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RESUMO

O 4cido tereftalico (TPA) ¢ um composto aromatico mundialmente produzido e amplamente
utilizado na fabricacdo de resinas, assim como matéria-prima para a reacao de polimerizagao
com o etilenoglicol objetivando-se a producao do poli (tereftalato de etileno), conhecido como
PET. O uso do TPA estende-se a sintese de ftalatos, plastificantes utilizados em diversos
produtos industrializados como brinquedos e cosméticos. Ftalatos agem como desreguladores
endocrinos e indutores de alteragdes reprodutivas em homens e animais. O presente estudo teve
como objetivo avaliar a toxicidade no desenvolvimento embrio/fetal de machos expostos in
utero e durante a lactacdo ao acido tereftalico, em diferentes janelas do desenvolvimento, com
destaque na funcao testicular. Os animais foram tratados via intragastrica com o TPA nas
dosagens de dispersodes estoque correspondentes a 0,0014 g/ml e 0,56 g/ml de TPA em 0,5 %
v/v carboximetilcelulose assim como a dose controle, composta unicamente por dispersao de
carboximetilcelulose (0,5 % v/v). Quatro janelas experimentais foram estabelecidas: grupo I-
tratamento in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5), com eutanasia aos 18.5 dias; grupo II-
tratamento in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5) e no periodo lactacional (PND-15), com
eutandsia aos 15 dias; grupo III- tratamento in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5) com
eutandasia aos 70 dias (idade de maturidade sexual, PND70); grupo IV- tratamento in utero, no
periodo fetal (DG 10.5-18.5) e no periodo lactacional (PND-15), com eutanésia aos 70 dias
(PND70). Apos a eutanasia dos animais, os testiculos esquerdos foram usados para estudos
histomorfométricos. Os resultados indicam que o TPA altera os pardmetros reprodutivos (peso
testicular, indice gonadossomatico, tamanho do pénis e index anogenital), somente na dose de
0,56 g/ml, no periodo fetal. Dados da propor¢do volumétrica dos elementos do testiculo,
demostram que a dispersdo com maior concentracdo de TPA, alterou de forma significativa as
porcentagens de vasos/capilares sanguineos, vaso linfaticos e tecido conjuntivo. Somente a dose
de 0,56 g/ml de TPA, foi efetiva em diminuir os nimeros de células de Leydig e Sertoli, dos
animais eutanasiados aos 18.5 dias. Contudo, existe uma recuperagdo compensatoria dos
parametros avaliados nas idades de 15 e 70 dias, puberdade e maturidade sexual em
camundongos, respectivamente. Os nimeros de células de Sertoli e de Leydig dos animais de
70 dias expostos a TPA no periodo gestacional e/ou lactacional foram similares ao controle. Os
resultados apontam baixa toxicidade na fungdo testicular em periodos distintos do
desenvolvimento, ndo sendo o TPA assim um desregulador enddcrino.

Palavras-chave: Acido tereftalico, espermatogénese, desenvolvimento testicular, desregulador
enddcrino.






ABSTRACT

Terephthalic acid (TPA) is a world-wide aromatic compound widely used in the manufacture
of resins as well as the raw material for the polymerization reaction with ethylene glycol to
produce polyethylene terephthalate, known as PET. The use of TPA extends to the synthesis of
phthalates, plasticizers used in various industrialized products such as toys and cosmetics.
Phthalates act as endocrine disrupters and induce reproductive changes in men and animals.
The present study aimed to evaluate the embryo/fetal developmental toxicity of males exposed
in utero and during lactation to terephthalic acid in different development windows, with
emphasis on testicular function. The animals were intragastric treated with TPA at dosages of
stock dispersions corresponding to 0.0014 g/ml and 0.56 g/ml of TPA in 0.5% v/v
carboxymethylcellulose as well as the control dose, composed solely of dispersion of
carboxymethylcellulose (0.5% v/v). Four experimental windows were established: group I -
treatment in utero, in the fetal period (DG 10.5-18.5), with euthanasia at 18.5 days; group II -
treatment in utero, in the fetal period (DG 10.5-18.5) and in the lactational period (PND-15),
with euthanasia at 15 days; group III - treatment in utero in the fetal period (DG 10.5-18.5) with
euthanasia at 70 days (age of sexual maturity, PND70); group IV - treatment in utero, in the
fetal period (DG 10.5-18.5) and in the lactational period (PND-15), with euthanasia at 70 days
(PND70). After euthanasia of the animals, the left testicles were used for histomorphometric
studies. The results indicate that TPA changes the reproductive parameters (testicular weight,
IGS, penis size and anogenital index), only at the dose of 0.56 g/ml in the fetal period. Data on
the volumetric ratio of the testis elements show that the dispersion with the highest
concentration of TPA significantly altered the blood vessel/capillary, lymphatic vessel and
connective tissue percentages. Only at the dose of 0.56 g/ml TPA, it was effective in decreasing
the Leydig and Sertoli cell numbers of the euthanized animals at 18.5 days. However, there is
a compensatory recovery of the parameters evaluated at the ages of 15 and 70 days, puberty
and sexual maturity in mice, respectively. The Sertoli and Leydig cell numbers of the 70-day
animals exposed to TPA in the gestational and/or lactational period were similar to the control.
The results point to low testicular toxicity at distinct developmental periods, and TPA is not an
endocrine disruptor.

Keywords: Terephthalic acid, spermatogenesis, testicular development, endocrine disruptor.
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1 INTRODUCAO

Estudos com interesse na capacidade reprodutiva humana com destaque na
producao de gametas masculinos, tornaram-se frequentes e de suma importancia no que diz
respeito a satide do homem. O maior contato direto ou indireto a novos compostos naturais e

sintéticos tém demostrado diversos efeitos adversos ao desempenho reprodutivo masculino.

