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RESUMO
CARVALHO, Fabiola de Araujo Resende, M.Sc., Unilgdade Federal de Vigosa, setembro
de 2009.Morfologia e morfometria testicular de camundongosadultos submetidos a
exposicdo cronica de arsenatoOrientador: Sérgio Luis P. da Matta. Co-Orientador
Tarcizio Antbnio Régo de Paula e Juraci Alves deddhb.

Verifica-se atualmente aumento na preocupacéo a®ipotenciais efeitos de varios
contaminantes ambientais, dentre eles o arsénrgdn@o, um dos principais poluentes da
agua considerado um problema de abrangéncia mumdiaitoxicacdo por arsénio pode
resultar em efeitos toxicos, agudos ou crénicoasionando diferentes patologias, dentre elas
aguelas que afetam o sistema reprodutor masculiasta forma, este trabalho teve como
objetivo a investigacdo dos efeitos cronicos déracssobre a biometria corporal e testicular,
dos tubulos seminiferos e do compartimento intetrbde camundongos adultos. Vinte e
guatro camundongos foram divididos em trés grupdsontrole (CTR), que recebeu apenas
agua destilada e os grupos de tratamento que racels®lucdo de arsénio, na forma de
arsenato de sédio na concentracdo de 1,0 thgdurante 42 dias (grupo AS1) e 84 dias
(grupo AS2). Os 6rgaos sexuais, figado, rins e foeéan coletados e fixados em Karnovsky.
Os testiculos foram processados e corados em aztblgidina/borato de sédio para as
anélises histopatoldgicas. O tratamento com anser@toncentracdo de 1,0 mg tia 4gua
de consumo em camundondgdsissadultos, aumentou significativamente o peso catpoy
grupo AS2 em relacdo ao grupo AS1 e o CTR. J& @ gesticular ndo variou
significativamente entre os grupos. Epididimo, eélsi seminal e ducto deferente né&o
apresentaram alteracédo de peso, enquanto a priestatseu peso reduzido nos grupos AS1 e
AS2. O mesmo foi observado para figado e rim. Hoam@mulo de arsénio em todos os
orgaos analisados, sendo este maior nos animaiicquam mais tempo expostos ao agente
toxico. A alanina aminotranferase ndo apresentoeragides, a0 passo que a aspartato
aminotranferase (ASTaumentou no grupo AS2. O aumento de ASmaliza para a
toxicidade do arsénio na funcdo hepética e renativando assim estudos histologicos e
morfométricos destes Orgdos posteriormente. A pgdo de tdnica propria se mostrou
aumentada nos grupos AS1 e AS2 em relacdo ao CigRrisdo um possivel mecanismo de
protecdo a acao do arsenato nos tubulos seminifemes vez que a tdnica prépria faz parte
da barreira hemato-testicular. Por outro ladoop@cédo de epitélio seminifero foi diminuida
significativamente no grupo AS1. O didmetro tub@ar epitélio seminifero se apresentaram
recuperados no grupo AS2 em relagcdo ao grupo ASitsénio causou diferentes patologias
testiculares, particularmente nos tubulos semisteouve reducdo na proporcéo de células
de Leydig, bem como no seu diametro nuclear e veluiém disto verificou-se aumento

expressivo de macréfagos nos animais expostos @isrtempo a acdo do arsénio. O volume
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de vasos sanguineos apresentou queda signifieativaS2 em relacdo aos demais grupos. O
contrario ocorreu com o grupo AS1, onde observoauseento neste parametro. Um aumento
expressivo no volume de vasos linfaticos foi obas@ovnos grupos tratados em relacdo ao
CTR. Os volumes de células de Leydig e de tecispuodivo foram diminuidos nos grupos
tratados, comparados ao grupo CTR. Para volumeaidedfagos, observou-se um aumento
em AS2, comparado a AS1 e CTR. Quanto a morfomedgiaélulas de Leydig, o diametro
nuclear , a proporc¢ao de nucleo e citoplasma, igdriceydigossomético e o volume nuclear
foram reduzidos significativamente nos grupos tlega em comparacdo com o grupo CTR.
Ja a relacédo nucleoplasmatica foi reduzida apeoagupo AS1. Desta forma, detectamos
que o arsénio afetou a porcdo enddcrina do testi@s niveis plasméticos de testosterona
apresentaram-se reduzidos nos dois grupos de #atamEste trabalho confirmou a
toxicidade do arsénio na concentracdo de 1,0 migein dois periodos de exposicdo
diferentes. Os dados apresentados permitem irjesr esta concentracdo de arsénio nao
interferiu na morfometria tubular, porém causoeraltdes na biometria testicular e corporal,
além de se acumular em varios 6rgaos e fornedesfordicativos de sua toxicidade hepatica
e renal de camundongos em idade reprodutiva. Athdioente, o arsénio levou a uma
desorganizacdo do epitélio germinativo, 0 que oestde pode comprometer o processo
espermatogénico. O arsénio também alterou os padsmmorfométricos das células de
Leydig e provocou reducao nos niveis de testosteptesmatica, confirmando a toxicidade

deste elemento no sistema reprodutor masculino.

PALAVRAS-CHAVES: Arsenato; AST; célula de Leydig; testiculo; testosterona; tibulo

seminifero.



ABSTRACT
CARVALHO, Fabiola de Araujo Resende, M.Sc., Fedghaiversity of Vicosa, September,
2009. Testicular morphology and morphometry in mice chroncally exposed to arsenic.
Advisor: Sérgio Luis Pinto da Matta. Co-Advisorsar@izio Antonio Régo de Paula and
Juraci Alves de Oliveira.

There is an increasing concern about the poténti@rmful effects of several
environmental pollutants, as for instance, thegaaic arsenic, one of the main pollutants of
the water worldwide. The intoxication by arsenio t& acute or chronic, and lead to a variety
of pathologies and impairment of male reproductiystem. This work aimed to investigate
the chronic effects of the arsenic exposure on btamand testicular parameters of adult
mice. Tissue accumulation of arsenic was verifiedr@productive organs, skin, liver and
kidneys. Twenty-four mice were divided in three gys, which received treatment in the
drinking water: 1) control, which received distdlevater, 2) arsenic 1 (AS1), which received
a solution of sodium arsenate at the concentratio.0 mg L*, during 42 days; and 3)
arsenic 2 (AS2), which received a solution of sod@arsenate at the concentration of 1.0 mg
L, during 84 days. After sacrifice, sexual organgr| kidneys and skin were collected and
immersed in Karnovsky fixative solution. The testegre processed and dyed in
toluidina/borate of sodium blue for the histopatiyptal analyses. The treatment with sodium
arsenate at the concentration of 1.0 migincreased body weight in the AS2 group, compared
to AS1 and control. However, the testicular weigid not vary significantly among the
treated groups. Accessory sexual organs as epids#iminal vesicle and deferential duct did
not present changes in weight. The prostate hadveight reduced in the two treatment
groups. The same happened for the kidneys and INeare was arsenic accumulation in all
of the analyzed organs and it was larger in theals that were exposed to the poison longer.
Alanina aminotransfrase did not present alteratioAspartato aminotranferase (AST)
increased in the group of animals that receivedracslonger. The increase of ALT signals
the toxicity of arsenic in the hepatic and renalchions, motivating, thus future histological
and morphometric studies on these organs. The gropaf the tunica propria was increased
in the groups treated compared to the control, sstygy a possible protective action of the
arsenate in the seminiferous tubules, once thedumiopria is part of the hemato-testicular
barrier that promotes protection of the cells gfegmatogenic lineage inside the seminiferous
tubules. However the proportion of the seminiferepghelium was reduced significantly in
the 42-day treatment group. The tubular diametar e seminiferous epithelium were
shown to be recovered in the 84- day treatmentgyoaunpared to the 42- day group. Arsenic
caused different testicular pathologies, partidylar the seminiferous tubules. There was a

reduction in the proportion of cells of Leydig,\asll as in their nuclear diameter and volume.
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Besides, there was a significantly increased nurabaracrophages in the animals exposed to
the action of arsenic for a longer time. The bleedsel was significantly reduced in As2 in
relation to Asl and control, unlike what happenedalation to Asl, where there was an
increase in this proportion. For the lymphatic eésthe increase in the treated groups was
significant. The volume of cells of Leydig and camgtive tissue were reduced in the treated
groups. For the macrophages volume, a significarease was observed in As2 in relation to
As1 and control. In relation to the blood vesded volume of Asl increased significantly in
relation to the control, decreasing significantlyAs2. In relation to the two treated groups,
the blood vessel volume reduced in As2. However,tlie volume of lymphatic vessel, a
significant increase was observed in the groupgedckin relation to the control group. In the
morfometry of the cells of Leydig, nuclear diametée nucleus proportion and cytoplasm,
ILS and nuclear volume were reduced significantlyhie two treatment groups. However, the
nucleoplasmatic relationship (NPR) was reducedifstgimtly just in the 42-day group. This
way we detected that arsenic affects the endopamnigon of the testicle. The plasmatic levels
of testosterone were shown to be reduced in thetgaiment groups. This work confirmed
the toxicity of arsenic in the concentration of Xhig two different exposure times. The data
presented allow us to suggest that the treatmamtshis arsenic concentration, did not
interfere with the tubular morphometry. Howevércaused alterations in the testicular and
body biometry, besides the confirmation of its clative nature in several organs and strong
indicators of its toxicity in the hepatic and remahctions of mice in reproductive age. The
germinative epithelium in the two treatment groupas disorganized, which certainly
damaged the spermatogenic process. Sodium arsatetethe morphometric parameters of
the cells of Leydig besides leading to a reduciiorthe levels of plasmatic testosterone

confirming the toxicity of this element in the maboe reproductive system.

KEY WORDS: Arsenate, testes, testosterone, seminifus tubules, Leydig, AST.
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1. Revisao de literatura

1.1. Toxicologia e aspectos quimicos do arsénio

Com a expanséo industrial, houve a necessidadpmleracdo de certos metais como
matéria prima em processos de refinaria e metalu@dm o aumento das concentracdes desses
metais no ambiente, em decorréncia da sua exptpraginenta a probabilidade de exposicéao de
diferentes formas de vida a estes poluentes (Waalkal., 1992 a; Rana, 2007).

Algumas caracteristicas sdo importantes no queedigeito a toxicidade dos metais. A
concentracdo dos metais no organismo é um fatoropdial de sua agéo, dai a preocupagdo com
0 acumulo ao longo dos anos de exposicédo (Gunn @8ldaA®70; Waalkes et al, 1992 a,b; Rana,
2007). Existe relacdo entre toxicidade e a espacimesmo a linhagem animal atingida, assim
como com a resposta especifica de cada 6rgéo ido ez metal. Existe também a relacdo entre a
concentracdo local do metal ou com a forma de égdos ele, como por exemplo, através do
contato com a pele, ingestao ou inalacdo. Estateaistica esta ligada a capacidade de captacdo
do metal pelas células em questéo (Oldereid €129.3) e a susceptibilidade dos 6rgaos e tecidos
afetados (Waalkes et al, 1992 a).

O arsénio (As) é um metal (metaldide) pertenceategrupo 15 (5A)a classificacao
periédica dos elementos quimicos. O arsénio existenatureza numa variedade de formas
guimicas, ndo possuindo odor nem sabor, incluisgp@aes organicas e inorganicas (Ferguson &
Anderson, 1974). Estas podem ocorrer em diverdagd@s de oxidacéo, sob a forma de éxidos de
arsénio ou sais destes 6xidos (AdOarsenito e Asg® — arsenato) (DeSesso et al., 1998).

De acordo com #&gency for Toxic Substances and Disease Red&if$DR), sediada
nos Estados Unidos, o Ascénsiderado o elemento quimico mais perigosddarity List of
Hazardous Substansede 2007, o que o torna merecedor glande atencdo (Rodrigues &
Malafaia, 2008).

A toxicidade de diversas espécies de arsénio decmss seguinte ordem: compostos de
As>* inorganico> compostos de Xsnorganico> compostos de Esorganico> compostos de
As* organico (USEPA, 2008, b). Quanto & intensidade, o*Asnorganico é 60 vezes mais
téxico que o A% inorganico (Mabuchi et al., 1979). As espéciesganicas de As sdo 100 vezes
mais toxicas que as espécies organicas (ThompS86e8).1

1.2. O Arsénio como contaminante ambiental
Atualmente, um dos tépicos mais relevantes na gaiarnbiental é a qualidade da agua. O
Arsénio (As) inorganico € um dos principais polesntda &gua, sendo esta contaminacao

considerada problema de abrangéncia mundial (R&0&F).



Recentemente houve grande aumento na preocupagapotienciais efeitos de varios
contaminantes ambientais, muitos deles consideraikrsiptores enddcrinos ou agentes de
ativacdo hormonal. Esta preocupacdo se originou, pame, de observacdes acerca do
desenvolvimento e de alteracfes no sistema repvodern populacdes que foram expostas a uma
variada gama de quimicos sintéticos e seus subjodlancados em grande quantidade no
ambiente desde a Segunda Guerra Mundial. Muitaggsiesntaminantes estdo presentes na agua
de consumo sendo téxicos para a populacéo (Sagatahur, 2006).

A contaminacdo acidental pelo As, existente na got@vel, tem sido motivo de
numerosos e elaborados estudos. Arguello et aB8jl@escreveram que, ja no final do século
XIX, Geyer relatava os casos ocorridos na Repulilicaca (Reischestein, Silésia) e também o
arsenicismo crénico regional endémico na provid@aCordoba, Argentina. Dos 323 casos de
epiteliomas estudados nos pacientes argentinos immaaos, 39 (12,07%) ocorreram em
individuos com evidéncias de intoxicacao arserfi@ahtijo & Bittencourt, 2005).

Os maiores focos endémicos estdo localizados nayaBerOcidental (India), regi&o
composta por seis distritos, com populacdo de 358 de habitantes (Rana, 2007). A partir de
dados oriundos de uma pesquisa que avaliou apan@sdas areas desse territorio, estima-se que
pelo menos 800.000 pessoas beberam agua contampimradla e 175.000 delas apresentam lesGes
cutaneas decorrentes do arsenicismo (Das et 86).19

O arsénio € um residuo da manufatura de vidrosalessntintas, tecidos e couros, tendo
sido muito usado em produtos agricolas como indas¢ formicidas, herbicidas e preservativos
de madeira. Tracos deste elemento sdo lancadosnoafara, tanto de fontes naturais como de
atividades antropicas. O meio industrial represéotde de As, especialmente as fundi¢cbes de
chumbo, ouro, prata, cobre, zinco e cobalto (GogtiBittencourt, 2005). Os principais modos de
intoxicacdo por arsénio ocorrem via agua de consde@inho contaminado por pesticidas e por
inalacdo de géas arsina em fundicbes de metaisend@sbs. (USEPA, 2000).

Um estudo feito nas bacias auriferas mais impasadd Quadrilatero Ferrifero, situado
no estado de Minas Gerais, registrou concentragéeando de 0,4 a 35040y L' em &aguas
superficiais (Matschullat et al., 2000). Concerieszencontradas no distrito de Nova Lima foram
consideravelmente altas, com valores de 4@,8* em aguas superficiais. O desenvolvimento de
uma metodologia analitica para a determinac&o staécies inorganicas de arsénio (s As™)
permitiu a obtencdo da distribuicdo das espéciegamicas do arsénio em aguas superficiais e
subterraneas, com razées [AS [As*] entre 1x10 e 4x10? (Borba, 2002).

A solubilidade desse elemento em agua é um fatavecina sua absorcdo e as formas
sollveis de arsénio e os compostos trivalentesntaysentes sdo bem absorvidos em poucas



horas no trato gastrointestinal de animais de @xgetacdo e em humanos (60 a 90%)
(Deschamps & Matschullat, 2007).

Em 1984, a Organizacao Mundial da Saude (OMS) augee as aguas potaveis poderiam
ter no maximo 0,05 mgtde As na 4gua. Com base em novas evidéncias lgicas, a OMS
reduziu, em 1993, a concentragdo maxima de arp@nio0,01 mg t (OMS 2001b).

O arsénio inorganico € rapidamente absorvido é@srado trato gastrointestinal e
biotransformado no figado e outros tecidos. A niaidos mamiferos, incluindo camundongos,
ratos e humanos, biotransformam o arsénio inorgapar reducdo e metilacdo oxidativa. A
reducao é facilitada por redutases e pela formazrdd da glutationa (GSH) com possiveis outros
tiois como doadores de elétrons. A metilacdo owidag feita por metiltransferases e S-
adenosylmetionina serve como principal doador éeais (Holladay et al., 2006).

A biotransformacédo do arsénio inorganico ocorre metilacdo da forma arsenito para
acido metilarsébnico (MMA) e acido dimetilarsdnic®MA), principalmente no figado. A
eficiéncia deste mecanismo diminui com aumento @kse dle arsénio. Estudos indicam que o
figado € um importante sitio de metilacdo do atséeépecialmente apos a ingestdo, quando o
arsénio passa pela circulacdo hepatica. Porémividaale de metilacdo tem sido identificada
também em outros tecidos de camundongos machog, tomtesticulos, rins, figado e pulméo
(Valther, 2002). A metilagéo torna as formas detrmics inorganico menos reativas aos tecidos
(consequentemente menos téxicas), facilitando @essm de eliminacdo por excrecdo renal
(Deschamps & Matschullat, 2007). A metilacdo € micho metabdlico predominante para o
arsénio inorganico em humanos e a maioria dos &nirda laboratorio(Vahter, 1983;
McKinney,1992; Vahter, 1994). Algumas espécies copos exemplo, 0s chimpanzés sao
notaveis excecodes, pois ndo metilam o arsénio amicg (Vahter,1982; Aposhian,1998). Ha uma
consideravel variacdo no metabolismo de arsénig@mico nas diferentes espécies de mamiferos.
Camundongos e cachorros tém uma alta eficiéncimetdacdo para DMA, que é rapidamente
excretado pela urina, havendo pouca retencdo éeiansos tecidos. Ratos também sé&o eficientes
no processo de metilacdo, porém a maior parte dé B4 retido nos eritrécitos. Independente
do tipo e extensdo da exposicdo, a media de distéib relativa de metabdlitos de arsénio na
urina de varios grupos populacionais parece sestaote: 10 a 30% de arsénio inorganico, 10 a
20% de MMA e 60 a 70% de DMA. Porém, existem difees entre populagbes, indicando
polimorfismo genético na regulacdo de enzimas respeeis pela metilacdo do arsénio.

Estudos em animais experimentais tém demonstragwdyios fatores podem influenciar
a metilacdo do arsénio inorganico: dose, taxa derastracdo, forma de ingestdo do arsénio e
estado nutricional. Os produtos finais de metilagdo menos reativos aos tecidos e sdo mais
rapidamente excretados do que as formas inorganieste sentido, a metilagdo age como
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mecanismo de desintoxicacdo. Estudos em camundangoglhos mostram que a inibicdo da
metilagcdo promove maior acumulo de arsénio noddsdValther, 2002).

Outro mecanismo de biotranformacao do arsénio dkpdas reacdes de oxi-reducdo que
interconvertem arsenato em arsenito, de modo rématico, com o emprego de glutationa como
agente redutor (Aposhian et al.,1999).

A reducado de arsenato para arsenito pode ser naegeld arsenato redutase, e ocorre
principalmente no figado. Ambos os processos ddagp@&b e oxi-reducdo sdo responsaveis pela
biotransformacao e excrecédo renal de mais de 75&tsémio absorvido.

Foi demonstrado que a maior parte do arsenato (AsWa na célula por transportadores
de fosfato (Kumagai & Sumi, 2007; Villa-Bellosta @t, 2008) e é reduzido principalmente no
sangue. Esta etapa pode ser considerada uma big#aiive € distribuido aos tecidos, onde é
metilado a MMA e DMA (Valther, 2002).

A intoxicacdo por arsénio pode resultar em efemgsidos ou cronicos, relativos a
exposicao curta ou longa, respectivamente, ocasilndiferentes patologias. Os mecanismos
toxicos basicos pelos quais o arsénio produz efeitacivos estdo relacionados com alguns
mecanismos conhecidos, como por exemplo: inibicdaespiracdo celular em mitocéndrias,
inibindo a atividade de mais de 20 enzimas, emnsaiaria envolvidas neste processo, além do
reparo e sintese de DNA, interferéncia no metafalisle porfirinas e na homeostase do heme;
aumento da expressao das principais proteinastesses principalmente por estimulo celular a
producdo de espécies reativas de oxigfDeschamps & Matschullat, 2007); além de provocar
disfungcdes imunoldgicas (Rodrigues & Malafaia, 2008

A maioria dos estudos que visam elucidar as efspdedes da avaliagdo dos riscos e 0s
efeitos da exposi¢cdo ao As no sistema imunologaovam de pesquisas onde modelos animais
sao utilizados. No estudo de Patterson et al. (2806dolvendo a exposicdo de camundongos da
linhagem BALB/c ao As, os autores verificaram quel@mento ndo s6 suprimiu a producéo de
anticorpos das classes IgM e IgG, como inibiu @sgntacdo antigénica, diminuiu a proliferacao
e atividade dos macréfagos, reduziu o numero abécitos TCD4+, e ainda suprimiu a resposta
de hipersensibilidade tardia nos animais estudaés$es dados podem explicar a maior
susceptibilidade dos animais expostos ao As asgdés virais e bacterianas, constatada no
estudo recente de Akshata et al. (2007).

