basild.e2@05, Campos et al., 2005.

As EROS séo produzidas por células animais quastis sdo expostas a agentes
estressores ambientais. Quando as EROS sao gemadgsande quantidade, elas podem
superar a capacidade de neutralizacdo celular, guemido alteracdes em componentes
celulares como lipideos e proteinas, podendo camgier a estrutura e funcdo celular
(Chang et al., 2007, Baastrup et al., 2008). Asllagl animais sdo equipadas com uma
variedade de enzimas antioxidantes (Aitken & RonzZi8), como a SOD e a glutationa
peroxidase. Enzimas que controlam o potencial rectoxo a glutationa S-transferase e
glutationa redutase também protegem o organismiwecorestresse oxidativo. Alteragdes no
sistema enddgeno de defesa antioxidante foram \@mses apds a exposicdo ao arsénio

(Chang et al., 2007).
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5. Conclusoes.

Houve forte relacdo entre a exposicdo ao arsenel®@ ¢ga agua de beber com
alteracbes na proporcao volumétrica tubular, conteoe com aumento na proporcao de
intertibulo. Observou-se ainda, reducéo na propadgatinica propria, epitélio germinativo
e um aumento do lume tubular. A exposicéo ao arsafeerminou reducéo no volume total
de tdbulos seminiferos, no ITS, no diametro tubwana altura do epitélio germinativo. Os
resultados indicam um papel protetor do guarana étdmina E contra os efeitos deletérios

desencadeados pelo estresse oxidativo decorreimgeatddo oral de arsenato.
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Tabela 1 - Proporcdo volumétrica testicular do cantipento tubular e intertubular (%),
volume dos compartimentos do parénquima testiqoir) e indice tubulossomatico — ITS
(%) de camundongos adultos, apos administracaguke destilada (CTR), arsenato de sddio

(ARS), tratamento concomitante com arsenato + siIs§jpede guarana (GUA), arsenato +

vitamina E (VTE) e arsenato + guarana + vitami&BA/VTE).

Tratamento S(;rrﬂ%#gro Interttbulo Volume tubular int\égtjt:z (Iaar ITS

CTR 83,98 + 0,44 16,02 + 0,42 0,115+ 0,0 0,022 +0,002 0,298 + 0,03
ARS 80,13 + 0,69 19,87 + 0,76 0,081 +0,0Ff  0,020+0,003 0,237 +0,03
GUA 84,13 + 0,28 15,87 + 0,268 0,108 +0,0f  0,020+0,002 0,273 +0,02
VTE 84,11 + 0,38 15,89 + 0,38 0,113+0,0f 0,021 +0,00f 0,285 +0,02
GUAIVTE 84,40 + 0,3% 16,60 + 0,3F 0,114 +0,0f 0,021 +0,00f 0,288 +0,02

Letras diferentes nas colunas representam valmgme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média + desvio-padrao.
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Tabela 2 — Propor¢do volumétrica tubular e dos amaptes tubulares (%), apoés
administracdo de agua destilada (CTR), arsenateod® (ARS), tratamento concomitante
com arsenato + suspensao de guarana (GUA), arsenatamina E (VTE) e arsenato +
guarana + vitamina E (GUA/VTE).

Tratamento Tdbulo seminifero Tunica prépria Epitélio seminifero Lume tubular
CTR 83,98 + 0,44 6,45+ 0,57 82,49 + 3,72 11,06 + 3,64
ARS 80,13 + 0,69 5,10 +0,75' 76,43 £+ 2,7F 18,47 + 2,66
GUA 84,13 £ 0,28 7,90 + 0,98 79,87 + 4,50 12,23 + 3,92
VTE 84,11+ 0,38 8,06 + 0,86 82,08 + 3,53 9,86 + 3,07
GUAIVTE 84,40 + 0,37 7,49 1,20 83,37 + 4,49 9,14 + 4,20

Letras diferentes nas colunas representam valme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média * desvio-padrao.

73



Tabela 3 — Diametro tubular (um), altura do epitékminifero (um), comprimento total dos
tubulos seminiferos (m) e comprimento dos tdbulos grama de testiculo (m/g) de
camundongos adultos, apés administracdo de agtimdagCTR), arsenato de sodio (ARS),
tratamento concomitante com arsenato + suspensgoaglana (GUA), arsenato + vitamina E

(VTE) e arsenato + guarana + vitamina E (GUA/VTE).

A Altura de epitélio . Comprimento de
Diametro tubular Ny Comprimento total 8
Tratamento seminifero . tubulo/grama de
de tubulo g,
testiculo

CTR 236,96 + 13,98 82,90 +1,79 2,65 + 0,31 9,33+ 1,10
ARS 215,25 + 6,98 74,90 + 4,54 2,25 + 0,40 10,54 + 0,85
GUA 228,78 + 5,96 83,40 + 3,74 2,65+ 0,27 9,93 + 0,47
VTE 234,80 +2,79 86,90 + 8,73 2,63+0,1F 9,44 + 0,34
GUANTE 236,32 + 15,38 86,80 + 6,0'? 2,64 + 0,39 9,29 + 1,26

Letras diferentes nas colunas representam valme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média * desvio-padrao.
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RESUMO

A vulnerabilidade dos testiculos aos efeitos acatiwds e toxicos do arsénio associados a
uma crescente exposicao a este elemento, prin@pédndevido ao crescimento industrial e a
acado antrdpica, justifica o presente trabalho @we ttomo objetivo avaliar os efeitos da
administracdo de arsenato e o possivel papel prowd guarana e da vitamina E
espermatogénese de camundongos Suicos adultom Hbliaados 35 camundongos Suicos
com idade de 70 dias, divididos em cinco grupodesuio sete animais cada: CTR-(controle
negativo) em que 0s animais receberam apenas &gidada e 0,5 mL do veiculo de
suspensao carboxi-metil celulose (CMC) via intrapeial (i.p); ARS-(controle positivo) em
que os animais receberam 100 myyde arsenato e 0,5 mL de CMC/i.p; VTE — em que 0s
animais receberam 100 mg de arsenato e vitamina E/i.p (2mg em 0,5 mL de GNBUA-

em que os animais receberam 100 rifgie arsenato e guarand/i.p (2 ngdg peso corporal
em 0,5 mL de CMC); GUA/VTE — em que 0s animais becam 100 mg t e vitamina E
(2mg em 0.5 mL de CMC) associada ao guarana (2mdegpeso corporal em 0.5 mL de
CMC). O arsenato foi fornecido aos animais na atpibeber e os tratamentos administrados
em intervalos de 72 h. Apés 42 dias, 0 que correpa@ um ciclo espermatogénico, 0s
animais sofreram eutanasia e procedeu-se as anadise determinacao dos teores de arsénio.
Os animais do grupo ARS apresentaram reducdo nopareentes celulares do epitélio
germinativo, indice mitético, indice da célula dert8li, capacidade suporte de Sertoli e na
producao espermatica diaria total. O niumero caluigie espermatogonias e células de Sertoli
nao apresentaram alteracfes em relacdo aos trataméntratamento isolado ou associado
com guarana e da vitamina E conferiu protecao acvdrefeitos deletérios da exposicdo ao
arsenato referentes a espermatogénese, provaveloento a capacidade estabilizadora da

membrana celular dos antioxidantes.
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Palavras-chave producdo espermatica, célula de Sertoli, céluéspermatogénicas,

espermatogénese, estresse oxidativo, vitaminagtaga.
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1. Introducéo

A espermatogénese € um processo altamente complb&m organizado que ocorre
nos tubulos seminiferos e dura de 40 a 60 diasaiariaa dos mamiferos (Franca & Russell,
1998; Godinho, 1999As altas taxas de divisédo celular inerentes dess®gso implicam em
um alto consumo de oxigénio mitocondrial pelas leéldlo epitélio germinativo (Aitken &
Roman, 2008).

Tanto a espermatogénese quanto a esteroidogéneseubtraveis ao estresse
oxidativo. A baixa tensdo de oxigénio associada randg quantidade de enzimas
antioxidantes caracteristica desse tecido sdo ypmortante mecanismo de protecdo contra
danos mediados pela formacao de radicais livrek€Ai& Roman, 2008).