Tem sido observada uma reducdo gradativa na concentracao de espermatozoides
com o passar dos anos. A literatura registra uma reducdo de quase a metade (113 para 66
milhdes de espermatozoides/ml) nos anos de 1940 ao ano de 1990 (CARLSEN et al., 1990).
Corroborando com a tendéncia de redu¢do no nimero de espermatozoides na espécie humana,
Levine ef al. (2017) mostraram um decréscimo de quase 50% na concentragdo de esperma do
ejaculado entre os homens de paises ocidentais, entre os periodos de 1973 e 2011. Os principais
fatores para este evento bioldgico devem estar relacionados a mudangas no estilo de vida

juntamente a exposi¢ao a novos compostos.

Os distarbios no sistema reprodutor masculino mais relatados nas ultimas cinco
décadas, definidos por anormalidades com origem comum na vida fetal, podem ser
exemplificados por: cancer testicular, criptorquidismo, hipospadias e baixa contagem de
espermatozoides. Estas anomalias constituem fatores de risco entre si € podem estar inter-
relacionadas (SKAKKEBAEK et al., 2001; SHARPE et al., 2003). Muitas dessas alteragdes
estao relacionados a exposi¢cdo aos contaminantes quimicos, exemplificados por agroquimicos,

metais pesados e poluentes em geral (HAUSER; SOKOL, 2008).

Outra classe de substancias comumente citadas pelas pesquisas em toxicologia
reprodutiva e relatadas por serem interferentes na performance do sistema reprodutor masculino
sdo os ftalatos. Ftalatos sdo ésteres usados em muitos produtos de uso comum: plasticos,
produtos de limpeza embalagens e brinquedos (JENSEN et al., 2016; RUDEL et al., 2011).
Todas as substancias quimicas citadas acima, fazem parte do rol de compostos capazes de
provocar desequilibrios nos niveis de hormonios e, por conseguinte, de suas funcdes. Estas
substancias denominam-se desreguladores endocrinos. Os desreguladores endocrinos sdo
responsaveis por uma pluralidade de efeitos sobre o sistema enddcrino, abrangendo distirbios

de desenvolvimento, mutagenicidade e carcinogenicidade (CHOI; YOO; LEE, 2004).
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Uma estrutura quimica muito comum a cadeia dos ftalatos sdo as moléculas de
acido ftalico. Um dos polimeros mais usados no mundo, o poli (tereftalato de etileno), utiliza-
se do acido tereftalico (isdmero ao acido ftalico) como regente para sua sintese. Deste modo,
quando ha o consumo de agua armazenada em garrafas de plastico, ou outros utensilios feitos
deste polimero, pode existir um contato direto/indireto ao acido tereftalico devido a migragao
do mesmo ao liquido do interior de uma garrafa feita de poli (tereftalato de etileno)

(KHANEGHAH et al., 2014).

Estudos preliminares, relatam a auséncia de capacidade de ligagdo/ativacao aos
receptores androgénicos por alguns monomeros de poliéster (etileno glicol, dietilenoglicol, o
acido isoftalico), indicando uma possivel inexisténcia de toxicidade do poli (tereftalato de
etileno) e alguns dos seus mondmeros de sintese, em estruturas quimicas relativas a reproducao
(OSIMITZ et al., 2014). Apesar da possivel inexisténcia de toxicidade supracitada, a literatura
nos fornece poucas informagdes a respeito da acdo do acido tereftalico no testiculo de
mamiferos. Particularmente, o presente estudo avaliou alteragdes dos elementos somaticos e
germinativos do testiculo, permitindo-se repercussdes em ultima analise sobre o desempenho

reprodutivo em machos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Khaneghah%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24343590
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osimitz%20TG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25455886
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a toxicidade do acido tereftalico sobre a fungdo testicular durante o
desenvolvimento embrio/fetal de camundongos expostos in titero ¢ durante a lactacio em

diferentes janelas do desenvolvimento.

2.2 Objetivos Especificos

v' determinar a biometria, indice gonadossomatico, index anogenital dos animais jovens,
distancia anogenital (animais sexualmente maduros) e tamanho do pénis dos animais
expostos ao acido tereftalico.

v' investigar a correlagdo do didmetro tubular com a formagao do lume tubular dos animais
expostos ao acido tereftalico.

v' investigar a propor¢do dos elementos testiculares intra/intertubulares dos animais
expostos ao acido tereftalico.

v' calcular o numero de células de Sertoli ¢ de Leydig por testiculo dos animais expostos

ao acido tereftalico.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Aspectos quimicos do acido tereftalico

O acido tereftalico (TPA), nomenclatura [IUPAC acido 1,4-benzoldicarboxilico,
formado estruturalmente por um anel benzeno ligado a dois grupos carboxila, ¢ uma substancia
amplamente usada como matéria prima para producao e confeccdo de diversos produtos:
resinas, fibras de poliéster para utilizacdo em tapetes e roupas, peliculas utilizadas na producao
de fitas magnéticas e aditivo para racdo de aves (BALL; MCLELLAN; BHAT, 2012; CUI et
al.,2004; TREMAINE; QUEBBEMANN, 1985). Uma reagdo quimica comum de uso continuo
do TPA pelas industrias ¢ a esterificacdo do 4acido tereftalico com o etilenoglicol, essa
polimeriza¢do por condensacdo resulta no composto poli (tereftalato de etileno), conhecido
como PET. O PET ¢ usado pelas industrias de inimeras maneiras; fibras téxteis, embalagens
processadas e polimeros de engenharia. O grande uso e sucesso desse polimero devem-se ao
baixo custo de producao, sendo um material caracterizado como termoplastico de excelente
relacdo mecanica/térmica (MACDONALD, 2002). A Tabela 1 abaixo, demonstra as

caracteristicas quimicas gerais do TPA.

TABELA 1 - Informagdes gerais e propriedades fisico-quimica do acido tereftalico.

