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RESUMO

OLIVEIRA, Ménica de Fatima, M.Sc., Universidade Federal de Vicosa, dezembro de
2010. Efeito da exposicdo cronica ao niquel nos testiculos de ratos Wistar adultos.
Orientador: Tarcizio Anténio Rego de Paula. Co-Orientadores: Sérgio Luis Pinto da
Matta e Claudio César Fonseca.

A toxicidade de um metal depende da sua capacidade inerente de afetar
adversamente qualquer atividade bioldgica. Entre poluentes ambientais, o niquel, um
metal pesado, merece destaque especial como um elemento potencialmente toxico. A
exposicdo aguda ou cronica ao niquel resulta em varios efeitos na reproducdo, tendo
como alvo o testiculo, que é um 6rgdo bastante suscetivel a este agente nocivo. Neste
trabalho, avaliou-se o efeito crénico do niquel sobre a biometria corporal e testicular e
sobre os compartimentos tubular e intertubular dos testiculos de ratos Wistar em idade
reprodutiva. Foram utilizados 24 ratos, divididos em trés grupos de oito animais. O
grupo 1, controle, recebeu agua deionizada, os grupos tratados receberam sal de niquel
na forma de cloreto de niquel NiCl, nas doses de 20mgNi/dia (grupo 2) e 40mgNi/dia
(grupo 3), durante 60 dias. A administracdo crénica de niquel causou reducao no peso
da prostata, e reduziu a ingestdo de alimentos pelos animais, independentemente da
concentracdo utilizada. Os animais que receberam a maior dose apresentaram redugédo
no peso corporal, nos componentes testiculares, epididimo, altura do epitélio seminifero,
didametro dos tubulos seminiferos e no volume tubular. Em relacdo ao compartimento
intertubular, o niquel acarretou reducdo no volume total das células de Leydig, e
consequentemente do indice Leydigossomatico. Observou-se ainda, neste grupo, a
reducdo da proporcdo volumétrica dos macréfagos e do aumento da proporgdo
volumétrica do espaco linfatico. Nas avaliagcdes histopatoldgicas do parénguima
testicular foram evidenciadas patologias pontuais no epitélio seminifero referente a
vacuolizagdo, desprendimento celular e deplecdo das células germinativas, sendo que
em dois animais todos os tubulos seminiferos apresentavam comprometimento. Dentre
as alteracdes verificadas nestes animais, 0s dados acima, sugerem que doses elevadas de

niquel possam afetar a esteroidogénese e comprometer o processo espermatogénico.
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ABSTRACT

OLIVEIRA, Mébnica de Fatima, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, December,
2010. Effect of chronic nickel exposure in the testes of Wistar adult rats. Advisor:
Tarcizio Antonio Rego de Paula. Co-advisors: Sérgio Luis Pinto da Matta and Claudio
César Fonseca.

The toxicity of a metal depends on its inherent capacity to adversely affect any
biologic activity. Among the environmental pollutants, nickel, a heavy metal, merits
special highlights as a potential toxic element. The acute or chronic exposure to nickel,
results in effects various on reproduction, being targeting, the testis, which is an organ
highly susceptible to this noxious agent. In this study, was evaluated the chronic effect
of nickel over corporal and testis biometry and tubular and intertubular compartments in
Wistar rats on reproductive age. Were utilized 24 rats divided into three groups with
eight animals. Group 1, control, received deionized water, treated groups received the
nickel salt in the form of nickel chloride NiCl, in the doses of 20mgNi/day (group 2)
and 40mgNi/day (group 3) for 60 days. Chronic administration of nickel caused
reduction in prostate weight and reduced food intake by the animals, independently
concentration used. The animals that received the highest dose showed reduction in the
corporal weight in the testicular components, epididym, seminiferous epithelial height,
diameter seminiferous tubules and at the tubular volume. Regarding the intertubular
compartment, nickel caused reduction in the total volume of Leydig cells, and
consequently of the Leydigosomatic index. It was also observed in this group, reduction
the volumetric proportion of macrophages and increase volumetric proportion in
lymphatic space. In the histopathological evaluation of testicular parenchyma were
observed punctual pathologies of the seminiferous epithelial related to vacuolation, cell
detachment and depletion of germ cells in two animals all seminiferous tubules showed
committed. Among the changes in these animals, the above data suggest that high doses

of nickel may affect steroidogenesis and impair the spermatogenic process.



INTRODUCAO GERAL

1. Toxicologia

Ap6s a Segunda Guerra Mundial, a toxicologia experimentou notével
desenvolvimento, principalmente a partir de 1960, deixando de ser uma ciéncia
envolvida apenas com o aspecto forense. Hoje a énfase estd voltada a avaliagdo da
seguranga e risco na utilizacdo de substancias quimicas, como também a aplicacdo de
dados gerados em estudos toxicoldgicos, como base para o controle regulatério destas
substancias no alimento, no ambiente, nos locais de trabalho, entre outros (Oga et al.,
2008).

A toxicologia € uma ciéncia que estuda os efeitos toxicos decorrentes das
interacGes de substancias quimicas com o organismo, sob condi¢des especificas de
exposicdo. Um efeito adverso ou toxico é definido como uma alteracdo anormal,
indesejavel ou nociva apds exposicao a substancias potencialmente toxicas. A morte é o
efeito adverso mais dréstico. Os efeitos adversos de menor gravidade incluem alteracoes
patoldgicas ou enzimaticas, alteracdo no consumo de alimentos e variagdo no peso
corporeo (Oga et al., 2008). Portanto, a toxicologia é a area do conhecimento humano
devotada a compreender os tdxicos, sua existéncia, sua ocorréncia, Seus
comportamentos e mecanismos de acdo (Fukushima e Azevedo, 2008).

A presenca de substdncias toxicas, contaminando varios locais do meio
ambiente, tem sido fonte de preocupacdo mundial. Do ponto de vista da Satde Publica,
a agua contaminada é a principal fonte de exposicdo a populacdo. Os locais
contaminados podem conter um grande numero de agentes quimicos capazes de
promover distdrbios graves, como o cancer, desordens no sistema nervoso central e
alteracGes dos 6rgdos genitais. Logo, a toxicologia objetiva melhorar a qualidade de
vida e a saude do ambiente, sendo uma ciéncia de inegavel importancia social no mundo

contemporaneo (Oga et al., 2008).

1.1. Metal Pesado

Atualmente, uma das grandes preocupacdes ambientais se relaciona aos residuos
solidos gerados pela sociedade moderna e consumista. Com a intensificagdo do
processo industrial, aliada ao crescimento da populagéo e a consequente demanda por

bens de consumo, 0 homem tem produzido quantidades significativas destes residuos



(Leite et al., 2004). De todos os residuos que atingem o sistema aquéatico, 0s metais,
principalmente os pesados, devem ser vistos com maior preocupacéo, especialmente por
serem elementos ndo degradaveis (Silva, 2002). A poluicdo dos sistemas aquaticos por
metais pesados € um fator que afeta a qualidade ambiental e constitui risco iminente de
toxicidade ao homem (Muniz e Filho, 2006).

Os metais sdo quimicamente definidos como elementos que conduzem
eletricidade, possuem brilho metalico, sdo maleaveis e ducteis, formam céation e
apresentam Oxidos basicos. A partir dessa definicdo a maior parte dos elementos
quimicos pode ser considerada um metal, havendo a necessidade de se subdividir os
metais em diferentes classes quimicas, de acordo com suas propriedades individuais
(McLean e Bledsoe, 1992).

Quimicamente, o termo “pesado” implica elevada densidade e o termo “metal”
se refere a um elemento puro ou uma liga de elementos metalicos. De acordo com a
literatura, a definicdo mais antiga classifica como sendo “pesado” todo metal com
densidade superior a 7 g/lcm®. Ao longo dos anos, a classificacdo de um elemento como
sendo metal pesado, com base na massa especifica, tem variado entre diversos autores,
sendo que elementos com valores de densidade entre 3,5 e 6 g/cm® sdo classificados
como metal pesado (Guilherme et al., 2005).

O fato de ndo apresentarem carater de biodegradabilidade faz com que metais
permanecam em ciclos biogeoquimicos globais, sendo os das aguas naturais o0 seu
principal meio de conducdo, podendo haver acumulagdo na biota aquatica em
concentracdes significativamente elevadas (Silva, 2002). Podem estar presentes nos
sistemas aquaticos como o resultado de processos naturais, tais como intemperismo,
erosdo e erupcdes vulcanicas e também podem ser introduzidos por meio de diversas
atividades praticadas pelo homem, tais como extracdo e o beneficiamento de metais,
rejeitos industriais, efluentes domeésticos, insumos agricolas, descarte de produtos
comerciais, queima de combustiveis, dentre outros (Guilherme et al., 2005; Machado et
al., 2005).

Embora o termo metal pesado tenha conotagdo de toxicidade, alguns desses
elementos atendem aos critérios de essencialidade as plantas, aos animais e ao homem e
sdo ditos bioenergéticos, ou seja, sua presenca € essencial para permitir o
funcionamento de algumas rotas metabolicas (Guilherme et al., 2005). Assim, em
baixas concentragdes, metais como ferro, cobre, magnésio e zinco séo considerados
essenciais para 0s organismos vivos, podendo até causar doencas na sua auséncia.

Porém, o excesso deles resulta em efeito toxico, podendo levar a morte. Alguns sdo



também de efeito acumulativo e altamente téxico, tanto para 0 meio ambiente quanto
para 0 homem. S&o considerados toxicos mesmo em baixas concentragdes o mercurio,
chumbo, cddmio, cromo, niquel, estanho, pois ndo tém funcdo nutricional ou bioldgica
conhecida (Machado et al., 2005).

Todos 0s metais e seus compostos possuem toxicidade, o fator-chave é o grau
de exposicdo que afeta o organismo. A exposicdo estd relacionada tanto com a
quantidade envolvida quanto com o tempo de exposicdo (Goyer, 1996). Dessa forma, a
atividade de uma substancia toxica depende sempre de sua concentracdo, j4 que a
maioria dos metais pesados, se ingeridos em concentragcdes elevadas, sdo venenos
acumulativos para o organismo (Guilherme et al., 2005).

Uma vez absorvidos, 0s metais sdo geralmente retidos por proteinas e
transportados pelo sangue até tecidos onde podem ser estocados ou biotransformados
(Heath, 1995). A toxicidade causada por estes metais se deve a ocorréncia de dois
principais mecanismos de acdo: formacgdo de complexos com os grupos funcionais das
enzimas, o que prejudica o perfeito funcionamento do organismo, e a combinagdo com
as membranas celulares, que perturba ou impede completamente o transporte de
substancias essenciais (Goldhaber, 2003). Além disso, os efeitos tdxicos podem incluir
a letalidade e efeitos subletais, como alteracdes no crescimento, desenvolvimento,
reproducdo, respostas farmacocinéticas, patologicas, bioquimicas, fisiologicas e

comportamentais (Rand e Petrocelli, 1985).

1.2. Niquel

O nome niquel (Ni) deriva de “kupfernickel”, referéncia dada a nicolita pelos
mineiros alemé&es, quando a identificaram no século XVII. Antes da era cristd, o metal
ja era utilizado. Moedas japonesas de 800 anos a.C. e gregas de 300 anos a.C.
continham niquel. Acredita-se que seja uma liga natural com o cobre. Nos anos 300 ou
400 a.C. fabricavam-se armas que possuiam ferro meteoritico, com contetido de niquel
variando de 5 a 15% (Silva, 2001). O niquel foi descoberto em 1751 por Axel Frederich
Cronstedt. Em 1804 Richter descreveu as propriedades desse metal (Ali et al., 1987;
Rana, 2006). O minério teve pouca importancia real na economia industrial até 1820,
quando Michael Faraday, com a colaboracdo de seu associado Stodard, foram bem
sucedidos fazendo uma liga sintética de ferro-niquel, sendo o inicio da liga niquel-aco
que tem uma grande contribuicdo para o desenvolvimento industrial do mundo (Silva,
2001).



A procura global por niquel tem sido aumentada ao longo do tempo,
principalmente devido ao aumento da producédo de aco inoxidavel. Niquel é usado em
cerca de 250.000 aplicacbes industriais nas formas de carbonato de niquel, niquel
carbonil, cloreto de niquel, nitrato de niquel, éxido de niquel, sulfato de niquel e sulfeto
de niquel. Algumas aplica¢Bes incluem o uso em processamento de ferro, niquelagem,
baterias de niquel-cadmio, certas soldagens e méaquinas copiadoras. Ferro-niquel é
utilizado em equipamentos elétricos, o cobre-niquel é utilizado como um anticorrosivo
para navios e equipamentos maritimos, enquanto titanato de niquel é usado como
pigmento em tintas (Pascalicchio, 2002; Yu, 2005).

O niquel é um metal branco prateado, duro e ferromagnético, com densidade de
8,9 g/cm® (Ali et al., 1987; WHO, 2005). E um elemento de transicdo e pertence ao
grupo 10 da tabela periddica. Ocorre naturalmente em cinco formas isotdpicas: 58
(67,8%), 60 (26,2%), 61 (1,2%), 62 (3,7%) e 64 (1,2%) (WHO, 2005). O niquel forma
uma grande quantidade de compostos e complexos, nos quais apresenta os estados de
oxidacgdo -1, 0, +1, +2, +3, +4. Embora possa existir em varios estados de oxidacéo, o
mais importante sob condi¢gdes ambientais é aquele que apresenta o estado de valéncia 2
(Haber et al., 2000).