A contaminacado por arsénio (As) pode ocorrer, gaimente, pela ingestdo de agua
e alimentos e, em algumas situacdes, por inalac@iosercdo cutanea. Processos naturais,
industriais e antropicos tem contribuido para auareos teores de As no meio (Gontijo &
Bittencourt, 2005, Rose & Liu, 2009). A intoxicagéguda e cronica por As provoca diversas
patologias como cancer de pele, pulmao, préstetag#s, rim e figado (NRC, 1999; Waalkes
et al., 2003; Modi et al., 2006; Baastrup et &00& além de outras ndo cancerigenas, como
alteracbes cuténeas, gastrointestinais, cardiolassy hematoldgicas, pulmonares,
neuroldgicas, endocrinoldgicas, reprodutivas easenvolvimento como abortos espontaneos
e fetos com baixo peso (USEPA, 2000; WHO, 2001).

Células e tecidos normalmente possuem mecanismosdefiesa antioxidante
enddgenos e exdgenos, podendo a defesa exdgens aetioxidantes provenientes da dieta
como a vitamina E e compostos como tanino e flad®so presentes no guarana e
especializados na remocéo de radicais livres. Xemém alteracdes no sistema enddgeno tém
sido observadas apds exposi¢cdo ao arsénio, indtivamportantes enzimas antioxidantes e

predispondo a efetivacdo de uma variedade de mosgatologicos (Liu et al., 2001, Pant et
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al., 2004, Nandi et al., 2005, Jana et al., 200&nQ et al., 2007, Haider & Najar, 2008).

A propenséao dos testiculos aos efeitos acumulaévidgicos do arsénio, associado a
crescente exposicao devido ao crescimento indysirecao antrépica e ainda, considerando
que o principal mecanismo de atuacdo toxica donmrséeja o estimulo a processos
oxidativos no organismo, motivam estudos envolvendmwtencial antioxidante de extratos
vegetais e outras substancias, em busca de al@s&trapéuticas para os danos causados
por esse metal. Assim, 0 objetivo deste trabalh@valiar os efeitos da administracao de
arsenato de sodio e o possivel papel protetor doraga e da vitamina E sobre o

compartimento tubular de testiculos de camundosgit®s adultos.

2. Material e métodos
2.1. Preparo das suspensoes

A solucéio de guarana foi preparada com a adic®a dede guararfaem pé em agua
destilada a 60°C completando-se o volume para 50 Emh seguida, sob agitacao, foi
adicionado 0,25 g de carboxi-metil celulose (CM§Bguido da adicdo de propilenoglicol
ajustando volume para 400 mL. A solucéo de vitarfitfai preparada com a adicdo de 3,2 g
em agua destilada a 60°C completando-se o volunaesfamL. Em seguida, sob agitacdo foi
adicionado 0,25 g de CMC, seguido da adicao deilprayglicol ajustando o volume para
400 mL. A solucdo de guardh& vitamina E¥ foi preparada com a adicdo de 64 g de
guarand e 3,2 g de vitamina®em agua destilada a 60°Ccompletando-se o volunae58ar
mL. Em seguida, sob agitacdo adicionou-se 0,25gCHC, seguido da adicdo de

propilenoglicol, ajustando o volume para 400 mL.
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2.2. Animais, Grupos Experimentais e Tratamento

Foram utilizados 35 camundongos Suicos com 70 gies/enientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da SadddJUniversidade Federal de Vigosa,
Minas Gerais, Brasil. Os animais foram divididos @nco grupos de sete individuos cada,
pesados e colocados em gaiolas individuais. O gcoptrole negativo - CTR recebeu agua
destilada e injecao intraperitonial (i.p) de 0,5 d&.CMC e o grupo controle positivo - ARS
recebeu As, na forma de arsenato de sédigHNsO, .7 H,O — Merck) na concentracéo de
de 100 mg [ e 0,5 mL de CMC/(i.p). Os demais grupos recebesaimcéo de arsenato de
s6dio 100 mg L' e injecdo intraperitonial de 0,5 mL contendo 2 deyvitamina E ou
contendo 2 mg Yde peso deguarana - GUA, ou associacdo de vitamina E e géanas
mesmas doses anteriores - GUA/VTE. As concentragéaguarana e de vitamina E foram
determinadas segundo Leite (2008) e Jedlinska j20&spectivamente.

O arsenato foi oferecido aos animais na agua derpele forma continua e os
tratamentos, com vitamina E e guarana, aplicadmsla 72 h, por 42 dias, que corresponde a
um ciclo espermatogénico.

Todo o regime liquido foi fornecided libitum, assim como a alimentagédo soélida
(racdo), mantendo-os em condi¢cbes controladas upetatura (média de 24,7 °C) e

fotoperiodo (12-12h claro/escuro).

2.3. Coleta de Amostras e preparacao histologica

Os animais foram anestesiados com associacao tkngoa e xilazina (10 e 1mg/kg
de peso corporal, respectivamente), contidos edpssatilizando balanca digital de precisao
(0,001qg), para entdo serem retirados os testioelldsgdos acessorios. Todos os 6rgaos

coletados foram imersos em Karnovsky por 24 he@s refrigeragao.
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Fragmentos de cada 6rgdo foram desidratados enertoacdes crescentes de etanol
(70%, 80%, 95% e 100% GL), com trocas a cada trmtatos. A seguir procedeu-se a preé-
inclusdo e inclusdo em hidroxietil metacrilato @diesin® Leica). Cortes de 3um foram
obtidos em micrétomo rotativo (Reichert Jung 2045 utilizacdo de navalhas de vidro, e
as preparacdes foram coradas com azul de toluidireto de sodio 1%, montadas com

Entellan (Merck) e analisadas em microscopio dé@lympus BX-50).

2.4. Contagem da populacdo celular de tubulos nostdio 1 do ciclo do epitélio
seminifero

A estimativa da populacdo dos diferentes tiposlamda que compdem o epitélio
seminifero no estadio 1 do ciclo, classificado cderdo com o método da morfologia tubular
(Swierstra, 1968; Courat al., 1970; Ortavant et al., 1977; Curtis & Amann, 198mann &
Schanbacher, 1983) foi feita a partir de contagissnicleos das células germinativas e de
nucléolos das células de Sertoli. Foram utilizagies seccdes transversais de tubulos para
cada animal, sendo contados os nucleos dos segtipds celulares:

» espermatogonias do tipo A (SPG A);

» espermatdcitos |, na fase de preleptéteno/lemdt®RT | PI/L);

» espermatocitos |, na fase de paquiteno (SPTI P).

» espermatides arredondadas (SPD Ar).

Com excecdo dos nucleos das células de Sertaigrdaagens obtidas foram corrigidas

para o diametro nuclear e espessura do corte dgstol utilizando-se a seguinte formula de

Abercrombie (1946) modificada por Amann & Almqui$962):

contagem obtida X Espessura do corte
Espessura do corte + v (DM/2)2 - (DM/4)2

N° corrigido =

81



O diametro nuclear médio (DM) representa a médsadiametros nucleares do tipo
celular estudado para cada animal. Os diametrokeares foram medidos utilizando-se o
programa de analise de imagens Image Pro Plusiadsog microscopio Olympus BX-40,
em objetiva de 20X. No caso das espermatogonidpad\, que apresentam nucleo ovoide,

o valor utilizado foi aquele obtido pela média erdidmetro nuclear maior e menor.

Os numeros de células de Sertoli foram corrigidasapo didmetro nucleolar e
espessura do corte histologico. Em virtude dissotabilizaram-se exclusivamente células de
Sertoli com nucléolo visivel, o que proporcionoulicGggdo da mesma formula citada

anteriormente (Amann & Almquist, 1962).

Foi calculado o numero de espermatides arredongexaesticulo considerando-se o
namero corrigido de espermatides arredondadasgugés transversal de tubulo seminifero
no Estadio 1 do Ciclo do Epitélio Seminifero e onpoimento total de tubulos seminiferos

por testiculo, permitindo avaliar a producéo esjtica diaria.