CAS N° 100-21-0

Sinénimos acido 1,4-benzoldicarboxilico;
para-acido ftalico; para-dicarboxil benzeno

Formula molecular CsHeO4

Estrutura molecular COOH
HOOC/©/

Peso Molecular 166,13 g/mol

Ponto de Fusdo >300°C

Ponto de Ebuli¢ao ndo avaliado

Densidade 1.12 g/cm?

Solubilidade em agua 15 mg/L a 10 °C (ndo solavel)

Pressdo de vapor 1.19x10”° mmHg a 25 °C

FONTE: OECD SIDS (2001).
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Sendo uma substancia quimica usada em grande escala para diversos fins, a
producdo mundial de TPA referente ao ano de 2014 atingiu o quantitativo de 56 milhdes de
toneladas, com um incremento anual de 6% ao ano em diversos periodos (PANG et al., 2015).
De acordo com ZHANG et al. (2010), normalmente € produzido entre 3 a 10 toneladas de aguas
residuais para a fabricacdo de uma tonelada de TPA purificado, nessas dguas sdo encontrados
outros compostos como o acido benzoico, p-carboxibenzaldeido, 4cido p-toluico e o proprio
TPA. O processo de sintese do acido tereftalico segue varias metodologias que, em sintese,
ocorre pela reacdo de oxidacdao do p-xileno (1,4-dimetilbenzeno). O resultado desta reagdo ¢
um material sélido pulverizado ou na forma de cristais com colora¢do branca, muitas vezes

manuseado e armazenado na forma fundida (OECD SIDS, 2001).

A producao do TPA comercializado pode ser descrita por dois processos: Amoco e
Mobil (MANCINI, 2001). A empresa norte-americana Amoco (American Oil Company)
sintetiza o TPA pela oxidacao do p-xileno em acido acético sendo adicionado aos catalizadores
acetato de manganés (II), cobalto (II) e brometo; esse processo ¢ realizado a pressao de 15 atm
e temperatura aproximada de 225°C. Durante a maior parte do tempo, em torno de 90 minutos
em tempo reacional, a maior parte do p-xileno ¢ convertida em TPA como 99,95% de pureza
em estado cristalizado. Concomitante a reac¢do, ha a formagao de produtos intermedidrios que
estdo em solug¢do ao acido acético da mistura em acido acético é retirado o TPA bruto
continuamente, incluindo a reutilizagdo do acido acético. Por fim, o TPA ¢ novamente
cristalizado em solucao aquosa de acido acético em pressdo e temperatura adequada para torna-

se um composto com maior solubilidade (MANCINI, 2001; HUNDLEY et al., 1988).

Para a sintese do TPA feita pelo processo Mobil (Mobil Chemicals), usa-se o
oxigénio e metil-etil-cetona (butatona) com 95% de pureza sendo o ultimo o catalizador
ativador. Neste processo o p-xileno reagente ¢ convertido em TPA devido a uma reagdo direta
com o ar atmosférico ou através de oxigénio em solucao. Nesta reacao acontece com a oxidagao
de grupos metil em grupos carboxila, assim como ha a formagao de compostos intermediarios
(BRYANT et al., 1971). Como o TPA ¢ menos solivel no 4cido acético que qualquer dos outros
compostos formados durante a reagdo, ele s6 pode ser separado diretamente por centrifugacao
ou filtracdo. Para a obtencao de TPA como maior grau de pureza, ¢ feita a sublimagao direta
dos cristais “semipuros”; o tratamento catalitico ¢ feito logo em seguida na fase de vapor que

tem como consequéncia a recristalizagdo do TPA (BRYANT et al., 1971).
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3.2 Toxicologia do acido tereftalico

Os efeitos toxicos resultantes da exposicdo a determinada substincia quimica,
podem ser observados desde alteracdes mais sutis (fisioldgicas e patoldgicas), ou até mesmo a
morte (BENFORD, 2001). Desta forma, diversos tipos de estudos em animais de
experimentacao, estudos in vitro ou até em humanos, fornecem a identificagao dos possiveis
efeitos toxicos provenientes a exposicdo de substidncias quimicas de interesse. Conforme
Filipsson et al. (2003), principais estudos de toxicidade resumem-se em: toxicidade aguda,
toxicidade sobreaguda e subcrdoncia, cronica e oncogenicidade, genotoxicidade, toxicidade na

reproducgao e desenvolvimento pré-natal, imunotoxicidade e neurotoxicidade.

Neste contexto, a avaliagdo dose-resposta em estudos toxicoldgicos diz respeito ao
fundamento quantitativo da exposicdo ao agente toxico em conjunto a uma incidéncia de um
efeito toxico, ou seja, um efeito bioldégico adverso (BENFORD, 2001; KLAASSEN;
WATKINS III, 2012). Sendo assim, abordagens limitrofes integram dois termos amplamente
usados em toxicologia: NOAEL e LOAEL (do inglés, no observed adverse efect levels e lowest
observed adverse efect levels, respectivamente). Ainda, de acordo com Hodgson (2003) a
caracterizacao da relacdo dose-resposta inclui a dose letal mediana (LDso ou DLso, do inglés

letahl dose).

Estudos toxicoldgicos do TPA em seres humanos sdo limitados. Conforme Ball,
Mclellan e Bhat (2012) a cinética e o destino de metabdlicos do TPA sdo restritos aos estudos
in vitro, sendo demonstrado que em coldnias de alguns tipos celulares renais o TPA ¢
acumulado, porém nao h4 metabolismo do mesmo (TREMAINE; QUEBBEMANN, 1985).
Estudos de toxicidade aguda, originados dos tratamentos de animais de laboratérios com o TPA
em diferentes doses, assim como as abordagens limitrofes, doses letais e resposta (sinais

clinicos e sintomas adversos), sdo demonstrados na Tabela 2.