Niquel é o 24° elemento mais abundante da crosta terrestre, compreendendo
cerca de 3% da composicdo da terra. E o quinto elemento mais abundante em peso
depois do ferro, oxigénio, magnésio e silicio (Cempel e Nikel, 2006). Ele é encontrado
principalmente combinado com oxigénio, enxofre e com varios minerais que ocorrem
naturalmente na crosta terrestre (ATSDR, 2005; Das et al., 2008).

A contaminagdo ambiental por niquel ocorre naturalmente e antropologicamente.
A fonte natural inclui meteoritos, vulcdes, a poeira do solo e os incéndios florestais,
com tamanho de particulas variando de 2-10 um. Exemplos de fontes antropogénicas
incluem a mineracdo, fundigdo e refinamento. Niquel € liberado do derretimento do ago
inoxidavel, durante a reciclagem de sucata. Outras formas de mineragéo, incluindo a
extracdo de ouro, podem liberar niquel para 0 meio ambiente como um subproduto,
usualmente lixiviados com outros. Sulfato de niquel é liberado na queima de
combustiveis fosseis e incineragdo de esgoto. Fontes de ar poluido com niquel incluem,
além dos referidos anteriormente, o processamento de niquel, queima de derivados de
petréleo e producdo de plastico. A concentracdo de niquel no ar estd aumentada em
areas industrializadas. Uma elevada concentracdo de niquel é frequentemente

encontrada na agua de lagos préximo as areas industriais. Baterias de niquel-cadmio



também sd@o uma fonte potencial de poluicdo de niquel na &gua, que pode resultar a
lixiviacdo de depositos desses residuos (Yu, 2005).

Como para a maioria dos metais, a toxicidade do niquel é dependente da via de
exposicao e da solubilidade dos compostos, sendo seus efeitos adversos para a saude.
Contudo, as principais vias de exposi¢do ao niquel sdo a agua para consumo humano,
alimentos, ar, exposicdo industrial, cigarros (Das et al., 2008). Outro tipo de exposi¢do
ao niquel é considerado também como uma das causas mais comuns de sensibilizacdo
da pele humana, a dermatite de contato alérgica. A exposi¢do dérmica ao niquel pode
ocorrer através de joias, relégios de pulso com encosto de metal, moedas e botdes
metalicos. O risco de sensibilizacdo levou a ado¢do de limites de liberagdo de niquel
para as joias e outros objetos metalicos em contacto com a pele (Ali et al., 1987; Rana,
2006).

Quanto a solubilidade, varios sais de niquel sdo solGveis em &gua, como acetato,
cloreto, nitrato e sulfato, estando distantes dos carbonatos e hidroxidos menos soluveis e
dos dissulfetos, subsulfetos e éxidos que sdo praticamente insoltveis em agua (WHO,
2005). A absorgdo de compostos de niquel depende da solubilidade dos mesmos. Em
geral, a absorcdo de niquel pelo homem é relativamente elevada em comparagdo com
outros metais. Apds a ingestdo, a absorcdo de niquel metalico e composto de niquel
moderadamente solUveis no aparelho digestorio (International Committee on Veterinary
Gross Anatomical Nomenclature, 2005) é pequena, porém, a absor¢do de compostos de
niquel solGveis, como cloreto, nitrato, sulfato é de 1 a 2 horas, com uma
biodisponibilidade variando entre 1-5% (Barceloux, 1999). Tratando-se de compostos
sollveis, a absorcdo de até 27% pode ocorrer (Azevedo e Chasin, 2003). Sendo que a
legislacdo brasileira estabelece 0,025 mg/L como o limite maximo permitido de niquel
presente na agua (CONAMA, 2005).

Apos a absor¢do, o rim é a principal via de eliminacdo. Excrecdo de niquel
também ocorre na saliva e suor, 0 que pode contribuir significativamente para a
eliminacdo deste metal em ambientes quentes (Ali et al., 1987; Barceloux, 1999). A
eliminacdo também pode se dar pelas fezes e leite (Das et al., 2008). MedicGes da
quantidade de niquel no sangue, fezes, urina podem ser usadas para estimar a sua
exposicdo ao metal (ATSDR, 2005).

O niquel é conhecido por se ligar a determinadas proteinas e ou aminoacidos no
soro sanguineo. Estes ligantes sdo instrumentos importantes para o transporte e
distribuicéo de niquel no organismo. O metal ndo é destruido no corpo, mas sua forma

quimica pode ser alterada. A principal rota para toxicidade de niquel é deplecdo ou



diminuicdo da enzima antioxidante a glutationa e a ligacdo de niquel com grupos de
proteinas sulfidril, ou seja, grupo quimico que contem enxofre e hidrogénio encontrado
no aminoacido cisteina e outras moléculas (Das et al., 2008; Oga et al., 2008). O niquel
também € inibidor de uma série de enzimas no organismo humano, incluindo urease e
mondxido de carbono desidrogenase (Yu, 2005). Sabe-se que a exposi¢cdo aos
compostos de niquel pode ter efeitos adversos na saide humana (Denkhaus e Salnikow,
2002), como os efeitos degenerativos no tecido hepatico (Das et al., 2006), diminui¢édo
significativa no volume urinario e aumento do peso relativo do rim (Obone et al., 1999),
retratibilidade dos tubulos seminiferos e diminuicdo do nimero de espermatogbnias
(Kékel& et al., 1999). Além disso, a exposicao ao niquel eleva a peroxidacgéo lipidica
testicular e suprime atividades das enzimas antioxidantes (Gupta et al., 2007), indicando
gue o niquel, sendo um metal pesado exerce potenciais efeitos toxicos nos tecidos e
sobre os 6rgaos genitais masculinos (Das e Dasgupta, 2002; International Committee on

Veterinary Gross Anatomical 2005).

1.3. Indicadores Bioldgicos

O monitoramento bioldgico consiste na deteccdo dos agentes presentes no
ambiente ou de seus metabdlitos nos tecidos, secrecdes, ar expirado dos individuos
expostos, para avaliar a exposicdo e o risco a saude (Oga et al., 2008). A avaliacdo da
exposicao aos agentes quimicos constitui um importante aspecto para a saude publica,
tendo em vista a possibilidade de se prevenir ou minimizar a incidéncia de mortes ou
doencgas decorrentes da interacdo das substancias quimicas com o organismo humano
(Amorim, 2003).

Os parametros estudados com este objetivo sdo definidos como indicadores
bioldgicos, bioindicadores ou biomarcadores. Estes constituem um pardmetro que
evidencia a ocorréncia de alguma alteracdo num sistema ou numa amostra biologica e
sdo definidos como uma espécie capaz de indicar os primeiros sinais de estresse
ambiental, causado por contaminantes em diferentes niveis de organizacdo bioldgica,
que se expressam pela exposicdo e/ou por efeito toxico de poluentes presentes no
ambiente (Walker et al., 1996; Adams, 2002; Oga et al., 2008).

Um biomarcador eficiente deve apresentar grande susceptibilidade, boa
sensibilidade, relativa especificidade e baixo custo de analise. Ainda € desejavel a
possibilidade de sua criacdo e manutencdo em condicOes de experimentacdo, de modo a

se obter dados de toxicidade para o estabelecimento de limiares de concentracéo, quanto



a alteracdo do parametro estudado (Stegeman et al., 1992; Bainy, 1993; Jonsson e
Castro, 1995).

O estudo dos biomarcadores é uma ferramenta de avaliacdo do efeito toxico de
substancias poluentes, que através do desenvolvimento e aplicacdo de técnicas de
exposicao ou efeito em trés niveis de complexidade individual, celular e molecular,
torna-se possivel a elucidacao da relagdo causa-efeito e dose-efeito na avaliacdo de risco
a saude (Jesus e Carvalho, 2008).

Quando o monitoramento bioldgico esta baseado na determinagéo da substancia
quimica ou do seu metabdlito no meio bioldgico, torna-se essencial o conhecimento de
como a substancia € absorvida pelas diferentes vias e, posteriormente, como €
distribuida para os diferentes compartimentos do organismo, se é acumulado ou nédo no
organismo, como é biotransformada e, finalmente, como é eliminada (Bernard e
Lauwerys, 1986; Rudiger, 1999).

Os biomarcadores podem ter como finalidade, avaliar a exposi¢do (quantidade
absorvida ou dose interna), avaliar os efeitos das substancias quimicas e avaliar a
suscetibilidade individual (WHO, 1993). Ha trés tipos de indicadores bioldgicos os de
exposicdo, de efeito e de suscetibilidade que constituem instrumentos para explorar a
evolucéo de eventos e comportamento do organismo em relacdo a exposicao (Oga et al.,
2008).

Os biomarcadores de exposicao refletem a distribui¢do da substancia quimica ou
seu metabdlito através do organismo, e por isso sdo identificados como dose interna.
Consequentemente, a dose externa se refere a concentracdo do agente quimico presente
no ambiente em contato com o organismo. Teoricamente, a distribuicdo da substancia
no organismo pode ser tracada por meio de varios niveis biologicos, como tecidos e
células, até seu alvo definitivo (WHO, 1993).

O biomarcador de efeito é um parametro bioldgico, medido no organismo, que
reflete a interacdo da substancia quimica com os receptores biologicos (Amorim, 2003).
Geralmente, as alteracBes bioquimicas sdo consideradas como uma fonte potencial de
indicadores bioldgicos de efeito. Se considerarmos que estas alteracdes precedem um
dano estrutural, a deteccdo destas alteracdes bioldgicas permite a identificacdo precoce
de uma exposicdo excessiva e intervencdo para prevenir um efeito irreversivel, ou seja,
a doenca. Esta estratégia € baseada na identificacdo das alteracdes bioquimicas precoces
e reversiveis que sdo indicadores sensiveis e especificos de uma resposta do organismo

a exposicdo (Rudiger, 1999).



Os biomarcadores de suscetibilidade podem refletir fatores genéticos ou
adquiridos que influenciam na resposta do organismo a uma determinada exposicdo
quimica, aumentando ou diminuindo a suscetibilidade. Estes sdo fatores pré-existentes e
independem da exposicdo. S&o predominantemente genéticos, embora a patologia,
alteracGes fisiologicas, medicamentos e exposicdo a outros agentes ambientais também
possam alterar a suscetibilidade individual. Os biomarcadores de suscetibilidade
identificam na populacdo aqueles individuos que tém uma diferenca genética ou
adquirida na suscetibilidade, para os efeitos da exposicdo a substancias quimicas
(WHO, 1993; Ridiger, 1999; Amorim, 2003).

A utilizacdo de biomarcadores tem sido bem sucedida como um instrumento de
monitorizacdo da poluicdo ambiental, mas também como uma eficiente sentinela na
deteccdo precoce de riscos ecologicos. Antes do seu uso como rotina, torna-se
necessario definir uma estratégia que permita o delineamento e validacdo de sua
aplicacdo. O uso de biomarcadores tem sido apontado como uma solugédo para alguns
dos problemas no dominio da gestdo ambiental (McCarthy e Shuggart, 1990). Além
disso, por estarem mais diretamente relacionados aos efeitos na saude, esses
biomarcadores podem oferecer melhor estimativa do risco (Amorim, 2003). No entanto,
urina, fezes, soro, mucosa nasal, cabelo tem sido utilizados como biomarcadores para

identificar ou quantificar a exposicéo ao niquel (ATSDR, 2005).

1.4. Espécies Reativas de Oxigénio

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas continuamente durante
0s processos metabdlicos normais, podendo ser geradas no citoplasma, mitocéndrias,
reticulo endoplasméatico, membrana celular e nlcleo de todas as células aerobicas.
Participam de inimeros processos fisioldgicos, incluindo crescimento celular, morte
celular programada e senescéncia celular (Hodgson e Smart, 2001; Oga et al., 2008).
Espécies reativas de oxigénio sdo conhecidas também como mediadores de cascatas de
sinalizacdo intracelular (Nordberg e Arnér, 2001).

Apesar de ser essencial para as respostas bioldgicas, em algumas ocasifes, 0
aumento na producdo dessas especies pode resultar em respostas deletérias ao
organismo (Oga et al., 2008), e devido a sua elevada reatividade, sdo propensas a causar
danos sendo, portanto, potencialmente toxicas, mutagénicas ou cancerigenas. A
producéo excessiva de EROs pode levar ao estresse oxidativo, perda da funcéo celular

e, finalmente, apoptose ou necrose (Nordberg e Arnér, 2001).



Espécies reativas de oxigénio sdo incluidas em um numero de moléculas
qguimicamente reativas derivadas do oxigénio (Nordberg e Arnér, 2001). As principiais
moléculas conhecidas como radicais livres sdo: radical superoxido (O ), radical
hidroxila (OH ), radical per6xido de hidrogénio (H,O,), radicais alquil (R) e radicais
peroxil (ROO ) (Pascalicchio, 2002).

Niquel e outros metais pesados podem gerar radicais livres diretamente do
oxigénio molecular em um processo que produz anion superéxido. E na presenca do
metal pesado, o superdxido formado pode entdo combinar com 0s protons na reacao de
dismutacdo, gerando perdxido de hidrogénio. Esses radicais livres formados podem
causar varias alteracdes nas bases do DNA e aumento da peroxidacéo de lipideos (Das
et al., 2008).

Ha também alguns estudos que relacionam radicais livres a menor mobilidade
dos espermatozoides e a danos em seu DNA, que podem ocasionar malformacdes
genéticas. A geracdo de EROs pode estar entre as causas da infertilidade masculina e
estudos nessa linha ajudardo a desenvolver terapias para identificar e contornar a
etiologia da infertilidade (Sharma e Agarwal, 1996).

A maioria das reacdes quimicas que governam os processos celulares € regulada
por reacdes enzimaticas (Sharma e Agarwal, 1996). Contudo, EROs produzidas pelo
metabolismo celular sdo mantidas em baixas concentracdes intracelulares pela acédo de
algumas enzimas, como a superoxido dismutase (SOD), a glutationa peroxidase (GPx) e
a catalase (Oga et al., 2008). A anélise da presenca de radicais livres pode ser feito
através da dosagem destas enzimas (Sharma e Agarwal, 1996).