2.5. Raz0bes entre 0s nameros celulares

Com a finalidade de se avaliar a eficiéncia do ¢gec espermatogénico e das células
de Sertoli nos animais tratados e controle, foratimadas as raz6es entre 0s nameros
corrigidos de células da linhagem espermatogémicantre estes nimeros e o niamero de

células de Sertoli no Estéadio 1 do ciclo. As segsimazdes foram calculadas:

P espermatocitos primarios em preleptéteno/leptéteespermatogbnias do tipo A,
obtendo-se o coeficiente de eficiéncia de mitospsrenatogoniais;
»espermatides arredondadas : espermatogbnias dd\tipbtendo-se o rendimento

geral da espermatogénese;
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»espermatides arredondadas : espermatocitos prgnano paquiteno, obtendo-se o
indice meidtico;

»espermatides arredondadas : nucléolo de célul&edeli, obtendo-se o indice de
célula de Sertoli que mede a eficiéncia destaa@glul

» numero total corrigido de células germinativascléolo de células de Sertoli,

obtendo-se a capacidade total de suporte da aEutsertoli.

2.6. Numero de células de Sertoli por testiculo

Esta estimativa foi realizada a partir do nimengigiolo de nucléolos de Sertoli por
seccdo transversal de tubulo seminifero no Estddie comprimento total de tubulos
seminiferos por testiculo, segundo a férmula engwlagpor Hochereau-de Reviers &
Lincoln, (1978):

. CTTB (um) x n° corrigido de nucléolos de células dedber
N° de CS por testicuto

Espessura do corte

Onde: CS = célula de Sertoli; CTTB = comprimentaltde tibulos seminiferos

A partir deste calculo e do peso bruto de um tastidoi estimado o numero de

células de Sertoli por grama de testiculo.

2.7. Calculo da producéo espermatica diaria por tegulo e por grama de testiculo

Para se obter a producdo espermatica diaria ponagmde testiculo, a producéo
espermatica diaria total foi dividida pelo pesouidp do testiculo. Os resultados foram
expressos em nlmero de espermétides/g de paréridiima 10 e ndmero de

espermatides/testiculo/dia x*10
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A producdo espermatica diaria (PED) por testiceilpor grama de testiculo foi

estimada de acordo com a férmula desenvolvida pwei (1970).

2.8. Analises estatisticas

Apos testes de normalidade e homocedasticidadeédmsndos parametros estudados
foram comparadas entre os grupos por meio de arddivariancia (ANOVA) utilizando-se o
teste de Student Newman-Keuls. Foi utilizado ovearié STATISTICA 3.11, sendo p<0,05

considerado significativo. Os resultados foram espos em médiadesvio-padrao.

3. Resultados.

Foi verificada a reducdo no numero de células esgegénicas por seccao transversal
de tubulo no Estadio 1 do Ciclo do Epitélio Senardf e no nimero de espermatides
arredondadas por testiculo, nos animais do grup®.ARtratamento com guarana e vitamina
E, isolado ou associado, conferiu protecao aososfadversos do estresse oxidativo induzido
pela administragéo de arsénio. Os dados encon&ama-$abela 1.

As razfes entre os numeros celulares para aval@ggdoocesso espermatogénico e das
células de Sertoli encontram-se na Tabela 2. Qseadnitoticos e de eficiéncia da célula de
Sertoli, assim como o rendimento geral da espeg@atse e a capacidade total de suporte da
célula de Sertoli apresentaram variacdo signifieagintre os tratamentos. N&ao foi observada
variacao significativa para o indice meidtico emsediferentes tratamentos.

Os resultados relativos ao numero de células dmlSpor testiculo e por grama de
testiculo encontram-se na Tabela 3, ndo apresentemcao significativa (p>0,05) entre os

tratamentos.

84



Os célculos da producdo espermatica diaria topdregrama de testiculo encontram-se
na Tabela 4. Os resultados comprovam reducao mlagio espermatica diaria por testiculo e

por grama de testiculo no grupo ARS em relacaaaosis.

4. Discussao.

Neste trabalho, a administracédo oral de arsenasddie sem tratamento concomitante
causou reducao significativa do niumero de espenit@sdoe de espermatides arredondadas
por seccéo de tubulo no Estadio 1 do Ciclo do Epieminifero. No entanto, o tratamento
com guarana e vitamina E, isolado ou associadan@reu efeito protetor. A interacdo das
células germinativas com os componentes somatiecdeddiculo, principalmente células de
Sertoli, células de Leydig e células miodides, gara o processo espermatogénico transcorra
de maneira normal e eficiente (Skinner, 1991; Dadu& Demuolin, 1993; Spiteri-Grech &
Nieschlag, 1993, Pescovitz et al., 1994; Russall.et1994; Griswold, 1995; Schlatt et al.,
1997; Franca & Russel, 1998) pode ser alteradateatcées de estresse oxidativo. Condi¢oes
adversas do meio podem levar a um prolongamentaaii celular, devido a inibicdo na
sintese da ciclina, permitindo um tempo maior pasitese de elementos que podem conferir
protecdo contra o estresse oxidativo e repararsdaoienciais ao DNA. Células germinativas
sdo sensiveis a substancias que inibem radicafelrdutomo o arsénio, devido alta
concentracdo de grupos sulfidril na cromatina rardf€oelingh et al., 1969) e flagelo (Calvin
& Bedford, 1971). AlteragBes também foram descriias Sanghamitra et al. (2008) apods
administracdo de meta-arsenito de sodio em camgodorsuicos adultos. Jedlinska-
Krakowska et al. (2006) associaram a diminuicAm@lmero de camadas epiteliais no tabulo
seminifero do testiculo de ratos expostos ao ozdmidibicdo das mitoses espermatogoniais e
relataram protecdo contra danos no epitélio seermipela administracdo de vitamina E.

Segundo Miller et al. (2002) o prolongamento ddocielular induzido pela exposi¢édo ao
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arsénio esta associado ao aumento na geracdo éeiesspeativas de oxigénio (ROS),
deplecdo do sistema antioxidante celular, inibigd® mecanismos de metilacdo e reparo de
DNA e um decréscimo no potencial de membrana mitth¢al acompanhado da liberacéo de
citocromo c e ativacdo de caspases. O arsénio @fetaccanismos de transducado de sinais
envolvidos na proliferacéo ou apoptose, podendozinépoptose e parada do ciclo celular de
maneira dose-dependente em fibroblastos embriandeéicamundongos p%3e p53°(Yu et

al., 2008).

As razbes entre os diferentes tipos de células igativas constituem um modo
seguro de se analisar a eficiéncia do processoreafmgénico, permitindo comparacdes entre
diferentes espécies. S&o utilizados trés indices paaliacdo das diferentes fases da
espermatogénese: a) o coeficiente de eficiéncraitbses espermatogoniais, que quantifica o
grau de perdas celulares na fase espermatogongaiobferativa; b) o rendimento meiotico,
que avalia a eficiéncia das duas divisbes mitgtioasc) o rendimento geral da
espermatogénese, que avalia a eficiéncia do pmesgpermatogénico como um todo (Paula,
1999). No presente trabalho, animais que foram sf®oao arsénio pela agua de beber
apresentaram uma reducdo no coeficiente de efiai@e mitoses espermatogoniais € no
rendimento geral da espermatogénese, ndo sendacadss os efeitos no indice meiotico.
Estes resultados podem estar associados a sefaibildas células germinativas ao estresse
oxidativo devido a sua alta concentracdo de acglazos poliinsaturadose e sua baixa
capacidade antioxidante (Vernet et al., 2004), atfamassociacdo muito estreita com os
radicais livres gerados pela atividade fagocitaa c€lulas de Sertoli (Bauche et al., 1994).

A membrana basal testicular estabelece contato esmcélulas de Sertoli e
espermatogobnias, sendo constituida por proteion&sgano tipo IV, laminina, proteoglicanas
e entactina (Siu & Cheng, 2004). Estudos/itro tém mostrado o papel crucial da matriz

extracelular sobre a morfologia e 0 comportamea @klulas de Sertoli. Fungbes da célula
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de Sertoli como diferenciacéo, crescimento celelanigracdo sdo dependentes do substrato
ao qual as células estdo aderidas (Dym, 1994).