TABELA 2 — Dados de toxicidade aguda em animais de experimentacdo tratados com o TPA.
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Estudo Dosagens Via LDso (mg/kg) Comentarios gerais Referéncia
TPA
Ratos Sprague Dawley (n=5 em Suspensido 50% p/v em agua Gavage >5000 Nao ha detalhes OECID/SIDS, 2001
ambos o0s sexos), LDsg
Fémeas swiss mice (n=30), LDsy Solugdo de 10% em 0,5% em Gavage >5000 Letargia como um tUnico Hoshi et al., 1966
determinado apds trés dias a carboximetilcelulose de sodio sinal clinico observado
administragao Solugdo de 20% em 0,5% em
carboximetilcelulose de sodio
Solugdo de 25,5% de disddio-tereftalato Intraperitoneal 1430
em agua destilada Gavage 6300 TPA como sal de sodio
5000 TPA como um &cido livre
Subcutaneo 8600 TPA como sal de sodio
6800 TPA como um acido livre
Intraperitoneal 4600 TPA como sal de sodio
3600 TPA como um acido livre
Solugdo de 12,6% de disédio-tereftalato Intravenosa > 1300 TPA como sal de sodio
em agua destilada > 1000 TPA como um acido livre
Machos swiss mice (n=5, por dose), Solugdo de 200, 400, 800, 1200, 1600, Intraperitoneal 1900LDO, A média da dose letal Grigasetal., 1973
LDso determinado apoés trés apos 24 2400 e 3200 mgkg em 0,5% 3200LD50 corresponde a LDjgo
horas metilcelulose
Cées rafeiros (n=7), LDioo 2mg/kg por minuto, pos-anestesia Infusdo 767LD10o
intravenosa

FONTE: Adaptado de Ball, Mclellan e Bhat 2012.
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3.2.1 Absorgao, distribui¢cdo, metabolismo in vivo e toxicidade reprodutiva do TPA

Através de estudos com camundongos fémeas, Hoshi e Kuretani (1967)
investigaram a absor¢do do TPA em suspensdes a 2% e 5% em um sal de carboximetilcelulose.
Os animais foram eutanasiados apos 2, 4, 6, 8, 24 ¢ 48 horas apds a administracao do TPA.
Moléculas de “C foram usadas para detectar o TPA e/ou seus metabolicos na urina. As amostras
de urina passaram por métodos cromatograficos de identificagdo para teste de deteccdo. Os
resultados indicaram que 70% da concentragdo foi absorvida entre o estbmago e o intestino
delgado. Ainda, Hoshi et al. (1996) demonstraram que a concentragdo plasmatica maxima de
TPA em coelhos foi atingida em torno de 8-10 horas, logo apds gavage intragéstrica de 100 a
200mg/kg de peso corporal do TPA; nesse estudo o acido tereftalico mostrou uma meia vida de

27 horas ap0s o tratamento.

No que diz respeito ao metabolismo, o acido tereftalico possui uma ampla cinética,
ou seja, ele é bem distribuido pelo organismo. Com o auxilio de moléculas de '*C, apds um
unico tratamento por gavage do acido tereftalico na concentracao de 85 mg/kg de peso corpdreo
ou, apds 1 a 3 dias de 0.5 % de TPA na dieta de camundongos (aproximadamente 250 mg/kg-
dia), o rim e o figado foram os orgdos que apresentaram maior indice de radioatividade
(HOSHI; KURETANI, 1967). A radioatividade reduziu ao longo do tempo nos tecidos

estudados, e ndo foi detectada apds 48 horas da administragao do 4cido

Ap0s a administragdo venosa ou via gavage intragastrica, os picos cromatograficos
demonstraram a presenca do composto TPA e a auséncia de metabolicos. Este resultado indica
através dos picos cromatograficos e do tempo de retencao de amostras de urina, que o TPA nao
¢ metabolizado no rato (HOSHI; KURETANI, 1967, WOLKOWSKI-TYL et al., 1982),

corroborando com a afirmacdo que o TPA ndo ¢ metabolizado in vivo.

Dados da toxicologia especificamente na fungdo testicular de camundongos
administrados com o TPA, ainda sdo escassos. De acordo com Cui et al. (2004), ratos machos
Sprague—Dawley administrados com TPA via gavage na concentragdo 5%, com relagdo aos
animais controle, tiveram as seguintes alteragdes: producao espermatica didria, peso da cabega
do espermatozoide e atividade da enzima sorbitol desidrogenase (SDH) reduzidas. Conforme
Kwack e Lee (2015), Sprague—Dawley que receberam as dosagens de 10, 100 e 1000 mg/kg de

peso corpdreo do TPA, tiveram mudangas significativas na motilidade do espermatozoide assim
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como citotoxicidade testicular in vitro. Sabendo-se que o TPA pode ser um possivel metabdlico

dos ftalatos, o mesmo pode funcionar como um biomarcador para o metabolismo desses ésteres.

3.3 Ftalatos

Os ftalatos (diésteres de acido ftalico, FT’s) sdo compostos organicos derivados do
acido ftalico (1,2-benzeno dicarboxilico) e, normalmente apresentam baixa toxicidade
(FOSTER, 2005; LOUREIRO, 2002). Representando um dos trés isomeros de posi¢ao do acido
ftalico (Figura 1) o TPA ¢ pouco soluvel em agua e éster, sendo amplamente utilizado para a
sintese de FTs, usados como plastificantes (BANG; LEE.I; LEE.B, 2011; BALL; MCLELLAN;
BHAT, 2012).

FIGURA 1 - Formulas estruturais dos isdmeros de posi¢ao do acido ftalico.

COOH COOH COOH
COOH
COOH
COOH
acido orto-ftalico acido meta-ftalico acido para-ftalico
(acido fialico) (acido isoftalico) (acido tereftalico)

FONTE: Adapatado de BANG; LEE.I; LEE.B, 2011.