O arsénio pode induzir a producdo de metalotionainga proteina que se liga a este
metal, e também ao cadmio, mercurio e a muitos imefssenciais. Supde-se que este € um
mecanismo de adaptacdo que leva a tolerancia é@dade do arsénifAposhian et al., 1999). O
arsénio afeta cascatas de sinalizagéo intracehtfavés da ativacdo ou inativagdo de fatores
transcricionais que controlam a expressdao de geA&gins dos produtos destes genes
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superregulados pela exposicdo ao arsénio, atuano qmoteinas antioxidantes e enzimas
metabolizantes de xenobidticos. Na verdade, esténfeno contribui para uma resposta
adaptativa das células ao arsénio (Kumagai & S2odiy).

As manifestacbes clinicas de exposicdo ao arséependlem basicamente da espécie
guimica de arsénio envolvida, além da dose e dordedexposicdoUma longa exposicdo a
compostos inorganicos de arsénio, através da &guarmsumo, pode conduzir a manifestacdes
sistémicas em varios 6rgaos tais como: pele (higeagose, hiperpigmentacao), coracdo (doengas
cardiovasculares), sistema nervoso central ougueaf e vascular periférico (confusdo mental e
dores de cabeca, podendo levar até a encefalapati@ e coma) e cancer (Winsky & Carter,
1998).

Com relagcdo a natureza carcinogénica do As, estuelentes de Lee et al. (2005)
desenvolvido na Coréia, demonstraram que em pdjulegposta a solos e aguas contaminadas
por As, o risco de cancer aumentou em mais de 28syeuando comparado a populacdo nao
exposta ao elemento. Andrés (2005) propde que camsnos que explicariam o surgimento de
neoplasias em populagdes expostas ao As estardacioredos justamente as disfuncbes imunes
observadas nos modelos animais expostos ao elen@at@acordo com Abbas et al. (2008)
defeitos nas respostas imunes podem ser resposigamefalhas na prevencao do crescimento
tumoral. Os autores alertam para o fato de quetln@eéras razdes para a imunidade antitumoral
ndo conseguir erradicar as células transformadiestacam que a exposi¢cdo cronica ao As pode
ser uma delas.

Segundo Morton & Dunnette (1994) pode ocorrer pawditiva em exposi¢cdes cronicas,
principalmente em criangas. Isto ocorreu no Japadl @55, apds consumo por longo prazo de
leite em pd contaminado, e na entdo Checoslovagmia, 977, quando pessoas residentes de uma
area proxima a uma fundicao foram expostas ao As.

No figado, a hepatotoxicidade cronica tem sido resttamente diagnosticada em
populacdes expostas ao arsénio. Segundo os esemst®s por Sakuma (2004), a toxicidade
hepética manifesta-se principalmente como cirrbgeertensdo portal sem cirrose, degeneragao
gordurosa e neoplasia primaria do figado.

Séo diversas as potenciais causas de infertiliclaasculina, fazendo com que fatores
ambientais assumam particular relevancia nos didsofe. As alteracbes causadas pelos agentes
ambientais podem incluir toxicidade reprodutivamcalteracdes da fertilidade e toxicidade no
desenvolvimento do organismo, provocado pela af@jpeem fases diversas, desde a exposicao
anterior a concepcéo, durante o desenvolvimentoqiad até a fase de maturacdo sexual. Este
tipo de toxicidade nédo esta tdo bem documentadmadificil de se comprovar, mas pode levar

a abortos prematuros, maior incidéncia de anomgéasticas e aumento das doencas malignas na
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infancia (Orejuela & Lipshultz, 1998A funcao testicular, incluindo a secrecao de areinog e a
producdo de espermatozoides férteis, pode serdafetdversamente por mecanismos diversos
como por exemplo, a toxicidade pré-testicular, gugloba perturbagdes na secrecéo fisiologica
dos hormonios hipofisarios FSH e LH, com a restdtdaléncia testicular (Orejuela & Lipshultz,
1998). A exposicao ocupacional aos esterdides gxu@mo estrogénios pode inibir a secrecéo
de gonadotrofinas hipofisarias, com a consequentgfunddo sexual, ginecomastia e
hipogonadismo hipogonadotrofico. Ha referénciastedegfeitos lesivos em trabalhadores da
industria de contraceptivos orais ou lidando coandes quantidades de quimicos estrogénicos
nao esterodides (Harrington et al.,1978; Finkelsétial.,1988). A toxicidade testicular direta pode
afetar os varios tipos celulares, incluindo as leélue Leydig, células de Sertoli e as células
germinativas. H4 uma sensibilidade elevada dasaséierminativas as radiacdes ionizantes e aos
agentes alquilantes. As células mais sensiveis asdespermatogonias, as unicas que se
desenvolvem na base do epitélio seminifero, forbaglgeira protetora hemato-testicular (Parada et
al., 2004). A toxicidade péds-testicular € relatieamte incomum. A maioria dos casos foi
descoberta durante a investigacdo de novos coptihaoe quimicos masculinos (Cooper et al.,
1999). A secrecdo de fluido pelo epitélio epididimae o transporte epididimario de
espermatozoides sao potenciais alvos adicionaiagdates toxicos, podendo dai resultar uma
perda completa de motilidade dos espermatozéideasequente esterilidade (Wilton et al.,1988).
Com relacao ao efeito do arsénio no sistema repsodnasculino, tem sido reportada a
inibicho da androgénese testicular, a reducdo @ssspdos testiculos e dos 6rgdos sexuais
acessorios e a diminuicdo da contagem e motilidegpermatica em animais experimentais
(Srivastava & Murthy, 2001). De acordo com Fermakt(1977), o arsenato de sddio induz
malformacdo no desenvolvimento embrionario em aisimagperimentais. De acordo com estes
autores, a administracdo de 20,0 mg' ldp arsenato de sédio intravenoso em embrides de
hamster, durante 8 a 9 dias de gestacdo, provocaralfiormacdes congénitas neste animal,
incluindo defeitos no esqueleto e malformacdo istesia urogenital. Grupos de ratos Wistar
expostos a diferentes metais (cadmio, chumbo enia)s@presentaram danos no DNA de
espermatocitos primarios maiores do que os obsesvaols grupos controles. Lesdes no DNA de
células germinativas levam a alteracdes na featlkde anormalidades reprodutivas, tais como
aborto espontaneo, doencas genéticas e aumenteidéncia de cancer (Nava-Hernandez et al,
2009). Adicionalmente, acumulo significantes deémis nos testiculos, epididimo, vesicula

seminal e prostata foram observados em animasltat(Srivastava & Murthy, 2004).



1.3. Organizacédo morfofuncional do testiculo

O testiculo € um 6rgao produtor de espermatozéédesdrogenos, e que mantém as
funcdes reprodutivas e as caracteristicas sexeaimdarias masculinas da espécie. As células
germinativas dao origem aos espermatozoides, raegso espermatogénico, enquanto as células
somaticas fornecem o suporte para ambas as furiRissell & Franca, 1995). Este 6rgédo é
envolvido pela albuginea testicular, uma espegssutai de tecido conjuntivo denso, a qual emite
septos fibrosos para o interior do testiculo, fordauma regido adensada, o mediastino, onde se
localiza arete testis Esta regido € bastante rica em vasos e tecidarto. Nos mamiferos, o
testiculo é dividido em dois compartimentos pria@p o intertubular ou intersticial, também
chamado de espaco intertubular, e o compartimentdltllos seminiferos (Russell et al., 1990).
Os tubulos constituem a maior parte do testicwdopando, na maioria dos mamiferos, de 70 a
90% do parénquima testicular (Franca & Russell,81990dinho, 1999). Eles formam alcas
bastante contorcidas, as quais possuem suas duesliegades conectadagete testis A partir
desta regido, eete testisencontra-se conectada ao epididimo através dasdeferentes.

Os tubulos seminiferos sao desprovidos de vaszat#® ou inervacdo e sdo constituidos
por tunica prépria, epitélio seminifero e lume. thita prépria reveste o tubulo externamente,
sendo composta por células midides e elementoslad, como fibras coldgenas e a membrana
basal. As células midides sé@o contrateis, sendoonsaveis pela movimentacdo de fluidos e
propulsdo dos espermatozoéides através do lume walmslos. No epitélio seminifero sao
encontrados dois tipos celulares de origens endigiicds distintas: as células germinativas,
originarias do epiblasto, e as células de Segodiyenientes do epitélio celomatico (Russell et al.
1990).

1.4. Espermatogénese

A organizacdo geral da espermatogénese é basicamenésma em todos os mamiferos.
A espermatogénese é um processo sincronico, nouguelespermatogonia (célula diplbide) se
divide véarias vezes e se diferencia gradativameste uma ceélula hapléide altamente
especializada, o espermatozoide. Esse processcspodevidido em trés fases, de acordo com as
diferentes caracteristicas funcionais: (1) faselifprativa (espermatogonial), na qual as
espermatogbnias sofrem répidas e sucessivas divisddoticas; (2) fase meiotica
(espermatdcitos), na qual o material genético @némnado e segregado, ocorrendo duas divisdes,
uma reducional e outra equacional; (3) fase derafifdacdo ou espermiogénica, onde cada

espermétide arredondada (célula hapldide) passampmiancas estruturais e bioquimicas e
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diferencia-se em espermatozoide, um tipo celulautesalmente especializado para alcancar e
fertilizar o ovocito (Russell et al, 1990; Sharp@94; Kerr et al., 2006).

O epitélio seminifero compde-se de trés camadagyatacdes distintas de células
germinativas, sustentadas morfofisiologicamente yoor tipo de célula soméatica denominada
célula de Sertoli. Na camada basal do epitélio sidend observam-se as espermatogbnias e
células em pré-leptéteno; na camada intermediadargram-se as geracfes de espermatoicitos em
leptéteno e na camada adluminal localizam-se osresidcitos primarios em meiose |, 0s
espermatocitos secundarios e as espermatides (Retsak, 1990). As espermatogdnias podem
ser classificadas em duas categorias basicasefiaddiadas e diferenciadas. As espermatog6bnias
isoladas (A), pareadas (# e alinhadas (4) pertencem a primeira categoria. As
espermatogbnias do tipo A, espermatogbnia intedmiadi(ln) e espermatogdnia do tipo B
pertencem a segunda categoria e estdo comprometidas formacédo de espermatozoides (De
Rooij, 1998). As espermatogodnias podem ser ideatihs com base na morfologia, dinamica e
volume do nucleo, nimero de nucléolos por niclesigdo topografica em relacdo a outras
células e a lamina basal, e a disposi¢cdo dos csomuss durante a divisédo (Clermont & Antar,
1973; Kerr et al.,, 2006). A espermatogénese irgei&som a ceélula germinativa primitiva, a
espermatogobnia A, que é a célula fonte, localizawi® a membrana basal. As espermatogonias se
dividem por mitose e as células neoformadas podeminuiar a dividir e originar novas
espermatogbnias ou cessar a divisdo e cresceinanip os espermatocitos, células que entram
em meiose (Kierszenbaum, 2008; Junqueira & Carn&€@®8). A meiose compreende duas
divisdes: as células da primeira divisdo sdo chamald espermatdcitos primarios (I) e as da
segunda, espermatdcitos secundarios (Il). Os espécitos | sdo as maiores células da linhagem
espermatogénica e caracterizam-se pela presencerodeossomos em diferentes fases de
condensacdo. Os espermatocitos Il ficam mais prxida luz dos tubulos seminiferos sendo
dificil observa-los em cortes histolégicos, poisram logo na segunda divisdo meiotica. Desta
divisdo resultam as espermatides, células que a@oterizadas pelo pequeno tamanho, ndcleos
com zona de cromatina condensada e por sua log@dizaroxima a luz dos tubulos seminiferos
(Junqueira & Carneiro, 2008; Kierszenbaum, 2008ja& células possuem a forma inicialmente
arredondada (Clermont, 1972; Russell et al., 18@0r et al., 2006). Depois que as espermatides
arredondadas sao formadas, uma série de mudangédagiocas, histoquimicas e bioquimicas
vao ocorrer em seu nacleo e componentes do citoplé&uraya, 1987). Esta fase de mudancas é
denominada espermiogénese, e vai culminar com raafifo de células hapldides altamente
diferenciadas e especializadas que séo os espenits (Menezes, 2006). Em seguida, ocorre a
espermiacdo, quando os espermatozoides formadodibsados para o lume dos tubulos

seminiferos.



Durante o processo espermatogénico, as ceélulasedeliSe as células germinativas
interagem de maneira bastante complexa, tant@fégianto bioquimicamente. Existem diversas
formas de junges intercelulares entre estes ighois tle células, incluindo-se os desmossomos, as
juncbes do tipo “gap”, as juncdes a base de actommhecidas como especializacbes
ectoplasmaticas e os complexos tubulo-bulbaressap#e serem postuladas varias funcdes para
estes componentes juncionais, existem ainda p@wadéncias experimentais para apoiar o papel
preciso dos mesmos (Skinner & Griswold, 2004). Ni@eto, fica bastante evidente a necessidade
da interacéo das células germinativas com os coempes somaticos do testiculo, principalmente
células de Sertoli, células de Leydig e célulasice para que 0 processo espermatogénico

transcorra de maneira normal e eficiente (Frangau&sell, 1998; Skinner, 2004).

1.5. Células de Sertoli

A célula de Sertoli, descrita originalmente poriEmiSertoli na Italia (1865), € uma célula
somatica residente entre as células germinativagindo seminifero (Russell et al, 1990; Hess &
Franca, 2004). Estas células possuem extensoeasittaticas que contornam os espermatocitos
e espermatides e apresentam estreita interacdcasarglulas germinativas durante todo o seu
desenvolvimento (Russell & Griswold, 1993; Stanb&hi& Edqvist, 1996). O citoesqueleto é
responsavel por manter a forma celular e 0os mowipseativos no citoplasma, essencial a
acomodacédo dos constantes movimentos das célulasngévas (Dadoune & Demoulin, 1993;
Russell & Griswold, 1993). Durante o desenvolvinoeresticular, as células de Sertoli
multiplicam-se por mitose, porém apos a puberddite sofrem mais divisbes, mantendo sua
populacdo estavel (Courot et al., 1970; Russell 8sw&ld, 1993). O seu numero total por
testiculo, estabelecido durante o desenvolvimesgbcular, esta relacionado com o tamanho do
testiculo e com a producao espermatica do animes@l & Griswold, 1993; Sharpe, 1994).

As células de Sertoli desempenham papel fundameatatgulacdo da espermatogénese
(Russell & Griswold, 1993; Hess & Franca, 2004)qige intermedeiam a acdo da testosterona e
do FSH nos testiculos, sendo responsaveis pelm,infanutencdo e regulacdo deste processo
(Sharpe, 1994). Apresentam capacidade relativaniiatele suporte das células germinativas de
maneira espécie-especifica; além de outras furguiescluem a compartimentalizacdo do tabulo
seminifero, pelas jun¢des oclusivas entre as &hldaSertoli, propiciando um ambiente isolado
do sistema imunitario e especializado para as aglglerminativas em desenvolvimento; o
sustento e suporte nutricional especiais das &gdaminativas em diferenciacéo, a translocacao

destas células em direcdo ao lumen tubular; a gerrde fluidos e proteinas e a eliminagéo



fagocitica de células germinativas em degenerac@lo eitoplasma excedente resultante da
espermiogénese (Russell et al., 1990).

A atividade secretoria da célula de Sertoli é adatta pelo FSH. Os receptores de
membrana para FSH e 0s receptores nucleares éasittqticos para androégenos estdo presentes
nessas células. Nas células de Sertoli, é realizadaonversdo de testosterona em
diidrotestosterona, androgeno de maior poténcidddiica, que se desloca para o ambiente
adluminal, onde sofre acdo da proteina ligadorandigdgenos (ABP), produzida pelas células de
Sertoli. A ABP se une aos andrégenos dentro dewségente, parecendo ser uma proteina que
estabiliza a concentracdo de androgénios nos wibsleminiferos para utilizacdo na
espermatogénese, atuando também na funcdo daascétulSertoli. A célula de Sertoli também
converte a testosterona produzida pelas célulakegdig em estrogénios. Esses estrogénios
passam para 0 ambiente adluminal e o basal dobotibeminiferos e a partir deste ultimo para o
sistema vascular sanguineo (Stabenfeldt & Edql2€6).

Juntamente com as células midides, as células reli®taboram a membrana basal que
serve de suporte estrutural para as proprias séi@s&ertoli e para as células germinativas que se
encontram na porcdo basal do epitélio seminifetoavl&s de juncdes de ocluséo, dividem o
epitélio seminifero em dois ambientes: o ambieagal) onde se localizam as espermatogobnias e
0s espermatocitos primarios na fase inicial dagsefmeiotica (pré-leptétenos), e o ambiente
adluminal, no qual se encontram o0s espermatdcitosapos a partir da fase de zigéteno,
espermatocitos secundarios e espermatides, arradimsi@@ alongadas. Desta forma, o ambiente
adluminal esta totalmente sob o controle das lde Sertoli, propiciando microambiente
isolado do sistema imunitario, essencial para @masdvimento do processo espermatogénico
(Russell et al., 1990; Setchell, 1991; Poccia, 1$arpe, 1994). Um terceiro ambiente é criado
transitoriamente quando ocorre a translocacdo permstocito em preleptéteno, do ambiente
basal para o adluminal. A célula geralmente enadatnesse local transitorio € o espermatocito
primério na fase de leptoteno (Russell et al., 198&Em das funcdes ja citadas das células de
Sertoli, ela também é responsavel pela manutengdiotegridade do epitélio seminifero, pela
secrecao de fluido para formar o lume, também gipatido processo de espermiacédo, realiza
fagocitose, permite a movimentacdo de células nieliep secreta proteinas e regula o ciclo
espermatogénico através das juncdes com as dedhalssc

No espaco intertubular estdo as células de Leydgps sanguineos e linfaticos, nervos, e
uma populacdo celular variavel constituida prinoygmte de fibroblastos, macréfagos e
mastoécitos (Russell et al., 1990; Setchell, 19BM).geral, os roedores apresentam um padréo de
intertibulo em que as células de Leydig e o teddaojuntivo ocupam sua maior parte,
contrastando assim com o espaco linfatico (Favetett, 1973; Setchell & Breed, 2006).
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O processo espermatogénico é controlado por dirasgpais regulacdes: endocrina (LH e
FSH da glandula pituitaria) e comunicagfes intetaets locais, através de efetores paracrinos
tais como testosterona, fatores de crescimentdoeirtds ou por contato direto entre células
adjacentes (Fiorini et al., 2004; Hess & Franc&420

1.6. Células dd_eydig

Distribuidas no tecido conjuntivo frouxo no espagertubular do parénquima testicular,
encontram-se as ceélulas produtoras de esterbidesmileadas células de Leydig. Sao
relativamente grandes, poliédricas e limitadas pora membrana plasmatica que contém
microvilos. Seu nucleo estd localizado excentriggmeno citoplasma, apresenta um a trés
nucléolos e usualmente tem forma arredondada ou Gvanulos de heterocromatina formam
uma camada intimamente associada ao envoltériceaycsendo uma caracteristica universal
destas células (Setchell, 1991).

As células de Leydig surgem nos testiculos duranperiodo embrionario. No inicio do
desenvolvimento, a proliferacdo das células de igegdsua producdo de horménios esterbides €
regulada pela célula de Sertoli e por macrofagamk€, 1996). Sugere-se que 0s macréfagos
testiculares remova radicais livres produzidos gedazimas esteroidogénicas nas ceélulas de
Leydig, além de secretarem citocinas, tais comerlgucina 1 e Fator de crescimento alfa
(TGFa), que podem estimular os progenitores destasasg{Blelliniemi, 1996).

Duas populacbes distintas de células de Leydig redponsaveis pelos periodos de
esteroidogénese testicular: durante o periodo-e@hatal (células do tipo fetal) e no adulto
(células do tipo adulto), que diferem em sua modgia, producdo hormonal, regulacdo paracrina
e funcdes fisioldgicas (Colleta & Carvalho, 200Segundo estes autores, a producdo ativa de
testosterona inicia-se cedo e é essencial pafaramtiacdo masculina normal.

Apesar de existir grande variagcdo entre as diveesg®ecies quanto a proporcao
volumétrica (%) dos diferentes componentes do coinpento intertubular de maneira geral, a
célula de Leydig € o tipo celular mais abundanteneompartimento (Setchell & Breed, 2004).