Estas enzimas sdo substancias antioxidantes protetoras dos sistemas biologicos
contra os efeitos danosos de processos ou reacGes que promovem a oxidacdo de
macromoléculas ou estruturas celulares (Oga et al., 2008). Os antioxidantes podem
desempenhar um papel importante na reducdo de alguns efeitos ocasionados pelo niquel
(Das et al., 2008).

2. Testiculo

E um 6rgdo complexo com funcdes exdcrina e enddcrina, geralmente localizado
no escroto apresentando uma capsula conjuntiva que o envolve e envia septos para seu
interior formando I6bulos. Funcionalmente o testiculo pode ser dividido em dois
compartimentos principais: 0 compartimento intertubular e o compartimento tubular

(Russell et al., 1990; Banks, 1992).0 testiculo apresenta estrutura similar para varias



espécies de mamiferos, variando em geral, a proporcdo volumétrica de seus
componentes.

No compartimento intertubular estdo localizadas as células de Leydig, vasos
sanguineos e linfaticos, nervos, células e fibras do tecido conjuntivo, além de uma
populacdo variavel de células como macrofagos e mastocitos (Russell et al., 1990;
Setchell, 1991). De maneira geral, a célula de Leydig € o tipo celular mais abundante
neste compartimento, sendo responsavel pela funcdo enddcrina dos testiculos. Essa
célula sintetiza e libera o hormdnio sexual masculino, a testosterona, que é requerida em
altas concentracdes nos testiculos a fim de sustentar a espermatogénese nos tubulos
seminiferos. Além da acéo local, a testosterona circulante é essencial para a manutencéo
das funcdes das glandulas acessorias dos 6rgdos genitais masculinos e também pela
manutencgdo das caracteristicas sexuais secundérias (Colleta e Carvalho, 2005).

O compartimento tubular representa a maior parte do testiculo, ocupando de 70 a
90% do parénquima testicular na maioria dos mamiferos estudados (Franca e Russell,
1998; Godinho, 1999). Os tubulos seminiferos sdo constituidos por tdnica propria,
epitélio seminifero e lume tubular. A tdnica prépria reveste o tibulo externamente,
sendo composta por células midides, fibras colagenas e membrana basal. E responséavel
pela movimentacdo de fluido e propulsédo de espermatozoides ao longo do lume tubular.
No epitélio seminifero sdo encontradas as celulas germinativas e as células de Sertoli
(Russell et al., 1990).

As células de Sertoli, por meio de jungbes de oclusdo, dividem o epitélio
seminifero em dois compartimentos: o basal, onde se localizam as espermatogonias e 0s
espermatocitos primarios na fase inicial da préfase meiotica (pré-leptotenos e
leptétenos), e o adluminal, onde se encontram os espermatdcitos primarios a partir da
fase de zigo6teno, espermatdcitos secundarios e espermatides. O ambiente adluminal esta
totalmente sob controle das células de Sertoli, propiciando um microambiente isolado e
essencial para o desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et al., 1990;
Setchell, 1991; Creasy, 2001).

2.1. Espermatogénese

Espermatogénese compreende precisamente um sincronizado desenvolvimento
de vérias geracdes de células germinativas, podendo durar cerca de 40 a 60 dias na
maioria dos mamiferos (Franca et al., 1998; Franca e Russell, 1998; Godinho, 1999;

Creasy, 2001).
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O processo espermatogénico pode ser dividido em trés fases baseado em
consideracdes morfologicas e funcionais: fase proliferativa ou espermatogonial, na qual
as células germinativas sofrem rapidas e sucessivas divisdes mitéticas; fase meiotica ou
espermatocitogénica, na qual o material genético é recombinado e segregado, onde cada
espermatécito priméario da origem a quatro espermatides e fase de diferenciagdo ou
espermiogénica, na qual as espermatides se transformam em células especializadas, 0s
espermatozdides, que sdo estruturalmente equipadas para alcancar e fertilizar o ovécito
(Russell et al.,1990).

Nos tubulos seminiferos, as células germinativas ndo estdo organizadas ao acaso
e sim em associagOes celulares distintas, denominadas de estadios, que se sucedem com
0 tempo, de maneira bastante ordenada, formando o ciclo do epitélio seminifero. A
duracdo do ciclo do epitélio seminifero € uma constante biologica espécie-especifica
sendo necessarios 4,5 ciclos para que 0 processo espermatogénico se complete em
mamiferos, ou seja, desde uma espermatogoénia até a liberacdo dos espermatozéides no
lume do tabulo seminifero (Amann e Schanbacher, 1983; Franca et al., 1998; Franca e
Russell, 1998).

Durante seu desenvolvimento, as células germinativas estdo embutidas dentro
dos processos citoplasmaticos das células de Sertoli, que estruturalmente suportam e
movem as células germinativas da base para o Iimen do tubulo. As células de Sertoli
também produzem e transferem moléculas essenciais para as células germinativas,
secretam o fluido para o lume, participam do processo de espermiacdo, realizam
fagocitose e regulam o progresso da espermatogénese até a sua conclusdo (Russell, et
al., 1990; Creasy, 2001; Skinner e Griswold, 2005).

Entdo, fica evidente, a necessidade da interacdo das células germinativas com 0s
componentes somaticos do testiculo, principalmente entre as células de Sertoli e de
Leydig, para que o processo espermatogénico transcorra de maneira normal e eficiente
(Skinner, 1991; Pescovitz et al., 1994; Schlatt et al., 1997; Franca e Russell, 1998;
Skinner e Griswold, 2005).

2.2. Célula de Leydig

A disposicdo das células de Leydig varia de espécie para espécie. No homem,
ela dispde-se em pequenos grupos, enguanto que nos animais, elas sdo abundantes e
ocupam grande parte do intersticio (Colleta e Carvalho, 2005). S&o células

relativamente grandes, poliédricas com nucleo localizado excentricamente no
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citoplasma e tem granulos de heterocromatina que formam uma camada intimamente
associada ao envoltério nuclear, sendo uma caracteristica destas células (Setchell,
1991).

As células de Leydig possuem carater eosinofilico, devido principalmente a
grande quantidade de reticulo endoplasmatico liso e goticulas de gordura em seu
citoplasma (Ross et al., 2003). Em ratos, essas células estdo intimamente associadas
com 0S vasos sanguineos presentes no espaco intertubular e envolvidas por espaco
linfatico (Fawcett et al., 1973).

As células de Leydig surgem nos testiculos durante o periodo embrionario. Duas
populacbes distintas de células de Leydig sdo responsaveis pelo periodo de
esteroidogénese testicular. Células de Leydig do tipo fetal, durante o periodo fetal-
neonatal e células de Leydig do tipo adulto, no adulto. Estas células distinguem-se em
sua morfologia, producdo hormonal, regulacdo parécrina e fungdes fisioldgicas (Colleta
e Carvalho, 2005).

As células de Leydig sdo bastante conhecidas por sua marcante producdo de
andrdégenos, 0s quais sdo sintetizados a partir da molécula-base, o colesterol (Bardin,
1996). Dentre os andrégenos que as células de Leydig sintetizam, incluem a
testosterona e a diidrotestosterona. A testosterona € requerida em altas concentracfes
nos testiculos para assegurar a espermatogénese nos tubulos seminiferos, promover a
diferenciacdo do trato genital masculino, além de promover e manter os caracteres
sexuais secundarios. Particularmente a diidrotestosterona € responsavel pela
manutencdo funcional das glandulas sexuais acessorias e epididimo (Luke e Coffey,
1994; Fan e Robaire, 1998; Goyal et al., 1999; Colleta e Carvalho, 2005). Além dos
androgenos, outras substancias sdo produzidas pelas células de Leydig que participam
do controle autocrino e parécrino das funcGes das células de Leydig e de Sertoli. As
células de Leydig podem influenciar a funcdo das células de Sertoli tanto em animais
imaturos quanto em animais adultos especificamente por meio de peptideos derivados
da pro-opiomelanocorticotrofina (POMC), tais como B-endorfina, horménio
adrenocorticotréfico (ACTH) e horménio melanotréfico (MSH) (Bardin et al., 1987).
Da mesma forma, as células de Sertoli parecem regular de forma parécrina a
determinacdo da populacdo das células de Leydig e a capacidade esteroidogénica das
mesmas, por meio de secrecao de fatores de crescimento estimulados pelo FSH (Tabone
et al., 1984; Waites et al., 1985).

Além da célula de Sertoli, outro tipo celular comumente encontrado em

associacdo com as células de Leydig € o macrofago. Fatores secretados por estas células
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controlam de modo parécrino a atividade esteroidogénica e o desenvolvimento das
células de Leydig. Citocinas pro-inflamatorias como interleucina 1 (IL-1) e fator a de
necrose tumoral (TNF-o) inibem a atividade esteroidogénica das células de Leydig
adultas. E citocinas e fatores de crescimento estimulam a proliferagéo e diferenciacédo de
células de Leydig imaturas, sugerindo que os macrofagos sdo essenciais para o

desenvolvimento normal das células de Leydig (Hales, 1996).

2.3. Histopatologia Testicular

Avaliacéo histopatoldgica dos testiculos é uma tarefa dificil e demorada, dada a
complexa organizacdo do testiculo e da espermatogénese (Russell et al., 1990). A
diversidade funcional dos Orgdos genitais masculinos (International Committee on
Veterinary Gross Anatomical Nomenclature, 2005) e a complexidade de sua regulacéo
hormonal, fornecem um vasto nimero de sitios potenciais para a perturbagdo quimica
(Creasy, 2001).

A perturbacdo toxicoldgica da fungdo reprodutora masculina pode ocorrer em
muitos locais e produzir uma gama de efeitos, alguns primarios e alguns secundarios, a
agressdo inicial. Sitios-alvo incluem o testiculo, epididimo, espermatozdides maduros e
o sistema regulatorio hormonal. Deteccdo de efeitos nesses locais variados exige a
avaliacdo de multiplos pontos chaves por meio do exame microscopico cuidadoso das
alteragcdes precoces dos tecidos podendo fornecer informagOes essenciais sobre a
provavel célula-alvo e possiveis mecanismos de toxicidade (Creasy, 2001)

Produtos quimicos que afetam diferentes tipos de células especificas ou funcdes
celulares geralmente provocam padrbes previsiveis das alteracdes patoldgicas que
podem ser facilmente reconhecidas (Creasy, 2001). Como exemplo, presenca de células
germinativas degeneradas, desprendidas e/ou infiltradas, auséncia de limen tubular,
auséncia de espermatides alongadas, alteracfes na altura do epitélio germinativo e
didametro tubular e formacéo de agregados celulares (Russell et al., 1990).

Como consequéncia de seu papel critico no suporte da espermatogénese, uma
das células-alvo para a toxicidade mais comum é a célula de Sertoli. Qualquer
comprometimento funcional desta célula ocasionara um rapido efeito secundario sobre a
sobrevivéncia das células germinativas dependentes. Se a lesdo é suficientemente grave
ou prolongada, é provavel que a funcdo das células de Sertoli seja permanentemente
comprometida e a recuperacao da espermatogénese pode ndo ser possivel ou, na melhor

das hipoteses, serd incompleta (Creasy, 2001; Boekelheide et al., 2005).
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A compreensdo da patogénese, a probabilidade de reversibilidade e a
importancia das lesdes dos 6rgdos genitais masculinos (International Committee on
Veterinary Gross Anatomical Nomenclature, 2005) sdo auxiliadas por um solido
conhecimento da fisiologia do testiculo e epididimo e, em particular, a compreensédo do
momento da producdo de espermatozdides e do seu transporte (Creasy, 2001).

Em sintese, a avaliacdo histopatoldgica do tubulo seminifero € um componente
muito importante em testes de toxicologia e na avaliacdo de riscos para efeitos
reprodutivos. Entretanto, os métodos de utilizagdo dos resultados dos testes de avalia¢do
de risco devem ser melhorados para refletir mais adequadamente as diferencas entre as
medidas, para detectar os efeitos e para prever o risco resultante a capacidade
reprodutiva. Na avaliacdo dos possiveis efeitos toxicos de diferentes substancias a
espermatogénese, a analise histopatolégica do testiculo é considerada uma das
estratégias mais tradicionais para analisar os parametros morfoldgicos (aspectos
qualitativos do epitélio seminifero) e morfométricos (aspectos quantitativos do epitélio
seminifero) dos tubulos em condicBes patoldgicas ou de diferentes tratamentos em

comparacao com os individuos normais (Russell et al., 1990).