Ainda, estas substancias organicas tais como, di(n-hexil)ftalato (DHP),
dicloexilftalato (DHCP), di(n-butil)ftalato (DBP), di(2-etilexil)ftalato (DEHP), ilustrados na
Figura 3, dentre outros, sdo compostos quimicos que apresentam dois grupos éster ligados a um
anel benzeno e sdo utilizados como aditivos que proporcionam maior maleabilidade aos
plasticos. Estdo presentes em diversos produtos de uso comum: higiene pessoal, tintas,
cosméticos, embalagens de alimentos, plasticos, materiais hospitalares e brinquedos
(MYLCHREEST et al., 2000; LOTTRUP et al., 2006). Uma outra caracteristica dos FT’s diz
respeito a nao se ligarem covalentemente aos polimeros com os quais sao envolvidos, portanto,
eles podem ser lixiviados e volatilizados a0 meio ambiente ou liberados em alimentos e bebidas

com os quais estiverem em contato (SERRANO et al., 2014; THOMAS.J; THOMAS.M, 1994).
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Os FT’s sdao considerados interferentes no sistema reprodutivo masculino
(AUHAREK et al., 2010; SATHYANARAYANA et al., 2015; ZHANG et al., 2010), sendo
capazes de causarem danos em células (somaticas e germinativas), incluindo, danos no DNA.
Segundo Ahbab e al. (2014), exposi¢ao pré-natal em ratos aos quimicos DHP e DHCP,
proporciona riscos genotoxicos as células testiculares em todos os estagios de desenvolvimento,
incluindo a idade adulta. Ainda, Auharek ef al. (2010) demonstraram que o tratamento com
DBP em roedores no periodo pds-natal (em torno de 22 dias de nascimento) reduziu em média
56% o nimero de células de Sertoli comparado ao controle; essas células sustentam as células

germinativas no processo espermatogénico espermatogénese.

FIGURA 2 — Formulas estruturais dos ftalatos DHP, DHPC, DBP e DEHP.

O DHP DHCP O /Q
OCHo(CH2)4CHjg o
OCH»(CH»)4CHs O

0O O \O

DBP DEHP
O CHs

O
O/\\//\\CHS O/\D\/\CHS
O _~_-CHs OVD/\/CHS
O CHs

FONTE: autor
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3.4 Sistema reprodutor masculino - estrutura testicular

O sistema reprodutor masculino dos camundongos ¢ composto por testiculos
(gbnadas), epididimos, ductos deferentes, glandulas acessorias e 6rgao copulador (RUSSELL

etal., 1990; RUSSEL; FRANCA et al., 1995).

Os testiculos sdo oOrgdos pares cuja funcdo ¢ produzir espermatozoides e
androgenos. Eles sdo envolvidos pela albuginea testicular, uma capsula de tecido conjuntivo
denso. Através da tinica albuginea, s3o emitidos septos fibrosos para o interior das gonadas,
formado uma regido chamada mediastino, onde se localiza a rede testicular (rede festis), local
rico em tecido conjuntivo e vasos sanguineos. Os tubulos seminiferos sdo formados pela tinica
propria, epitélio seminifero e lume. No compartimento intersticial, as células mais abundantes
sdo chamadas de células de Leydig, responsaveis pela produgdo de hormonios, principalmente
a testosterona (MARTIN, 2016). A tunica propria reveste o tibulo seminifero externamente,
sendo composta de células peritubulares midides, membrana basal e matriz extracelular. Quanto
ao epitélio seminifero, ¢ constituido por células germinativas e pelas células de Sertoli
(RUSSELL, 1990; HESS; FRANCA, 2007). Cé¢lulas de Sertoli, sao elementos somaticos que
fornecem nutrientes para o crescimento de células germinativas (RUSSELL et al., 1990), além
de desencadearem o processo de diferenciacdo da gonada masculina através da expressao do

gene Sry no brago curto do cromossomo Y (KARL; CAPEL, 1998).

O epididimo ¢ um 6rgdo que pode ser dividido anatomicamente em cabega, corpo
e cauda. O epididimo pode ser divido em lobulos separados por tecido conjuntivo e possui
funcdo primdria de transportar os espermatozoides oriundos do testiculo (FRANCA et al,
2005). Ainda, o epididimo participa do processo de maturagdo espermadtica; ao sairem dos
testiculos, os espermatozoides possuem uma morfologia propria (especializada), porém sao
incapazes de se locomoverem e de fertilizarem o ovécito II (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-
CRIST, 2006). Do epididimo sai o ducto deferente que termina na uretra prostatica, onde

esvazia seu conteudo. O ducto deferente relaciona-se com o transporte dos espermatozoides.

As glandulas sexuais acessorias incluem tanto as vesiculas seminais como a
prostata, glandula bulbouretral e glandula prepucial. As vesiculas seminais sao formadas com
epitélio pseudoestratificado colunar rico em secrecdo. Ainda, a vesicula seminal secreta
proteinas que participam dos processos de coagulacdo do ejaculado e imunoprotecdo dos

espermatozoides; cerca de 70% do ejaculado ¢ oriundo da vesicula seminal (ROBERTS, 2010).
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De acordo com Junqueira e Carneiro (2004), a prostata compreende a maior
glandula sexual acessoria do sistema genital masculino. Ela ¢ constituida por uma capsula
fibroeslastica rica em musculo liso que envolve um conjunto de glandulas tubulo-alveolares
ramificadas. A prostata produz um liquido alcalino que neutraliza o contetido vaginal acido,
proporcionando nutrientes e transporte para os espermatozoides, além de diluir o sémen
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004) As glandulas bulbouretrais também sdo glandulas tabulo-
alveolares, revestidas por um epitélio simples cubico secretor de muco que possui fungao de
neutralizar os vestigios de urina, assim como de lubrificar a uretra e a vagina, sendo também

uma fonte de energia para os espermatozoides (CHUGHTAI et al., 2005).