As células de Leydig se encontram em contato intora o sistema de capilares e séo
responsaveis pela sintese e armazenamento detdesmt@s importante para promover o
comportamento sexual normal (libido) e a ocorrémitigprocesso espermatogénico, juntamente
com os hormoénios foliculo estimulante (FSH) e hit=inte (LH), além de manter a funcédo das
glandulas acessorias (Dellmann & Wrobel, 1982; BljsE996).

A producdo de testosterona pelas células de Le§digntrolada pelo LH que se une
especificamente as membranas das células de Leydiiva a adenosina-monofosfato ciclica

(CAMP). Este processo da inicio a ativacdo daspras cinases que catalisam a fosforilacado das
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proteinas intracelulares e a mobilizacado de precessdos esteréides, principalmente atravées da
conversdo do colesterol para pregnenolona. O LHhéamtem efeito tréfico sobre as células de
Leydig, estimulando-as a se hipertrofiar. A remogéd.H cessa a producéo de testosterona e leva
a uma grande reducao no tamanho das células degL(@tdnbenfeld & Edqvist, 1996).

A testosterona produzida pelas células de Leydiguma acdo paracrina ao se difundir
para os tubulos seminiferos, atravessando facibnariarreira-hematotesticular (Stanbenfeld &
Edqvist, 1996; Goodman, 2000). Altas concentrag@®s necessarias para a espermatogénese e
especialmente para o processo de meiose. A acdandodgenos na espermatogénese acontece
via células de Sertoli, ja que as células germiaatindo possuem receptores para androgenos
(Lyu & Handelsman, 2003). Particularmente, a diiéstosterona é responsavel pela manutencao
funcional das glandulas sexuais acessoérias e diddapo (Luke e Coffey, 1994; Fan e Robaire,
1998; Goyal et al., 1999).

Durante o desenvolvimento testicular, mais preosden na puberdade e durante a
recrudescéncia testicular em animais sazonais, lidacde Sertoli deixa de ser modulada
unicamente pelo hormonio foliculo estimulante (FSé)e gradativamente, é substituido pela
testosterona. Assim, como preparacao para estditsigd®, as células de Leydig devem ser
adequadas numeérica e fisiologicamente para damtgupo novo requerimento de testosterona,
sendo que o FSH parece influenciar diretamenteaserd/olvimento desta populagcéo (Sharpe,
1994).

Indmeros fatores podem influenciar na quantidadecélalas de Leydig por animal.
Destacam-se a quantidade de LH disponivel, o nurderageceptores de LH por células, a
guantidade de testosterona que a célula de Leydapaz de secretar por unidade de tempo, a
velocidade pela qual a testosterona deixa o téstva vasos linfaticos, vasos sanguineos e

fluidos seminais, e a taxa de metabolismo da testosa (Russell et al., 1994; Russell, 1996).

1.7- Biomarcadores séricos de hepatoxicidade e testerona sérica

Atributos ideais para biomarcadores de danos tggancluem orgao-especificidade para
figado, forte correlagdo com mudancas histomorfosghepaticas bem definidas ou informacdes
adicionais para os valores de alanina-aminotrassfe(ALT) e /ou aspartato-aminotransferase
(AST), adaptacdoes para ensaios de “screening” pavdalidades que sao comercialmente
disponiveis, acessibilidade de amostras por prosassi-invasivos tais como coleta de sangue e
no conceito de translacdo clinica, aplicacbes ezgpgcies pré-clinicas chaves para humanos,
incluindo ratos, cachorros e macacos. Recomendap@ea selecdo de marcadores de
hepatoxicidade apropriados para “screening” préeditém sido previamente discutidos (Boone
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et al.,2005; Ramaiah, 2007). Ensaios pré-cliniogkiem atualmente algumas combinacdes das
atividades de AST e ALT séricas, atividade alcafosfatases (ALP), bilirrubina total, atividade
gamma-glutamil transferase (GG T) e atividades a@o& biliares e/ou dehidrogenases sorbitol
(SDH). Entre estes ensaios, alguns sdo mais espsci€/ou sensiveis que outros para a
toxicidade do figado. Por exemplo, a atividadecséde AST € associada com toxicidade do
figado, mas também pode estar elevada em assoaagdonjuria de musculo esquelético ou
cardiaco (Burhop et al.,2004; Nathwani et al., 300% atividade sérica de ALT é também
associada com necrose muscular e exerce um papeftante no metabolismo de aminoacidos e
na gliconeogénese. As enzimas ALT e AST catalisantraasferéncia reducional de um
grupamento amino originado da alanina ou aspartépgectivamente, para alfa-cetoglutarato para
formar glutamato e piruvato ou oxaloacetato, retjggaoente. Hepatdcitos danificados liberam
seus conteudos incluindo ALT e AST no espaco esldar. As enzimas liberadas entram na
circulacdo e aumentam as concentracdes sericab e AST comparados com os controles. A
aspartato transaminase esta localizado no coreééehro, musculo esquelético e tecido hepatico.
A alanina transaminase € primariamente localizamldigado, com atividade enzimética baixa
encontrada no musculo esquelético e tecido cardiAcmnento nas concentracdes seéricas
enzimaticas de AST e ALT podem também ser originado injurias extra-hepaticas,
particularmente do musculo esquelético (Ozer e2a08).

A atividade sérica da AST é considerada um bioatBimcmenos especifico para a fungéo
hepatica comparada com a atividade ALT. AST é dideroriundo de danos em midécitos tdo bem
guanto em hepatécitos. A razdo entre AST sérica paT pode ser usada para diferenciar danos
no figado de danos em outros 6rgaos. Niveis de $dd maiores que niveis de AST em certos
tipos de doenca cronica de figado tais como hep&icrose muscular induz um pico agudo na
concentracdo de AST que tipicamente normalizamradlese alguns dias. Pacientes humanos
induzidos por exercicios extremos, mas com nenhdoenca hepatica conhecida mostram
atividade sérica AST /ALT de 3:1, que foram redagigara 1:1 apos muitos dias. Na auséncia de
outras informacdes destas mudancas na taxa ASTpad€&riam ser interpretados como evidéncia
de um evento hepatotoxico (Nathwani et al., 2006jirias de musculo esquelético pode
frequentemente ser verificado por elevada cinasatioina sérica, dehidrogenase lactato e/ou
atividade aldolase, porém estes marcadores aircdpat®em ser mensurados (Ozer et al.,2008).

A testosterona, em particular, conhecida comocra andrégeno circulante, juntamente
com a testosterona intratesticular (TIT) sdo res@oeis pela manutencdo da espermatogénese
normal e dos orgdos sexuais masculinos e do apaet dos caracteres sexuais secundarios
masculinos (Ros et al.,, 2009). Como a testostenutnatesticular € raramente mensurada, um
estudo comparando a concentracfes séricas e $ticatares de testosterona em homens que
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recebiam contraceptivo hormonal verificou que rsv@e TIT comparaveis com a testosterona
sérica foram insuficientes para manter a esperréagsg normal. A bioatividade androgénica
intratesticular foi maior que a TIT durante o traéto, sugerindo que outros androgenos podem

prevalecer em ambientes com baixos niveis de ToVigllo et al., 2004).

1.8 Histopatologia Testicular

Evidéncias histopatologicas podem revelar dist@ioio tecido testicular, particularmente
no epitélio seminifero e podem ser usadas como thasacdo regulatoria. As pesquisas para
avaliacdo histopatoldgica nos testes toxicoldégesido mudando para permitir uma deteccdo mais
acurada e sensivel dos efeitos adversos (Russel £990).

Ultimamente, as razdes para se testar componguaiescos, incluindo farmacos, sao para
se determinar se eles sdo capazes de causar giggtasfluenciam a saude animal, e se o fazem,
permitir a estimativa dos niveis de exposicdo quelepy ser considerados seguros ou
suficientemente benéficos. Distingdes sdo frequesée feitas nos niveis regulatérios entre
guimicos ambientais, aditivos alimentares, farmaeoxosméticos. Exposicdes a quimicos
ambientais podem ser considerados separadamente exposicdes dentro ou fora do local de
trabalho (Russel et al., 1990).

Protecdo contra efeitos adversos ou determinag&o niveis de dose ou niveis que
produzem beneficios que excedem os riscos saonusoiE usadas para exposicdes humanas
potenciais a um agente.

Para uma avaliacdo compreensiva do sistema rdproduasculino, € importante se
determinar a producéo e a qualidade espermaticheti@oquanto a habilidade de acasalamento e
fertilidade. Associados a adequada avaliacado hasdtgmica do testiculo e do epididimo, pontos
chaves da avaliacdo nao-histopatoldgica (pesocidmti e da cauda epididimaria, contagem
espermética, avaliagcbes de motilidade e morfolodéa cauda epididimaria, namero de
espermatozoides na cauda epididimaria) podem fernem padrdo razoavel da habilidade do
animal de produzir s€men normal. Alguns pontos efigara o exame histopatologico do epitélio
seminifero sédo: presenca de células germinativgendeadas, desprendidas e/ou infiltradas,
auséncia de lumen tubular, auséncia de espermatibegadas, tipos celulares avancados
predominantes, altura do epitélio germinativo, @it tubular, formacédo de agregados celulares
(Russel et al., 1990).
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2. Objetivos

Neste trabalho, objetivou-se analisar os efeitésicos do arsenato sobre os testiculos de
camundongos Swiss adultos, tratados durante 42 edi84, avaliando, qualitativa e
guantitativamente, através de analises histoméfrigaossiveis alteragbes no processo
espermatogénico, bem como nas estruturas tesasujaanto a (ao):

« Indices gonadossomatico (IGS), tubulossomatit8) ke Leydigossomatico (ILS);

* Proporcdo volumétrica e volume de tubulos semto#, tecido intertubular e seus

componentes;

» Diametro tubular e altura do epitélio seminifero;

» Comprimento total dos tubulos seminiferos (CTTpmprimento por grama de testiculo
(CTl);

« NUumero total de células de Leydig por testicupmegrama de testiculo;

» Volume nuclear, citoplasmatico e celular de Leydig

* Teores de arsénio;

» Determinacéo de enzimas séricas.

3. Material e métodos

3.1. Animais, grupos experimentais e tratamentos

Foram utilizados 24 camundong8svissem idade reprodutiva, provenientes do Biotério
Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saade&niversidade Federal de Vicosa. Este
trabalho foi submetido ao comité de ética da Usidadde de Brasilia (protocolo: 95790/2009). Os
animais foram divididos em quatro grupos, pesadadacados em gaiolas individuais. Os grupos
de tratamento receberam uma solucdo de arséninenmtd na agua de beber na forma de arsenato
de sédio na concentracdo de 1,0 g @ primeiro grupo Asl (n=8) foi eutanasiado apdslias
e 0 segundo grupo As2 (n=8) apoOs 84 dias. Os gropasoles receberam agua destilada, sendo
C1 (n=4) eutanasiado apos 42 dias e C2 (n=4) apa@kal. A avaliacdo correspondeu a 2 ciclos
espermatogénicos completos.

Todo o regime liquido foi fornecidad libitum assim como a alimentacdo solida (racéo).
Os animais foram mantidos em ambiente com temparaie 24°C e luminosidade de 12 horas,

em gaiolas individuais.
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3.2. Preparo da solucéo de arsenato de sodio

A solucdo foi preparada utilizando o arsenato diosideptahidratado (NEHASO,.7 HO).
Foi pesado 0,04169g deste sal e diluido em 10,0endigiia destilada obtendo assim uma solugéo
padrédo. A partir desta, foi retirado 1,0 ml e coetgdlo o volume para 1,0 L obtendo, portanto a

solucao cuja concentracéo administrada nos tratasmérde 1,0 mgt.de As.

3.3. Coleta de Amostras

Aos 42 e 84 dias, os animais foram contidos, asiestes com mistura de cloridrato de
guetamina e cloridrato de xilazina e pesados, patao serem retirados os testiculos e orgaos
acessorios, que foram pesados em balanca digitedidos. Todos os Orgdos coletados foram
imersos em solugéo de Karnovsky por 24 horas, efolgeracao.

Fragmentos de um dos testiculos, destinados adoesion microscopia de luz, foram
desidratados em concentracdes crescentes de etaololidos em 2-hidroxietil metacrilato
(Historesin® - Leica), seccionados na espessufaiae e corados com azul de toluidina - borato
de sédio 1%. Imagens do parénquima testicular faraiaas em microscopio Olympus AX-70 e
analisadas utilizando-se o programa Image-Pro#(iMedia Cybernetics).

O sangue, coletado através de puncédo cardiacaeritiifugado em 4.319 g. O soro foi
separado e armazenado em freezer -80°C para postedlise das transferases e para dosagem de
testosterona.

Foram destinados as analises do teor de arsérsegusntes 6rgaos e tecidos: testiculo,

epididimo, vesicula seminal, osso, figado e rim.

3.4. Biometria corporal e testicular
Para determinar o peso do paréngquima, que se rferassa testicular sem a albuginea, a
mesma foi retirada e estimaddaseado nos pesos corporais e testiculares fuiladb o indice
gonadossomatico (IGS) a partir da formula IGS =H&EX/100, onde PG = peso total das gbnadas
e PC = peso corporal. O IGS representa a prop@¥#do peso corporal alocado em testiculo.
Como a densidade do testiculo de mamiferos é em e 1 (Johnson & Neaves, 1981;
Franca, 1991; Paula, 1999; Tae et al., 2005), asands testiculo foi considerada igual ao seu

volume.
3.5. Proporgdes volumétricas (%) e volume dos corapies do testiculo

As propor¢cdes volumétricas de tubulo (tunica paphimen e epitélio) e intertibulo

foram estimadas a partir da contagem de 2.660 pomtojetados sobre imagens capturadas
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utilizando objetiva de 10X, totalizando 10 campltesa@rios nos cortes histoldgicos do testiculo
de cada animal.

Baseado nos volumes de tubulos seminiferos e rsus perporais, foi calculado o indice
tubulossomatico (ITS) a partir da formula ITS = PTx100, onde VT = volume de tdbulo

seminifero e PC = peso corporal.

3.6. Diametro tubular e altura do epitélio semindfe

Foi obtido o diametro tubular médio por animal aipala mensuracdo, ao acaso, de 30
seccOes transversais de tubulos seminiferos qeseapgavam contorno o mais circular possivel.
Nas mesmas seccgoes utilizadas para se medir o tdiamabular, foi mensurada a altura do
epitélio seminifero, a qual foi tomada da taniogppia até o limite do lume tubular.

3.7. Comprimento total dos tubulos seminiferos

O comprimento total dos tubulos seminiferos potide (m) foi estimado a partir do
conhecimento do volume ocupado pelos mesmos ricukst do diametro tubular médio obtido
para cada animal, empregando-se a formula (Att@bé&rot, 1963; Dorst & Sajonski, 1974): CT =
VTS/MR?, onde VTS = volume total de tibulos seminifemi®’ = area da seccéo transversal dos
tubulos seminiferos, R = diametro tubular/2. O comento total por grama de testiculo é
calculado empregando-se a férmula: CT/g = comprimértal de tubulos (m) / peso bruto dos
testiculos.

3.8. Proporcgao Volumétrica, relacéo nucleoplasmecvolumes dos componentes intertubulares
do parénquima testicular

Para se obter as proporcdes volumétricas (%) dogpaoentes intertubulares, foram
contados 1.000 pontos projetados sobre imagensuradps da regido do intertibulo, nos
diferentes cortes histologicos do testiculo de cagianal. Os elementos quantificados foram:
tecido conjuntivo, macrofago, vaso sanguineo, esfiafatico e célula de Leydig. O percentual
de células de Leydig foi obtido pela soma de porggstrados sobre o nicleo e o citoplasma. O
célculo do percentual ocupado pelos elementos tertibulo foi obtido multiplicando-se o
numero de pontos contados por 100 e dividindoasdar resultante por 1000.

Para calcular a relacdo nucleoplasmatica (%) datasale Leydig, dividiu-se o percentual
ocupado pelo nucleo pelo percentual ocupado poplegma.

O volume (mL) dos elementos intertubulares foi wlaldo a partir da porcentagem do

elemento no testiculo multiplicado pelo peso dé@paqunima de um testiculo.
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3.9. Morfometria das células de Leydig

Trinta ndcleos de células de Leydig foram menswgamo cada animal, escolhendo-se os
gue apresentavam contorno esférico, cromatinayEear e nucléolos evidentes.

Para se calcular os volumes {}muclear, citoplasmatico e de cada célula de lgepor
animal, foram utilizadas seguintes férmulas:
Volume nuclear = 4/3R?, onde R = raio nuclear
Volume citoplasmético = % citoplasma x volume nacle% nucleo
Volume celular = volume nuclear + volume citoplaSot

Os numeros de células de Leydig por testiculoregpma de testiculo foram calculados
de acordo com as formulas abaixo:
Numero de células de Leydig por testical@wolume que a célula de Leydig ocupa por testiculo
(un) / volume de uma célula de Leydig (fim
Numero de células de Leydig por grama de testisulolume que a célula de Leydig ocupa por
grama de testiculo (3 volume de uma célula de Leydig (fim
Onde:
Volume que a célula de Leydig ocupa por testicutwoporcao da célula de Leydig no testiculo X
peso do parénquima de um testiculo / 100
Volume que a célula de Leydig ocupa por grama stctdo = volume que a célula de Leydig
ocupa por testiculo / peso bruto de um testiculo

O indice Leydigossomatico (ILS) foi calculado a&rawva seguinte formula:

ILS = volume que a célula de Leydig ocupa nos testschlBC x 100, onde PC=peso

corporal

3.10 Alteragbes Histopatoldgicas

Andlises histopatolégicas qualitativas foram reales observando-se de alteracdes
teciduais tubulares e intertubulares, nas mesmgsapacdes utilizadas para a morfometria de
tubulo e intertibulo. As imagens analisadas fordstidas emmicroscopio Olympus AX-70.

Foram analisadas trés laminas por animal com dazescsemi-seriados por lamina.
3.11. Determinacao dos niveis plasmaticos de testwsa e transaminases (ALT e AST)

A dosagem de testosterona foi feita através dad&ade ELISA e a de transaminases foi

feita por kits colorimétricos, utilizando-se prosador bioquimico multiparamétrico.
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3.12. Espectrofotometria de Emissao de plasma

As estruturas analisadas (testiculo, epididimsicuta seminal, osso, figado e rim) foram
secas em estufa e submetidas a mineralizacdo @wanada,0 ml de uma mistura nitrico-perclorica
2:1, em temperatura de 100-120°C, para evitar atilihcdo do arsénio, até a completa oxidacao
da matéria organica. Amostras mineralizadas fordtnadas e diluidas para 5,0 ml com agua
desionizada e, entdo analisadas por espectrofaiant emissdo em plasma indutivamente
acoplado para determinacéo dos teores de ars@moespectrofotometro Perkin Elmer Optima
3300DV.

3.13. Andlises estatisticas

As variaveis foram submetidas aos testes de Natasd (Lilliefors) e
Homoscedasticidade (Cochran). Depois das transfiresa quando necessario, elas foram
submetidas a analise de variancia (ANOVA). Quangdoificante foi utilizado o teste de Duncan
(SAEG, 1999) em nivel de significAncia de 5%. Todesesultados foram expressos em média +
desvio-padrdo da média (DPM). Como ndo houve diereentre os controles aos 42 e 84 dias,

eles foram agrupados para as analises estatisticas.

19



4. Referéncias

ABBAS, A K., LICHTMAN, A.H., PILLAI, S. Imunologiacelular e molecular. Rio de Janeiro:
Elsevier; 574p, 2008.

AKSHATA, S.N., CHRISTOPHER, R.L., CAROL, H.K. Effesof low concentrations of arsenic

on the innate immune system of the zebrafidnjo rerio). Toxicological Sci., 98, 118-24, 2007.

ANDRES, A. Cancer incidence after immunosuppressiveatment following kidney
transplantation. Crit. Rev. Oncol. Hematol., 56,861 2005.

APOSHIAN, H.V.; ZAKHARYAN, R.A.;WILDFANG, E.K. How is inorganic arsenic
detoxified?. In: Chappell, W.R, Albernaty, C.O.;I&@on RI (Eds), Arsenic Exposure and health
effects, Amsterdam, Elsevier, 289-97, 1999.

APOSHIAN, H.V; ZAKHARYAN, R.A.; HEALY, S.M. et al.Biodiversity of inorganic arsenite
methyltransferases.Toxicolog. Sci..,42S:353, 1998.

ARGUELLO, R.A., CENGET, D.D., TELLO, E.E. Canceraysenicismo regional endémico en
Cordoba. Rev. Argent. Dermatosifilogr., 22,461-8938.