3. Objetivos

Em virtude do efeito da exposicdo cronica ao cloreto de niquel, este trabalho
teve como objetivo avaliar qualitativa e quantitativamente, por meio de anlises
biométricas, histomorfométricas e histopatoldgicas possiveis alteracdes somaticas e

testiculares relativas ao processo espermatogénico em ratos Wistar adultos. Para tal

avaliou-se:

o Biometria corporal e consumo de alimento;

o Peso dos 6rgaos: testiculo, epididimo, glandulas anexas ao aparelho
urogenital (glandula vesicular e préstata) ducto deferente, figado e rins;

o Proporc¢édo volumétrica e volume dos componentes testiculares;

o indice gonadossomatico (1GS) e tubulossomatico (1TS);

o Diametro tubular, altura do epitélio e comprimento total do tdbulo
seminifero;

o Volume nuclear, citoplasmatico e celular de Leydig;

. Relacdo nucleo citoplasmatica da célula de Leydig (RNP);

. indice Leydigossomatico (ILS);

o Numero total de células de Leydig por testiculo e por grama de testiculo.
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ARTIGO 1

EFEITO DA EXPOSICAO CRONICA AO NIQUEL SOBRE A BIOMETRIA
CORPORAL E TESTICULAR E PARAMETROS MORFOMETRICOS DO
COMPARTIMENTO TUBULAR DO TESTICULO DE RATOS WISTAR
ADULTOS

Resumo

O niquel é um metal pesado amplamente utilizado e altas doses deste metal
podem acumular no organismo através da exposicdo oral e causar efeitos toxicos nos
tecidos, principalmente, no testiculo. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o
efeito crénico do niquel no compartimento tubular e alteracdes histopatolégicas nos
testiculos de ratos Wistar adultos. Foram utilizados 24 ratos em idade reprodutiva,
divididos em trés grupos de oito animais. O grupo 1, controle, recebeu dgua deionizada,
0s grupos 2 e 3 receberam cloreto de niquel (NiCl;) nas doses de 20mgNi/dia e
40mgNi/dia, respectivamente, durante 60 dias. Nos animais sacrificados 60 dias apds o
término do tratamento observou-se que a administracdo crénica de niquel no grupo de
maior dose causou variacao e reducdo nos pesos corporais ao longo do tratamento, além
de diminuir o peso total dos testiculos, do parénquima testicular, da albuginea e dos
epididimos. O niquel induziu reducdo no peso da prostata e a reducdo da ingestdo de
alimentos pelos animais, independentemente da concentragdo utilizada. Também
reduziu o volume tubular, didametro tubular e altura do epitélio seminifero e ainda o
comprimento tubular por grama de testiculo aumentou no grupo de maior dose. De
acordo com as avaliacdes qualitativas e histopatoldgicas observadas no parénquima
testicular foram evidenciadas patologias como vacuolizagdo, desprendimento celular e a
deplecdo das células germinativas. Estes resultados sugerem que doses elevadas de

niquel podem afetar 0 processo espermatogénico.

Palavras-chave: niquel; toxicidade; biometria corporal; testiculo; tubulo seminifero.
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EFFECT OF CHRONIC NICKEL EXPOSURE OVER TESTICULAR AND
CORPORAL BIOMETRICS AND MORPHOMETRIC PARAMETERS OF THE
COMPARTIMENT TUBULAR OF THE TESTIS OF WISTAR ADULTS RATS

Abstract

Nickel is a heavy metal widely used, and high doses of this metal can
accumulate in organism through oral exposure and cause toxic effects in tissues, mainly
in the testis. The aim of this work was to evaluate the chronic effect of nickel in the
tubular compartment and histopathological changes, at the testis of Wistar adults rats.
Were utilized 24 rats of reproductive age, divided into three groups with eight animals.
Group 1, control, received deionized water and groups 2 and 3 received nickel chloride
(NiCly) at the doses of 20mgNi/day and 40mgNi/day, respectively, for 60 days. In the
animals euthanized 60 days after the end of the treatment observed that chronic
administration of nickel, in the group of higher dose caused variation and reduction in
body weight during treatment, besides reducing the weights testis total, of the testicular
parenchyma of the albuginea and of the epididymis. The nickel induced reduction in the
prostate weight and the reduction of the food intake by animals, independently
concentration used. It also reduced the tubular volume, tubular diameter and
seminiferous epithelial height still and tubular length per gram of testis increased in the
highest dose. According to the qualitative and histopathological evaluations observed in
the testicular parenchyma evidenced pathologies as vacuolation, cell detachment, and
depletion of germ cells. These results suggest that high doses of nickel may affect

spermatogenic process.

Keywords: nickel;  toxicity;  body biometrics; testis;  seminiferous tubule.
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1. Introducéo

O niquel é um elemento metalico que estd naturalmente presente na crosta
terrestre. Devido as suas propriedades fisicas e quimicas, o niquel e seus compostos sao
amplamente utilizados na industria moderna. O alto consumo de produtos contendo
niquel conduz, inevitavelmente, a poluicdo do ambiente (Denkhaus e Salnikow, 2002).
Os seres humanos estdo expostos a esse metal através dos alimentos, agua e ar e sua
producdo pode ocorrer a partir da extracdo, mineracdo e refino, galvanoplastia,
lixamento e polimento, metalurgia do p6 de niquel, ligas de niquel, de niquel-cadmio,
industria quimica, processamento de alimentos e eliminacdo de residuos toxicos de
baterias e pilhas (Das e Dasgupta, 2002; WHO, 2005). O niquel ndo tem sido
reconhecido como um elemento essencial em humanos, e ndo esta claro como os
compostos de niquel sdo metabolizados. Entretanto, sabe-se que a exposi¢do aos
compostos de niquel podem ter efeitos adversos a saide humana (Denkhaus e Salnikow,
2002). Ele exerce um potente efeito tdxico sobre os tecidos e drgdos genitais masculinos
(Das e Dasgupta, 2002; International Committee on Veterinary Gross Anatomical
Nomenclature, 2005).

O testiculo dos mamiferos é um orgdo suscetivel a agentes toxicos ambientais ou
terapéuticos que comprometem a espermatogénese (Boekelheide, 2005). Considerando
0 uso de modelos animais para avaliar as possiveis alteracdes nos processos envolvidos
na espermatogénese, a analise dos parametros morfologicos e morfométricos do
compartimento tubular do testiculo revela-se uma estratégia simples e efetiva (Amann,
1982). A organizacdo estrutural do testiculo é altamente conservada entre os
vertebrados, sendo dividido em dois compartimentos, o tubular e o intertubular. O
compartimento tubular é constituido de tanica prépria, epitélio seminifero e lume. No
epitélio seminifero sdo encontrados dois tipos celulares, as células germinativas e as
células de Sertoli. O compartimento intertubular é composto por células de Leydig,
tecido conjuntivo, vasos sanguineos, macréfagos e espaco linfatico (Russell et al., 1990;
Holstein et al., 2003; Franca e Chiarini-Garcia, 2005). O tubulo seminifero é o
componente de maior propor¢do do testiculo, na maioria dos mamiferos, variando de 70
a 90%, sendo o elemento mais abundante do parénquima testicular (Franca e Russell,
1998). Adicionalmente, todos 0s parametros quantitativos relacionados com o tubulo
seminifero, como diametro tubular, espessura do epitélio seminifero e comprimento
total e por grama de testiculo apresentam relacdo positiva com a atividade

espermatogénica (Paula, 1999).
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Vérias consequéncias do niquel sobre diferentes aspectos da reproducdo em
roedores tém sidos descritos, como efeitos na estrutura e funcdo do testiculo, vesicula
seminal (glandula seminal) (International Committee on Veterinary Gross Anatomical
Nomenclature, 2005) e prostata, bem como degeneracdo do epitélio seminifero,
sarcoma testicular, alteragdo da esteroidogénse e distrbios funcionais inibindo a
espermatogénese ou levando a esterilidade (Mathur et al., 1977a.; Mathur et al., 1977b.;
Pandey et al., 1999; Das e Dasgupta, 2002; Denkhaus e Salnikow, 2002; Massanyi et
al., 2007). Apesar da bioacumulacdo do niquel no testiculo terem sido demonstradas
(Kékel& et al., 1999; Obone et al., 1999), muitos estudos precisam ser feitos para
melhorar o entendimento dos mecanismos de toxicidade deste metal.

Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar alteracdes somaticas e
alteracbes no compartimento tubular por meio dos pardmetros biométricos,
histomorfométricos e histopatolégicos em ratos Wistar adultos submetidos a exposi¢do

crénica ao cloreto de niquel.

2. Material e Métodos

2.1. Animais e tratamento

Foram utilizados 24 ratos Wistar adultos em idade reprodutiva (70 dias),
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Saude da
Universidade Federal de Vigosa. Os animais foram divididos em trés grupos de oito
individuos cada, pesados e alojados em gaiolas individuais. O grupo 1 (controle)
recebeu apenas agua deionizada. Cada animal dos grupos de tratamento consumiu
niquel na dgua de beber nas dosagens de 20mgNi/dia (grupo 2) e 40mgNi/dia (grupo 3),
durante um periodo de 60 dias. Para tal foram utilizados solu¢des de cloreto de niquel
(NiCly) nas concentracdes de 2,0249 e 4,0498 g/L diluidos na agua de beber
correspondendo, respectivamente a 0,67 e 1,34 mg/ml de niquel puro (ion). Foi anotado
0 consumo diario médio de 30 ml por animal correspondendo a um consumo de 20 e 40
mg de niquel/dia, respectivamente nos grupos 2 e 3. Para 0s animais dos trés grupos
acima foram fornecidos 30g de alimentacdo sélida (ragdo), sendo os animais mantidos
em temperatura ambiente de 24°C e luminosidade de 12 horas. Os mesmos foram
pesados a cada duas semanas e mensurada diariamente a ingestdo de alimento durante

toda a fase experimental.
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2.2. Coleta de amostras

Os animais foram manuseados e submetidos a eutanasia de acordo com
Principios Eticos de Pesquisa Animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA), sendo os critérios metodoldgicos aprovados pela
Comissio de Etica Para o Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa
(CEUA/UFV).

Os animais foram contidos fisicamente e eutanasiados com sobredosagem de
tiopental sodico intraperitonialmente. Estes animais foram pesados e, posteriormente,
foram retirados e pesados 0s seguintes 6rgdos: testiculos, epididimos, glandulas
vesiculares, prostata, ductos deferentes, figado e rins. Fragmentos desses 6rgaos foram

seccionados e fixados em solucéo de Karnovsky por 24 horas sob-refrigeragéo.
2.3. Processamento do material para analise histoldgica

Os fragmentos de testiculo, destinados ao estudo da microscopia de luz, foram
desidratados em concentracdes crescentes de etanol (70%, 80%, 95% e 100%) com
trocas a cada 30 minutos. Apds a desidratacdo, os fragmentos foram incluidos em resina
a base de 2-hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica), sendo posteriormente
seccionados na espessura de 3um em micrétomo rotativo automatico (Reichert-Jung,
Alemanha) com navalha de vidro. Os cortes semi-seriados foram obtidos por meio de
intervalo de 13 cortes, correspondendo a distancia de 40um entre eles. Os cortes obtidos
foram corados com azul de toluidina-borato de sddio 1% e as laminas e laminulas
montadas com Entellan® (Merck). Imagens do parénquima testicular foram obtidas em
fotomicroscopio (Olympus CX-31) e analisadas utilizando-se o programa Image Pro
Plus (Media Cybernetics).

2.4. Proporgdo volumétrica e volume do compartimento tubular

As proporgdes volumétricas do compartimento tubular foram estimadas por
meio da contagem de um total de 3150 pontos projetados sobre 10 fotomicrografias do
parénquima testicular de cada animal. Para tal, utilizou-se uma grade de 315
intersecgOes (pontos), e as imagens foram capturadas em aumento de 200 vezes. As
mensuracGes foram realizadas utilizando-se o programa de analises de imagens Image
Pro Plus (Media Cybernetics).
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O volume do compartimento tubular, expresso em mL, foi obtido a partir do
percentual ocupado pelo mesmo no testiculo e do peso liquido testicular (peso do
parénquima) que foi obtido subtraindo-se do peso bruto do testiculo, o peso da
albuginea testicular, o qual foi obtido por dissecacdo. Como a densidade volumétrica do
testiculo é em torno de 1 (Johnson e Neaves, 1981; Franca, 1991; Paula, 1999; Tae et

al., 2005), o peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume.

2.5. Didametro tubular, altura do epitélio seminifero e comprimento total dos

tubulos seminiferos

O diametro tubular médio por animal foi obtido a partir da mensuracdo ao acaso
de 15 seccdes transversais de tdbulos seminiferos que apresentaram contorno o mais
circular possivel, medidas estas que ndo levaram em consideragdo o estadio do ciclo do
epitélio seminifero. As mensuracdes foram realizadas utilizando-se programa de analise
de imagem Image Pro Plus (Media Cybernetics). Nas mesmas secc¢des utilizadas para se
medir o didmetro tubular foi mensurada a altura do epitélio seminifero, obtida da
membrana basal até o lume tubular. O valor encontrado para a altura do epitélio em
cada tubulo representou a média de duas medidas tomadas de forma diametralmente
opostas.

O comprimento total (CT) dos tdbulos seminiferos por testiculo, expresso em
metros, foi estimado a partir do volume ocupado pelos tubulos seminiferos no testiculo
e do didmetro tubular médio obtido para cada animal, empregando-se a seguinte
formula (Attal e Courot, 1963; Dorst e Sajonski 1974): CT = VTS/zR? onde VTS =
volume total de tdbulos seminiferos; nR* = &rea da seccdo transversal dos tdbulos
seminiferos; R = didmetro tubular/2.

Para o célculo do comprimento tubular por grama de testiculo, dividiu-se o valor

encontrado para o CT pelo peso do parénquima testicular.
2.6. Indice gonadossomatico e tubulossomatico

Com bases nos pesos corporais e testiculares, e conhecendo o volume dos
tibulos seminiferos, foram calculados os indices gonadossomatico (IGS) e

tubulossomatico (ITS), os quais se referem ao percentual de massa corporal alocados,

respectivamente, em gdnadas e tubulos seminiferos utilizando-se as seguintes formulas:
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IGS = PG/PCx100, onde PG = peso total das gonadas e PC = peso corporal; ITS =

VT/PCx100, onde VT = volume do tdbulo seminifero e PC = peso corporal.

2.7. Anélises histopatologicas

As andlises histopatoldgicas foram realizadas observando-se as alteragdes
ocorridas em todo o tecido testicular, baseadas nos dados histologicos e morfométricos.
Foram analisadas duas laminas por animal com doze cortes semi-seriados por lamina,

correspondendo a distancia de 40um entre os cortes.