O pénis ¢ constituido pela uretra e trés corpos cilindricos de tecido erétil, sendo este
conjunto envolvido por pele. Os corpos cavernosos do pénis estdo localizados na parte dorsal
do 6rgdo e corpo esponjoso da uretra, localizado ventralmente, e permeia a totalidade da uretra.
A glande do pénis estd localizada na extremidade distal do mesmo. O epitélio
pseudoestratificado colunar, que na glande se transforma em estratificado pavimentoso,

compreende a maior parte da uretra peniana (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004).

3.4.1 Espermatogénese

O processo espermatogénico ¢ um evento complexo e organizado, em que células
espermatogoniais se diferenciam em espermatozoides maduros nos corddes/tubulos
seminiferos (NETO et al., 2016; RUSSELL ef al., 1990). Este processo altamente coordenado,
dura em média de 30 a 75 dias na maior parte dos mamiferos (COSTA et al., 2013; FRANCA;
RUSSEL, 1998; FRANCA et al., 2005; HESS; FRANCA, 2007; RUSSELL et al., 1990). A
espermatogénese pode ser dividia em trés fases, com base em caracteristicas morfofuncionais

(Figura 3):

(a) fase proliferativa ou espermatogonial, na qual os diferentes tipos de

espermatogonias sofrem sucessivas divisdes mitoticas;

(b) fase meidtica ou espermatocitaria, na qual ocorre a duplicagdo o material
genético e a formag¢do de uma célula haploide (espermaétide), resultado da

recombinacao e segregacao génica oriundo de duas divisdes celulares;
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(c) fase de diferenciacdo ou espermiogénica, em que as células haploides formadas
(espermatides arredondadas) se transformam em células altamente especializadas
devido a alteracdes morfologicas e funcionais, os espermatozoides que sao células
aptas para alcangar e fertilizar os ovécitos (GRISWOLD, 2016; HESS; FRANCA,
2007; RUSSELL et al., 1990).

FIGURA 3 - Etapas da espermatogénese no interior dos tibulos seminiferos.

Células peritubulares miodes m
Fase proliferativa Espermatogonias (2n)

&

Fase meibtica Espermatocitos em meiose

O

Espermatides arrendodadas

Fase de
diferenciacio Espermaitides
alongadas e
espermatozoides

FONTE: Adaptado de HUNTER et al., 2012.

Durante a fase espermatogonial, as espermatogonias tronco (espermatogdnias tipo
A 1isoladas - Ajs) expandem a populagdao espermatogonial através de sua proliferacao; deste
processo formam-se diferentes classes de espermatogonias (tipo A pareadas - Apr € A alinhadas
- Aal), tipo A diferenciada (A1, Az, Az e As), tipo intermedidria - I; e tipo B. A formag¢ao dos
espermatocitos primarios € resultado da diferenciacdo das espermatogdnias (RUSSEL ef al.,

1990).

Na fase meiodtica, os espermatdcitos primarios entram na primeira meiose, processo
que origina os espermatdcitos secundarios, que ao passarem pela meiose 11, transformam-se em
espermatides. Posterior a fase meidtica, tem-se a fase espermiogénica em que as espermatides
sofrem uma série de modificacdes morfoldgicas (condensagdo da cromatina, perda de
citoplasma, formacgao de acrossomo reposicionamento de mitocondrias e formacao de flagelo);

processo que origina os espermatozoides (CLERMONT, 1972; RUSSEL et al., 1990).



30

Pode-se dizer que, as células germinativas organizam-se em diferentes associagdes
celulares localizadas nos tibulos seminiferos, denominadas estadios. O ciclo do epitélio
seminifero ¢ formado pela sucessao de estadios de maneira ordenada (RUSSEL et al., 1990).
Ainda, os estadios do ciclo do epitélio seminifero podem ser classificados pelo método da
morfologia tubular (FRANCA; RUSSELL, 1998; FRANCA et al., 2005) e pelo método do
sistema acrossomico (FRANCA et al., 2005; RUSSEL et al., 1990). Na primeira classificacao,
oito estadios dos ciclos sdo obtidos para todas as espécies, onde a referéncia de classificagao ¢
a forma e a localizagdo das espermatides assim como a visualizacao de elementos em divisao
meidtica (ORTAVANT et al., 1977). No método do sistema acrossdomico XII estddios sdao
identificados para camundongos de acordo com a morfologia nuclear das espermatides. A
quantidade de estadios classificados ¢ variavel entre espécies (FRANCA et al., 2005;
RUSSELL et al., 1990).

3.5 Desreguladores endocrinos

Acredita-se que o termo desreguladores enddcrinos originou-se primeiramente num
congresso sediado no Centro de Conferéncia Wingspread (Estados Unidos em julho de 1991) e
a mencao do termo em publicacdes data-se em 1992 (MATHIESSEN et al., 2003; GEROLIN,
2008). De acordo com Zlatnik (2016) e Petro ef al. (2012), desreguladores endocrinos (DE’s)
(em inglés, endocrine disrupting chemicals) ¢ qualquer classe de substancia quimica que
interfere nas atividades normais do sistema hormonal. Ainda, a Agéncia de Protecao Ambiental
(EUA) define DE’s, como “agentes exodgenos que interferem na sintese, transporte, secre¢ao,
metabolismo, ligacdo/eliminacdo dos hormodnios naturais, transportados pelo tecido

hematopoiético, reproducdo e desenvolvimento” (GORE, 2008).