ATTAL, J., COUROQOT, M. Developpement testiculaire etiblissement de la spermatogeneses
chez le taureau. Ann. Biol. Anim. Biochim. Biophy3,219-241, 1963.

BORBA, R.P. Arsénio em ambiente superficial: Preossgeoquimicos naturais e antropogénicos

em uma &rea de mineracao aurifera. Campinas, $3efiacao de doutorado), 169p., 2002.

BOONE,L.,MEYER,D.,CUSICK,p.,ENNULAT,D.,BOLLIGER,A.FEVERDS,N.,MEADOR,V.,
ELLIOTT,G., HONNOR,D.,BOUNOUS,D.,JORDAN,H. Seleatiaand interpretation of clinical
pathology indicators of hepatic injury in precliaistudies. Vet. Clin.Phatol., 34,182-188, 2005.

BURHOP, K., GORDON, D., ESTEP, T. Review of hemdgtoinduced myocardial lesions.
Artif. Cells Blood Substit. Immobil.Biotechnol. 3353-374, 2004.

20



CLERMONT, Y., ANTAR, M. Duration of the cycle of ¢hseminiferous epithelium and the
spermatogonial renewal in the monkd&jaaca arctoides Am. J. Anat., 136,153-166, 1973.

CLERMONT, Y. Kinetics of spermatogenesis in mammakminiferous epithelium cycle and

spermatogonial renewal. Physiol. Rev., 52,198-2362.

COVIELLO, A.D., BREMNER, W. J, MATSUMOTO, A. M., HERBST K, L., AMORY, J. K.,
ANAWALT, B. D., XIAOHUA, Y., BROWN, T. R.,, WRIGHTW. W., ZIRKIN,B. R
JAROW,J. P. Intratesticular testosterone conceatratcomparable with serum levels are not
sufficient to maintain normal sperm production iremfmreceiving a hormonal contraceptive
regimen. J. of Androl., 5, 931-938, 2004.

COLLETA, H.H.M.D.; CARVALHO, H.F. Células de Leydigin: CARVALHO, H.F;
COLARES-BUZATO, C.B., (eds.). Células: Uma abordagenultidisciplinar. Sao Paulo:
Manole, pp: 325-334, 2005.

COMPREHENSIVE, ENVIRONMENTAL. RESPONSE., COMPENSAN AND LIABILITY,
ACT. (CERCLA). Priority List of Hazardous Substascé).S. Agency for Toxic Substances and
Disease Registry. [Citado 2008 Mar 30]. Disponivel em:

http://www.atsdr.cdc.gov/cercla/index.html

COOKE, B.A. Transduction of the luteinizing hormasignal within the Leydig cell. In: PAYNE,
A.H.; HARDY, M.P.; RUSSEL, L.D., (Eds). The Leydi@ell. Vienna: Cache River Press, pp:

352-363, 1996.

COOPER, T.G.; YEUNG, C.H. Recent biochemical apphea to post-testicular, epididymal
contraception. Hum. Reprod. Update.,5, 141-152,1999

COUROT, M.; HOCHEREAU-DE REVIERS, M.T.; ORTAVANT, .RSpermatogenesis. In:
JOHNSON, A.D.; GOMES, W.R.; VANDENMARK, N.L. Ed. Ehtestis. New York: Academic
Press., Cap.6, pp: 339-432, 1970.

DADOUNE, J. P.; DEMUOLIN, A. Structure and funct®rof the testis. In: Thibault, C.,
Levasseur, M. & Hunter, R. H. F. (Eds). Reproduttio mammals and man. Paris: Ellipses,
Cap.13, pp: 227-250, 1993.

21



DAS, D; CHATTERJEE, A; MANDAL, BK; SAMANTA, G; CHAKRABORTI, D; CHANDA

B. Arsenic in ground water in six districts of W@&sngal, India: the biggest arsenic calamity in
the world. Part 2. Arsenic concentration in drirtkiwvater, hair, nails, urine, skin-scale and liver
tissue (biopsy) of the affected people. Analys0,227-24,1995.

DE ROOIJ, D. G. Stem cells in the testis. Int. ¥p BPath., 79,67-80, 1998.

DELLMANN, H. ; WROBEL, K. Sistema reprodutor masicu, In: Dellmann, H., Brown, E. M.
Histologia Veterinaria, Rio de Janeiro: Guanabavad@an, Cap. 12, pp.: 232-253, 1982.

DESCHAMPS, E.; MATSCHULLAT,J.; Arsénio antropogéaie natural: um estudo em regides
do quadrilatero ferrifero, Fundacéo Estadual dooMenbiente, Belo Horizonte, MG, 2007.

DESESSO, J.M. An Assessment of the Developmentakicitp of Inorganic Arsenic.
Reproductive Toxicology Review., 12, 385-433, 1998.

DORST, V. J.; SAJONSKI, H. Morphometrische untelsuthen am tubulussystem des
schweinehodens wahrend der postnatalen entwicklogotsh. Ver. Med., 29, 650-652, 1974.

FAN, X.; ROBAIRE, B. Orchidectomy induces a waveapioptotic cell death in the epididymis.
Endocrinol., 139, 2128-2136, 1998.

FAWCETT, D. W.; NEAVES, W. B.; FLORES, M. N. Compadive observations on intertubular
lymphatics and the organization of the interstitissue of the mammalian testis. Biol. Reprod., 9,
500-532, 1973.

FERGURSON, J.F.; ANDERSON, M.A. Chemical forms ofemic in water supplies and their
removal. In: Rubi, A.J. (ed.) chemistry of wateippgly, treatment and distribution. Ann Arbor

Science, Ann Arbor, chapter 7, 1974.

FERM, V.H. Arsenic as a teratogenic agent. EnviroHieal. Perspect., 19,215-217, 1977.

22



FINKELSTEIN, J.S.; MCCULLY, W.F.; MACLAUGHLIN, D.T.The mortician’s mystery.
Gynecomastia and reversible hypogonadotropic hypadism ia an embalmer. Engl. J.Med., 318,
961-965, 1988.

FIORINI, C.; TILLOY-ELLUL, A.; CHEVALIER, S.; CHARLEL, C.; POINTIS, G. Sertoli cell
junctional proteins as early targets for differesdasses of reproductive toxicants. Reprod.
Toxicol.,18, 413- 421, 2004.

FRANCA, L.R. Analise morfofuncional da espermatoggn de suinos adultos da raca Piau.
(Dissertacao de doutorado) - Universidade Federdithas Gerais, Belo Horizonte, MG, 180p.,
1991.

FRANCA, L.R., RUSSELL, L.D. The testis of domestitammals. In: Male reproduction; a
multidisciplinary overview. Madrid, Churchill Commications, cap 16, pp.:198-219, 1998.

GODINHO, C.L. Analise histométrica do testiculowatédo da espermatogénese em gteks(
domesticy sexualmente maduros.(Dissertacdo de mestraduyetdidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, MG, 74 p., 1999.

GONTIJO,B., BITTENCOURT, F. Arsénio — Uma revisdetérica. Na. Bras. Dermatol.,80,91-5,
2005

GOODMAN, H. M. Controle Hormonal da Reprodugdo Madsa. In: Johnson, L.R.
Fundamentos de Fisiologia Médica. 2. ed. Rio deid@nGuanabara Koogan, Cap. 45, 2000.

GOYAL, H.O., WILLIAMS, C.S.; KHALIL, M.K., VIG, M.M., MALONEY, M.A. Postnatal
differentiation of ductus deferents, tail of thadighymis, and distal body of epididymis in goats
occurs independently of rete testis fluid. Anatc&ds., 254, 508-520, 1999.

GUNN,S.A., GOULD, T.C. Cadmium and other mineraneént. In: The testis. V.3:Influencing
factors. Eds. Johnson, A.D.; Gomes, W.R.; VanDemidrk.; New York Academ. Pred., p.337,

1970.

GURAYA, S. S. Biology of spermatogenesis and spé&oaaa in mammals. Spring-Velag Berlin,
430 p., 1987.

23



HARRINGTON, J.M; STEIN, G.F; RIVERA, R.O. The ocatmnal hazards of formulating oral
contraceptives- a survey of plant employees. Aetviron. Health, 33, 12-15,1978.

HOLLADAY, S.D.; WANG, A.; WOLF, D.C.; AHMED, S.A.ROBERTSON, J.L. Reproductive
and developmental toxicity of arsenic in rodentsRéview. International J. of Toxicol,, 25, 319-
331, 2006.

JEGOU, B. The Sertoli-germ cell communication neio mammals. Int. Rev. Cytol., 147,25-
95, 1993.

JOHNSON, L., NEAVES, W.B. Age-related changes ia teydig cell population, seminiferous
tubules, and sperm production in stallions. Bi@pkd., 24,703-712, 1981.

JUNQUEIRA, L.C., CARNEIRO, J. Aparelho reprodutorasculino. IN: Junqueira, L.C.;
Carneiro, J. Histologia Basica, Rio de Janeiro: i@bara Koogan,11 ed., cap 21,pp.323-334,
2008.

KIERSZENBAUM, A.L. Histologia e Biologia Celular. ida introducdo a Patologia. Rio de
Janeiro: Ed. Elsevier,654p, 2008.

KUMAGAI, Y.; SUMI, D. Arsenic: signal transduction,transcription factor, and
biotransformation involved in cellular response aogicity. Annu. Rev. Pharmacol. Toxicol.,
47,243-62, 2007.

LEE, J.S., CHON, H.T., KIM, K.W. Human risk assessinof As, Cd, Cu and Zn in the
abandoned metal mine site. Environ. Geochem. H2&lth85-91, 2005.

LUKE, M.C.; COFFEY, D.S. The male sex accessorgus structure, androgen action and
physiology. In: KNOBIL, E., NEILL, J.D., (eds). Theghysiology of reproduction. New York:
Raven Press, pp: 1435-1488, 1994.

LYU, P. Y.; HANDELSMAN, D. J. The present and futustate of hormonal treatment for male
infertility. Hum. Reprod. Updat., 9, 9-23, 2003.

MABUCHI, K.; LILIENFELD, A.M.; SNELL, L.M. Lung-carcer among pesticide workers
exposed to inorganical Arsenicals. Arch. Enviroeatth, 34, 312-320, 1979.

24



MATSCHULLAT, J.; BORBA, R.P.; DESCHAMPS, E.; FIGUEEDO, B.F.; GABRIO, T,
SCHWENK, M. Human and environmental contaminatiorthe Iron Quadrangle, Brazil. Appl.
Geochem., 15, 181-190, 2000.

McKINNEY, J.D. Metabolism and disposition of inorga arsenic in laboratory animals and
humans. Environ. Geochem.Health, 14,43-8, 1992.

MENEZES, C. M. C. Analise morfofuncional da espeiogénese de queixadakafassu pecari
LINK, 1975), (Dissertacdo de mestrado) - PrograreaPos-graduacdo em Produgdo Animal,
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcyeib Centro de Ciéncias e Tecnologias

Agropecuarias, Campos dos Goytacazes-RJ, 96p., 2006

MORTON, W.E., DUNNETE, D.A. Health effects of enmirmental arsenic. In: Nriagu JO (Eds),
Arsenic in the Environment, Part Il: Human Healthd aEcosystem EffectdNew York: John
Wiley e Sons Inc; 1994.

NATHWANI, R.A., PAIS,S.,, REYNOLDS, T.B., KAPLOWITZ,Nserum alanine-

aminotransferases in skeletal muscle diseasestdlepd, 380-382, 2005.

NAVA-HERNANDEZ, M.P.; HAUAD-MARROQUIN, L.A.; BASSOLMAYAGOITIA, S.;
GARCIA-ARENAS, G.; MERCADO-HERNANDEZ, R.; ECHAVARRGUZMAN, M.A;
CERDA-FLORES, R.M. Lead, cadmium, and arsenic ieduDNA damage in rat germinal cells.
DNA and Cell Biol., 28, 241-248, 2009.

OLDEIREID, N.B.; THOMASSEN,Y.; ATTRMADAL, A.; OLAIEN,B.; PURVISK.
Concentration of lead, cadmium and zinc and thsuéis of reproductive organs of men. J.
Reprod.Fert., 99, 421-425, 1993.

OMS 2000a Arsenic in drinking water. Fact Sheet R0, Http:// www.who.int/inf-
fs/en/fact210.html

OREJUELA, F.; LIPSHULTZ, L.l. Effects of working gmonment on reproductive health.
Contemp. Urol., 10, 86-92, 1998.

25



OZER,J., RATNER,M., SHAW, M., BAILEY,W., SCHOMAKERS. The current state of serum
biomarkers of hepatotoxicity. Toxicol., 245, 19452Q008.

PARADA, B.; REQUIXA, A.; FIGUEIREDO, A.; MOTA, A. nfertilidade Masculina e factores
ambientais. Act. Urol., 21, 9-15, 2004.

PATTERSON, R., VEJA, L., TROUBA, K., BORTNER, C.ERMOLEC, D. Arsenic-induced
alterations in the contact hypersensitivity resgos Balb/c mice. Toxicol. Appl. Pharmacol.,
198,434-443, 2004.

PAULA, T.A.R. Avaliagdo histologica e funcional deesticulo de capivaras adultas
(Hydrochoerus hydrochaeiis (Dissertagdo de doutorado) — Universidade FéddeaMinas
Gerais, Belo Horizonte, MG, 84p.,1999.

PELLINIEMI, L. J.; KUOPIO, T.; FROJDMAN, K. The cebiological and function of the fetal
Leydig cell. In: PAYNE, A. H.; HERDY, M. P.; RUSSEL. D., (eds). The Leydig cell. Vienna:

Cache River Press, pp: 144-174, 1996.

PESCOVITZ, O. H.; SRIVASTAVA, C. H.; BREYER, P. R. MONTS, B. A. Paracrine control
of spermatogenesis. Trends Endocrinol. Metabd 26,131, 1994.

POCCIA, D. Molecules of the somatic cells. In: Fag®. Molecular biology intelligence unit:

molecular aspects of spermatogenesis. Austin: Ra@des Company, Cap.4, p.75-90, 1994.

RAMAIAH,S.K. A toxicologist guide to the diagnostimterpretation of hepatic Biochemical
parameters. Food Chem. Toxicol., 45, 1551-15577200

RANA, S.V.S. Environmental Pollution. Health andxXiamlogy. Alpha Science, Oxford, 269p,
2007.

RODRIGUES, A.S.L.; MALAFAIA, G. Effects of arseniexposure in human health.
Rev.Saude.Com., 4, 148-159, 2008.

26



ROS, C.T.D.,TELOKEN,C.,TANNHAUSER,M.,HARTMANN,A.Dceintratesticular
testosterone administration modify the evolutiontrahsitory testicular ischemia in pubertal rats.
The J. of Urol.,159,1752-1754, 20009.

RUSSELL, D.L., ETTLIN, R.A., SINHA HIKIM, A.P., CLBG, E.D. Mammalian
spermatogenesis. In: RUSSELL, D.L., ETTLIN, R.AINBHA HIKIM, A.P., CLEGG, E.D., (eds).
Histological and histopathological evaluation o testis. Bolesta: Cache River Press, cap. 1, 40p,
1990.

RUSSELL, L. D. ; FRANCA, L. R. Building a testisisE. Cell., 27,129-147, 1995.

RUSSELL, L. D. Mammalian Leydig cell structure. layne, A. H., Hardy, M. P. & Russell, L.
D. (eds) The Leydig cell. Vienna: Cache River Pr€p. 10, p. 218-222, 1996.

RUSSELL, L. D.; CHANDRASHEKAR, V.; BARTKE, A., SINA-HIKIM, A. P. The hamsters
Sertoli cell in early testicular regression andlyeaecrudescence: a stereological and endocrine
study. Int. J. Androl., 17, 93-106, 1994.

RUSSELL, L. D.; GRISWOLD, M. D. The Sertoli celled) Clearwater, Florida: Cache River
Press, p. 1-37, 1993.

SAKUMA, AMA. Avaliacdo da exposicdo humana ao arsémo Alto Vale do Ribeira, Brasil
(Dissertacdo de mestrado), Sdo Paulo: Faculda@@émeias Médicas, Universidade Estadual de

Campinas; 2004.

SARADHA, B.; MARTHUR, P.P. Effect of environmentabntaminants on male reproduction.
Environm. Toxicol. and Pharmacol., 21, 34-41, 2006.

SCHLATT, S.; MEINHARDT, A.; NIESCHLAG, E. Paracrinegulation of cellular interactions
in the testis: factors in search of a function..BuEndocrinol., 137,107-117, 1997.

SETCHELL, B.P. Male reproductive organs and seman.CUPPS, P.T. Reproduction in
Domestic Animals. 4th Ed. San Diego: Academic Rriess, cap. 6, pp. 221-250, 1991.

SHARPE, R.M. Regulation of spermatogenesis. In:iind, Neill, J.D. (Eds.). The Physiology
of Reproduction, ed.2, New York: Raven Press.,25pp.1363-1434, 1994.

27



SKINNER, M. Cell-cell interactions in the testisadoc. Rev., 12,45-77, 1994,
SPITERI-GRECH, J.; NIESCHLAG, E. Paracrine factamlevants to the regulation of

spermatogenesis - a review. J. Reprod. Fertil1-28, 1993.

SRIVASTAVA, S.P.; MURTHY, R.C. Male reproductivefe€t of arsenic in mice. Biome., 14
113-117, 2001.

SRIVASTAVA, S.P.; MURTHY, R.C. Male reproductivexicity of sodium arsenic in mice.
Hum. & Experim. Toxicol., 23, 399- 403, 2004.

STANBENFELDT, G. H.; EDQVIST, L. Processos repradas do macho. In: Swenson, M. J.;
Reece, W. O. Dukes: Fisiologia dos animais domegstiRio de Janeiro: Guanabara Koogan S. A.,
Cap. 35, p. 603-614, 1996.

TAE, H.J.; JANG, B.G.; AHN, D.C., CHOOI, E.Y., KANGH.S., KIM, N.S., LEE, J.H., PARK,
S.Y., YANG, H.H., KIM, I.S. Morphometric studies dhe testis of Korean ring-necked pheasant
(Phasianus colchicusKarpowi) during the breeding and non-breeding sess Vet. Res.
Commun.,29,629-643, 2005.

THOMPSON, D.J. A chemical hypothesis for arsenicthylation in mammals. Chem. Biol.
Interact., 88, 89-114, 1993.

USEPA 2000a. National Primary Drinking Water Reguolss; Arsenic and Classifications to
Compliance and New Source Contaminants Monitorffrgposed Rule. Federal Register, vol.65,

No. 121, June 22, p.38888-38983, 2000;

USEPA 2000b. Technologies and Costs for Removalrsénic from Drinking Water. EPA 815-
R-00-028.

VAHTER; M. Mechanisms of arsenic biotransformatidoxicol., 18, 211-217, 2002.

VAHTER; M. Metabolism of arsenic. In: Fowler BA, eBiological and environmental effects of

arsenic. Amsterdam: Elsevier:pp.171-98, 1983.

28



VAHTER, M. Species differences in the metabolismaotenic compounds. Appl Organomet
Chem.,8,175-82, 1994.

VAHTER, M.; MARAFANTE, E.; LINDGREN, A.; DENCKER, L Tissue distribution and

.I:74

subcellular binding of arsenic in marmoset monkefter injection of ™ As-arsenite. Arch.

Toxicol., 51,65-77, 1982.

VILLA-BELLOSTA, R.; SORRIBAS,V. Role of rat sodiuphosphate cotransporters in the cell
membrane transport of arsenate. Toxicol. and Apiparm., 232,125-134, 2008.

WAALKES, M.P.; COOGAN, T.P.; BARTER, R.A. Toxicolagpl principles of metal

carcinogenesis with special emphasis on cadmiuih.R&v. Toxicol., 22, 175-201,1992a.

WAALKES, M.P.; FRIDBERG,L.; NELSON,N.; BEAUMONT,J.; FOWLER,B.A;;
LAUWERYS,R.; NOSDBERG,G.; VOSTAL,J.; ZIELHUIS,R. WRKGROUP. Problem of
epidemiological evidence. Environm. Health Persg&¢.11-20, 1992b.

WINSKI, WINSKI; SL,; CARTER, CARTER; DE. Arsenic xicity in human erythrocytes

characteristics of morphologic changes and detextin of the mechanism of damage J..
Toxicol. Environ. HIth.53, 345-355, 1998.