Durante o processo espermatogénico, as célulasrdeliS as células germinativas
interagem de maneira bastante complexa, tant@ftgianto bioquimicamente. As células de
Sertoli sdo afetadas por diversos agentes quinoeasos. Por exercer também papel vital na
regulacdo da espermatogénese, qualquer disfuncicéiisdlas de Sertoli pode resultar em
alteracOes e/ou degeneracdes das células germamatinfertilidade. No entanto, a populacao
de células de Sertoli manteve-se constante nosogragperimentais do presente estudo,
estando de acordo com Franca & Russell (1998) gusideram que as células de Sertoli ndo
mais se dividem apos o periodo perinatal na magmsaanimais.

A PED esta relacionada ao numero de espermatidedoadadas e ao comprimento
total dos tabulos seminiferos. A tendéncia a undaig&o no comprimento total dos tubulos
seminiferos, no presente estudo embora ndo sigiviic e a reducdo do numero de
espermatides arredondadas por testiculo nos anarp@stos ao arsenato na agua de beber
confirmam diminuicdo na quantidade de espermatesomroduzidos. A reducdo na PED
reflete nos indices calculados para células delS€éridice de eficiéncia da célula de Sertoli
e capacidade total de suporte da célula de Sertplp ndo foi suficiente para manter a
producdo espermatica diaria no grupo ARS em relagdaemais grupos testados.

Os efeitos terapéuticos da administracdo de guaeandtamina E se devem
provavelmente, a capacidade estabilizadora da namabrcelular dos antioxidantes,
protegendo as juncdes entre as células de Sertdliuas germinativas, restituindo o curso
regular da espermatogénese. Estes resultados sugeeso estresse oxidativo, mediado pela
administragéo de arsenato, pode seletivamente@fetirepressdo de determinados genes que

controlam o ciclo celular.

87



5. Conclusoes.

A exposicdo ao arsenato reduziu significativameateproporcdo de células
espermatogénicas por seccao de tubulo no EstathoCiclo do Epitélio Seminifero, nimero
de espermatides arredondadas, coeficiente de refigiéde mitoses espermatogoniais,
rendimento geral da espermatogénese, indice dérefia da célula de Sertoli e capacidade
total de suporte da célula de Sertoli, determinameh@ reducdo na producdo espermatica
diaria total por testiculo e por grama de testic@ldratamento com guarana e vitamina E,
isolado ou associado, teve uma acao protetora acadrefeitos adversos mediados pelo

estresse oxidativo causado pelo arsénio.
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Tabela 1 - Numero corrigido de células espermaiogéne células de Sertoli por seccao
transversal de tdbulo seminifero no Estadio 1 doloCdo Epitélio Seminifero, apés
administracdo de agua destilada (CTR), arsenatsdod® (ARS), tratamento concomitante

com arsenato + suspensao de guarana (GUA), arsenatamina E (VTE) e arsenato +

guarana + vitamina E (GUA/VTE).

Tratamento SPGA SPTI PL/L SPTIP SPD Ar Sertoli.

CTR 1,10 +0,08¢ 21,12 +4,1F 20,83 + 2,44 62,37 + 4,97 5,56 + 0,34
ARS 1,10+ 0,08 15,26 + 1,09 16,80 + 0,95 50,35 + 5,34 5,54 + 0,34
GUA 1,08 +0,06 22,25+ 3,93 18,97 + 1,26 62,46 + 3,13 5,50 £ 0,28
VTE 1,12+0,086  22,34+270 20,57 +1,2% 66,60 + 5,67 5,37 £ 0,68
GUANVTE | 1132009 51 954449  2060+120  6654+597  548+026

Letras diferentes nas colunas representam valme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média + desvio-padrao.
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Tabela 2 - Razbes entre os numeros celulares paliagio do processo espermatogénico e

das células de Sertoli — indice mitético; indice idtieo; Rendimento geral da

espermatogénese; indice da eficiéncia da célulSet®li e Capacidade total de suporte da
célula de sertoli em testiculos de camundongosdawhei reprodutiva, apds administracao de
agua destilada (CTR), arsenato de sédio (ARS)artrahto concomitante com arsenato +

suspensao de guarana (GUA), arsenato + vitamiNa E)(e arsentao + guarana + vitamina E

(GUAIVTE).

T indice indice Rendimento  Indice da célula  Capacidade
ratamento s s . .
mitotico meiotico geral de Sertoli suporte Sertoli

CTR 19,39 + 4,23 3,03+0,43 57,61+ 8,74 11,22 + 0,43 19,01 +1,13
ARS 13,97+1,46  3,01+0,43 45,93 + 4,3F 9,123+ 1,17 15,13+1,17
GUA 20,57 + 4,2P 3,30+ 0,16 57,83 + 5,43 11,38 + 0,6% 19,09+ 1,23
VTE 20,00 + 2,08 3,24 + 0,24 59,73 + 6,14 12,62 +2,19 20,91 + 3,13
GUANVTE | 1949%488  5,,. 028 59304878  1216+128  20,14+202

Letras diferentes nas colunas representam valme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média * desvio-padrao.
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Tabela 3 - NUumero de células de Sertoli por telstia por grama de testiculo de
camundongos em idade reprodutiva, apos administidgd@gua destilada (CTR), arsenato de
sbédio (ARS), tratamento concomitante com arsenaaspensao de guarana (GUA), arsenato
+ vitamina E (VTE) e arsenato + guarana + vitanin&UA/VTE).

Tratamento Sertoli por testiculo (x 16) Sertoli por grama de testiculo (x 19)
CTR 4,88 + 4,20 34,52 + 3,86
ARS 4,18 + 9,28 39,06 +5,0F
GUA 4,84 +517F 36,36 + 2,32
VTE 4,70 + 5,63 33,73+ 3,76
GUA/VTE 4,81 +64F 33,86 + 4,08

Letras diferentes nas colunas representam valme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média * desvio-padrao.
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Tabela 4 — Producéo espermatica diaria total (REprpducao espermatica diaria por grama
de testiculo (PED/g T) de camundongos em idadeodefiva apos administracdo de agua
destilada (CTR), arsenato de sodio (ARS), tratamerdncomitante com arsenato +

suspensao de guarana (GUA), arsenato + vitamiNVa E)(e arsenato + guarana + vitamina E

(GUAIVTE).

Tratamento PED (x 1¢°) PED/g T (x 1¢)
CTR 11,45+1,12 40,39 + 2,84
ARS 5,99+ 1,0F 28,37 + 4,93
GUA 10,74 + 0,89 40,40 + 7,72
VTE 12,59 + 1,50 45,20 + 4,68
GUANVTE 12,26 + 1,67 43,23 +5,24

Letras diferentes nas colunas representam valme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média + desvio-padrao.
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RESUMO

O arsénio inorganico é um dos principais poluedéeagua, sendo considerado um problema
de abrangéncia mundial com consequéncias parada sathomem. Esse trabalho teve como
objetivo investigar o impacto dessas alteracéesesabporcdo androgénica testicular e o
possivel papel protetor do guarana e da vitamisalife as células de Leydig e os demais
componentes do compartimento intertubular. Foratizados 35 camundongos Sui¢cos com
idade de 70 dias, divididos em cinco grupos cortdesete animais cada: CTR-(controle
negativo) em que 0s animais receberam apenas &gidada e 0,5 mL do veiculo de
suspensao carboxi-metil celulose (CMC) via intrapeial (i.p); ARS-(controle positivo) em
que os animais receberam 100 myyde arsenato e 0,5 mL de CMC/i.p; VTE — em que 0s
animais receberam 100 mg de arsenato e vitamina E/i.p (2mg em 0,5 mL de GNBUA-