2.8. Andlise estatistica

A média e o desvio-padrdo dos parametros analisados foram comparados entre
0s grupos por meio da andlise de variancia (ANOVA) utilizando o teste de Newman-
Keuls, sendo o nivel de significancia de (p<0,05). Todos os resultados estdo expressos

em média + desvio-padrao.

3. Resultados

Os resultados dos parametros biométricos analisados encontram-se nas Tabelas 1
e 2. Néo foram observadas varia¢@es significativas no indice gonadossomatico (IGS),
nos pesos da glandula vesicular, do figado e dos rins. Entretanto, houve reducéo
(p<0,05) nos pesos corporal, testicular total, do parénquima testicular, epididimo e
ducto deferente do grupo 3 (40mgNi/dia) em relacdo ao grupo 1 (controle) e ao grupo 2
(20mgNi/dia). Também houve diminuicdo do peso da albuginea testicular nos animais
do grupo 3 em relagdo ao grupo controle (p<0,05). O peso da préstata foi menor nos

grupos tratados em relacdo ao controle (p<0,05).
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Tabela 1 - Pesos corporal, testicular, da albuginea, do parénquima e indice
gonadossomatico (IGS) de ratos Wistar em idade reprodutiva apos tratamento com
cloreto de niquel (média + desvio-padrédo).

Biometrias Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Peso corporal (g) 370,00 + 15,28° 342,25 + 54,40° 293,50 + 31,69°
Peso testicular () 3,35 + 0,40% 3,19 +£0,28% 2,40 + 0,54°
Peso da albuginea (g) 0,19 + 0,042 0,15+ 0,042 0,15+0,03°
Peso do parénquima (g) 3,16 £ 0,38% 3,03 £0,28% 2,25+0,53°
IGS (%) 0,91+0,09% 0,95+0,17¢ 0,82+ 0,18°

Letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) pelo teste de Newman-Keuls
Grupo 1: controle; Grupo 2: 20mgNi/dia; Grupo 3: 40mgNi/dia

Tabela 2 — Pesos do epididimo, do ducto deferente, da glandula vesicular, da prostata,
do figado e dos rins de ratos Wistar em idade reprodutiva apos tratamento com cloreto
de niquel (média * desvio-padrao).

Peso (g) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Epididimo 0,62 +0,13% 0,56 +0,07% 0,46 + 0,08"
Ducto deferente 0,19 +0,03% 0,21 +0,03% 0,15 + 0,04°
Glandula vesicular 0,92 +0,15° 0,88 +0,33° 0,70 +0,23°
Préstata 0,80 % 0,15 0,59 % 0,20° 0,46 £ 0,13
Figado 9,43 +£0,41% 8,58 +1,33% 8,29 + 0,96%
Rins 2,85 +0,36% 2,46 £0,21% 2,63 +£0,43%

Letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) pelo teste de Newman-Keuls
Grupo 1: controle; Grupo 2: 20mgNi/dia; Grupo 3: 40mgNi/dia
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A proporcdo volumétrica de tabulo seminifero e intertubulo, volume do
compartimento intertubular e indice tubulossomatico (ITS) ndo apresentaram diferenca
significativa entre os grupos tratados e controle (p>0,05). Por outro lado, verificou-se
reducdo no volume do compartimento tubular no grupo 3 em rela¢do ao grupo controle

e ao grupo 2 (p<0,05). Os resultados podem ser vistos na Tabela 3.

Tabela 3 — Proporgdo volumétrica de tdbulo seminifero e intertdbulo, volume dos
compartimentos do parénquima testicular, tubular e intertubular, e indice
tubulossomatico (ITS) de ratos Wistar em idade reprodutiva apds tratamento com
cloreto de niquel (média * desvio-padrao).

Parametros Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Tubulo seminifero (%) 83,28 + 3,117 76,38 + 11,67% 76,77 + 6,502
Intertibulo (%) 16,72 + 3,112 23,62 +11,67% 23,23 + 6,50°
Volume tubular (mL) 2,33 + 0,14 2,32 + 0,412 1,75 + 0,50°
Volume intertubular (mL) 0,60 +0,12° 0,72 £ 0,35° 0,49 +0,08%
ITS (%) 0,59 +0,07° 0,70 £ 0,21° 0,60 +0,17%

Letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) pelo teste de Newman-Keuls
Grupo 1: controle; Grupo 2: 20mgNi/dia; Grupo 3: 40mgNi/dia

Na Tabela 4 encontram-se os valores referentes ao diametro tubular, altura do
epitélio seminifero, comprimento total do tubulo seminifero e comprimento do tubulo
seminifero por grama de testiculo. Com relacdo ao comprimento total do tdbulo
seminifero, ndo foram observadas diferencas entre os valores médios dos grupos
tratados e controle (p>0,05). Considerando o comprimento do tdbulo seminifero por
grama de testiculo, o valor médio encontrado no grupo tratado com 40mgNi/dia foi
maior (p<0,05) que aqueles registrados para o0s animais controle e tratados com
40mgNi/dia, o didmetro tubular, o valor médio encontrado no grupo 3 foi menor
(p<0,05) em relacdo ao grupo 1 e 2. Analisando a altura do epitélio seminifero
observou-se variacdo significativa no grupo 3, estando este parametro reduzido em

comparagao ao grupo controle.
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Tabela 4 — Diametro tubular, altura do epitélio seminifero, comprimento total do tabulo
seminifero e comprimento do tubulo seminifero por grama de testiculo de ratos Wistar
em idade reprodutiva apés tratamento com cloreto de niquel (média + desvio-padrao).

Parametros Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Diametro 327,24 +8,74° 312,87 +11,45% 290,03 + 30,10°
tubular (um)

Altura do 86,02 + 4,717 86,27 3,24 76,21 +13,91°
epitélio (um)

Comprimento total do 27,82 + 2,69% 30,24 +5,91° 26,12 +6,10°
tubulo (m)

Comprimento tubulo/ 8,98 + 0,63% 9,49 +1,59% 11,04 +1,73°

grama de testiculo (m)

Letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) pelo teste de Newman-Keuls
Grupo 1: controle; Grupo 2: 20mgNi/dia; Grupo 3: 40mgNi/dia

3.1. Alteracdes histopatologicas

N&o foram observadas alteracdes histopatologicas nas amostras analisadas dos
animais submetidos a dose de 20mgNi/dia (Figura 1c e 1d) em relacdo ao controle
(Figura la e 1b). Assim, observaram-se tubulos seminiferos integros sem alteracdes
perceptiveis no processo espermatogénico e nas interacdes entre células germinativas e
células de Sertoli. No entanto, animais do grupo 3 (40mgNi/dia) apresentaram danos no
parénquima testicular apds 60 dias de tratamento (Figura 2), principalmente patologias
tubulares. Assim, na Figura 2a, observa-se 0 aparecimento de pequenos vactolos no
tubulo seminifero. Na Figura 2b observa-se a presenca de multiplos e grandes vacutolos
ao longo do epitélio germinativo com desprendimento de células germinativas. Na
Figura 2c observa-se descamacdo celular causada pelo desprendimento apical das
células germinativas em todo o tubulo. Outras alteracfes como a presenga de vacuolo
acompanhado de degeneracédo celular, aumento do espaco entre as células germinativas
e 0 surgimento de massas celulares desorganizadas com auséncia de limen tubular,

podem ser verificados na Figura 2d.
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Ainda no grupo 3 (40mgNi/dia), observou-se o aparecimento de epitélio
seminifero composto por células de Sertoli com deplecdo das células germinativas
(Figura 3a). Na Figura 3b e 3c verificam-se multiplos vasos sanguineos e degeneracéo
tubular. J& em 3d, presenca de grandes vasos sanguineos e tubulos sem o formato
arredondado, constituidos praticamente por células de Sertoli. Em dois animais do
grupo 3 observou-se comprometimento geral dos tubulos seminiferos, com degeneracéao
epitelial. Na Figura 4 observa-se uma representacdo do parénquima testicular apds 60

dias de tratamento nestes animais.

Figura 1: Fotomicrografias do parénquima testicular de ratos Wistar adultos. Os tubulos seminiferos

estdo preservados com o processo espermatogénico normal nos animais do grupo controle (a e b) e nos
animais do grupo2 que receberam 20mgNi/dia (c e d). IntertGbulo (In); células germinativas (CG); lume

(Lu). Barras: ae ¢ =80um; b e d = 300um. Coloragéo: Azul de Toluidina.
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Figura 2: Fotomicrografias testiculares de ratos Wistar adultos tratados com 40mgNi/dia. Aparecimento
de pequenos vactolos (V) no tabulo seminifero (a). Presenca de mdltiplos e grandes vactolos (V) ao
longo do epitélio germinativo e evidéncias de desprendimento celular (setas) (b). Descamagdo celular
precedida por desprendimento apical das células germinativas (seta) (c). Presenca de vaclolo (V)
acompanhado de degeneracdo celular, aumentando o espaco entre as células germinativas, surgimento de
massas celulares (4 desorganizadas com auséncia de lGmen tubular (d). Barras: 80um. Coloragio: Azul
de Toluidina.
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Figura 3: Fotomicrografias do parénquima testicular de ratos Wistar adultos tratados com 40mgNi/dia.

Presenca de vacuolos (V) ao longo do epitélio seminifero, epitélio revestido pelas células de Sertoli
devido & deplecdo das células germinativas (*) (a). Presenca de mdltiplos vasos sanguineos (VS) e
deplecéo das células germinativas (*) (b). Degeneragdo tubular (c). Presenga de grandes vasos sanguineos
(VS) deformacéo do tlbulo seminifero (aspectos irregulares) constituido por células de Sertoli (*) (d).
Barras: a e b = 50um; ¢ e d = 80um. Coloragédo: Azul de Toluidina.
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Figura 4: Fotomicrografia do aspecto geral do parénquima testicular observado em dois individuos

tratados com 40mgNi apds 60 dias. Barras: 50um. Coloracdo: Azul de Toluidina.

3.2. Avaliagdes medias do peso corporal e consumo de alimento

Na Figura 5 observam-se reducdes significativas nos pesos corporais medios
apos a 2% 3% e 42 avaliacGes dos animais tratados com 40mgNi/dia em relacdo aos
grupos controle e tratado com 20mgNi/dia (p<0,05). Foi observada reducédo (p<0,05) na
ingestdo média diéria de alimento nos dois grupos tratados em rela¢do ao grupo controle
(Figura 6).
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Figura 5: Peso corporal médio (g) dos animais controle e tratados com cloreto de niquel em

diferentes avalia¢fes bissemanais ao longo do periodo experimental; (*) p<0,05.

Consumo de alimento

H Grupo 1 (controle) M Grupo 2 (20mgNi/dia) = Grupo 3 (40mgNi/dia)

27,000

26,203

26,000

25,000

24,000

23,000

22,000

Consumo médio didrio (g)

21,000

Figura 6: Consumo médio diario de alimento (g) dos animais controle e tratados

com cloreto de niquel ao longo do periodo experimental; (*) p<0,05

4. Discusséo

Alguns pesquisadores e associagcdes de toxicologia estdo centrados no risco da
poluicdo ambiental por metais pesados contendo niquel e seus compostos e tém relatado
em estudos com animais, efeitos toxicos devido a exposi¢do oral, com evidéncias de
possivel diminuicdo do desenvolvimento e das funcgdes reprodutivas (Domshlak et al.,
2005; ATSDR, 2005). Seus efeitos sobre os diversos aspectos da reproducdo tém sido
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descritos, podendo o metal alcancar os testiculos e as glandulas anexas (Pandey et al.,
1999).

No presente estudo, animais tratados com 40mgNi/dia (grupo 3) apresentaram
reducdo no peso corporal, testicular total, no parénquima testicular, epididimo e nos
ductos deferentes. Vérios estudos tém avaliado a toxicidade do niquel por exposicéo
oral em diferentes doses cronicas, sendo observada reducdo significativa no peso
corporal acompanhada ou nao de reducdo na ingestdo de alimento (American Biogenics
Corporation, 1988; Dieter et al., 1988; Obone et al., 1999; Cempel e Janicka, 2002;
Springborn Laboratories, 2002). Os efeitos toxicos produzidos por substancias quimicas
em sistemas biologicos s6 se manifestam se 0 agente tdxico ou um produto de sua
biotransformacdo alcancar locais especificos do organismo em concentracdo e tempo
suficientes para produzi-los. Um efeito adverso ou tdxico é definido como uma
alteracdo anormal, indesejavel ou nociva ap6s exposi¢cdo a substancias potencialmente
toxicas. A morte é o efeito adverso mais drastico. Os efeitos adversos de menor
gravidade incluem alteracbes patoldgicas ou enzimaticas, alteracdo no consumo de
alimentos e variagdo no peso corporeo (Oga et al.,, 2008). No presente trabalho
observou-se que, além da perda significativa de peso corporal do grupo tratado com
40mgNi/dia, a ingestdo média de alimento teve reducdo significativa nos dois grupos
tratados. Certamente essa reducdo do peso corporal foi devido ao baixo consumo
alimentar. E o baixo consumo alimentar foi decorrente da dosagem de niquel. Entdo, a
reducdo do peso corporal é decorrente da acdo do niquel.