29



Capitulo 1
Avaliacdo do efeito cronico de arsenato sobre a bietria corporal e de tubulos seminiferos
de camundongoSwissadulto
RESUMO

O arsénio (As) distribuido na crosta terrestreag@a € nos organismos vivos e por meio
de processos antropicos tém atingido concentragi@éeadas, que pode se apresentar na forma
organica ou inorganica, sendo esta ultima, predanténna agua de consumo. Este metal € um
toxico cumulativo e sua exposi¢do crbnica atrawg@agla contaminada é problema mundial de
saude. Este trabalho objetivou a investigacdo fkitoe cronicos do arsénio sobre a biometria
corporal e testicular e dos tubulos seminiferosadeundongos adultos. O trabalho foi conduzido
dentro dos preceitos éticos para animais de latravatVinte e quatro camundongos foram
divididos em trés grupos: o controle, que recelpmmnas agua destilada e os grupos de tratamento
que receberam solucdo de arsenato de sédio nant@@@® de 1,0 mg't, durante 42(Asl) e
84(As2) dias. Os animais foram contidos, anestesiadm ketamina e xilazina, pesados sendo
retirados os 6rgéos citados, que foram imersos amd¥sky por 24 horas, sob refrigeracdo. Os
testiculos foram processados, corados em azulldiglib@. As analises histopatolégicas foram
realizadas em microscopia de luz sendo obtidasensagm microscopio Olympus AX-70. Para
determinacdo do acumulo tecidual de As, os org&@want processados e analisados por
espectrofotometria de emissdo em plasma. Nivessndiacos de alanina aminotransferase (ALT)
e aspartato aminotransferase (AST), foram detedomautilizando-se Kit comercial. A
comparacao das médias foi feita pelo teste de Dume0,05). Quanto ao peso corporal, houve
aumento em As2 (p<0,05) se comparado aos outrpeogrildo foram observadas variagbes para
os pesos de gbnada, glandula vesicular, ductoetdgéee epididimo. O peso da prostata diminuiu
em Asl e As2 (p<0,05). Os pesos do rim e figadoeatamam (p<0,05) em ambos 0s grupos
tratados. Observou-se aumento de arsénio nos gtugiaslos (p<0,05) em todos os Orgaos
analisados. O acumulo no figado, rim e testiculddépendente do tempo de exposicdo, sendo
maior em As2. Para as transaminases, observou-senéu apenas na AST (p<0,05),
comparando-se 0s grupos As2 e controle. Este adsuinhdica possivel toxicidade do As no
figado e rim, uma vez que AST é liberada no plago@ndo um destes 6rgaos é danificado. Nao
foram observadas variagdes significativas (p>0,0&)a a altura de epitélio germinativo e
diametro tubular. Os dados encontrados para o tlidubular se mantiveram proximos da meédia
relatada para roedores. A proporcao volumétricalbelos seminiferos em mamiferos € bastante
variavel, refletindo na eficiéncia da producdo esggica nas diversas espécies. Neste parametro
nao houve diferenca significativa entre os grupasatdos em relagdo aos seus respectivos
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controles. Consequentemente, os volumes de tubumbedubulo, bem como a proporcdo de
intertdbulo, ndo apresentaram alteracdes. O IT8,viga quantificar o investimento em tubulos
seminiferos em relacdo a massa corporal, tambéndifétau entre os grupos experimentais. No
grupo controle, observaram-se tubulos integros asncélulas germinativas (CG) e células de
Sertoli (CS) bem preservadas e epitélio seminifera organizado mostrando arranjo normal. Em
Asl e As2 verificaram-se alguns danos testiculamslo detectada uma série de patologias,
dentre elas vacuolos citoplasmaticos nas CS. Aolaagdo é o primeiro sinal morfolégico de
injaria testicular, mostrado para muitos toxicos adftula de Sertoli. Além disto observou-se
desprendimento de CG, tubulos em degeneracéo, ¢aorde agregados celulares em direcéo ao
[imen tubular. Espermatides arredondadas com aparéapoptoticas foram observadas
exclusivamente em As2. Os dados apresentados pernstigerir que a exposicdo a essa
concentracdo de arsénio, nao interferiu na morfiemetibular, porém causou alteracbes na
biometria testicular e corporal, além da confirntagé sua natureza cumulativa em varios 6rgaos
e fortes indicativos de sua toxicidade na funcdpatiea e renal de camundongos em idade
reprodutiva. O epitélio germinativo nos dois grupagados se apresentou desorganizado, 0 que

certamente compromete o processo espermatogénico.

Palavras-chave: contaminante, glandulas anexasdepras, testiculo, toxicidade.
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1. INTRODUCAO

O arsénio € amplamente distribuido através ddactegestre, nos solos, sedimentos, agua
€ Nos organismos Vivos, e a exposicao a este nuetakEm se tornado preocupante nos dias de
hoje. Processos antropogénicos, industriais e aiafuém implicacdo nos altos niveis ambientais
deste composto. O arsénio pode se apresentar maasforganica ou inorganica, sendo que esta
ultima é predominante na agua de consumo (Rodri§Wdalafaia,2008).

O arsénio é um agente cumulativo e sua exposigiauca através da agua contaminada
tem se tornado um problema mundial de saude (Narali, 2006). Este elemento é rapidamente
distribuido pelo sangue apds absorcéo pelos pulmmbdgselo trato gastrointestinal. Embora se
distribua uniformemente entre todos os érgédos ieldeco arsénio acumula-se inicialmente no
figado, rins e pulmdes. Entretanto, observa-selgdiiieracdo do arsénio a partir destes 6rgaos e,
apos duas ou quatro semanas, a maior parte dacareéranescente no corpo encontra-se ligada
aos tecidos ricos em proteinas que contém cisteamp a pele, os cabelos e as unhas. Uma
hierarquia de deposicdo de arsénio nos tecidosripoder provisoriamente estabelecida desta
forma: figade~» rim— musculos— coracde~» baco— pancreas— pulmdes— cérebro— pele
— sangue, e em grau bem menor em 0ssos e dentemifiRlame et al., 1999). A concentracao
tecidual do arsénio inorganico varia pela valéndia® exibe afinidade por ossos e dentes,
provavelmente pela sua similaridade ao fosfato g88an, 1990)enquanto AS é fortemente
atraido por grupamentos sulfidrilas contidos n& pedbelos e unhas (Vahlter, 1981).

A toxicidade do arsénio depende da forma quimieadase e do tempo de exposicao.
Manifestacdes clinicas podem ser observadas ewsv@mgaos, tais como pelsistemas nervoso,
cardiovascular, gastrointestinal e respiratoriématie efeitos renais e hepaticos. Porém, os efeitos
toxicos do arsénio inorganico sobre o sistema tepor masculino ndo sdo ainda muito claros,
ocorrendo comprovacdes principalmente de malforemgiongénitas em muitas espécies de
animais de experimentacdo, uma vez que o0 arsérde ptravessar a barreira placentaria e
atingem o feto. Muitos trabalhos mostram que ajfeza nas concentracées hormonais sao
provocadas pela exposicdo ao arsénio, nas formamsémito de sodio, mostrando um efeito
inibitério na atividade das enzimas esteroidogé@niesticulares (Biswas, et al., 2003). Niveis
ideais de testosterona circulante séo requerid@smanter a funcéo testicular e de érgéos sexuais
acessorios e, por isso, variacdbes no peso testicoiastatico, da glandula vesicular e do
epididimo podem indicar alteracdes nos niveis desten6nio (Gupta et al., 1993; Lohiya &
Ansari, 1999; Chauhan et al., 2007). Producdo ssgera, estimulada pela testosterona,
diretamente correlacionada com o peso testicularaf#, 1970; Russell et al., 1990; Franca &
Russell, 1998; Paula, 1999).
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Alteracbes nos pesos dos rins e figado sédo famthsativos de toxicidade do arsénio.
Assim, estudos biométricos desses 6rgdos podercamditeracdes, direcionando para estudos
histolégicos e morfométricos renais e hepaticosofRkexpostos cronicamente ao arsenato na agua
de beber acumulam arsénio no figado e(@armignani et al., 1983).

O testiculo dos mamiferos é dividido em dois comnpantos: tubular e intertubular. O
tubular é formado pelos tabulos seminiferos, ctarigibs de tunica propria, epitélio germinativo e
lume. O intertubular é constituido de células dgdigs células do tecido conjuntivo, vasos
sanguineos e espaco linfatico (Russell et al., 4998a maioria dos mamiferos, os tubulos
ocupam de 70% a 90% do parénquima testicular (Rwetsal., 1990; Franca & Russell, 1998)
existindo, portanto, relacdo direta entre tamargstidular e o volume ocupado pelos tubulos
seminiferos, o que reflete na producdo espermatid&idual (Chieregatto, 2005). O termo
parénquima testicular € amplamente utilizado nerditira para descrever o testiculo apés a
remocao da albuginea e do mediastino testicularesja quantificacdo histoldgica é requisito
basico para estudos que envolvam parametros rdprasimnasculinos (Paula et al., 2002).

O objetivo deste trabalho foi investigar a acdcatk&nio administrado de forma cronica,
cobrindo dois ciclos espermatogénicos de camundorapgultos, visando determinar sua
interferéncia nos testiculos e 6rgaos reprodutiamsxos. O arsenato de soédio foi escolhido
levando-se em conta que arsenato é a forma endanéta maior quantidade em regides do
quadrilatero ferrifero, em Minas Gerais, represaftao principal contaminante nesse local.

Adicionalmente, outros 6rgédos e tecidos importaocb@so rim e figado também foram analisados.

2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1. Biometrias corporais e testiculares

O peso corporal teve aumento significativo (p<pribgrupo As2 quando comparado com
o controle e grupo Asl. Com relacdo ao peso gon#d8sl peso da albuginea e do parénquima
testicular, ndo houve diferenca significativa emsegrupos (p>0,05). A producdo espermética é
altamente correlacionada com o peso testicular (Ana970; Russell et al., 1990; Franca e
Russell, 1998). Mudancas nos pesos absolutos tevoslalos 6rgéos reprodutivos sao evidéncias
suficientes para classificar inicialmente um agexeo potencial toéxico reprodutivo masculino
(Zenick and Clegg, 1994). Portanto, a massa teatipalde ser usada como indicador quantitativo
da producao espermatica, uma vez que o comporestieutar mais abundante é aquele formado
pelos tabulos seminiferos. Porém, neste trabalio,houve variagbes nos pesos testiculares dos
grupos tratados, o que poderia indicar pouca er@ntia do arsénio na produgcédo espermatica dos

camundongos. Em um trabalho com cimetidina, umctixieprodutivo que afeta as células
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peritubulares, a administracdo de duas doses uiié=xe(50,0 mg e 250,0 mg) também nao
provocou diferenca significativa nos pesos corpgomitesticulares em nenhum dos grupos
estudados (Franca et al.,, 2000). Em estudo feito boro observou-se aumento no peso do
testiculo e da vesicula seminal nos grupos tratadosa concentracdo que variava de 2,0 a 6,0
mg L (tratadol) e na concentracdo de 12,0 mdttatado2) em relacdo ao grupo controle, que
recebeu agua contendo uma concentracdo de boritifar(d,54 mg ['). Este resultado expressa
o efeito de altas doses de boro causando hipertlefites 6rgaos reprodutivos (Espinoza-Navarro
et al, 2007). Arena (2006) testou o efeito do ok fenvarelato, um piretroide sintético ligado a
disruptores enddcrinos, sobre testiculos de radafics tratados por 30 dias consecutivos com
uma dose de 40,0 mgkgor dia por gavagem. Este autor observou uma digéo significativa
nos pesos absolutos do testiculo e epididimo, nimsass tratados em relacdo ao controle. Uma
perda acentuada de peso testicular foi observadareexperimento utilizando cadmio na dose de
10,0 pmol kg* por 83 dias (Cabral, 1996). J& uma dose deu&®l kg por 56 dias, ndo
provocou alteracfes nos pesos testiculares e espeiGS dos animais tratados em relacdo ao
controle (Predes et al., 2007). Ratos expostogsamido de sédio (10,0 ppm) via dgua de beber,
tiveram seus pesos corporais diminuidos apds andésemana de tratamento (Nandi et al, 2006).
Neste ultimo trabalho, foi concluido que baixasedode exposicdo ao arsénio por curto periodo
de tempo causa ativacdo intrinseca de defesa miatii®, enquanto prolongado insulto suprime
tal defesa. Ratos albinos que receberam arsenitséd® na dose de 5,0 mg'Lpor dia
administrado na agua de beber destes animais dugaatro semanas, detectou-se uma reducgao
significativa no peso testicular dos animais trata€m relacdo ao controle, indicando uma atrofia
testicular. J& em relacdo ao peso corporal, ndeeheariacdo significativa entre os grupos. Assim
concluiu-se que o arsenito de sodio diminuiu a massticular e inibiu a androgénese testicular
(Jana et al. 2006).

Os primeiros indicadores de possiveis alteragfesstado androgénico sédo alteracdes nos
pesos dos Orgdos sexuais acessoOrios. Suas fungdeddégas sdo androgeno-dependentes e
variam sensivelmente com as concentracdes cireslam¢ testosterona (Creasy, 2001). Neste
trabalho, ndo foram encontradas diferencas sigtii@s no peso de epididimo, glandula vesicular
e ducto deferente, entre os trés grupos de camgodoRorém, houve reducado significativa no
peso da prostata, o qual foi menor no grupo Asljide do grupo Asl e do controle (Tabela 1).
Esta alteracdo no peso da prostata pode indicaivebsalteracdo dos niveis de testosterona
circulante. Franca et al. (2000), ao trabalharerm admetidina em duas doses diferentes,
observaram diminuicao significativa nos pesos ddigdjmo, vesicula seminal e prostata no grupo
de maior dose (250,0 mg). Em estudo feito com witadesticular, a ciclosporina A, nao foram

observadas variacOes significativas entre o grigiado e o controle no que diz respeito aos pesos
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do epididimo, vesicula seminal e prostata (Monteiral., 2008). Sarkar et al. (2003) observaram
reducdo no peso da vesicula seminal e da préstateat®s que receberam arsenito de sodio
intraperitonealmente nas doses diarias de 5,0 en§,8g", por 26 dias. Em outro trabalho com
arsenito de sédio em camundongos, o tratamentoucoandose de 4,0 ppm na agua de beber por
365 dias ndo induziu variacbes significativas neopdo epididimo e 6rgdos acessorios, cujos
valores permaneceram préoximos aos dos animaisotestfPant et al., 2004). Chiou et al. (2008)
ao analisarem camundongos machos que receberaimdrie arsénio por inje¢cdo subcutanea por
3 semanas nas dosagens de 0,15 até 3,0 my &lservaram que ndo houve variacdes
significativas nos pesos do epididimo dos animatados em relacdo ao controle. Em estudo
feito por Predes et al. (2007), ao testar o ef@¢tacadmio em ratos Wistar, foi observado que a
dose de 3,@imol Kg* de cloreto de cadmio, ndo provocou variacées fiigtivas nos pesos dos
epididimos, vesicula seminal e préstata nos aniimatiados, em relagdo aos seus controles. Em
outro estudo, com sulfato de niquel administraddnoente em camundongos machos adultos nas
doses de 5,0 e 10,0 mg Kgor 35 dias, observou-se reducdo dos pesos dassdagessorios tais
como epididimos, vesicula seminal e préostata (Reetal., 1999).

Observou-se aumento significativo (p<0,05) nos pewofigado e rim nos grupos tratados
em relacdo ao controle (Tabela 1). Este fato podécar maior atividade desses 6rgdos na

desintoxicacao e na filtracdo plasmatica, sugermdmr acimulo de arsénio hepatico e renal.

Tabela 1 — Biometria corporal e testicular de catiomgos em idade reprodutiva, apds tratamento
com arsenato [1,0 mg] (Média +desvio-padréo).

Biometrias Grupo Controle Grupo Asl Grupo As2
Peso Corporal (g) 36,05 + 2,00 37,36 + 1,43 40,03 + 2,81
Peso Testicular (g) 0, 26 + 0,021 0,24 + 0,04 0,28 + 0,07
Peso da Albuginea (g) 0,01 +0,0% 0,01 + 0,003 0,01 +0,0%
Peso do Parénquima (g) 0, 25 +0,02 0,23 +0,08 0,28 + 0,07
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Peso dos Epididimos (g) 0,10+0,01 0,10 +0,02 0,10 + 0,02

Peso da Glandula Vesicular(g) 0, 41 +0,2% 0,36 + 0,06 0,41 +0,04
Peso da Prostata (g) 0, 07 +0,02 0,05 + 0,08 0,02 +0,0%
Peso do Ducto Deferente (g) 0, 03 +0,0% 0,03 +0,0% 0,03 +0,0%
Peso do Figado (g) 1,39 +0,2% 1,66 +0,17 1,64 +0,2%
Peso dos Rins (g) 0, 46 + 0,08 0,55 + 0,04 0,56 + 0,09
IGS (%) 0,72 +0,078 0,66 + 0,12 0,65 + 0,09

Letras iguais nas colunas nédo diferem significatieate entre si (p>0,05). Médiatdesvio-padréo.

Asl: animais eutanasiados aos 42 dias; As2: aneud@nhasiados aos 84 dias.

2.2. Bioacumulo de arsénio

Os resultados do acumulo de arsénio nos érgadisades estdo mostrados nas Figuras 1,
2, 3, 4 e 5. Foi observado que em todos os orgaaksados (testiculo, epididimo, vesicula
seminal, rim e figado) ocorreu acumulo de arséo® grupos tratados, quando comparados ao
grupo controle. Porém, entre os grupos tratadomaapro testiculo, rim e figado foi detectado
aumento significativo, sendo este gradativo e a@mente dependente do tempo de exposi¢do ao
As. Outros trabalhos com diferentes dosagens e denae exposicdo ao arsénio tambéem
mostraram acumulo deste metal em diferentes or&okar et al. (2003) avaliando os efeitos de
arsenito de sédio nas concentracdes de 4,0; 5,0 en¢ Kg' por 26 dias, observaram que a
concentragdo de arsénio no testicidbmaior em todos os animais tratados de maneise d
dependente. Em outro estudo, utilizando tambémiaosde sédio, na concentracdo de 10,0 ppm
em ratos durante 4, 8 e 12 semanas de tratamdasiervou-se concentracdo de arsénio aumentada
no figado e rim ao final de 12 semanas de tratam@andi et al, 2006). Pant et al. (2004)

administrando a concentracdo de 4,0 ppm de arsaldtosédio, via agua de beber em
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camundongos, por 365 dias, observam@rmamulo de arsénio no testiculo, epididimo, vesicul
seminal e prostata no grupo tratado em relacaomtoate.

Um estudo utilizando fémeas de camundongos exanardisposi¢céo de arsénio depois de
repetidas administracdes de arsenato de sédioatadio(0,5 mg Kg). Observou-se maior
radioatividade no rim e pele (Hughes et al., 20Bn um trabalho onde foi analisada a
distribuicdo de arsénio nos tecidos em duas difesegspécies de animais (camundongos e ratos),
com diferentes capacidades metabdlicas e toxicidadesenito de sédio (5,0 mg Kgobservou-
se gue a quantidade de arsénio encontrada nos figado foi maior no camundongo do que em
ratos, sendo também comprovado que o acumulo neajor mais tempo ocorre nos rins de
ambos os animais. Adicionalmente, camundongos exiloma distribuicdo mais uniforme e uma
excrecdo mais rapida de arsénio do que ratos (Marziura et al., 2007). Ratos Wistar machos
tratados por 3 semanas, foram expostos ao arsgmisddio (2,0 mg KY, via oral através de
intubacao gastrica. Observou-se acumulo de ars@niigado e rim dos animais tratados de forma
significativa em relagédo ao grupo controle (Modiagt2006). Fémeas de camundongos foram
expostas a 0.5; 2,0; 10,0 ou 50,0 ppm de arséaifprma de arsenato, na agua de consumo, por
12 semanas e apresentaram acumulo de arsénioaetital maior nos rins, pulmao, bexiga
urinéria, pele, sangue, e figado, respectivaméntarsénio monometil (MMA e MMA") foi o
metabdlito predominante nos rins. No figado, fordetectadas igualmente as trés formas:
inorganicas, monometiladas e dimetiladas. Estessdadlicam que o modelo farmacocinético
para 0 metabolismo de arsénio precisa incluir nmspgs de acumulacdo Orgao-especificos
(Kenyon et al, 2008). Camundongos machos que remmbé&rioxido de arsénio por injecao
subcutanea por 3 semanas, apresentaram acumuificaigro de arsénio nos testiculos nas
dosagens de 0,3 e 3,0mgKde ASO; (Chiou et al, 2008).

Pandey et al. (1999) ao administrar sulfato deeligas doses de 5,0 e 10,0 mg'kan
camundongos via agua de consumo, observaram aclautdquel nos testiculos, epididimo e
vesicula seminal. O grau de acumulo de niquel ng&od reprodutivos dos animais tratados foi
observado, em ordem crescente, no epididimo, tésticesicula seminal e glandula prostatica.
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Figura 1: Concentragdo de arsénio em microgramagnaona (LLg/g) no figado de camundongos
adultos ap6s administracdo de arsenato. Asl =a&2 As2 = 84 dias de tratamento.
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Figura 2: Concentracdo de arsénio em microgramagmona (1g/g) no rim de camundongos
adultos apds administragcdo de arsenato. Asl =a&2 As2 = 84 dias de tratamento.
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Figura 3: Concentracao de arsénio em microgramgnaona (Lg/g) no testiculo de camundongos

adultos apds administragcdo de arsenato. Asl =a&2 As2 = 84 dias de tratamento.
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Figura 4: Concentracdo de arsénio em microgramag@ma (pg/g) na glandula vesicular de
camundongos adultos apdés administracdo de arséisdie: 42 dias; As2 = 84 dias de tratamento.
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Figura 5: Concentracdo de arsénio em micrograma grama (1g/g) no epididimo de

camundongos adultos apos administracéo de arséysdic: 42 dias; As2 = 84 dias de tratamento.