em que os animais receberam 100 rifgle arsenato e guarand/i.p (2 ngdg peso corporal
em 0,5 mL de CMC); GUA/VTE — em que 0s animais becam 100 mg tde arsenato e
vitamina E (2mg em 0.5 mL de CMC) associada aoaq#(2mg g de peso corporal em 0.5
mL de CMC). O arsenato foi fornecido aos animaisagaa de beber e os tratamentos
administrados em intervalos de 72 h. Apés 42 dasgue corresponde a um ciclo
espermatogénico, os animais sofreram eutanasiacedqeu-se as analises dos componentes
intertubulares do testiculo. Animais expostos acermto apresentaram alteracdes
significativas na proporcdo volumétrica de célutés Leydig, espaco linfatico, tecido
conjuntivo e macréfagos, acompanhados de reducawmlume intertubular das células de
Leydig e aumento do volume intertubular de tecidgjuntivo, concomitante com reducao no
diametro nuclear, proporcdo nucleoplasmatica dedigeywolume nuclear e no niumero de
células de Leydig por testiculo, sem alteracoesifgigtivas no volume citoplasmatico e de
uma célula de Leydig (ufh Os tratamentos com guarana e vitamina E, isabadassociado,

conferiram protecdo a maioria dos efeitos deletémm compartimento intertubular. Animais
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do grupo ARS apresentaram reducao de testostegoica se comparados ao grupo controle.
Tratamento com guarana e com vitamina E isoladame&t foi eficiente para manter os
niveis normais de testosterona sérica. Porém,tantemto concomitante de arsenato mais
guarana associado a vitamina E minimizou as afiesaqia sintese e/ou liberacdo de

testosterona pela célula de Leydig.

Palavras-chave Intertibulo, célula de Leydig, estresse oxidatmyarana, vitamina E.
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1. Introducéo

Tem havido crescente preocupacdo quanto aos paitenefeitos de varios
contaminantes ambientais, presentes em agua deungonsmuitos deles considerados
desreguladores endocrinos ou agentes de ativacdomohal. Um grande nuamero de
evidéncias indica que o0 arsénio € um desses camdates € que 0 seu mecanismo de acao
toxica esta relacionado com aumento da producaadieais livres, 0s quais geram danos
oxidativos em DNA, lipidios e proteinas. Esta prgagdo se originou, em parte, de
observacoes acerca do desenvolvimento e de alesragdsistema reprodutivo de populacdes
gue foram expostas a uma ampla gama de quimictidisns e seus subprodutos, lancados
em grande quantidade no ambiente desde a segueda gunundial (Saradha & Mathur,
2006).

Funcionalmente, o testiculo dos mamiferos podéise&tido em dois compartimentos
principais: o intertubular ou intersticial e o tldru(Russell et al., 1990). No compartimento
intertubular encontram-se as células de Leydigoaanguineos e linfaticos, nervos e uma
populacdo celular variavel constituida principalteerde fibroblastos, macréfagos e
mastocitos (Russell et al., 1990; Setchell, 198pesar de existir grande variacdo entre as
diversas espécies quanto a proporcao volumétrica dés diferentes componentes do
compartimento intertubular (Fawcett et al., 197&n€a & Russell, 1998; Godinho, 1999) de
maneira geral, a célula de Leydig é usualmentepo tielular mais frequente neste
compartimento.

O arsénio existe na natureza numa variedade deasogmimicas, incluindo espécies
inorganicas e organicas (Fergurson & Anderson, 19dsas podem ocorrer em diversos
estados de oxidacdo, sob a forma de 6xidos deiarsérsais destes oxidos (De Sesso et al,

1998).
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A toxicidade de diversas espécies de arsénio decres seguinte ordem: compostos
de AS' inorganico > compostos de Hsinorganico > compostos de &sorganico >
compostos de A% organico (USEPA, 2000). As espécies inorganicaars@nio séo cerca de
100 vezes mais téxicas comparadas as formas oggar(ithompson, 1993). A intoxicacao
por arsénio pode resultar em efeitos toxicos, agwdocronicos, relativos a exposicdes curtas
ou longas, respectivamente, ocasionando difergatiedogias (Jana et al., 2006).

O guarana € uma planta originaria da regido ameapnca em cafeina, flavondides e
taninos. Apresenta propriedades antioxidantes,csetikizado na fitoterapia para a prevencao
e tratamento de doencas relacionadas ao deseuitiar atividade oxidante da célula
(Campos et al., 2005; Otobone et al., 2007). Ca&xtle guarana reduz significativamente a
peroxidacao lipidica, resultando em maior protezggolar (Basile et al., 2005, Campos et al.,
2005).

A vitamina E f{--tocoferol) € um antioxidante lipofilico indispensé para a
manutencdo da espermatogénese em mamiferos. Certicebta incluido na classe dos
antioxidantes convencionais que apresentam esrfgnilica e podem reagir com radicais
peroxil protegendo membranas contra danos oxidatjRibeiro et al., 2008). Esta presente
em grande quantidade nas células de Sertoli, merraatocitos na fase de paquiteno e em
menor extensdo nas esperméatides arredondadasiéDefficde vitamina E testicular leva a
um estado de estresse oxidativo que desregulacegso espermatogénico e a producao de
testosterona (Aitken & Roman, 2008).

O presente trabalho teve como objetivo avaliarfesos da administracdo de arsenato
de sddio sobre a porgcdo androgénica testiculapessivel papel protetor do guarana e da
vitamina E sobre as células de Leydig e os demamponentes do compartimento

intertubular de testiculos de camundongos Suicolsosd
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2. Material e métodos
2.1. Preparo da suspensao

A solucéio de guarana foi preparada com a adic®a dede guararfaem pé em agua
destilada a 60°C completando-se o volume para 50 Emh seguida, sob agitacdo, foi
adicionado 0,25 g de carboxi-metil celulose (CM§Bguido da adicdo de propilenoglicol
ajustando volume para 400 mL. A solucéo de vitarfitfai preparada com a adicdo de 3,2 g
em agua destilada a 60°C completando-se o volunaes@amL. Em seguida, sob agitacéo foi
adicionado 0,25 g de CMC, seguido da adicdo deilpraglicol ajustando o volume para
400 mL. A solucdo de guardh& vitamina E foi preparada com a adicdo de 64 g de
guarand e 3,2 g de vitamina®em &gua destilada a 60°Ccompletando-se o volunae5tar
mL. Em seguida, sob agitacdo adicionou-se 0,25gCHC, seguido da adicdo de

propilenoglicol, ajustando o volume para 400 mL.

2.2. Animais, Grupos Experimentais e Tratamento

Foram utilizados 35 camundongos Suicos com 70 ghes/enientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da SaddeUniversidade Federal de Vigosa,
Minas Gerais, Brasil. Os animais foram divididos enco grupos de sete individuos cada,
pesados e colocados em gaiolas individuais. O gcoptrole negativo - CTR recebeu agua
destilada e injecéo intraperitonial (i.p) de 0,5 d&.CMC e o grupo controle positivo - ARS
recebeu As, na forma de arsenato de sodigHNsO, .7 H,O — Merck) na concentracdo de
de 100 mg [ e 0,5 mL de CMC/(i.p). Os demais grupos recebesalmcéo de arsenato de
s6dio 100 mg L' e injecdo intraperitonial de 0,5 mL contendo 2 deyvitamina E ou
contendo 2 mg §de peso deguarana - GUA, ou associacédo de vitamina E e gaanas
mesmas doses anteriores - GUA/VTE. A concentrag@uhrand e de vitamina E foi

determinada segundo Leite (2008) e Jedlinska (2082)ectivamente.
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O arsenato foi oferecido aos animais na agua derpele forma continua e os
tratamentos, com vitamina E e guarana, aplicadzsla 72 h, por 42 dias, que corresponde a
um ciclo espermatogénico..

Todo o regime liquido foi fornecided libitum, assim como a alimentacdo solida
(racdo), mantendo-os em condi¢cbes controladas wperatura (média de 24,7 °C) e

fotoperiodo (12-12h claro/escuro).

2.3.Coleta de Amostras e preparacao histolégica

Os animais foram anestesiados com associacao tengoe e xilazina (10 e 1mg/kg
de peso corporal, respectivamente), contidos edpssatilizando balanca digital de precisao
(0,001g), para entdo serem retirados os testioelldsgdos acessorios. Todos os 0rgaos
coletados foram imersos em Karnovsky por 24 he@s refrigeracao.