Juntamente com o sistema nervoso, o sistema endocrino coordena diversas funcdes
fundamentais que implicam na secre¢do de hormdnios (MAQBOOL et al., 2015), garantindo
dessa forma a homeostase corporal. Hormonios sdo mensageiros quimicos que respondem pela
comunicacao entre os diversos tipos de células. A interacdo hormonio-receptor induz uma série
de reagdes bioquimicas, levando a respostas biologicas especificas (REIS FILHO; ARAUJO;
VIEIRA, 2006) como, regulacdo da concentracdo de ions no sangue, pressdo sanguinea,
funcionamento do sistema imunologico, assim como desenvolvimento das gonadas e o
crescimento celular. Uma caracteristica preocupante com a relagdo entre sistema hormonal e os

DE’s, ¢ a capacidade de intera¢do entre ambos (COLBORN; DUMANOSKI; MYERS, 1997).
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Muitos dos compostos classificados como DE’s acumulam-se nos ecossistemas,
devido ao tempo de meia-vida ser longo (BERGERON et al., 1994). Em mamiferos, os DE’s
podem ser transmitidos aos embrides em desenvolvimento no utero, pois t€ém a capacidade de
transpor a barreira placentaria (BARR et al., 2007). Estudos demonstram a indugao da sintese
de vitelogenina (proteina percussora da gema) no plasma de peixes, oriunda da exposi¢ao de
determinadas concentragdes de estrogénios naturais, que atuam como DE’s. De acordo com
ROUTLEDGE et al. (1998), duas espécies de peixes (Oncorhynchus mykiss e Rutilus rutilus)
expostas por 21 dias a concentracdes de estrogenos naturais, 17B-estradiol e estrona relevantes
ao ambiente aquatico (1, 10, 100 ng.L'); o resultado dessa exposi¢cdo confirma que os
estrogénios identificados em efluentes domésticos sdo suficientes para induzir sintese de

vitelogenina.

No sistema reprodutor masculino os DE’s podem causar producdo espermatica
deficitaria e/ou ma qualidade do sémen, criptodismo, hipospadia e cancer testicular (Auharek
et al., 2010; TRAORE et al., 2011). De maneira geral, alteragdes da fertilidade masculina
concomitante aos tumores do sistema reprodutor masculino ¢ o aumento das anormalidades
congénitas, podem ser agrupados em uma unica sindrome denominada sindrome da disgenesia
testicular (SDT) que estd associada a fatores genéticos bem como exposicdo de agentes

quimicos como os DE’s, em diferentes fases embrionarias (WOHLFAHRT-VEJE et al, 2011).

De maneira geral os DE’s podem ser agrupados em duas classes (BILA; DEZOTTI,
2007):

a)-Substancias sintéticas - pesticidas como o diclorodifeniltricloroetano (DDT) e
herbicidas utilizados na agricultura; dioxinas como bifenilos policlorados (PCBs) amplamente
usados nas industrias; plastificantes como ftalatos, dietilhexil ftalato (DEHP), diisononil-
ftalato (DINP), butil-benzil-ftalato (BBP) , di-(n-butil) ftalato (DBP) e bisfendis; derivados

fenolicos (fenilfendis presentes em borrachas e desinfetantes);

b)-Substancias naturais - genisteina e metaresinol (fitoestrogénios) e estrogénios

naturais, 17f-estradiol, estrona e estriol.

Neste contexto, Auharek ef al. (2010) demonstraram que a exposi¢ao de ratos em
periodo embriondrio ao DBP, reduz a sintese de testosterona assim como o numero de células
de Sertoli ao nascimento, podendo afetar o processo de espermatogénese. Ainda, segundo

Ahbab et al. (2014), exposi¢do pré-natal em ratos aos quimicos DHP e DHCP, pode
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proporcionar riscos genotdxicos as células testiculares em todos os estdgios de

desenvolvimento, incluindo a idade adulta.

Estudos mostraram que a administragdo de substancias como estradiol e
testosterona (hormonios exogenos), altera a progressao da puberdade em roedores. Isto sugere
que um fator determinante dos efeitos dos DE’s ¢ o tempo e a época de exposi¢do ao quimico
(PAK, 2000). Do mesmo modo, diferentes estudos demonstraram a incidéncia de canceres
devido a alteragdes no padrao de metilagdo do DNA que, resultam em infertilidade masculina
e outras disfun¢des que podem ser transmitidas as diferentes geragdes da linhagem paterna

devido a ocorréncias a exposicao de DE’s (ANWAY et al., 2005).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Modelo experimental

No presente estudo 50 camundongos (10 machos e 40 fémeas) isogénicos da
linhagem C57BL/6J, oriundos do biotério do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da UFMG foram
utilizados para o acasalamento. Os animais foram mantidos no Biotério de Experimentacdo da
Faculdade de Medicina do Mucuri (FAMMUC/UFVIM), em caixas de polipropileno e
passaram por um periodo de adaptagdo, correspondente a sete dias. A luminosidade e
temperatura foram controladas; os animais foram mantidos sob condi¢des padronizadas de
climatizacdo (estante com temperatura em torno de 22 + 2°C e umidade relativa de 55 + 10%.
A alimentagdo foi constituida de dgua filtrada e racdo comercial (Nuvilab®), ad libitum. Os
experimentos foram conduzidos segundo os principios éticos adotados pelo Conselho Nacional
de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA) e aprovados Comissdo de Etica no Uso de
Animais do Mucuri, protocolo 001-R-2016.

4.2 Preparos das dispersdes

O preparo das dispersdes foi realizado no Laboratdrio Multiusudrio de Pesquisa do

Instituto de Ciéncia, Engenharia e Tecnologia da UFVJM, Campus do Mucuri. O TPA ¢ uma

substancia praticamente insolivel em agua, em condi¢des normais. Desta maneira, tentativas
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de dissolugdo em alguns Oleos vegetais como 6leo de girassol e milho, para a posterior
administracdo nos animais ndo lograram éxito, mesmo aquecendo os 6leos. Para conseguir um
veiculo adequado, com pouca viscosidade e auséncia de toxicidade, utilizou-se a
carboximetilcelulose para o preparo das dispersdes, segundo Hoshi e Kuretani (1967).
Pesou-se 0,5g de carboximetilcelulose (Synth, BRA) e 100g de 4gua ultrapura (18
MQ cm™), obtendo-se uma dispersdo de 0,5 % p/v. Essa dispersdo foi usada como solvente para
o preparo de outras duas: 0,0014 (TPA1) € 0,56 (TPA>) g/ml de acido tereftalico (Sigma Aldrich,
USA) em carboximetilcelulose. As concentragdes de TPA citadas acima correspondem,
respectivamente a 10 e 4.000 vezes a dose didria estimada (1,4 mg/kg de peso corporeo) de
TPA para humanos (ACGIH, 1996). Ainda, Cui et al. (2004) indicaram que a concentragao de
4.000 vezes preconizada para humanos (1,4 mg/kg de peso corporal) induz alteracdes na
espermatogénese de ratos. A Figura 4(A), (B) ilustra o TPA2 e o homogeneizador T18 Digital
Ultra Turrax, respectivamente, utilizado para o preparo de todas as dispersdes utilizadas no

presente trabalho.