2.3. Determinacao plasmatica das enzimas transasema

Os resultados da determinacdo plasmatica da enamaotransferase glutamico
oxaloacética (TGO) e aminotransferase glutamicavpia (TGP) estédo representados nas Figuras
7 e 8, respectivamente.

Neste trabalho, observamos que a ALT néo variguifgtativamente entre os grupos
tratados e o controle. J& a AST variou signifiGatiente no grupo As2 comparado com o
controle. Estes resultados séo fortes indicativdodicidade do arsénio na funcdo hepatica e
renal, motivando assim estudos histologicos e mugfdcos destes 6rgaos. Modi et al. (2006)
trabalhando com ratos Wistar machos expostos amitysde sédio (2,0 mg K9, observaram
aumento das transaminases AST e ALT no soro doogtigtado, comparado com 0 grupo

controle, e associaram este aumento com danosdepdévido a toxicidade do arsénio.

40



250 -+
b
200 + [
150 -+
ab
U/ml T
a
100 - a 1
T
50 +
0
Controle Asl As2

Figura 7: Atividade da enzima AST (aspartato anmartferaseho plasma em unidade por mL (

U/mL) de camundongos adultos apds administrac@rsdmato. Asl = 42 dias; As2 = 84 dias.
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Figura 8: Atividade da enzima ALT (alanina aminassferase) em unidade por mL ( U/mL) de

camundongos adultos ap6s administracdo de arsésdte: 42 dias; As2 = 84 dias.
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2.4. Proporcgdes volumétricas de tubulo seminifeirdertibulo

Quanto a proporcao volumétrica dos componentegcukses (Tabela 2), ndo houve
diferenca entre os grupos com relacdo ao lume dtdbodos seminiferos, embora tenha havido
diferenca no percentual de epitélio seminiferoa qujoporcdo foi menor nos dois tratamentos,
sendo significativo apenas no grupo Asl, se condpas® controle. A tunica propria aumentou
significativamente no grupo As2, se comparado casordrole. O grupo Asl também apresentou
um aumento consideravel em relagdo ao controle, maassignificativamente (p = 0,09). O
aumento da tanica propria nos animais eutanasao®$84 dias sugere possivel protecdo da acao
do arsenato nos tubulos seminiferos, uma vez quéniga propria faz parte da barreira
hematotesticular, que promove a protecdo das sétidalinhagem espermatogénica dentro dos
tubulos seminiferos. A proporcdo volumétrica derititbulo ndo apresentou variagdo. Segundo
Russell et al. (1990) e Franca & Russell (1998)praporcdo volumétrica dos elementos
testiculares, particularmente dos tubulos semiéferm mamiferos é bastante variavel, sendo esta
um dos principais fatores responsaveis pela diferesbservada na eficiéncia de producao
espermética nas diversas espécies. Os valoresmfera proporcao de tubulos seminiferos entre
animais dos grupos controle e tratados com arsel@asddio permaneceram proximos das médias
relatadas para roedores, como camundongos (85%}téradourado (85%), cobaio (90%) e degu
(93%) (Russell et al., 1990). Ao trabalhar com dixido de células peritubulares, a cimetidina,
em ratos machos, Franca et al. (2000) observardotde na densidade volumétrica de tdnica
prépria no grupo que recebeu 250,0 mg de da dregamparado aos controles. No grupo que
recebeu 50,0 mg de cimetidina, houve também reduygdi@m nado significativa. Os demais
componentes (epitélio, lumen, tdbulo e intertubui@p variaram significativamente entre o0s

grupos.

2.5. Volumes tubulares, intertubulares e indicaitogsomatico

Os volumes tubulares, intertubulares e ITS ndosaptaram variacdo estatisticamente
significativa entre os grupos tratados e o conffbébela 3). Em estudo feito com paracetamol em
doses terapéuticas e supraterapéuticas oferecadasgios Wistar, verificou-se reducao do ITS e
do volume tubular nos animais que foram eutanasi&8adias apos o término do tratamento, em
relacdo a aqueles que foram eutanasiados logocajpatamento. A reducao do IGS e ITS sugere
um prejuizo na produgcdo espermatica, uma vez quelG® e ITS, que representam
respectivamente, o percentual de massa corporedddonos testiculo e nos tubulos seminiferos,
avaliados conjuntamente, quantificam o investimel@taorpo na producdo espermatica (Morais,

2008). No presente trabalho, nenhum destes parm@srfetralterado nos grupos tratados.
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Tabela 2: Proporgdo volumétrica (%) de Tubulo séevio (TuUnica propria, [imen, epitélio) e

Intertibulo de camundongos em idade reprodutivas apatamento com arsenato (Média +

desvio-padrao).

Proporcoes (%) Controle Asl As2
Tlnica Prépria 2,66 + 0,48 3,19 + 0,56° 3,77+0,78
LGmen 4,68 + 1,31 5,59 + 1,02 5,43 + 1,99
Epitélio Seminifero 84,52 + 1,48 82,37 + 1,60 83,21 + 2,47
Tubulo Seminifero 91,87 +1,38 91,15 + 1,45 92,42 +1,38
Intertibulo 8,12 + 1,38 8,84 + 1,48 7,58 + 1,38

Letras iguais nas colunas nao diferem significatiwate entre si (p>0,05).
Asl = 42 dias; As2 = 84 dias.

Tabela 3: Volume dos compartimentos do parénquesiactlar (ml) e indice tubulossomatico —
ITS (%) de camundongos em idade reprodutiva, apfsniento com arsenato de sédio (Média +
desvio-padrao).

Parametros Grupo Controle Asl As2
Volume Tubular 0,11 + 0,016 0,11 + 0,02 0,13 + 0,036
Volume Intertubular 0,01 +0,00F 0,01 + 0,002 0,010 + 0,002
ITS 0,32 + 0,046 0,29 + 0,055 0,32 £ 0,078

Letras iguais nas colunas nao diferem significatieate entre si (p>0,05).
Asl = 42 dias; As2 = 84 dias.
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2.6. Diametros tubulares, Altura de epitélio e Comento de tabulos seminiferos

Em relagéo ao diametro tubular, observou-se \@oiaggnificativa apenas no grupo Asl,
onde foi observada reducédo, comparado ao contrele grupo As2. Esta mesma variacao foi
também observada em relacéo a altura de epitahingero (Tabela 4). A medida do diametro
tubular € uma abordagem classicamente utilizadesodoniicador da atividade espermatogénica
em investigacdes envolvendo a funcédo testiculaan@a e Russell, 1998; Paula et al., 2002).
Diferentemente deste trabalho, Franca et al. (2008grvaram uma tendéncia de reducdo no
diametro tubular nos grupos tratados com 50,0 n25@&0 mg de cimetidina em relacdo aos
controles, porém esta reducéo nao foi significatisra relacéo a altura do epitélio seminifero, foi
observada reducao significativa nos animais queberam alta dose desta droga, comparado aos
controles. Em estudo feito com administracdo deo batravés da ingestdo de agua, na
concentracdo de 12,0 mg'lem camundongos machaslys musculus- CF1), foi observado
aumento no diametro tubular e na altura do episgiminifero no grupo tratado, comparado ao
controle que recebeu dgua na concentracdo perrdéittaro (Bustos-Obregdn et al., 2007a).

Bustos—Obregén et al. (2007b), ao testarem ooefdit malation (80,0 mg Ky em
camundongos machos CF1 por periodos de 1, 7, 14de&a&, observaram que a altura do epitélio
seminifero foi aumentada no dia 1, reduzindo siggtizamente no dia 7 e voltando aos valores
normais no dia 14, comparado ao grupo controleia@etro tubular diminuiu significativamente
nos dias 7, 14 e 21 em relagdo ao controle. Enp aegtudo, também feito com injecéo de
malation, porém numa concentracdo maior (240,0 Hgfhi detectada diminuicdo no diametro e
altura do epitélio seminifero em 8 dias ap0s a;@ge com o valor destes parametros tendendo a
se normalizar ap6s 35 a 40 dias da aplicacdo dtcipes (Bustos-Obregon e Gonzalez-
Hormazabal, 2003). Cabral (1996), trabalhando cadmio, observou reducédo significativa nos
diametros de tGbulos seminiferos na dose de 15@ Kgi*. Porém, na dose de 3ol Kg*, o
cadmio ndo teve efeito significativo sobre os ditiasetubulares. Morais (2008), ao testar o efeito
de paracetamol, considerado um toxico para o s#steeprodutor masculino, em doses
terapéuticas e supraterapéuticas em ratos Wistidtoadnao observou variagdes significativas no
didametro tubular nos grupos tratados, verificandwém, reducdo na altura do epitélio
germinativo. A administracdo simultanea de cadrij € 15,qumol kg*) com paracetamol (8,8
mmol Kg') em ratos Wistar potencializou os efeitos toxisobre os testiculos destes ratos,
verificados pela reducdo altamente significativas ddidametros dos tubulos seminiferos
(Cabral,1996). No presente estudo, foi observada ustuperacdo da altura do epitélio
germinativo no grupo As2. Entendemos que tal fat@eve ao aumento significativo da tanica

propria neste grupo, o que funcionou como protgidt@ 0s elementos do epitélio seminifero.
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Pode-se afirmar entdo que, aos 84 dias, os tulsdwsniferos sofreram uma adaptacdo, para
manutenc¢ao da sua estrutura.

Parametros estruturais como tamanho do testicidimetro tubular e volume dos tubulos
seminiferos, estdo intimamente relacionados conoropamento total dos tdbulos (Franca e
Russell, 1998). O comprimento total de tubulo n&riow significativamente, porém o
comprimento de tubulo por grama de testiculo aumersignificativamente no grupo As1,
comparado aos grupos As2 e controle (Tabela 4)ifiseese que os animais do grupo Asl
compensaram a reducdo do diametro tubular com ume® no comprimento de tubulo
seminifero por grama de testiculo. Franca et &I0R ao administrarem cimetidina em duas
doses (50,0 e 250,0 mg) em ratos machos, nao albaerdiferencga significativa no comprimento
de tubulos seminiferos. Da mesma forma, estudos mamacetamol em doses terapéuticas e
supraterapéuticas em ratos, ndo mostraram variagdesmprimento dos tubulos seminiferos por

testiculo e por grama de testiculo (Morais, 2008).

Tabela 4: Diametro tubular (um), altura do epit&ieminifero (um), comprimento total dos
tubulos seminiferos (m) e comprimento dos tubutwsgpama de testiculo (m/g) de camundongos

em idade reprodutiva, apos tratamento com ars¢hkidia +desvio-padréo).

Parametros Grupo Controle Asl As2
Diametro Tubular 161,58 + 13,1# 154,05 +6,80 166,00 + 5,91
Altura do Epitélio 58,61+ 3,94 5574+338 59,37+1,97

Comprimento Total de
Tubulos 568+067  575+00% 599+10%
Comprimento de Tubulo/

grama de testiculo 21,97+32%  23,63+228 20,75+1,6D

Letras iguais nas colunas ndo diferem significatiemate entre si (p>0,05).
Asl = 42 dias; As2 = 84 dias.

2.7. Alteracdes histopatoldgicas
A Figura 1 se refere aos animais controle. Na Riduéy(C1) e B(C2), observa-se tubulo
integro com as células germinativas (CG) bem pvadas e epitélio seminifero bem organizado

determinando um arranjo normal.
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FIGURA 1: Fotomicrografia testicular de camundongo Swissdo grupo controle. A e B —
observa-se tubulos integros com processo espermao@go normal com integridade celular.
(CG): células germinativas; (IT): intertibulo; (LU): lume; Barra: 20 um. Coloracao: Azul

de Toluidina.

46



Animais dos grupo#ésl e As2 apresentaram danos testiculares, especitd referentes a
patologias de tubulos seminiferos. Na Figura 2 peesenta animais do grupo Asl, podemos
observar algumas altera¢gfes tubulares. Em 2A, wdser uma série de vacuolos citoplasmaticos
dos mais variados tamanhos em células de Sertolorago de praticamente todo o epitélio
seminifero. A vacuolizacdo é o primeiro sinal midrfiico de injuria testicular, mostrado para
muitos toxicos de célula de Sertoli. Na figura 2Bserva-se um tabulo com vacuolos maiores e
bem mais definidos, além do inicio de desprendimemé células germinativas. Células
germinativas também mostram vacuolos no citoplasiéan de aparente degeneragcao nuclear e
células com caracteristicas apoptoticas. Na fi@@asdo mostrados dois tubulos em estado de
degeneragdo mais avancado, onde se pode detemtm€ncia de células germinativas restando
apenas uma massa de células de Sertoli, caraowwizatrofia tubular. Os vacuolos
citoplasmaticos das células de Sertoli preencheaticamente todo o tdbulo. Na figura 2D,
evidencia-se o desprendimento de células germasat@m direcdo ao limen, com reducédo da
altura do epitélio seminifero. Esta descamacachlgas germinativas pode ser devido a perda das
juncdes celulares destas células com a célula deliSede jungbes entre elas. Nas figuras 2E e
2F também se observa desprendimento de célulastdayém germinativa para o limen, sendo
esta patologia mais visivel na figura 2F, além delwlos distribuidos ao longo do epitélio.
Observa-se também a formacdo de agregados celdaredirecdo ao lumen tubular, com o
epitélio germinativo apresentando-se desorganigadonprometendo a espermatogénese.

Pode-se observar algumas patologias encontradaatamento As2, semelhantes aquelas
do grupo Asl. Na figura 3A, observa-se um tubulaleomédo sao identificadas células
germinativas, ocorrendo a formagcdo de um agregaaéulas de Sertoli em um tabulo
nitidamente atrofiado. Neste agregado, observameasgiolos citoplasmaticos nas células de
Sertoli. Em 3B, observa-se grande desprendimenitalagas células germinativas, restando
apenas células de Sertoli na porcdo basal do tuBuhmla nesta figura, um espaco claro é
visualizado entre o agregado celular e a camadzldéa de Sertoli na por¢do basal do tabulo.
Nas figuras 3C e 3D, podem ser detectados vacuitigglasmaticos em células de Sertoli e 0
inicio do processo de descamacao das células geivais, além de atrofia tubular. Na figura 3E,
observa-se espermatides arredondadas apoptowessp ebservado exclusivamente nos animais
do grupo As2. Podem ser detectados também vacéotiesprendimento celular. A figura 3F
representa um aumento da figura anterior, evidadoiauma caracteristica comum em células
apoptoticas, que € um halo branco no centro doealgina vez que a cromatina tende a se

localizar na periferia nuclear (Figura 3).
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FIGURA 2: Microscopia de luz de tecido testicular @ camundongos Swiss do grupo de
tratamento 1(42 dias): A- Presenca de vacuolos (\go longo do epitélio germinativo; B-
Evidenciam-se vacuolos(V) e desprendimento celuldseta); C- Tubulos degenerados com
presenca de vacuolos(V) e massa de células de Seftd ); D- Presenca de desprendimento
celular (seta); E e F- Evidencia-se vacuolos (V) @esprendimento celular para o lumen

(seta), Barra: 20 um. Coloracao: Azul de Toluidina.
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FIGURA 3: Microscopia de luz de tecido testicular @ camundongosSwissdo grupo de
tratamento 2(84 dias): A- Tubulo com agregado celat no lumen ( * ) e presenca de
vacuolos (V) neste agregado; B- Desprendimento apicde células com formacgédo de
agregado celular ( * ) e um espaco branco se fornemtre o agregado e a camada de célula de
Sertoli na porcéo basal do tabulo (*); C e D- Presga de tubulos com vacuolos e inicio de
descamacdo de células germinativas (seta); E- Tubulcom presenca de espermatides
arredondadas apoptoticas (seta); F- Aumento das espnatides apoptéticas evidenciando o
halo branco no centro do nucleo caracteristico demt células (seta), Barra: 20 pm.

Coloracédo: Azul de Toluidina.
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Franca et al. (2000), administrando duas dosesniktidina em ratos machos (50,0 mg e
250,0 mg), observaram anormalidades tubulares a@iutas em degeneracao, altura anormal de
epitélio e vacuolizacdo epitelial, em ambos grupatdos. O grupo de menor dose apresentou
17% dos tubulos alterados enquanto o grupo de nulse teve 15% de alteracdes. Foram
observadas naquele trabalho algumas éareas de subaio auséncia de células germinativas
restando apenas células de Sertoli. Estas mesnmmalilades foram encontradas nos dois
grupos de tratamento com arsénio na presente igagedb. Bustos-Obregon et al. (2007a)
observaram no grupo de camundongos expostos ari®J0' de boro, algumas histopatologias
como atrofia tubular, obstrucdo tubular sendo aormaidessas patologias identificadas como
vacuolizagOes celulares. Espinoza-Navarro et BD(R trabalhando com camundongos CF1 que
receberam também 12,0 mg' lde boro na agua, observaram, além de vacuolizag#eos
picnoticos situados na zona basal do epitélio, mg@ apoptose de células do tubulo. A
semelhanca deste trabalho, em um estudo feito haamiida (10,0 mg K§ BW) utilizando-se
camundongos, foi observado em alguns tubulos sfosi o descolamento do epitélio
seminifero, no grupo eutanasiado 72 horas aposmanatfacdo intraperitoneal deste toxico
(Bustos-Obregon et al., 2006). Monteiro et al. @00@bservaram em microscopia de luz,
inUmeros vacuolos citoplasméticos de células detolseem ratos Wistar tratados com
Ciclosporina A, como também foi observado nestbalte, nos grupos tratados com arsénio.
Caneguim et al. (2009), ao trabalhar com o imunmmessor tracolimus, numa dosagem de (1,0
mg Kg* por dia) durante 30 dias (T1) e 60 dias (T2), ficeiam que os tUbulos dos animais
controle apresentaram-se normais, com as célulasirgdivas organizadas em camadas
concéntricas e o lumen tubular vazio. As célulassdedoli (SC) possuiam nucleo caracteristico
com nucléolo evidente sendo foi observadas no cdammto basal adjacente as células
peritubulares, a semelhanca do observado nos gngmisole deste presente estudo. Nos grupos
tratados, os tubulos seminiferos apresentavam mm#tdrregulares, mostrando desarranjo das
camadas epiteliais e lamen cheio de células getiviisadestacadas. A perda de células foi
evidente em tubulos atrofiados (Caneguim et alQ9200s nucleos de SC eram irregulares,
adjacentes a estes nucleos foram frequentemengvaldles espacos vacuolares. Ao redor do
epitélio alterado, o tecido peritubular se aprementcom contorno irregular e intensamente
dobrado. Sendo assim, uma avaliacdo cuidadosa doponentes peritubulares pode ser
necessaria para esclarecer se estas alteracfesrastiionadas com o efeito de tracolimus no
tecido peritubular (Caneguim et al., 2009).

O tecido peritubular tem importancia funcional &gsral na manutencdo das células de

Sertoli. Em um estudo com cimetidina, um agentéaadtogénico que causa alteracées nos
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tubulos seminiferos, incluindo alteracées no teqeédtubular e apoptose de células midides,
utilizando-se ratos machos que receberam 50,0 mydégpeso corporal de cimetidina por 52
dias, foi observado com base na microscopia degliez nos animais controles, os tubulos
seminiferos mostraram arquitetura normal, com asglgerminativas organizadas em camadas
concéntricas e destacamentos de células germigativalimen raramente encontrados. Nos
animais tratados, os tubulos seminiferos mostramniregulares, espacos intra-epiteliais e
células germinativas destacadas enchendo o lunhbetaty semelhante ao que foi detectado nos
grupos tratados do presente estudo. Porcdes ddo tgaritubular com células midides nao
evidentes e o nucleo SC deslocado do compartimbasal. Em alguns tubulos, o tecido
peritubular se apresentou com contorno irreguEspermatides alongadas estavam anormalmente
distribuidas no epitélio. Desta forma, os nime®s$Qa se apresentaram diminuidos nos animais
tratados em relagcéo ao controle, provavelmentaeldevymorte destas células por apoptose (Sasso-
Cerri e Cerri, 2008).