Fragmentos de cada 6rgdo foram desidratados enertoacdes crescentes de etanol
(70%, 80%, 95% e 100% GL), com trocas a cada trmtatos. A seguir procedeu-se a pré-
inclusédo e inclusdo em hidroxietil metacrilato fdiesin® Leica). Cortes de 3um foram
obtidos em micrétomo rotativo (Reichert Jung 2048)n utilizacdo de navalhas de vidro, e
as preparacdes foram coradas com azul de tolumtireto de sédio 1%, montadas com

Entellan (Merck) e analisadas em microscopio dé@lympus BX-50).

2.4. Proporgao volumétrica e volume dos elementos éhtertubulo.

Do compartimento intertubular foram investigadascékilas de Leydig, células e
fiboras do tecido conjuntivo, macréfagos, vasos sameps e linfaticos, obtendo-se as
proporc¢des volumétricas entre estes componentes.ifta, foram registrados 1000 pontos
projetados sobre imagens capturadas da regido wotuioulo, nos diferentes cortes

histoldgicos do testiculo de cada animal, utilizantjetiva de 20X.
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O volume de cada componente do intertibulo poictdst expresso em mL, foi
estimado através da multiplicacdo do percentualpado pelos mesmos nos testiculos
multiplicado pelo peso do parénquima de um testieuldividido por 100. O célculo do
percentual ocupado pelos elementos do intertubogotesticulos foi obtido multiplicando-se
a proporcao volumétrica de intertibulo pela prog@orgolumétrica do elemento/100. Para o
calculo do parénquima testicular, subtraiu-se dswg®uto do testiculo o peso da albuginea.
Como a densidade do testiculo é em torno de 1 $doheNeaves, 1981; Franca, 1991; Paula,

1999; Tae et al., 2005), a massa do testiculooiosiderada igual ao seu volume.

2.5. Morfometria da célula de Leydig.

O diametro de trinta nucleos de células de Leyaigniedido em cada animal,
utilizando-se o programa de analise de imagensg@gnRao plus). Foram mensurados nicleos
que apresentaram contorno esférico, cromatina yeear e nucléolos evidentes. Foram
calculados os volumesii3) nuclear, citoplasmatico e o volume de cadalaéla Leydig,
por animal, utilizando-se as seguintes férmulas:

Volume nuclear= 4/3rR?onde, R = raio nuclear;

Volume citoplasmatico= % citoplasma x volume nuclear /% nucleo;

Volume celular = volume nuclear + volume citoplasmatico.

Obtido o volume individual da célula de Leydig esalume total (ml) ocupado por
estas células no testiculo, foram calculados o mihe células de Leydig por testiculo e por
grama de testiculo para cada animal utilizandegsistes formulas:

Numero de células de Leydig por testicule volume que a célula de Leydig ocupa
por testiculo jim®)/ volume de uma célula de Leydignt®).

Numero de células de Leydig por grama de testicule volume que a célula de

Leydig ocupa por grama de testiculon?)/ volume de uma célula de Leydign(®). Onde:
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Volume que a célula de Leydig ocupa por testicule proporcdo de Leydig no
testiculo x peso do parénquima de um testiculo/100.

Volume que a célula de Leydig ocupa por grama deggculo = volume que a célula
de Leydig ocupa por testiculo/ peso bruto do telktic

O indice Leydigossomatico (ILS) € um parametro gsa quantificar o investimento
em células de Leydig com relacéo ao peso corpggatjo calculado através da formula:

ILS = volume que a célula de Leydig ocupa nos tests¢#C x 100, onde PC = peso

corporal.

2.6. Dosagem hormonal
As dosagens plasmaticas de testosterona foramaadati com kits imunoenzimaticos

(ELISA) da marca DSL (DSL-10-4000).

2.7. - Andlises estatisticas

Apoés testes de normalidade e homocedasticidadecdmsndos parametros estudados foram
comparadas entre os grupos por meio de analisardmeia (ANOVA) utilizando-se o teste
de Student Newman-Keuls. Foi utilizado o softwarBABISTICA 3.11, sendo p<0,05

considerado significativo. Os resultados foram egpos em médiadesvio-padrao.

3. Resultados

Os percentuais dos componentes do intertibulo émaeorse na Tabela 1. A
exposicdo ao arsénio determinou uma reducdo sigtifa na proporcdo volumétrica de
células de Leydig e um aumento na proporcdo decesfiafatico, tecido conjuntivo e

macréfagos. Nao houve alteragdo na propor¢cao aes sanguineos.
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O volume (mL) dos elementos do intertibulo poritesd encontra-se na Tabela 2.
Observou-se reducéo significativa no volume daslaglde Leydig e aumento no volume de
tecido conjuntivo no compartimento intertubular. @smais componentes avaliados né&o
apresentaram diferenca significativa entre oarnnantos.

Os resultados dos diametros nucleares, proporcémicdeo e citoplasma das células
de Leydig, RNP e ILS encontram-se na Tabela 03.e@bs-se reducdo significativa no
diametro nuclear e no percentual nuclear e citopdéiso de células de Leydig dos animais
do grupo ARS em relacédo aos demais grupos. O Ii&ne significativamente em relacdo ao
grupo CTR e ao grupo VTE/GUA. A relacdo nucleoplasca nao foi diferente entre os
grupos de animais.

As medidas do volume nuclear, citoplasmatico erda uélula de Leydig encontram-
se na Tabela 4. O volume nuclear reduziu signifiaatente no grupo ARS em relacdo aos
demais tratamentos. No entanto, ndo houve altesag@rificativas no volume citoplasmatico
e de uma célula de Leydig entre os tratamentos.

O numero de células de Leydig por testiculo redaignificativamente no grupo ARS
em relacdo aos demais tratamentos. N&o houvegesao numero de células de Leydig por
grama de testiculo entre os tratamentos (Tabela 5).

As concentracdes plasmaticas de testosterona eacneé na Figura 01. Animais do
grupo ARS apresentaram reducdo significativa negisiide testosterona em relacdo ao

controle e ao grupo GUA/VTE.

4. Discusséao.
O tratamento com arsenato determinou a reducaaapongdo e volume (mL) de
células Leydig no compartimento intertubular. SefgufPant et al. (2001), a exposi¢cdo ao

arsenito de sodio durante 35 dias determina umséedna atividade androgénica testicular,
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a qual é exercida pelas células de Leydig. A ndag&o na proporcao e volume das células
de Leydig verificada nos grupos tratados com vitere e guarana no presente trabalho,
indica atividade protetora desses compostos ndubigo testicular.

Animais expostos ao arsenato de sodio na agua der,besem tratamento
concomitante, apresentaram aumento significativgno@orcdo de espaco linfatico, tecido
conjuntivo e macréfagos em relacdo aos demaisrieatens. Pode-se inferir a partir disso que
0 espaco deixado pela reducdo das células de Legdita sido ocupado pelos outros
elementos do intertubulo, particularmente pelo espinfatico. Segundo Fawcett et al.
(1973), as implicacdes fisiologicas da alteracdopraporcdo de espaco linfatico estéo,
provavelmente, relacionadas com a habilidade dédiltos de mover para fora dos testiculos
materiais vascularmente secretados e manter agrtoagdes adequadas de androgenos no
testiculo e nos vasos sanguineos.

O aumento do numero de macréfagos, verificado nimsaas do grupo ARS, pode ter
desencadeado, sob acdo do arsénio, aumento nas &REhdo a liberagdo de fatores pro-
inflamatorio pelos macrofagos, levando a reducéo afdulas de Leydig, sensiveis a estas
substancias. Esta relacdo é citada por Papadop@20fy). O numero de macrofagos
testiculares aumenta consideravelmente do nasam&tét a maturidade sexual, e pode
também aumentar no animal adulto sob o controldigafise. Fatores secretados pelos
macrofagos controlam de modo paracrino a atividegteroidogénica e o desenvolvimento
das células de Leydig (Hales, 1996). O contataaieatre essas duas células permite que o
macroéfago auxilie a célula de Leydig regulando @ mwducado de testosterona pela célula de
Leydig. Enquanto o numero de macréfagos da mailm$adrgdos aumenta pela migracéo de
monaocitos para o0s tecidos periféricos, 0 numero ntkecrofagos testiculares aumenta
principalmente por proliferacdo, mas esse aumeioémmediado por testosterona (Raburn et

al., 1993). Se entendermos que a producédo de R&d&iats células de Leydig no grupo ARS
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podemos inferir que o guarana, a vitamina E e abowgdo dos dois tratamentos
apresentaram acao antioxidante.