Como a producdo espermatica é altamente relacionada com o peso testicular
(Amann, 1970; Russell et al., 1990; Franca e Russell, 1998) este pardmetro pode ser
usado como indicador quantitativo da producdo espermatica, uma vez que o principal
componente testicular é o tabulo seminifero. A reducdo significativa obsevada no peso
testicular do grupo de maior dose de niquel foi acompanhada pela reducgéo do peso do
epididimo e do ducto deferente. Da mesma forma, em camundongos adultos tratados
cronicamente com 10mg/kg de sulfato de niquel 5 dias por semana (durante 35 dias),
observaram diminuicdo significativa no peso do testiculo e epididimo (Pandey et al.,
1999). Porém, em tratamento agudo em ratos, com dose Unica de 20mg e 40mg/kg de
cloreto de niquel, ndo foram detectadas diferencas significativas no peso testicular
(Massanyi et al., 2007).

O indice gonadossomatico (IGS) é um parametro que relaciona a massa
testicular a massa corporal. No presente experimento ndo foi observada alteracdo do

IGS entre os grupos avaliados. Embora tenha sido registrado diminuicéo significativa
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do peso corporal no grupo 3, esta diminuicdo foi proporcionalmente seguida pela
reducdo no peso testicular. Em outras avaliacfes de toxicidade, como em camundongos
tratados com arsenato de sodio a 1,0mg/L, em 42 e 84 dias (Carvalho, 2009), e em ratos
tratados com cloreto de cadmio em dose Unica de 3umol/kg (Predes, 2007), também nao
foram observadas variagdes no IGS.

A albuginea testicular de roedores é capsula fibrosa constituida por tecido
conjuntivo denso rico em vasos sanguineos (Cabral, 1996). Ela comp6e a morfologia do
testiculo embora ndo participe diretamente da funcdo espermatogénica ou androgénica
(Johnson e Neaves, 1981). Os valores encontrados mostraram reducdo do peso da
albuginea em animais tratados com 40mgNi/dia. Resultados variados foram registrados,
em relacdo a albuginea testicular em outros experimentos de toxicidade crénica. Assim,
em estudo com camundongos tratados com arsenato de sodio, o peso da albuginea ndo
teve diferencas significativas entre os tratamentos e ao controle (Carvalho, 2009). Ja
Cabral (1996), analisando ratos submetidos ao cadmio nas doses de 10 pmols/kg (com
duracdo de 83 dias) ou 15 pmols/kg (duracdo de 06 dias), constatou alteracdes
morfolGgicas caracterizadas por espessamento da albuginea testicular.

Os primeiros indicadores de possiveis alteragdes no estado androgénico sdo
mudangas nos pesos dos orgaos sexuais acessorios. Segundo Creasy (2001), o peso da
prostata pode indicar mudancas nas concentracfes de testosterona circulante e a redugéo
no peso das glandulas vesiculares podendo indicar um quadro de infertilidade (Malini et
al., 1999; Gupta et al., 2001). No presente trabalho ndo foi encontrada diferenca
significativa no peso da glandula vesicular entre os grupos estudados. Porém, houve
reducdo significativa do peso da prostata, nos dois grupos tratados. Em camundongos
tratados cronicamente com sulfato de niquel foi demonstrada reducéo, tanto na prostata
guanto na vesicula seminal (glandula vesicular) (Pandey et al., 1999). O mesmo foi
observado em ratos que receberam arsenito de sddio intraperitonialmente, por 26 dias,
nas doses de 5 e 6mg/kg/dias (Sarkar et al., 2003).

O figado desempenha papel homeostatico fundamental no equilibrio de
numerosos processos bioldgicos, além de ser o principal 6rgdo de destoxificacdo do
corpo (Pouton e Hayanes, 2005). Varias drogas afetam o figado por estresse oxidativo e
a exposicao do tecido hepético a tais agentes quimicos constitui um importante risco a
saude (Pawa e Ali, 2004). Portanto, alteracdes nos parametros biométricos estdo
positivamente correlacionados com hepatotoxidade. O peso do figado nos animais
tratados com cloreto de niquel ndo apresentou diferenca significativa. Se o figado nao

alterou € porque as doses ndo foram suficientes para tal alteracdo. Ou o figado
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metabolizou a droga, nessa dosagem. J& estudos realizados por Obone et al. (1999)
observaram que ratos tratados com sulfato de niquel, ambos o0s pesos absoluto e relativo
do figado foram significativamente menores em 0,05 e 0,1% (ou 111,75 e 2235
mgNi/L) nos grupos tratados.

Os metais pesados ndo essenciais, sdo toxicos em doses muito baixas e tém a
capacidade de serem absorvidos e acumulados pelos rins. No entanto, o dano renal se da
pela natureza, a dose, a via e a duracdo da exposicdo ao toxico. Tanto a intoxicacdo
aguda quanto a cronica tém demonstrado causar nefropatias (Barbier et al., 2005).
Segundo Foulkes e Blanck (1984) o niquel é nefrotoxico. No presente trabalho nédo
foram observadas diferencas significativas no peso dos rins dos animais tratatos. Porém,
em experimento com ratos utilizando dose mais elevada de sulfato de niquel 0,1% (ou
223,5 mgNi/L) na 4gua de beber, durante 13 semanas observou-se aumento significativo
no peso relativo dos rins, concomitantemente com a diminui¢cdo no volume de urina
(Obone et al., 1999).

A proporcdo volumétrica de tabulos seminiferos em mamiferos é bastante
varidvel, sendo, portanto um dos principais fatores responsaveis pela diferenca
observada, para a eficiéncia na producdo espermatica nas diversas espécies (Russell et
al., 1990; Franca e Russell, 1998). No presente trabalho ndo foram encontradas
alteracdes significativas entre o grupo controle e 0s grupos tratados com cloreto de
niquel, para proporcdo volumétrica de tdbulo e intertdbulo. Também ndo foram
encontradas altera¢Ges significativas na proporcdo volumétrica de tdbulo e intertbulo
em camundongos tratados cronicamente com arsenato de soédio (Carvalho, 2009) e
cloreto de cadmio (Predes, 2007), com 0s respectivos grupos controle.

Ha uma relacdo direta entre o tamanho testicular e o volume ocupado pelos
tubulos seminiferos, o que reflete na producdo espermaética individual (Franca e Russell,
1998). No presente experimento verificou-se reducdo significativa do volume dos
tubulos seminiferos nos animais tratados com 40mgNi/dia, sendo este parametro
responsavel pela diminuicdo do peso testicular, uma vez que o volume do tecido
intertubular ndo sofreu diferencas significativas. O indice tubulossomatico (ITS) que é
um pardmetro proposto para se quantificar o investimento em tabulos seminiferos em
relacdo a massa corporal, ndo diferiu entre os grupos estudados, mesmo avaliando-se 0
grupo 3, onde observou-se diminuicdo do volume tubular, porém acompanhado de
diminuicdo proporcional no peso corporal. O mesmo foi observado em camundongos

tratados com arsenato de sodio (Carvalho, 2009).
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O didmetro médio do tubulo seminifero ¢ uma abordagem classicamente
utilizada como indicador da atividade espermatogénica (Franca e Russell, 1998).
Segundo Paula et al. (2002), existem diversos fatores que contribuem para a
constituicdo do didmetro tubular e altura do epitélio, dentre eles 0 nimero de camadas
de células midides que constituem a tdnica prépria, o tamanho e a populagdo das células
de Sertoli e das celulas espermatogénicas e secrecdo de fluidos pelas células de Sertoli,
0 qual determina o lume tubular. Nos animais estudados, aqueles tratados com
40mgNi/dia apresentaram valor médio do diametro tubular, menor, assim como a altura
do epitélio seminifero. O mesmo foi observado por Massanyi et al., (2007), que
injetaram intraperitonealmente uma dose Unica de 20 e 40 mg NiCl, por kg de massa
corporal. De acordo com Wing e Christensen (1982), a mensuracao da altura do epitélio
seminifero ¢ mais efetiva que o didmetro tubular para a avaliacdo da producédo
espermatica, uma vez que diferencas significativas no diametro tubular ao longo do
tubulo seminifero, acompanhando as varia¢fes do ciclo do epitélio seminifero, estéo
relacionadas com o aumento do lume tubular que precede a espermiacao.

O comprimento dos tabulos seminiferos é diretamente dependente do volume
total de tUbulos seminiferos e do didmetro tubular, sendo diretamente relacionado ao
tamanho do testiculo (Franca e Russell, 1998). No presente estudo, o comprimento total
dos tubulos seminiferos ndo apresentou diferenca significativa entre os tratamentos.
Porém, considerando o comprimento do tdbulo seminifero por grama de testiculo, o
valor médio encontrado no grupo 3 foi maior que aqueles registrados para os animais do
grupo 1 e 2, refletindo a redugdo também significativa do didmetro tubular. Ja Predes et
al., (2009) utilizando cadmio em ratos observaram diminuicdo significativa no
comprimento total de tubulos seminiferos ap6s 7 e 56 dias, embora o valor por grama de
testiculo ndo tenha sido alterado.

Vérios estudos em animais mostraram efeitos adversos nos 6rgdos genitais
masculinos apos a exposicdo oral ao nitrato, cloreto ou sulfato de niquel. Os efeitos
observados incluiram altera¢bes histologicas no epididimo e vesiculas seminais
(glandulas vesiculares) e diminuicdo da motilidade espermatica com anormalidades e
diminuicdo da fertilidade (Obone et al., 1999; Pandey et al., 1999; ATSDR, 2005;
International Committee on Veterinary Gross Anatomical Nomenclature, 2005; Mathur
et at.,, 2010). Estudos também demonstraram que a maior sensibilidade do epitélio
seminifero ao sulfato de niquel na dose de 1,0mg/kg é observada nos espermatozdides,
espermatides iniciais, espermatécitos finais e espermatogonias-tronco (Domshlak et al.,

2005), prejudicando assim todo o processo espermatogénico. Ratos, apos o tratamento
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com niquel, apresentaram retragdo dos tibulos seminiferos e diminui¢do do nimero de
espermatogonias nos tubulos (Kékeld et al., 1999). Além de elevada peroxidagédo
lipidica testicular e supressdo da atividade de enzimas antioxidantes (Gupta et al.,
2007), indicando que o niquel, sendo um metal pesado exerce potenciais efeitos toxicos
sobre os 6rgaos genitais masculinos (Das e Dasgupta, 2002; International Committee on
Veterinary Gross Anatomical Nomenclature, 2005).

A animais do grupo tratado com 20mgNi/dia, ndo apresentaram alteracdes
testiculares significativas, assim como o controle, sendo que espermatogénese foi
considerada em estado fisiolégico normal para a espécie, compativel com a faixa etéria.
Ja nas avaliacOes qualitativas e histopatologicas observadas no parénquima testicular
dos ratos tratados com 40mgNi/dia evidenciaram patologias no processo
espermatogénico: vacuolizacdo, desprendimento celular, e deplecdo das células
germinativas.

Segundo Boekelheide et al. (2005), a vacuolizacdo é o sinal morfolégico mais
precoce de lesdo testicular em resposta a agentes toxicos, sendo geralmente observada
de duas formas, a presenga de multiplos pequenos vacuolos ou de um grande e Unico
vaclolo. Em experimentos realizados por Hoey (1966), para determinar o efeito de
cinco metais, prata, cobre, estanho, niquel e cobalto, sobre a histologia e o
funcionamento dos testiculos e epididimos de ratos, observou-se que a vacuolizacéo
Unica ou multipla no epitélio seminifero parece ser devido a morte isolada de
espermatocitos primarios ou de células de Sertoli. Predes (2007) e Predes et al. (2009),
em estudos com ratos Wistar tratados com diferentes doses de cloreto de cadmio,
observaram vacuolizacdo nos tibulos seminiferos.

Creasy (2001) descreve que ap06s a vacuolizacdo, a degeneracdo de células
germinativas, desorganizacdo ou esfoliacdo epitelial é geralmente vista, sendo que 0s
efeitos podem variar com substancias toxicas diferentes e, provavelmente, estdo
relacionadas a natureza do distarbio funcional sobre a célula de Sertoli. Conforme Lee
et al. (2005), as alteragdes na dinamica das juncdes celulares, presentes na barreira
hematotesticular de mamiferos, podem alterar todo o0 processo de espermatogénese
levando até a degeneracdo de células germinativas. Segundo Russell et al. (1990) o
comprometimento da barreira de células de Sertoli estdo relacionados as alteracdes que
ocorrem no ambiente adluminal e no ambiente basal caracterizando assim a ruptura de
barreira. Bustos-Obregdn et al. (2006) verificaram a diminuicdo na altura do epitélio
seminifero no intervalo de 72 horas apds o uso de flutamida (10mg/kg) em

camundongos, observando em alguns casos o descolamento do epitélio germinativo. Em
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camundongos tratados cronicamente com arsénio, observa-se vacuolizagdo do epitélio
seminifero e perda da populacdo de células germinativas aos 45 dias de tratamento
(Sanghamitra et al., 2008). Alguns autores verificaram que o desprendimento de células
germinativas do epitélio seminifero pode ser precedido por apoptose (Rodriguéz e
Garcia, 1998; Hammami et al., 2009).

Assim como observado no presente experimento, Massanyi et al. (2007) relatam
que a gravidade das alteracbes testiculares observadas com o uso de niquel sdo dose
dependentes. Segundo Kékeld et al. (1999) a atrofia de tlbulos seminiferos com a
diminuigcdo do nimero de espermatogbnias basais sdo induzidas pelo uso do cloreto de
niquel. O mesmo foi encontrado em camundongos expostos ao boro, mostrando que
este metal também induz a atrofia do epitélio seminifero (Bustos-Obregén et al., 2007).
Em estudo semelhante com ratos Wistar tratados com dose Unica de cloreto de cadmio
(1,2mg/kg), verificou-se dano progressivo com degeneracdo de células resultando em
tubulos seminiferos revestidos apenas por células de Sertoli (Predes et al., 2009).
Tratamento com 40mg de arsénio em camundongos por 45 dias mostrou mudancas
degenerativas graves no tecido tubular, ocorrendo a perda de células germinativas,
enquanto que o tratamento por 60 dias mostrou completa degeneracdo das células
espermatogénicas, com aparecimento de agregado de células nos tubulos seminiferos
(Sanghamitra et al., 2008).