Uma intima relagdo entre alteragfes nucleares déngl@indo o deslocamento do ndcleo
da porgéo basal e os danos no tecido peritubulamfebservados. E estes resultados indicam um
possivel desarranjo do citoesqueleto de SC, inbiuas estruturas de adeséo. Estas alteracdes séo
relacionadas a apoptose de SC e provavelmentdamsde distlrbios induzidos por cimetidina
no tecido peritubular. A reducdo significante dade peritubular associado a presenca de células
midides peritubulares apoptéticas adjacentes & @iteliais normais tem indicado que as células
midides sdo as primeiras células a serem afetalagratamento com cimetidina (Sasso-Cerri e
Cerri, 2008). Chandra et al. (2007), em analisersmposcopia de luz, observaram que os animais
controles mostraram arranjos celulares normaisoBtwo lado, nos animais tratados com sais de
crémio (Cr) nas doses média (0,4 mg*Kg alta (0,6 mg Kg) por 26 dias e na dose alta (0.6 mg
Kg™) por 13 dias, pode ser observados nos testicrdtadbs diminuicdo no tGbulo seminifero.
Nos testiculos tratados com alta dose (0,6mg‘Kde Cr por 26 dias pode ser observado também
destacamento de células germinativas, resultadelsante ao detectado nos grupos tratados da
presente investigacao.

Predes et al. (2007), analisando grupos de raistairatados com cloreto de cadmio na
dose de 3,0 umol Ky observaram em microscopia de luz em alguns tgbwiacuolizacdo de
citoplasma de células de Sertoli, estando de acoodo 0 observado nos grupos tratados com
arsenato. Em outro estudo feito por Yano (2001grfoutilizados ratos Wistar adultos que foram
submetidos ao tratamento de cadmio em dose Unicalateto de cadmio administrados
intraperitonealmente 3,0 pmol Kg/ou tratamento com paracetamol em dose Unicaddemhol
Kg em via oral. Os testiculos foram analisados apt8 &,15 dias nos tratamento isolado e 5,
10, 15, 30, 50 e 70 dias no tratamento com ambasubstancias. Nos cortes dos animais
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controles, ndo foram observadas mudancas sigmvsaapos 5, 10 e 15 dias de experimento. O
epitélio seminifero manteve a estratificacdo tipoe células em graus progressivos de
desenvolvimento apds 5 dias. Tubulos em diferefatess de desenvolvimento, circundados por
tecido intersticial discreto e vascularizado foratmservados apos 10 dias. Observou-se um
aumento de células descamadas na luz de algunegstdapos 15 dias. Nos animais tratados com
dose Unica de cadmio, observaram-se alguns tulsolosepitélio reduzido, em degeneracao, e
uma abundante descamacdo de células imaturas ntbular. A presenca de reentrancias
resultantes do desprendimento de células da cab@sdéh foi evidente aos 10 dias de tratamento.
Apos 15 dias, houve recuperacdo na estrutura dagoslseminiferos e diminuicdo das células
descamadas na luz em relagcdo ao que foi obsereaed® @ 10 dias de tratamento. Nos animais
tratados com doses Unicas de paracetamol foramvaloses lesdes tais como, tibulos seminiferos
deformados, com desprendimento de células basdém, de edema intertubular e vasodilatacéo.
Nos animais tratados com cadmio e paracetamol iases; as lesbes apresentaram-se mais
acentuadas. Foi observada uma total descarac@izalps tubulos seminiferos, com
desprendimento de células da camada basal comoquemge formacdo de reentrancias para o
interior de tGbulos e grandes espacos edematosoep@tante ressaltar que a descamacéo de
células basais em direcdo ao lumen tubular e @mpgasde tubulos degenerados observados nos
tratamentos com paracetamol, cadmio e com estes @wonpostos associados, foi também
observado no presente estudo nos grupos tratagosacsenato de sédio nos dois tempos de

exposicao diferentes deste composto.

3. CONCLUSOES

O compartimento tubular dos animais tratados cosérao foi alterado tanto nas analises
morfométricas quanto nas analises de patologi@isukses. Um dado relevante foi o aumento da
proporcdo de tunica prépria nos grupos tratadogerswlo uma possivel protecdo da acdo do
arsenato nos tubulos seminiferos, uma vez que ieatjmopria faz parte da barreira hemato-
testicular que promove a protecdo das célulasnifeadem espermatogénica dentro dos tubulos
seminiferos. E importante ressaltar que pode sserehdo acimulo do metal em questdo em
todos os 6rgdos analisados confirmando a naturenalativa do arsénio. Observou-se alteragfes
bioquimicas, nas enzimas transaminases, sugerioskiveis danos no figado e rins, motivando

estudos histologicos e patoldgicos destes Orgasisqparmente.

4. AGRADECIMENTOS
A Fundacéo de Amparo a Pesquisa de Minas GeraBENAG) pela concesséo da bolsa.

54



5. REFERENCIAS

AMANN, R.P., 1970. The male rabbit. IV. Quantitaitesticular histology and comparisons
between daily sperm production as determined lugichlly and daily sperm output. Fertility and
Sterility 21, 662-672.

ARAUJO,B.M. Morfometria testicular em ratos wistadultos tratados com paracetamol

(acetaminofeno). (Dissertacdo de mestrado),68p., 2608.

ARENA, A.C. Parametros reprodutivos masculinos rilittade de ratos adultos expostos ao
inseticida fenvalerato.(Dissertacédo de doutora@iey). UNICAMP, 2006.

BENRAMDANE, L.; ACCOMINOTTI, M.; FANTON, L.; MALICIER, D.; VALLON, J.J.
Arsenic speciation in human organs following fatedenic trioxide poisoning- a case report. Clin.
Chem., 45,301-306, 1999.

BISWAS, N.M.; CHATTOPADHYAY, A.; CHAUDHURI, G.R.; 8RKAR, M. Effect of sodium
arsenite on spermatogenesis, plasma gonadotrophthsestosterone in rats. Asian J. Androl., 5,
27-31, 2003.

BUSTOS-OBREGON, E.; CARVALHO, M.; HARTLEY-BELMAR, RSARAIBA, L.; PONCE,
C. Histological and histometrical assessment of oborexposure effects on mouse
spermatogenesis. Int. J. Morphol., 25, 919-9257200

BUSTOS-OBREGON, E.; RIO, F.C.; SARABIA, L. Morphotrie analysis of mice testicular
tubules after administration of malathion and méaat J. Morphol., 25, 245-248, 2007 b.

BUSTOS-OBREGON, E.; ESPONDA, P.. SARABIAL. Effeaf flutamide in mouse
spermatogenesis and on the function of seminatheand prostate. Int. J. Morphol., 24, 171-174,

2006.

BUSTOS-OBREGON, E.; GONZALEZ-HORMAZABAL, P. Mice sticular damage elicited by
Malation. Int.J.Morphol., 21, 155-159, 2003.

55



CABRAL, F.H.C. Alteracbes morfologicas testiculapgsvocadas pelo cadmio, paracetamol e ao

cadmio associado ao paracetamol, em ratos. (Dagserde mestrado), 176p. UNICAMP,1996.

CANEGUIM, B.H.; CERRI, P.S.; SPOLIDORIO, L.C.; MIRBLIA, S.M.; SASSO-CERRI, E.
Structural alterations in the seminiferous tubulafs rats treated with immunosuppressor

tacrolimus.Reproduc.Biol. and EndocrinolZ,19,2009.

CARMIGNANI, M., BOSCOLO, P., IANNACCONE, A. Effectef chronic exposure to arsenate
on the cardiovascular function of rats. Br. J. Ikied., 40, 280-284,1983.

CHANDRA, AK.; CHATTERJEE, A.; GHOSH, R.; SARKAR, MCHAUBE, S.K. Chromium
induced testicular impairment in relation to admrtical activities in adult albino rats.
Reproduct. Toxicol., 24, 388—-396, 2007.

CHAUHAN, A., AGARWAL, M., KUSHWAHA, S., MUTREJA, A.Suppression of fertility in
male albino rats following the administration of%0ethanolic extract oAegle marmelas
Contraception 76, 474-481, 2007.

CHANG, S.I.; JIN, B.;YOUN, P.; PARK, C.; PARK, RYU, D. Arsenic-induced toxicity and
the protective role of ascorbic acid in mouse sedtoxicol. and Appl. Pharmacol., 218, 196-203,
2007.

CHIEREGATTO, L.C. Efeito do tratamento crénico cextratos deHeteropterys aphrodisiaca
O. Mach. EAnemopaegma arvengéell.) Stellf. no testiculo de ratos Wistar adslt(Dissertacao
de mestrado) — Universidade Federal de Vicosa,dichG, 67p., 2005.

CHIOU, T.; CHU, S.; TZENG, W.; HUANG, Y. LIAO, C. &enic trioxide impairs
spermatogenesis via reducing gene expression lavdksstosterone synthesis pathway. Chem.
Res. Toxicol., 21, 1562-1569, 2008.

CREASY DM. Pathogenesis of male reproductive tayicioxicol Pathol, 29, 64-76, 2001.
CUI, X.; OKAYASU, R. Arsenic accumulation, eliminaih, and interaction with copper, zinc and

manganese in liver and kidney of rats. Food andhCHexicol., 46, 3646-3650, 2008.

56



ESPINOZA-NAVARRO, O.; VILAXA, A.; GRANIFO, L.; ROJA, S.; RODRIGUEZ, H.
Histological study on the male reproductive orgafismouse CF1 treated with boron. Int J.
Morphol, 25, 341-346, 2007.

FRANCA, L.R.; RUSSELL, L.D The testis of domestimmmals. In: F. Martinez-Garcia e J.
Regadera (Eds), Male reproduction-a multidiscipimaverview, Churchill Communications,
Madrid, pp. 198-219,1998.

FRANCA, L.R.; LEAL, M.C.; SASSO-CERRI, E.; VASCONCBS, A.; DEBELJUK, L.;
RUSSELL, L.D. Cimetidine ( Tagamet) is a reprodugtitoxicant in male rats affecting
peritubullar cells. Biology of Reproduction, 63,0B41412, 2000.

GODINHO, C.L. Analise histométrica do testiculowatédo da espermatogénese em gieks(

domesticy sexualmente maduros. (Dissertacdo, mestrado) B&lizonte, UFMG, 74p, 1999.

GUPTA, G., SRIVASTAVA, AK., SETTY, B.S. Androgeniegulation of glycolytic and HMP
pathway in epididymides and vas deferens of rhesuskey. Ind. J. of Experim. Biol., 31, 305—
311, 1993.

HUGHES, M.F.; KENYON, E.M.; EDWARDS, B.C.; MITCHELL C.T.;RAZO,L.M.D;
THOMASA, D.J. Accumulation and metabolism of argenin mice after repeated oral

administration of arsenat€oxicol. and Appl. Pharmacol., 191, 202-210, 2003.

JANA, K.; JANA,S.; SAMANTA,P.K. Effects of chroniexposure to sodium arsenite on
hypothalamo-pituitary-testicular activities in adwats:possible an estrogenic mode of action.
Reproduct. Biol. and Endocrinol., 4,9,1-13,2006.

JORGE, S.G. Hepcentro. www.hepcentro.com.bacessado em 30 de agosto de 2009.

KENYON, E.M.; HUGHES, M.F.; ADAIR, B.M.; HIGHFILL, J.H.; CRECELIUS, E.A;
LLEWELL, H.J.; YAGER, J.W. Tissue distribution andnary excretion of inorganic arsenic and
its methylated metabolites in C57BL6 mice followisighchronic exposure to arsenate in drinking
water. Toxicol. and Pharmacol., 232, 448-455, 2008.

57



KLAASSEN, C.D. Heavy metals and heavy metal ant&enin: Gilman,A.g.; Rall, T.W.;
Nies,A.S.; Taylor,P. Goodman and Gilman’s the plzoiogical basis of therapeutics, 8 2 edicao,
New York, 1592-614,1990.

LOHIYA, N.K.; ANSARI, A.S. Male contraceptive agentin: Joy, K.P. Krishna, A. Krishna, C.
Haldar, (Eds.), Comparative endocrinology and répction, Narosa Publishing House, New
Dehli, 260-77, 1999.

MCcINTYRE, N. Clinical biochemistry of the liver. iThe Liver in Biology and Disease, Bittar
E.E. (Ed.), Elsevier, 2004.

MODI, M.; KAUL, R.K.; KANNAN,G.M.; FLORA,S.J.S. Cadministration of Zinc and n-
acetylcysteine prevents arsenic-induced tissueativiel stress in male rats. Jour. of Trace Elem. in
Med. and Biol., 20, 197-204, 2006.

NARANMANDURA, H.; SUZUKI, N.; IWATA, K.; HIRANO, S; SUZUKI. T. Arsenic

metabolism and thioarsenicals in hamsters andChiism. Res. Toxicol., 20, 616-624, 2007.

PANDEY, R.; KUMAR, R.; SINGH, S.P.; SAXENA, D.K.; HVASTAVA, S.P. Male
reproductive effect of nickel sulphate in mice. Bi9p12, 339-346, 1999.

PANT, N.; KUMAR, R.; MURTHY, R.C.; SRIVASTAVA, S.PMale reproductive effect of
arsenic in mice. Biom., 14, 113-117, 2001.

PANT, N.; MURTHY, R.C.; SRIVASTAVA, S.P. Male repdactive toxicity of sodium arsenite
in mice. Hum. & Experim. Toxicol., 23, 399-403, 200

PAULA, T.A.R.; COSTA, D.S.; MATTA, S.L.P. Avaliacabistolégica quantitativa do testiculo
de capivarasHydrochoerus hydrochaedisdultas. Biosci. J., 18, 121-136, 2002.

PONNAPAKKAM, T.P.; BAILEY, K.S.; GRAVES, K.A.; ISZRD, M.B. Assessment of male

reproductive system in the CD-1 mice following om@nganese exposure. Reproduct. Toxicol.,
17, 547-551, 2003.

58



PREDES, F.S. Associacdo de cadmiGiakgo bilobaem ratos: avaliacdo do testiculo quanto a
modificacdes de estrutura, ultraestrutura e mortameDissertacdo de mestrado), UNICAMP,
64p, 2007.

RODRIGUES, A.S.L.; MALAFAIA,G. Effects of arsenic xposure in human health.
Rev.Saude.Com., 4, 148-159, 2008.

RUSSELL, D.L.; ETTLIN, R.A.; SINHA HIKIM, A.P.; CLEG, E.D. Mammalian
spermatogenesis. In: Russell, D.L., Ettlin, R.Ainf& Hikim, A.P.; Clegg, E.D.; (eds).

Histological and histopathological evaluation of tkstis. Florida, Cache River Press, 40p, 1990.

SARKAR, M.; CHAUDHURI, G.R.; CHATTOPADHYAY, A.; BISVAS, N.M. Effect of sodium
arsenite on spermatogenesis, plasma gonadotroplé@ssosterone in rats. Asian J.Androl.,5,27-
31, 2003.

SALAWU, E.O.; ADEEYO, O.A.; FALOKUN, O.P.; YUSUF,W.; OYERINDE, A,
ADELEKE, A.A. Tomato [Lycopersicon esculentynprevents lead-induced testicular toxicity.
J.Human Reprod. Science, 2, 30-34, 2009.

SASSO-CERRI, E.; CERRI, P.S. Morphological evidendedicate that the interference of
cimetidine on the peritubular components is resfpbmgor detachment and apoptosis of Sertoli
cells. Reproduct. Biol, and Endocrinol., 6,18, 2008

NANDI, D.; PATRA, R.C.; SWARUP, D. Oxidative stressdices and plasma biochemical
parameters during oral exposure to arsenic in Faaed and Chemical Toxicology., 44, 1579-
1584, 2006.

VALHTER, M. Biotransformation of trivalent and peavilent inorganic arsenic in mice and rats.
Environ. Res.,25, 286-293, 1981.

MONTEIRO,J.C.; PREDES,F.S.; MATTA,S.L.P.; DOLDER,Hleteropterys aphrodisiaca

infusion reduces the collateral effects of Cyclogp® A on the testis. The Anatom. Rec., 291,
809-817, 2008.

59



ZENICK, H., CLEGG, E.D., PERREAULT, S.D., KLINEFEIER, G.R., GRAY, L.E.
Assessment of male reproductive toxicity: a riskeasment approach. In: Principles and methods
of toxicology. 3. ed. New York: Raven, pp. 937-98894.

YANO, C.L. Aspectos estruturais e ultraestruturdis testiculos de ratos submetidos ao

tratamento com cadmio e paracetamol. (Dissertagaoeastrado), UNICAMP, 88p, 2001.

60



Capitulo 2
Efeitos do arsenato sobre as células de Leydig engmonentes intertubulares de testiculo de
camundongo suico adulto

RESUMO

A preocupacao com os potenciais efeitos de v&@onotaminantes ambientais, dentre eles o
arsénio (As) inorganico, um dos principais polusrda agua, tem atingido alcance mundial. A
exposicdo ao As pode resultar em efeitos toxicgada@s ou cronicos, ocasionando diversas
patologias, dentre elas aquelas que afetam o sisteprodutor masculino, como a inibicdo da
androgénese testicular e reducdo do peso dosutestiEste trabalho avaliou os efeitos crénicos
de arsénio sobre a morfometria de células de Legdigamundongos adultos. O trabalho foi
conduzido dentro dos preceitos éticos para anighaiboratorio. Vinte e quatro camundongos
foram divididos em trés grupos: o controle, quesbet apenas agua destilada e os grupos de
tratamento que receberam solucdo de arsénio namoacido de 1mg/L, durante 42(Asl) e
84(As2) dias. Os animais foram contidos e anestesiaom ketamina e Xilazina, pesados e entéao
tiveram os testiculos retirados e imersos em Kakywvpor 24 horas, sob refrigeracao.
Fragmentos dos testiculos foram desidratados eme séescente de etanol, incluidos em
metacrilato, seccionados na espessura dar,8 corados com azul de toluidina/borato de sédio.
Imagens do parénquima testicular foram obtidas dorostopio de luz e analisadas com o
programa Image-Pro Plus. Para a andlise da monfianaet Leydig, foram medidos trinta nucleos,
escolhendo-se os que apresentavam contorno maiscesfdeterminando-se assim o diametro
nuclear. Foram calculados os volumes nuclearesplagmaticos e celulares, além do indice
Leydigossomaético (ILS), numero de células de Leymbg testiculo e por grama de testiculo e a
relacdo nucleopasmatica (RNP). Os niveis de testost plasmatica foram mensurados pelo
método ELISA. Para a comparacdo das meédias, ftzatto o teste de Duncan (p<0,05).
Observou-se reducéo no valor do diametro nucleaAgine As2, sendo significativo apenas em
Asl. A RNP foi reduzida apenas em Asl (p<0,05).LO diminuiu nos dois grupos tratados
(p<0,05). O volume nuclear diminuiu em Asl e Asendo significativo apenas em Asl. O
volume nuclear estad correlacionado com o nivel eitosterona plasmatico. Este dado foi
confirmado na mensuracdo dos niveis deste horm@sicquais diminuiram nos dois grupos
tratados (p<0,05). O volume citoplasmatico e cel@dao numero de células de Leydig por
testiculo e por grama de testiculo, ndo variargmifitativamente. Houve aumento expressivo de
macrofagos nos animais expostos por mais tempoda dg arsénio. A proporcdo de vasos
sanguineos apresentou queda significativa em Askmio ao Asl e controle, ao contrario do
ocorrido em relacdo ao Asl, onde ocorreu aumenstangoporcao. Para o vaso linfatico, o
aumento expressivo nos grupos tratados foi estatisente significativo. O volume de células de
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Leydig e tecido conjuntivo foram diminuidos nosmps tratados. Para o volume de macrofago,
observou-se aumento expressivo em As2 em relagé&d & controle. Em relacdo ao volume de
vasos sanguineos, Asl apresentou aumento em relagi@mtrole, diminuindo significativamente
em As2. Em relacdo aos dois grupos tratados, anelde vaso sanguineo reduziu em As2. Ja
para o volume de vaso linfatico, observou-se auongghificativo nos grupos tratados em relacéo
ao controle. Conclui-se que o As altera os par&wsetrorfométricos das células de Leydig além

de provocar reducdo nos niveis de testosteronmatas.

Palavras chaves: Arsénio, camundongo, célula ddigetestosterona
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a ingestdo de arsénio inorgaatiGvés da agua, tem se tornado uma
importante questdo de saude publica. Milhdes deopssno mundo, principalmente em paises em
desenvolvimento, sdo expostas ao arsénio. Esteepterchega aos corpos d’agua por fontes de
depdsitos naturais ou por praticas agricolas esindis, principalmente a mineracdo. Os altos
niveis de toxicidade de arsénio sdo muito bem adbg, pois compostos de arsénio sao
facilmente absorvidos, tanto oralmente quanto palagdo (Barra et al., 2000). As consequéncias
da exposicao crénica ao arsénio para a saude hun@nam aumento no risco de varias formas
de céncer e numerosos efeitos patoldgicos, taisocooencas cutaneas (hiperpigmentacédo e
hiperqueratose), gastrointestinais, vascularebgetia melitus e neuropatias periféricas (Rodrigues
& Malafaia, 2008).