A reducdo do volume nuclear das células de Leydig foi acompanhada pela
reducdo do volume citoplasmatico e celular. Sabgtse 0 volume nuclear da célula de
Leydig esta altamente correlacionado com a coregidr de testosterona testicular e
plasmatico (Castro et al., 2002). Portanto, a r&dusignificativa nas concentracdes
plasmaticas de testosterona nos animais do grup® pdele ter sido causada pela reducéo da
atividade nuclear das células de Leydig.

A exposicao ao arsénio causou reducéo significativl.S, no grupo ARS em relacao
ao controle e ao grupo GUA/VIT E, indicando queoenbinacdo dos tratamentos foi efetiva
na manutencao deste indice. O ILS é um parametoviga quantificar o investimento em
células de Leydig, com relacédo ao peso corpordlSOapresentou reducdo em camundongos
que receberam 1 mg/L de arsénio durante 42 e 84id@icando que pequenas doses também
afetam este parametro (Carvalho, 2009).

As médias referentes ao niumero de células de Leyaligesticulo no grupo ARS
apresentaram reducéo significativa em relacao ewsid tratamentos. Divergindo dos nossos
resultados, Chiou et al. (2008) relatam um aumeatanimero de células de Leydig por
testiculo ap6s tratamento com triéxido de arséfis, (1,5, 3,0 mg/Kg de peso corporal).
Inimeros fatores podem influir na quantidade dellaglde Leydig por animal, dentre os
quais podem ser destacados: a quantidade de LidniNsgh, o nimero de receptores de LH
(horménio luteinizante) por célula, a quantidadetetosterona que a célula é capaz de
secretar em um dado tempo, a velocidade pela quest@sterona deixa o testiculo via vasos
linfaticos, vasos sanguineos, fluido seminal, va@lusanguineo do animal e a taxa de
metabolismo da testosterona (Russell et al., 1B84sell, 1996). O aumento no namero de

células de Leydig no testiculo pos-natal ocorreavés da diferenciacdo de células
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mesenquimais em ceélulas de Leydig e pela divisdotioa das células de Leydig recem-
formadas durante um periodo limitado. Os mecanisroelllares que resultam no
estabelecimento do numero adulto de células deiggeymhtinuam a funcionar durante a fase
adulta para manutencdo do numero celular. Os ngunasi envolvidos nha manutencédo da
populacdo de células de Leydig no testiculo acaihda ndo foram totalmente esclarecidos,
no entanto, a perda de células de Leydig por nuafidar desencadeia a formacéo de novas
células (Mendis-Handagama & Siril Ariyaratne, 200R»demos inferir no presente trabalho
que a reducdo do numero de células de Leydig gtictdo ocorreu devido ao aumento dos
macrofagos, que interferiram negativamente na pg@ol dessas células através da
estimulacao da formacédo de EROS e da liberacaatde=$ pro-inflamatorios.

Animais do grupo ARS apresentaram reducéo de tesbos sérica se comparados
aqueles do grupo controle. Tratamentos com guagac@m vitamina E isoladamente néo
foram eficientes para manter as concentracfes I®rde testosterona seérica. Porém, o
tratamento antioxidante com guarana associadcaénvith E impediu as possiveis alteracdes
na sintese e/ou liberacéo de testosterona pelka a#u_eydig. Segundo Jana et al. (2006), a
administracdo de arsenito de sodio desencadeia raspsta inibitdria na atividade de
enzimas chave para a biosintese de testosteronenent nas concentracdes de fosfatase
acida, fosfatase alcalina e lactato desidrogenasque reflete degeneracdo testicular e
citotoxicidade. Estudos correlacionando estrutufangdo de células de Leydig, em varias
espécies de mamiferos, mostraram que variacdesinteses e secrecdo de testosterona
dependem mais da capacidade individual desta célml@ue do volume total delas no
testiculo (Ewing et al., 1979). Zirkin et al. (198@lataram que a capacidade produtiva das
células de Leydig esta intimamente associada atigade de reticulo endoplasmatico liso
presente no seu citoplasma. Receptores androgeassnfes na superficie das células de

Sertoli ligam-se a testosterona ou diidroxitestosta ativando a transcricdo de genes
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responsaveis pela espermatogénese (Collins eR@3). Segundo Jana et al. (2006), a
exposicao cronica ao arsenito de soédio interfereen® hipotalamo-hipdéfise-testiculo,
levando a diminuicdo nas concentracfes plasmagcastratesticulares de testosterona,
provavelmente por inibir a producdo de gonadotesfincom aumento da atividade
adrenocortical. Resultados similares foram encdogalepois do tratamento com estradiol
sozinho ou em combinacdo com o arsénio, sugerimditasdade entre os mecanismos de
acdo. Chiou et al. (2008) demonstraram que a egdmsao arsenito de sodio em
concentracdes menores que (3 mg/Kg) ndo determinamnza reducao significativa nos niveis
de LH e FSH (horménio foliculo estimulante), suggo que os efeitos do arsénio na reducao
nos niveis seéricos de testosterona seja menoreh aévhipofise/hipotdlamo na supresséo da
sintese de gonadotrofinas.

O estresse oxidativo resultante da producdo aunterde radicais livres tem sido
apontado como um dos principais mecanismos respeisspelos efeitos toxicos do arsénio
em diferentes tecidos e orgdos. Entretanto, varaismlhos tém mostrado que o tratamento
com vitaminas, aminoacidos e flavondides tem aptage efeito protetor pela sua acdo
antioxidante (Mattei et al., 1998; Nandi et al.p820Chang et al., 2007). Nossos resultados
confirmam a agao protetora antioxidante do guaeavitamina E isolado ou associado, contra

os efeitos adversos mediados pelo estresse oxadatiintertibulo testicular.

5. Conclusoes.

Foi encontrada associacdo significativa entre agfosao arsénio e reducédo na
proporcao volumétrica, volume (mL), propor¢cdo natdgoplasma e numero de células de
Leydig por testiculo associado a um aumento naogpgdp de espaco linfatico, macréfagos e

aumento na proporcdo e volume (mL) de tecido cdimjonOs tratamentos com guarana e
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vitamina E, isolado ou associado, teve acdo pmatetontra os efeitos deletérios mediados

pelo estresse oxidativo no intertubulo testicular.
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Tabela 1 — Proporcdo volumétrica (%) dos composedte intertibulo de testiculos de
camundongos adultos, apds administracdo de agtimdagCTR), arsenato de sédio (ARS),
tratamento concomitante com arsenato + suspensgoaglana (GUA), arsenato + vitamina E
(VTE) e arsenato + guarana + vitamina E (GUA/VTE).

Tecido
Tratamento conjuntivo Espaco linfatico Vasos sanguineos Macrofagos Células de Leydig.
CTR 4,12+ 0,89 19,32 + 6,23 11,71+ 2,06 1,76 + 0,72 63,01 + 6,78
ARS 7,54+ 1,19 27,45 + 2,46 13,94 + 2,38 2,86 + 0,36 48,05 + 3,36
GUA 4,90+ 1,72 17,98 + 2,70 13,62 + 1,69 1,90 + 0,687 62,51 + 4,04
VTE 4,30 + 1,08 17,72 + 3,52 13,26 + 1,57 2,00+ 0,24 62,96 + 4,48
(E;UA/VT 413+08% 16,90 + 560 11,37 +0.7F 1,01+ 0,39 65,56 + 5,79

Letras diferentes nas colunas representam valme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média + desvio-padrao.
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Tabela 2 - Volume dos elementos do intertibulo @ol) testiculo de camundongos adultos,
apos administracdo de agua destilada (CTR), arsedat sodio (ARS), tratamento

concomitante com arsenato + suspensdo de guar&hd),(@rsenato + vitamina E (VTE) e

arsenato + guarana + vitamina E (GUA/VTE).