5. Conclusoes

A administracdo cronica de cloreto de niquel na dose de 40mgNi/dia em ratos
Wistar adultos causou reducdo do peso testicular total e dos componentes testiculares,
epididimo, ducto deferente, albuginea, parénquima, altura do epitélio seminifero,
didmetro dos tubulos seminiferos e do volume tubular.

Os animais expostos cronicamente ao cloreto de niquel sofreram alteragcdes dose
dependentes no peso corporal e no consumo de alimento, ndo refletidas no peso
hepatico e renal. Independente da dose utilizada, o uso cronico do cloreto ao niquel
causou reducdo no peso da prostata.

Nas avaliagbes histopatolégicas do parénquima testicular, em animais
submetidos a maior dose foi evidenciada patologias pontuais no epitélio seminifero
referente a vacuolizacdo, desprendimento celular e deplecdo das células germinativas,
sendo que em dois animais todos os tdbulos seminiferos apresentavam-se

comprometidos.
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ARTIGO 2

EFEITO DA EXPOSICAO CRONICA AO NIQUEL NO COMPARTIMENTO
INTERTUBULAR DO TESTICULO DE RATOS WISTAR ADULTOS

Resumo

Entre os metais que causam poluicdo ambiental, o niquel é de especial
importancia como um elemento potencialmente téxico e sua acumulagdo no ambiente
pode representar perigo para a saude animal. A exposicdo ao niquel acarreta varios
efeitos na reproducéo, tendo como alvo os testiculos, que sdo 6rgdos bastante suscetivel
a agentes ambientais. O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito crénico do
niquel no compartimento intertubular dos testiculos de ratos Wistar adultos. Foram
utilizados 24 ratos em idade reprodutiva, divididos em trés grupos de oito animais. O
grupo 1 (controle) recebeu adgua deionizada, 0s grupos 2 e 3 receberam cloreto de niquel
(NiCly) nas doses de 20mgNi/dia e 40mgNi/dia, respectivamente. Nos animais
sacrificados 60 dias ap6s o término do tratamento, observou-se que a administracéo
crénica de niquel no grupo de maior dose causou reducéo do indice Leydigossomatico,
da proporcdo volumétrica dos macrofagos e das células de Leydig e do volume das
células de Leydig, sem alterar o nimero total destas células. Observou-se ainda, o
aumento da proporcdo volumétrica do espaco linfatico, além de induzir a reducdo no
peso da prostata, independentemente da concentracdo utilizada. Dentre as alteracdes
verificadas nestes animais, pode-se inferir que o niquel na dose de 40mgNi/dia altera os
parametros morfométricos do compartimento intertubular, podendo comprometer a

esteroidogénese.

Palavras-chave: niquel; toxicidade; testiculo; intertibulo; células de

Leydig.
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EFFECT OF CHRONIC NICKEL EXPOSURE IN THE INTERTUBULAR
COMPARTIMENT OF THE TESTIS OF WISTAR ADULTS RATS

Abstract

Among the metals that cause environmental pollution, the nickel has especial
importance as a potentially toxic element and its accumulation in the environment may
represent a hazard to human health. Exposure to nickel causes several effects on
reproduction, being targeting, the testes, which are organ highly susceptible to
environmental agents. The aim of this work was to evaluate the chronic effect of nickel
in the intertubular testis compartment in Wistar adults rats. Were utilized 24 rats of
reproductive age, divided into three groups with eight animals. Group 1 (control)
received deionized water and groups 2 and 3 received nickel chloride (NiCl,) at the
doses of 20mgNi/day and 40mgNi/day, respectively. In the animals euthanized sixty
days after the end of the treatment observed that chronic administration of nickel in the
group of higher dose caused reduction in the Leydigosomatic index, at the volumetric
proportion of macrophages and of Leydig cell and volume of Leydig cells, without
changing the total number these cells. It was also observed increased lymphatic space,
besides inducing reduction in prostate weight, independently concentration used.
Among the changes in these animals may infer the nickel in the dose of 40mgNi/day
alters morphometric parameters of intertubular compartment, probably compromise the
steroidogenesis.

Keywords: nickel; toxicity; testis; interbule; Leydig cell.
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1. Introducéo

Niguel e compostos de niquel sdo muito utilizados na industria e comércio,
como na galvanoplastia e produgdo de equipamentos eletronicos, algumas vezes
combinado com outros metais para formacao de ligas metélicas (aco inoxidavel), sendo
também utilizados na fabricacdo de moedas, joias e baterias (Denkhaus e Salnikow,
2002; ATSDR, 2005). O uso destes metais pesados tem se tornado um perigo potencial
a saude, e os ions desses metais no ambiente causam uma grande variedade de efeitos
bioldgicos (Das e Dasgupta 1997; Das e Dasgupta 2002).

A capacidade dos fons Ni** em gerar espécies reativas de oxigénio reforcam a
peroxidacao lipidica e seus efeitos sdo significativos sobre a esteroidogénese (Forgacs et
al, 1998). Além de aumentar a peroxidacdo lipidica e as concentracdes de célcio e ferro
nos testiculos, figado e rim, o niquel em altas concentragdes diminui o peso testicular e
a taxa de fecundidade (Xie et al., 1995). O niquel também reduz significativamente a
atividade das enzimas testiculares esteroidogénicas e a concentracdo plasmatica de
testosterona, acompanhado por uma elevacao na concentracao de colesterol e no teor de
acido ascérbico (Das e Dasgupta, 1997; Das e Dasgupta, 2002). Quanto a acdo do
niquel nos Orgaos genitais masculinos (International Committee on Veterinary Gross
Anatomical Nomenclature, 2005), pouco se sabe a respeito da morfometria do
compartimento intertubular.

O compartimento intertubular € composto por células de Leydig, espagos
linfaticos, vasos sanguineos, nervos e uma populacdo celular variavel que inclui
fibroblastos, macréfagos e mastocitos (Russell, 1996). As células de Leydig sintetizam
testosterona, que assegura a espermatogénese, promove a diferenciacdo dos dérgaos
genitais masculinos, mantendo os caracteres sexuais secundarios e a funcdo das
glandulas acessorias (O Donnel et al., 2001; Colleta e Carvalho, 2005; International
Committee on Veterinary Gross Anatomical Nomenclature, 2005). Em geral, roedores
apresentam um padrdo de intertibulo no qual as células de Leydig estdo intimamente
associadas aos vasos sanguineos e cercadas pelo espaco linfatico (Fawcett et al., 1973).

Como o niquel é um metal pesado e sua acumulacdo no ambiente pode
representar um perigo grave para a saude humana, o presente estudo tem como objetivo
avaliar os efeitos da administracdo cronica do cloreto de niquel sobre os componentes

do compartimento intertubular dos testiculos de ratos Wistar adultos.
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2. Material e Métodos

2.1. Animais e tratamento

Foram utilizados 24 ratos Wistar adultos em idade reprodutiva (70 dias),
provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias Bioldgicas e da Salude da
Universidade Federal de Vicosa. Os animais foram divididos em trés grupos de oito
individuos cada, pesados e alojados em gaiolas individuais. O grupo 1 (controle)
recebeu apenas agua deionizada. Cada animal dos grupos de tratamento consumiu
niquel na dgua de beber nas dosagens de 20mgNi/dia (grupo 2) e 40mgNi/dia (grupo 3),
durante um periodo de 60 dias. Para tal foram utilizados soluc6es de cloreto de niquel
(NiCl,) nas concentragdes de 2,0249 e 4,0498 g/L diluidos na agua de beber
correspondendo, respectivamente a 0,67 e 1,34 mg/ml de niquel puro (ion). Foi anotado
0 consumo diario medio de 30 ml por animal correspondendo a um consumo de 20 e 40
mg de niquel/dia, respectivamente nos grupos 2 e 3. Para 0s animais dos trés grupos
acima foram fornecidos 30g de alimentacdo solida (racdo), sendo os animais mantidos
em temperatura ambiente de 24°C e luminosidade de 12 horas. Os mesmos foram
pesados a cada duas semanas e mensurada diariamente a ingestdo de alimento durante

toda a fase experimental.

2.2. Coleta de amostras

Os animais foram manuseados e submetidos a eutanasia de acordo com
Principios Eticos de Pesquisa Animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal (COBEA), sendo os critérios metodologicos aprovados pela
Comissio de Etica Para o Uso de Animais da Universidade Federal de Vigosa
(CEUA/URV).

Os animais foram contidos fisicamente e eutanasiados com sobredosagem de
tiopental sddico intraperitonialmente. Os animais foram pesados e, posteriormente,
foram retirados e pesados os seguintes drgdos: testiculos, glandulas vesiculares e
prostata. Fragmentos desses oOrgdos foram seccionados e fixados em solucdo de

Karnovsky por 24 horas sob-refrigeracéo.
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2.3. Processamento do material para analise histoldgica

Os fragmentos de testiculo, destinados ao estudo da microscopia de luz, foram
desidratados em concentracdes crescentes de etanol (70%, 80%, 95% e 100%) com
trocas a cada 30 minutos. Ap0s a desidratacdo, os fragmentos foram incluidos em resina
a base de 2-hidroxietil metacrilato (Historesin®, Leica), sendo posteriormente
seccionados na espessura de 3um em micrétomo rotativo automatico (Reichert-Jung,
Alemanha) com navalha de vidro. Os cortes semi-seriados foram obtidos por meio de
intervalo de 13 cortes, correspondendo a distancia de 40um entre eles. Os cortes obtidos
foram corados com azul de toluidina-borato de sddio 1% e as laminas e laminulas
montadas com Entellan® (Merck). Imagens do parénquima testicular foram obtidas em
fotomicroscopio (Olympus CX-31) e analisadas utilizando-se o programa Image Pro
Plus (Media Cybernetics).

2.4. Proporcdes volumétricas e volume dos elementos do intertdbulo, proporcéo

volumétrica do tubulo seminifero e volume tubular

As propor¢des volumétricas do espago linfatico, vasos sanguineos, tecido
conjuntivo, macrofagos, nucleos da célula de Leydig, citoplasma de células de Leydig
no parénquima testicular e a proporcao volumétrica do tubulo seminifero foram obtidas
por meio da contagem de um total de 3150 pontos projetados sobre 10 fotomicrografias
do parénquima testicular de cada animal. Para tal, utilizou-se uma grade de 315
intersecgdes (pontos), e as imagens foram capturadas em aumento de 200 vezes. As
mensuracOes foram realizadas utilizando-se o programa de analises de imagens Image
Pro Plus (Media Cybernetics).

O volume de cada elemento do intertibulo e o volume tubular expresso em mL
foram calculados a partir do percentual ocupado pelos mesmos no testiculo e o peso
liquido testicular (peso do parénquima) foram obtidos subtraindo-se do peso bruto do
testiculo, o peso da albuginea testicular. Como a densidade do testiculo é em torno de 1
(Johnson e Neaves, 1981; Franca, 1991; Paula, 1999; Tae et al., 2005), o peso do

testiculo foi considerado igual ao seu volume.
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2.5. Diametro nuclear, relacdo nucleo citoplasmatica, indice Leydigossomatico,

volumetria e numero de células de Leydig

O diametro nuclear de células de Leydig foi mensurado em 30 células por
animal, utilizando-se o programa de analises de imagens Image Pro Plus (Media
Cybernetics). Os nucleos utilizados foram os que apresentaram contorno circular, com a
cromatina perinuclear e nucléolos evidentes. Devido a morfologia circular do nucleo,
foi possivel o calculo do seu volume a partir da formula do volume da esfera (Volume
nuclear = 4/3zR* onde, R = raio nuclear). A partir da proporgdo volumétrica obtida do
nucleo e do citoplasma da célula de Leydig foi possivel a caracterizagdo do volume do
citoplasma e consequentemente do volume total de uma célula de Leydig. Assim,
Volume citoplasmatico = % citoplasma x volume nuclear / % nucleo; logo, Volume
celular = volume nuclear + volume citoplasmatico. Estes valores foram expressos em
micrometros cdbicos (um®). A relagdo nicleo citoplasmatica refere-se a correlagéo entre
0 nucleo e o citoplasma da célula de Leydig, e foi calculada dividindo-se a proporcao
volumétrica de citoplasma pela proporcao volumeétrica de nucleos de celula de Leydig.

O volume total de células de Leydig foi calculado a partir da propor¢édo que esta
célula ocupa no parénquima testicular e o peso do parénquima de um testiculo.
Dividindo-se o volume total (mL) das células de Leydig pelo volume ocupado por uma
célula, foi calculado o nimero de células de Leydig por testiculo e a partir do peso
testicular, o numero de células de Leydig por grama de testiculo. O indice
Leydigossomatico (ILS) foi calculado a partir da seguinte formula: ILS = volume que a
célula de Leydig ocupa nos testiculos / PC x 100, onde PC = peso corporal.

2.6. Andlise estatistica

A média e o desvio-padrdo dos parametros analisados foram comparados entre
0s grupos por meio da andlise de variancia (ANOVA) utilizando o teste de Newman-
Keuls, sendo o nivel de significancia de (p<0,05). Todos o0s resultados estdo expressos

em média + desvio-padrao.