Quanto a acao do arsénio inorganico, principan# encontrada na agua, no sistema
reprodutor masculino pouco é conhecido principateem que diz respeito a morfometria
testicular. Os principais achados do efeito dernéwsé@os testiculos e 6rgdos acessorios séo
alteracdes na motilidade e contagem espermatickaiSat al, 2003) e alteragbes hormonais
(Chang et al, 2007).

O testiculo esta dividido em dois compartimentosibmlar e o intertubular. O primeiro
formado por tubulos seminiferos constituidos dectipropria, epitélio germinativo e lume. O
intertdbulo é formado pelas células de Leydig, qmesentam a por¢do endocrina dos testiculos
dos mamiferos, por células do tecido conjuntivocfidi@gos, mastocitos e fibroblastos), além de
vasos sanguineos e linfaticos (Russell et al., 19B@rpe, 1994). As células de Leydig sintetizam
a testosterona que mantém a espermatogénese, mromadiferenciagdo do trato genital
masculino, mantém o0s caracteres sexuais secunda@riasfuncdo das glandulas acessorias
(O’Donnel et al.,, 2001; Colleta et al., 2005). Emral, roedores apresentam um padrao de
interttbulo em que as células de Leydig e o teadaojuntivo ocupam sua maior parte,
contrastando assim com o espaco linfatico (Favetett, 1973).

A escassez de dados sobre a agdo do arsénio sqgmwec&o androgénica testicular,
motivou uma investigacdo mais detalhada dos saiwm®f Assim, o presente trabalho teve por
objetivo avaliar os efeitos do arsénio sobre asla€lde Leydig e os demais componentes do
compartimento intertubular de testiculos de camngds adultos, além de verificar alteragdes nos

niveis séricos de testosterona.
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2. RESULTADOS E DISCUSSAO

2.1. Proporcédo volumétrica dos componentes do timibero

Observou-se reducao da proporcao de células deig-eyde tecido conjuntivo nos dois
tratamentos, em relacdo ao controle. Adicionalmenteducdo em Asl também foi significativa
em relagdo ao grupo As2. Os macrofagos aumentaggificativamente no grupo As2 enquanto
0 espaco linfatico mostrou-se maior nos dois grugosatamento. Vasos sanguineos aumentaram
em Asl e apresentaram reducao em As2, se compaadostrole (Tabela 1).

O compartimento intertubular representa a porc@id@ma do testiculo dos mamiferos. O
arranjo e proporcao dos seus diferentes componeatesora variem sobremaneira entre as
diferentes espécies estudadas, sdo responsaveimpeltencédo dos niveis fisiologicos espécie-
especificos de andrégenos, tanto no fluido in@asttesticular, como no plasma (Fawcett et al.,
1973). A testosterona e a diidrotestosterona saths pelas células de Leydig sdo andrégenos
responsaveis pela diferenciacdo do trato genitacolmo e da genitdlia externa na fase fetal
(Pelliniemi et al., 1996), pelo aparecimento dascizres sexuais secundarios e pela manutencao
guantitativa da espermatogénese a partir da puther@&arpe,1994; Zirkin et al., 1994; Payne et
al., 1996). Os demais componentes do intertUbulesaptam variacdo menos evidente quanto a
percentagem (Paula et al., 2007).

Monteiro et al. (2008) observaram que no tratameid ratos Wistar adultos com
ciclosporina A, houve diminuicdo significativa naoporcdo de células de Leydig e tecido
conjuntivo em relacdo ao controle. Este fato tamib@nobservado no presente trabalho. Em
estudo feito com cloreto de cadmio na dose de 816l |[Kg* em ratos Wistar adultos, ndo foram
observadas variacbes nas proporcdes volumétricagldmentos intertubulares no grupo tratado
em relacdo ao controle (Predes, 2007). Araujo (R088 testar o paracetamol em doses
terapéutica e supraterapéutica em ratos Wistatasjubservou reducdo na proporcao de células
de Leydig na dose supraterapéutica, 53 dias apéstamento. Para 0s outros parametros, nao

foram observadas variagdes significativas.
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Tabela 1: Propor¢édo volumétrica (%) dos componempeimtertibulo de camundongos em idade
reprodutiva, apds o tratamento com arsenato. (Me&desvio-padrao).

Proporcoes Grupo Controle Asl As2
Célula de Leydig 73,94 + 5,27 57,22 + 5,03 65,59 + 5,07
Tecido Conjuntivo 3,34 +0,9% 1,40 + 0,62 0,91 + 0,58
Macréfagos 2,86 +0,78 3,24 +1,16 8,56 + 1,77
Vaso Sanguineo 11,05 + 4,00 15,30 + 3,48 5,46 + 2,51
Espaco Linfatico 8,81+ 3,99 22,34+ 5,80 19,47 + 4,58

Letras iguais nas colunas nao diferem significatieate entre si (p>0,05).
Asl = 42 dias; As2 = 84 dias

2.2. Volume dos componentes do intertibulo poictdst

Os volumes dos componentes do intertibulo pofctéstestdo expressos na Tabela 2.
Houve reducdo no volume das células de Leydig npagAsl (p<0,05), comparado ao controle e
ao grupo As2, enquanto o volume de tecido conjonteduziu nos dois grupos de tratamento.
Macrofagos aumentaram significativamente em Asdnpayado ao controle e Asl. Vasos
sanguineos apresentaram aumento de volume em #siLigho em As2, em relagdo ao controle.
O espaco linfatico aumentou (p<0,05) nos dois gsujmotratamento.

Em um estudo feito com ciclosporina A (15,0 mg*Kmr dia) em ratos Wistar adultos, foi
observada variacdo significativa apenas no queratipeito ao aumento do volume de tecido
conjuntivo (Monteiro et al., 2008). No presentd#&io, observamos redugéo no volume de tecido
conjuntivo. Predes (2007), trabalhando com clodet@admio na dose de 3,0 umolKem ratos
Wistar adultos, ndo observou variacdes signifieativnos volumes dos componentes

intertubulares. Em estudo feito com paracetamol doses terapéuticas e supraterapéuticas
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(Araujo, 2008), os volumes dos vasos sanguineassevalsos linfaticos ndo variaram de forma
significativa entre os grupos (p<0,05). O menowowrabservado para o volume total do tecido
conjuntivo foi registrado no grupo que recebeu dugeaterapéutica e foi sacrificado 53 dias apoés
o término do tratamento. O volume total das céldateydig também reduziu significativamente
nos grupos que receberam dose terapéutica e gap@idca e que foram sacrificados 53 dias
apos o tratamento (Araujo, 2008). No presente linababservou-se também reducéo no volume
total de células de Leydig nos grupos tratados am®nato de sédio em dois tempos de exposi¢ao
diferentes, e o menor valor observado para voluem&ddo conjuntivo foi observado no maior
tempo de exposicdo ao arsenato de sodio. Diferemiendo que foi observado no estudo com
paracetamol, no presente estudo, os volumes dosisl@mamponentes intertubulares sofreram

variacdes entre 0s grupos tratados com arsénio.

Tabela 2: Volume dos elementos do intertdbulo (pa) testiculo de camundongos em idade
reprodutiva, apods tratamento com arsenato (Médiesvio-padrao).

Volume

Grupo Controle

Asl

As2

Célula de Leydig

Tecido Conjuntivo

Macréfago

Vaso Sanguineo

Espaco Linfatico

0,0075 + 0,0007

0,0003 + 0,0001

0,0003 + 0,0001

0,0011 + 0,000%

0,0009+ 0,000%

0,0059 + 0,001D

0,0002 + 0,000

0,0003 + 0,000

0,0016 + 0,0005

0,0024 + 0,0007

0,0068 + 0,001%

0,0001 + 0,000

0,0009 + 0,0001

0,0006 + 0,0003

0,0020 + 0,0006

Letras iguais nas colunas nao diferem significatieate entre si (p>0,05).

Asl = 42 dias; As2 = 84 dias
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2.3. Morfometria de células de Leydig

Os dados de morfometria de células de Leydig estgostos na Tabela 4. Houve reducgéo
do diametro nuclear desta célula no grupo Asl apeParém, o volume nuclear apresentou-se
menor nos dois grupos que receberam arsénio. fom@p de nucleo e citoplasma das células de
Leydig apresentou reducao no grupo Asl, sendo qugupo As2, apenas o percentual de nucleo
reduziu. O indice Leydigossomatico, que é um patn@ntgie visa quantificar o investimento em
células de Leydig com relacdo ao peso corporaksaptou-se reduzido significativamente nos
dois grupos de tratamento. Os demais parametrobsad@s ndo apresentaram alteracdes
significativas (p>0,05).

Estudos correlacionando estrutura e funcdo dasasétle Leydig em varias espécies de
mamiferos mostrou que variagcdes na secrecado destersina resultam mais da capacidade
individual desta célula em secretar androgenosugodg diferencas no volume total das mesmas
(Ewing et al., 1979). Neste sentido, Costa e Pd@l@06) correlacionaram positiva e
significativamente o volume individual da célulaldeydig com o nivel sérico de testosterona na
capivara. Para Zirkin et al. (1980), a capacidadelytiva da célula de Leydig esta altamente
relacionada a quantidade de reticulo endoplasmii@resente nesta célula. Castro et al. (2002)
descreveram que, em coelhos, existe uma correlatdmente significativa do percentual
volumétrico do nucleo e do numero de células daligepor grama de testiculo, com os niveis

plasmaticos e testiculares de testosterona.

Tabela 3: Dados morfométricos de células de Leyelig,camundongos tratados com arsenato
durante 42 (Asl) e 84 dias (As2). RNP = relacéo lemptasmética; ILS

Leydigossomatico; nimero de células de Leydig petitulo e por grama de testiculo ()10

indice

(Média +desvio-padrao).

Parametros Grupo Controle Asl As2
Diametro
Nuclear (um) 7,25 +0,14 6,65 + 0,28 7,07 +0,25
Nucleo (%) 11,31 + 1,58 7,60 + 1,21 9,19 + 0,77
Citoplasma (%) 62,62 + 4,68 49,62 + 4,54 56,40 + 5,03
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RNP 18,10 + 2,34 15,38 + 2,44 16,40 + 1,98°

ILS 0,021 + 0,002 0,016 + 0,003 0,017 + 0,003
Volume

Nuclear () 199,89 + 11,31 154,94 + 17,22 186,04 + 20,37
Volume do

Citoplasma (ur) 1122,89 + 182,98  1021,89 + 143,23  1143,19 + 136,03
Volume

Celular (unf) 1322,79 + 136,41 1176,63 + 148,02 1329,23 + 146,12
Numero de Células/

Testiculo 5,71+ 0,92 5,05 + 1,03 5,13 + 1,26
Numero de Células/

grama de Testiculo 44 31 + g 78 41,31+ 5,80 36,44 + 7,22

Letras iguais nas colunas ndo diferem significatieate entre si (p>0,05).
Asl = 42 dias; As2 = 84 dias

O valor estimado de ILS para camundongos é de 0(BR&%sell, 1996). Animais tratados
com arsenato de sodio mantiveram uma meédia infe@iocitada acima, tendo variado
significativamente em relacdo ao grupo controles sg@ aproximou do valor referéncia para este
parametro.

De acordo conCastro et al. (2002), o volume nuclear da céluldelig esta altamente
correlacionado com o nivel de testosterona testicell plasmatico. O presente estudo esta em
concordancia com esses autores, pois houve coag@ereducdo no didmetro e no volume
nuclear de células de Leydig nos animais que reasbarsénio, coincidindo com a reducéo de
testosterona plasmatica (Figura 1).

Apesar de as médias referentes ao niumero de £élelaeydig por testiculo e por grama
de testiculo em animais tratados nédo terem sofrat@cdes significativas entre si, 0s grupos
tratados permaneceram abaixo dos valores encostfata o grupo controle, porém acima das
meédias encontradas por Mori et al. (1982), em camigos adultos normais, que foi de 3
milhdes para numero de Leydig por testiculo e 24i|lAdes para niumero de Leydig por grama de

testiculo. InUmeros fatores podem influenciar nantjdade necessaria de células de Leydig por
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animal, dentre eles, a quantidade de LH dispontvelimero de receptores de LH por célula,
guantidade de testosterona que a célula de Leydigpéz de secretar em um dado tempo, a
velocidade pela qual a testosterona deixa o téstiia vasos linfaticos, vasos sanguineos e fluido
seminal, o volume sanguineo do animal e a taxa etabulismo da testosterona (Russell et al.,
1994; Russell, 1996). Trabalhando com camundor@oisu et al. (2008) verificaram aumento do
namero de células de Leydig por testiculo apoarranto com triéxido de arsénio ¢&8s) por

trés semanas, nas doses de 0,15; 0,3; 1,5 e 3,Kgiig Este resultado explica porque a
testosterona avaliada ndo reduziu apos tratamenmoAs03, com excecdo da dose de 3.0 mg Kg

! (Chiou et al, 2008). Monteiro et al. (2008), aal&arem a morfometria de células de Leydig em
ratos Wistar tratados com Ciclosporina A (15,0 mg*Kor dia), ndo observaram variagéo
significativa em nenhum dos parametros analisadosiparado-se o grupo tratado e o grupo
controle. A administracdo crbnica de doses terag@ute supraterapéuticas de paracetamol
apresentaram pouco efeito sobre a porcdo endddonaesticulo, porém, naqueles animais
submetidos a tratamento com doses supraterapédéqgaaracetamol e sacrificados 53 dias apés o
tratamento, houve redugdo na maioria dos parameinafisados. Assim, houve reducgédo do
diametro do nudcleo de células de Leydig, do indeyligossomatico e no numero total de células
de Leydig. Os demais parametros nao variaram gigtifamente (Araudjo, 2008). Em estudo feito
com cloreto de cadmio na dose de 3,0 pmol¢ Kgdministrados em ratos Wistar adultos por 56
dias, observou-se reducao significativa no voluntividual das células de Leydig, no diametro
nuclear e nos volumes nucleares e citoplasmatiestas células. Os outros parametros (numero
de célula de Leydig por testiculo e por grama diédglo) ndo sofreram variacdes (Predes, 2007),
similar ao observado também no presente estudeantiio arsenato de sédio, nos dois tempos
diferentes de exposicao.
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2.4. Determinacgao plasmatica de testosterona

Os resultados da determinacéo plasmatica de texsina estdo expressos na Figural.

(ng/ 4 - ap

N
1
—]—C

Controle Asl As2

Figura 1: Testosterona plasmatica de camundongd®adpds administracdo de arsénio durante
42 dias (Asl) e 84 dias (As2).

Houve reducdo da testosterona plasmatica no grs@o ¢ue ficou mais tempo exposto a
acado do arsénio. Animais do grupo Asl, apesar deap&esentarem reducao significativa da
testosterona plasmatica comparados aqueles do gompmle, mostraram reducdo nos parametros
de células de Leydig relacionados a producao haaim&m estudo onde o arsenito de sodio foi
administrado intraperitonealmente em ratos, nasatracdes de 4,0, 5,0 e 6,0 mg Kgor dia
por 26 dias, foi detectada diminuicdo dos niveasiplaticos de testosterona nos animais que
receberam as maiores doses de arsenito (Sarkbhy 20@8). Reducdo dos niveis plasmaticos de
testosterona também foi observada em camundongosegeberam arsenito na agua de beber nas
concentraces de 20,0 e 40,0 my Neste mesmo estudo, também foi detectado dindinui
atividade de enzimas-chave na rota de biossintgestbsterona (Chang et al, 2007). Jana et al
(2006), ao administrarem arsenito de sédio em ratrisos na concentracéo de 5,0 mg'mpr
dia por quatro semanas, observaram também dimmuqg& niveis plasmaticos e testiculares de
testosterona no grupo tratado quando comparadoseonrespectivo controle. Adicionalmente,
algumas enzimas importantes na biossintese destExstna tiveram suas atividades reduzidas no

grupo tratado com arsenito. Camundongos machosegaberam trioxido de arsénio por injecao
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subcutanea por 3 semanas nas dosagens de 0,13;3,8 3,0 mg Kg, tiveram seus niveis

plasmaticos e testiculares de testosterona reduzmdmificativamente nos grupos tratados em
relacdo ao controle. A reducdo dose-dependententless plasméticos de testosterona pode
ocorrer pela diminuicdo da atividade das enzimakag&nicas testiculares ou pela inibicdo da
secrecao de testosterona pelas células de Leydrdicdu-se também diminuicdo da expressao de

MRNA de enzimas envolvidas na sintese de testosté@hiou et al, 2008).

3. CONCLUSOES

O compartimento intertubular se mostrou bastatégaamlo em resposta a administracéo de
arsénio via dgua de beber, uma vez que todos meeles intertubulares analisados tiveram suas
proporcdes e volumes alterados nos grupos tratdftosse tratando da principal célula deste
compartimento, a célula de Leydig, produtora déeosterona, praticamente todos os parametros
morfomeétricos relacionados a ela se encontraraemadlbs, inclusive os niveis de testosterona

plasmatica determinados neste trabalho.
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CONCLUSOES GERAIS

Em sumo, o presente estudo comprovou o efeitosimar na concentracdo de 1,00 myg L
no testiculo de camundongos, sugerindo um possieib deletério deste metal na fertilidade

masculina, a longo prazo. Mais especificamentegmpas concluir que:

» O tratamento com arsenato de sodio na concentr@dgdbmg/l via agua de consumo em
camundongos Swiss adultos, aumentou significativwéene peso corporal no grupo de 84 dias
de tratamento em relagdo ao grupo de 42 dias entwot®m J& 0 peso testicular ndo variou
significativamente entre os grupos tratados;

> Orgdos sexuais acessorios como epididimo, vesisahainal e ducto deferente n&o
apresentaram alteracdo de peso. A prostata tevepesa reduzido nos dois grupos de

tratamento;

» Figado e rim apresentaram reduc&o no peso nogrd@sentos;

» Houve acumulo de arsénio em todos os 6érgdos adalis sendo maior nos animais que

ficaram mais tempo expostos ao téxico;

» A alanina aminostransferase (ALT) n&o apresentieuagioes;

» A aspartato aminotransferase (AST) aumentou noogdgpanimais que ficaram mais tempo

recebendo arsénio;

» O aumento de AST sinaliza para a toxicidade dmarsé funcéo hepatica e renal, motivando

assim estudos histolégicos e morfométricos destg8 posteriormente;

» A proporcdo de tunica prépria se mostrou aumentada grupos tratados em relacdo ao
controle, sugerindo uma possivel protecdo da agdarsknato nos tubulos seminiferos, uma
vez que a tunica propria faz parte da barreira tetesticular que promove a protecao das
células da linhagem espermatogénica dentro dodogitseminiferos. JA4 a proporcdo de

epitélio seminifero foi diminuida significativamento grupo de tratamento de 42 dias;
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>

O diametro tubular e o epitélio seminifero se agmEgam recuperados no grupo de

tratamento de 84 dias em relagc&o ao grupo de 42 dia

O arsénio causou diferentes patologias testicylpeeicularmente nos tubulos seminiferos;

Houve reducdo na proporcdo de células de Leydigy b@mo no seu didmetro nuclear e

volume;

Houve aumento expressivo de macréfagos nos anex@isstos por mais tempo a acédo do

arsénio;

A proporcao de vasos sanguineos apresentou gigmifecativa em As2 em relacdo ao Asl e
controle, ao contrario do ocorrido em relacdo ad,Asnde ocorreu um aumento nesta
proporcao. Para o vaso linfatico, 0 aumento expres®s grupos tratados foi estatisticamente

significativo;

O volume de células de Leydig e tecido conjuntigcaim diminuidos nos grupos tratados.
Para o volume de macréfago, observou-se um aunsamtificativamente expressivo em As2
em relacdo a Asl e controle. Em relagdo ao vasgu§a#n, o volume de Asl aumentou
significativamente em relacao ao controle, dimidoisignificativamente em As2. Em relacéo
aos dois grupos tratados, o volume de vaso sarguéaeiziu em As2. Ja para o volume de
vaso linfatico, observou-se um aumento signifi@ativos grupos tratados em relagdo ao

controle;

Na morfometria de células de Leydig, o diametrdearc, a propor¢céao de nucleo e citoplasma,
0 ILS e o volume nuclear foram reduzidos signifiGanente nos dois grupos de tratamento.
J& a relacdo nucleoplasmatica (RNP) foi reduzigaifgiativamente apenas no grupo de 42

dias. Desta forma, detectamos que o arsénio afatecao endocrina do testiculo;

Os niveis plasmaticos de testosterona apresensgameduzidos nos dois grupos de

tratamento;

Este trabalho confirmou a toxicidade do arséniccorcentracdo de 1,00 mgtem dois

periodos de exposicao diferentes.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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