Tecido .
S Espaco Vasos . Células de
Tratamento conjuntivo e p Macréfagos .
linfatico sanguineos Leydig.
CTR 0,0009 +0,0002 0,004 +0,0014 0,0026 + 0,0005 0,0004 + 00,0002 0,0142 + 0,002
ARS 0,0015 +0,0003 0,005 +0,0007 0,0027 +0,0007 0,0006 +0,000f 0,0090 + 0,002
GUA 0,0010 +0,0004 0,003 +0,0008 0,0028 +0,0003 0,0004 + 00,0002 0,0124 + 0,002
VTE 0,0009 +0,0002 0,004 +0,0008 0,0030 +0,0005 0,0004 +0,0003 0,0133 + 0,001
GUA/NTE 0,0009 + 0,000 0,004 +0,0012 0,0022 +0,0004 0,0004 + 0,000 0,0141 + 0,008

Letras diferentes nas colunas representam valm@me$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média + desvio-padrao.
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Tabela 3 —Diametro nuclear (um), propor¢cdo de leleitoplasma de células de Leydig
(%), relac@o nucleoplasmatica — RNP (%) e indigdiggpssomético — ILS (%) em testiculos
de camundongos adultos, apos administracdo de degtdada (CTR), arsenato de sédio

(ARS), tratamento concomitante com arsenato + sis§jpede guarana (GUA), arsenato +

vitamina E (VTE) e arsenato + guarana + vitami&BA/VTE).

Tratamento Diametro Nucleo de Leydig Citoplasma Leydig RNP ILS
nuclear

CTR 7,57 +0,16 10,48 + 1,18 52,80 + 2,34 19,92 + 2,92 0,035+ 0,006°

ARS 7,00 + 0,09 7,34+0,28 40,71 + 1,46 18,05 + 0,87 0,028 + 0,008

GUA 7,38+0,16 10,53 + 0,93 50,56 + 3,22 20,89 + 2,23 0,031+ 0,006™

VTE 7,61+0,28 11,22 + 0,97 51,60 +2,74 21,82 +246 0,033 +0,00%5°

GUANTE 7,58 +0,19 10,97 + 1,08 54,59 + 2,1 20,18 + 2,63 0,036+ 0,004°

Letras diferentes nas colunas representam valmgme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média + desvio-padrao.
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Tabela 4—Volumes nuclear, citoplasmatico e de udhdlacde Leydig (um3) em testiculos de
camundongos adultos, apds administracdo de agtimdagCTR), arsenato de sédio (ARS),
tratamento concomitante com arsenato + suspensgoaglana (GUA), arsenato + vitamina E
(VTE) e arsenato + guarana + vitamina E (GUA/VTE).

Tratamentos Volume nuclear Volume citoplasmatico Volumdeedl_eel;:jr:g célula
CTR 227,46 + 14,83 1156,90 + 146,90 1384,36 + 149,20
ARS 179,80 £ 7,23 997,52 +60,1% 1177,33 + 64,50
GUA 210,49 + 14,18 1015,54 + 107,42 1226,04 +111,81
VTE 230,92 + 18,48 1065,26 + 102,20 1296,19 + 106,40
GUA/VTE 228,68 + 17,30 1145,46 + 140,30 1374,14 + 143,23

Letras diferentes nas colunas representam valme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média * desvio-padrao.
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Tabela 5 - NUmero de células de Leydig por testi¢ut 106 ) e por grama de testiculo (x
106) de camundongos adultos, apds administracaguiedestilada (CTR), arsenato de sodio
(ARS), tratamento concomitante com arsenato + siIs§jpede guarana (GUA), arsenato +

vitamina E (VTE) e arsenato + guarana + vitami(&BA/VTE).

NUmero de células por grama de

Tratamentos NGmero de células por testiculo ( x £ testiculo (x16)
CTR 1,006 + 0,539 7,091 + 2,834
ARS 0,823 +1,228 7,756 + 4,237
GUA 1,025 + 0,519 7,749 + 6,923
VTE 1,034 + 0,186 7,438 £ 2,274
GUAIVTE 1,035 + 0,318 7,307 + 2,268

Letras diferentes nas colunas representam valmgme$icativos (p < 0,05) (n=7).

Média + desvio-padrao.
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Figura 01. Niveis séricos de testosterona apos restmsicdo de agua destilada (CTR),
arsenato de sédio (ARS), tratamento concomitante atsenato + suspensdo de guarana
(GUA), arsenato + vitamina E (VTE) e arsenato +gna + vitamina E (GUA/VTE).
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CONCLUSOES GERAIS

. Animais expostos ao arsenato de sodio (100 mgghn tratamento concomitante,
apresentaram reducdo no peso dos testiculos eé&mgpéna testicular.

. Ndo houve alteragcbes no peso da glandula vesiciidgdo, rins e 0sso para 0s
diferentes tratamentos. Entretanto, animais expaboarsenato e submetidos ao tratamento
combinado de guarana + vitamina E apresentaram wmmerso no peso da albuginea,

epididimo e prostata.

. O indice gonadossomatico do grupo (ARS) apresaettucdo em relacdo aos demais
tratamentos.
. A exposi¢cdo ao arsenato determinou um acumulars@énio nos testiculos, 6rgaos

sexuais acessorios, 0sso, musculo, figado e rins.

. A ligacdo e absorcdo do arsénio parece ser tesjoecdica e determinada por
propriedades cinéticas que também diferem de tgxdmtecido.

. O guarana e a vitamina E provavelmente agem comlamfes, diminuindo o acumulo

tecidual de arsénio na maioria dos tecidos analsad

. A exposicao ao arsenato de sddio levou a um aummErgaoncentragdes séricas de
ALT.
. Houve reducdo na proporcdo e volume de tubulo stsronnos animais expostos

apenas ao arsenato.

. Houve reducéo no ITS, na altura do epitélio seminie no diametro tubular no grupo
exposto ao arsenato sem tratamento concomitantelagdo aos demais grupos.

. O tratamento com guarana e vitamina E, isolado sso@ado, conferiu protecado a
maioria dos componentes tubulares e intertubulares.

. Animais do grupo ARS apresentaram PED total e pamg de testiculo, inferiores

aos demais grupos, indicando diminuicdo na prodasfermatica.
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. A populacéo de células de Sertoli manteve-se cotestambora tenha sido registrada
reducdo nos seus indices para 0s animais expastosenato de sodio.

. A exposicao ao arsenato na agua de beber reduimero de espermatécitos na fase
de pré-leptoteno/leptoteno, paquiteno e espernsagidtedondadas por testiculo.

. O tratamento isolado ou associado com guarana amwid E produziu efeitos
positivos sobre o compartimento tubular dos tektscde camundongos Suicos adultos.

. A exposicdo ao arsenato reduziu a proporcdo vohizaétlas células de Leydig e
aumentou a proporcéo de espaco linfatico, tecidguotivo e macrofagos.

. A presenca de arsenato na agua de beber propandiedocdo no volume das células
de Leydig por testiculo e no volume de tecido cotijo.

. Houve reducdo do ILS nos animais que receberamnatsesem tratamento
concomitante.

. A exposicdo ao arsenato no grupo ARS determinoadacio das concentracdes
séricas de testosterona em relagcéo ao grupo CTR.

. O tratamento com antioxidante com guarana + vitamih reverteu possiveis
alteracdes na sintese e/ou liberacao de testoateron

. As células de Leydig apresentaram reducéo do diéreatolume nuclear.

. O tratamento com guarana e vitamina E, isolado sse@ado, teve acdo protetora
contra os efeitos adversos mediados pelo estragatioo no intertabulo testicular.

. O trabalho consolida o potencial antioxidante dargoa e vitamina E, sugerindo
como uma alternativa terapéutica para se evitavgltesticulares causados pelo arsenato e/ou

outros fatores que determinem um desequilibridisialade oxidante celular.
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