3. Resultados

Os valores médios da proporcdo volumétrica para tecido conjuntivo, vasos

sanguineos, nucleo de células de Leydig e valores médios da proporcao volumétrica dos
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tibulos seminiferos ndo variaram entre os animais dos grupos estudados (p>0,05).
Houve aumento significativo do espaco linfatico nos animais do grupo 3 em relagdo ao
grupo controle (p<0,05). Analisando os valores médios da proporcdo volumétrica para
os macréfagos, também foi observado redugdo significativa no grupo 3 (p<0,05) quando
comparado ao grupo controle, ndo sendo significativo em relagdo ao grupo 2. O mesmo
pode ser constatado em relacdo a proporcdo de célula de Leydig e do citoplasma da

célula de Leydig Tabela 1.

Tabela 1 — Propor¢cdo volumétrica (%) dos elementos do intertibulo e do tabulo
seminifero de testiculo de ratos Wistar em idade reprodutiva apds tratamento com
cloreto de niquel (média + desvio-padréo).

Proporgdes Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3

Tecido conjuntivo 0,57 +0,24% 0,39 +0,22° 0,34 +0,12°
Espaco linfético 8,04 + 2,95 14,42 + 9,21 14,31 + 3,34°
Vasos sanguineos 2,62 +0,99% 4,30 +3,11° 3,37 £0,89%
Macréfagos 0,74 + 0,282 0,57 + 0,352 0,36 + 0,10°
Célula de Leydig 4,75 + 1,08 3,95 +1,91% 2,75 +1,03°
Nucleo de Leydig 0,52 +0,16% 0,53 +0,31% 0,34 +0,13%
Citoplasma de Leydig 4,24 +0,96° 3,42 +1,61% 2,41 +0,96"
Tabulo seminifero 83,28 + 3,112 76,38 +11,67° 76,77 +6,50°

Letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) pelo teste de Newman-Keuls
Grupo 1: controle; Grupo 2: 20mgNi/dia; Grupo 3: 40mgNi/dia

Os volumes médios dos elementos do intertibulo e volume tubular estdo
expressos na Tabela 2. As medias referentes ao tecido conjuntivo, espaco linfatico,
vasos sanguineos, macrofagos e nucleo da célula de Leydig ndo sofreram variacGes
significativas entre os animais do grupo controle e tratados (p>0,05). No entanto, 0
volume da célula de Leydig e do citoplasma da célula de Leydig apresentaram reducéo

no grupo 3 em relacdo ao grupo controle, porém ndo apresentando valor significativo
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em relagcdo ao grupo 2. Observou-se ainda redugdo significativa no volume tubular

(p<0,05), no grupo 3 em relacdo ao grupo controle e ao grupo 2.

Tabela 2 — Volume (mL) dos elementos do intertibulo por testiculo e volume tubular de
ratos Wistar em idade reprodutiva apos tratamento com cloreto de niquel (média +

desvio-padréo).

Volume Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Tecido conjuntivo 0,0015 + 0,0007% 0,0016 + 0,0015*  0,0008 + 0,0003%
Espaco linfatico 0,0225 + 0,0142° 0,0437 +0,0344% 0,0360 + 0,0129%
Vasos sanguineos 0,0073 + 0,0045° 0,0243 +0,0221*  0,0126 +0,0111°
Macrofagos 0,0020 + 0,0010% 0,0022 + 0,0022% 0,0009 + 0,0003%
Célula de Leydig 0,0126 + 0,0041° 0,0103 + 0,0046%° 0,0068 + 0,0030°
Nucleo de Leydig 0,0014 + 0,0007% 0,0012 + 0,0005% 0,0008 + 0,0003%
Citoplasma de Leydig 0,0112 + 0,0035% 0,0091 + 0,0041%° 0,0060 + 0,0028"
Volume tubular 2,3310 + 0,1402° 2,3177 £ 0,4143° 1,7508 + 0,4951°

Letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) pelo teste de Newman-Keuls
Grupo 1: controle; Grupo 2: 20mgNi/dia; Grupo 3: 40mgNi/dia

Os parametros observados na Tabela 3 diametro do ndcleo da célula de Leydig,
relacdo nucleo citoplasmatica (RNP), volumes nuclear, citoplasmético e de uma célula
de Leydig ndo apresentaram diferencas entre os grupos controle e tratados (p>0,05),
sendo 0 mesmo para o peso da glandula vesicular e para o nimero de células Leydig por
testiculo e por grama de testiculo. O indice Leydigossomatico (ILS), apresentou valores
significativamente menores no grupo 3, tanto em relagdo ao grupo controle quanto em
relacdo ao grupo 2 (p<0,05). Quanto ao peso da prostata (p<0,05) houve reducao

significativa nos grupos 2 e 3 em relacdo ao controle.
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Tabela 3 — Diametro do nucleo da célula de Leydig, relagdo nucleo citoplasmatica
(RNP), indice Leydigossomatico (ILS), volumes nuclear, citoplasmatico e total de uma
célula de Leydig, namero de células Leydig por testiculo e por grama de testiculo, peso
da glandula vesicular e peso da prostata de ratos Wistar em idade reprodutiva apds
tratamento com cloreto de niquel (média + desvio-padréo)

Parametros Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3
Diametro nuclear 7,40 £0,312 7,18 £0,53% 7,07 +£0,19%
(Hm)

RNP 1: 8,212 1: 6,48° 1:7,16°
ILS (%) 0,020 + 0,01 0,018 + 0,012 0,011 +0,01°
Volume 213,21 + 25,892 196,37 + 41,55° 185,24 + 14,372
nuclear (um?)

Volume 1820,87 + 426,75  1340,24 + 330,84% 1438,27 + 591,742
citoplasméatico(um®)

Volume 2034,08+ 434,68  1536,61 + 357,50 1623,51 + 598,82°
celular (um®)

N° de Leydig / 39,26 + 15,32° 41,29 + 24,48° 30,43 + 25,242

testiculo (10°)

N° de Leydig/g de
testiculo (10°)

Peso da glandula
vesicular (g)

Peso da prostata (g)

23,22 +7,90°

0,92 +0,15%

0,80 + 0,15°

35, 84 + 24, 96°

0,88 £ 0,33%

0,59 + 0,20°

34,90 + 27, 30°

0,70 £ 0,23%

0,46 +0,13°

Letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05) pelo teste de Newman-Keuls.
Valores de RNP representado em razdo matematica. Grupo 1: controle; Grupo 2: 20mgNi/dia; Grupo 3:

40mgNi/dia
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4. Discussao

Vaérios autores tém descrito relacGes funcionais entre células de Leydig e os
demais componentes intertubulares (Skinner, 1991; Hales, 2002; Colleta e Carvalho,
2005). Durante o desenvolvimento testicular, mudancas na morfologia das células de
Leydig ocorrem de maneira coordenada com os macrofagos demonstrando intima
associacdo entre essas células. Neste sentido, entende-se que fatores secretados pelos
macrofagos controlam de modo paracrino a atividade esteroidogénica e o
desenvolvimento das células de Leydig (Hales, 1996). No presente estudo, observou-se
que o uso crénico do niquel induziu reducdo significativa nas propor¢des volumétricas
de macrofagos acompanhada pela reducdo, também significativa, na proporcédo
volumétrica de ceélulas de Leydig. Estas alteragdes podem indicar um prejuizo
fisioldgico sobre a androgénese. Em relagdo aos demais componentes testiculares néo
foram observadas variacgdes significativas na volumetria de tecido conjuntivo, porém, o
aumento significativo na proporcao volumétrica de espacos linfaticos foi detectada nos
animais que receberam maior dose de niquel, possivelmente como reflexo de maior
vascularizacdo sanguinea, que embora esteja notadamente aumentada nos grupos
tratados, ndo pdde ser detectada estatisticamente.

Carvalho (2009), em estudos com camundongos, observou reducdo no volume
total de células de Leydig nos grupos tratados cronicamente com arsenato de sédio,
diferente do que foi observado no estudo com doses aguda de cloreto de cadmio
(3umol/kg), onde ndo foram verificadas variacBes nas propor¢des volumétricas e
volumes dos elementos do intertibulo (Predes, 2007). No presente experimento, foi
observada reducéo significativa no volume total de células de Leydig com o uso cronico
de 40mg/dia, reforcando a suspeita de prejuizo androgénico nestes animais. Porém,
Ewing et al. (1979), correlacionando estrutura e fungdes das celulas de Leydig em
varias espécies de mamiferos, mostraram que variacbes na sintese e secrecdo de
testosterona dependem mais da capacidade individual desta célula do que do volume
total delas no testiculo. Esta capacidade esta altamente associada com a quantidade de
reticulo endoplasmético liso presente na célula de Leydig (Zirkin et al., 1980). De
acordo com Castro et al. (2002), o volume nuclear da célula de Leydig e o nimero de
células de Leydig por grama de testiculo estdo altamente correlacionados com a
concentracdo de testosterona testicular plasmatica. J&, Costa e Paula (2006) sugerem
que, em capivaras, as taxas de producao de testosterona correlacionam-se com o volume

individual da célula de Leydig. Como a redugdo no volume individual da célula de
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Leydig observada nos animais tratados ndo foi comprovada estatisticamente sdo
necessarios dados provenientes da morfometria de organelas, como o reticulo
endoplasmatico liso, para constatar alterac6es relacionadas a producdo androgénica nos
animais submetidos a exposicao cronica ao niquel.

Outro parametro diretamente relacionado a producdo androgénica é o peso das
glandulas anexas ao aparelho urogenital masculino, uma vez que este € um parametro
androgeno dependente (Souza et al., 2005; Chieregatto, 2009). No presente experimento
reducdo significativa foi observada no peso da préstata nos grupos tratados
cronicamente com niquel, indicando mais uma vez um prejuizo na producao
androgénica nos animais tratados.

Foi observado que as reducdes nos valores médios de diametro e nacleo de
célula de Leydig ndo foram significativas assim como para relagdo nucleo
citoplasmatica entre os grupos experimentais. Carvalho (2009), correlacionou, em
animais que receberam arsenato de sodio a 1,0mg/L, reducdo significativa no diametro
e no volume nuclear de células de Leydig com a reducdo na producdo de testosterona.
Também em ratos tratados cronicamente com arsenito de sodio (30 e 40mg/L), o
didmetro nuclear das células de Leydig reduziu gradativamente em 45 e 60 dias, sendo
observada também, reducdo na populacdo de células de Leydig (Sanghamitra, 2008).
Neste experimento as médias referentes ao numero de células de Leydig por testiculo e
por grama de testiculo ndo variaram nos grupos estudados. Porém, foi observada
reducdo significativa no indice Leydigossomatico no grupo de maior dose entre 0s
grupos analisados. Como o indice Leydigossomatico € um parametro que visa
quantificar o investimento em células de Leydig com relacdo ao peso corporal,
claramente houve uma influéncia dose dependente na administracdo crénica de niquel
no requerimento androgénico dos animais tratados, uma vez que reducdo significativa
no volume de tabulos seminiferos foi também observada nos animais tratados com a
maior dose de niquel. Neste sentido, segundo Mali et al. (2002), a reducao dos tubulos
seminiferos esta relacionada a reducdo na producdo de testosterona e, segundo Gupta et
al. (2001), com consequente infertilidade. Autores relatam ainda que a reducéo do peso
dos testiculos e glandulas acessorias sdo provavelmente causadas pela baixa producédo
de androgenos nos testiculos, possivelmente como um resultado da perda da massa das
células de Leydig (Ng e Liu 1990; Pandey et al., 1999). Dessa forma, é provavel que
tenham ocorrido alteragcdes na producdo de testosterona correlacionadas com alteracfes
No processo espermatogénico nos animais tratados cronicamente com alta concentragéo

niquel neste experimento.
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5. Conclusoes

A administracdo cronica de cloreto de niquel na maior dose em ratos Wistar
adultos reduziu o indice Leydigossomatico, a proporcao volumétrica, dos macrofagos,
das células de Leydig e o volume total das células de Leydig.

Nos animais expostos a maior dose observou-se 0 aumento da proporcao
volumétrica do espaco linfatico, além da reducdo do peso da proéstata,
independentemente da concentragéo utilizada.

Pode-se inferir que o niquel na dose de 40mgNi/dia altera os pardmetros
morfomeétricos do compartimento intertubular, podendo comprometer a

esteroidogénese.
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CONCLUSOES GERAIS

Animais expostos cronicamente a maior dose de cloreto de niquel apresentaram
reducdo nos pesos testiculares totais e nos componentes testiculares, altura do epitélio
seminifero, didmetro dos tubulos seminiferos e no volume tubular, além da reducdo do
peso do epididimo.

A exposicdo cronica de cloreto de niquel em ratos Wistar adultos causou
alteracdes dose dependente no peso corporal e no consumo de alimento, ndo refletidos
no peso hepatico e renal.

Nas avaliagdes do parénquima testicular de animais submetidos a maior dose
com cloreto de niquel foram evidenciadas manifestac6es histopatoldgicas consideraveis,
vacuolizacdo, desprendimento celular e severa deplecdo das células germinativas.

Nos animais expostos cronicamente ao niquel observou-se redugdo no peso da
préstata, independentemente da dose utilizada.

Em relacdo ao compartimento intertubular a administracdo cronica de cloreto de
niquel na maior dose interferiu na reducdo da proporcdo volumétrica, dos macrofagos,
das células de Leydig e no volume total das células de Leydig, assim como a redugéo do
indice Leydigossoméatico. Houve alteracbes no peso dos O&rgdos andrdgenos
dependentes, o que estd correlacionado as possiveis alteracdes observadas no
compartimento intertubular, considerando-se as células de Leydig.

Testiculo € susceptivel a altas doses de niquel, assim a dose de 40mgNi mostrou-
se mais toxica que a dose de 20mgNi durante o tratamento de 60 dias.

Dentre as alteragOes observadas acima, sugere-se que o0 uso crénico de altas
doses de niquel possa afetar a esteroidogénese e comprometer 0 processo

espermatogénico.
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