34

FIGURA 4 — Foto da dispersdao de TPA> (A) e do homogeneizador T25 Digital Ultra Turrax (B) usado na
preparacao.

(A) (B)

FONTE: Arquivo do autor (A e B).

4.3 Tratamentos dos animais

Os animais foram submetidos ao cruzamento overnight, na propor¢ao de um macho
para quatro fémeas. Foi designado como dia gestacional-0,5 (DGO.5), o dia da maternidade,
identificado pelo aparecimento do plug/tampao vaginal (Figura 5). O dia do nascimento
designou-se dia poés-natal 1 (PND1). Os camundongos receberam via intragastrica (gavage) as
doses das dispersdes controles, TPA; e TPA,. Desta forma, foram pipetados volumes referentes
a0,1 mL/10 g de peso corpdreo dos camundongos, das dispersdes para o tratamento dos animais

em quatro grupos distintos de desenvolvimento:

e  Grupo I- in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5), com eutanasia aos 18.5 dias;
e  Grupo II- in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5), e no periodo lactacional (PND-
15), com eutanésia aos 15 dias

e  Grupo III- in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5) com eutandsia aos 70 dias (idade
de maturidade sexual, PND70);
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e Grupo V- in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5), e no periodo lactacional (PND-
15), com eutanasia aos 70 dias, PND70.

FIGURA 5 — Imagem do aparecimento do plug vaginal, indicado pela seta.

FT

FONTE: Arquivo do autor.

O grupo controle recebeu somente a dispersao de carboximetilcelulose, via gavage,
nas mesmas janelas descritas anteriormente. O delineamento experimental € ilustrado na Figura
6. O nimero amostral (n) por grupo experimental (I, II, IIT e IV) foi minimo de quatro animais.
Foram estimados no dia de eutandsia dados biométricos tais como indice gonadosomadtico
(relagdo percentual entre a massa testicular e o peso corporal), indice anogenital (animais jovens
DG18.5 e PNDI15), distancia anogenital (animais sexualmente maduros) e o tamanho do pénis.
Para mensuragdo do tamanho do pénis e do indice anogenital/distancia anogenital utilizou-se

um paquimetro digital.
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FIGURA 6 — Delineamento experimental dos animais tratados

Legenda
GRUPO | I i‘ H .Acasalamento

‘ Dia do plug (DG 0.5)
GRUPO I I. i‘ % Inicio do tratamento

DG 10.5)

GRUPO Il I’ i‘ ‘ # ’ O Eutanisia (DG18.5)

l, Eutandsia (PND15)
GRUPO |V I’ i‘ ‘l * ’ * * Nascimento (PND1)

Periodo Lactacional
(PND1-PND15)

A Eutanasia (PND70)

E Periodo de tratamento

FONTE: Arquivo do autor.

4.4 Coleta e processamento histologico dos testiculos

No processamento histoldgico utilizou-se os seguintes reagentes e solugdes:

v’ tampdo fosfato 0,2M, preparado a partir da mistura de duas solugdes, solugdo A
proveniente da pesagem de 24,0 g de dihidrogenofosfato de sddio, (NaH2PO4, Synth,
BRA) misturados em 1L de dgua destilada; solugdo B preparada a partir da pesagem de
53,7 g de hidrogeno fosfato de sddio hepatahidratado (NaHPO4.7H2O, Synth, BRA)
misturados em 1L de 4gua destilada; solucdo final, oriunda da mistura de 230 mL da
solucdo A com 770 mL da solu¢do B originando-se o tampao fosfato 0,2M.

v" 80 mL de glutaraldeido (pentanodial-50%) (CsHgO», Synth, BRA) misturados com 250
mL de tampao fosfato 0,2M, completou-se com agua destilada até o volume de 1L,
mediu-se o pH até atingir o valor de 7,4; solucdo final de glutaraldeido 2,5% em tampao

fosfato 0,05M.

Devido ao pequeno porte dos camundongos com idade de 18.5 dias, os testiculos
esquerdos desses animais foram fixados por imersdo em mistura glutaraldeido 4 % em tampao
fosfato 0,05M, pH 7,4, ap6s a dose letal do anestésico tiopental sddico, via intraperitoneal, na

dosagem de 120 mg/kg de peso corporal (HRAPKIEWICZ et al., 1998). Os testiculos foram



37

coletados e pesados; posteriormente os O0rgdos foram armazenados em um freezer até o
processamento histoldgico. Os testiculos direitos foram congelados — 20 C° apos a pesagem

para analises cromatografica futura.

Ja os testiculos dos camundongos das demais idades investigadas (15 e 70 dias)
foram fixados por perfusdo intra-ventricular esquerda (SPRANDO, 1990). Aproximadamente
15 minutos antes da perfusdo os animais receberam heparina (125 UI/Kg de peso corporal). A
eutandsia desses roedores também foi feita pela administragdo de uma dose letal do anestésico
tiopental sddico. Posteriormente, um cateter (22G = 1 mm) foi introduzido no ventriculo
esquerdo e o leito vascular foi perfundido com solucdo salina 0,9%, a uma pressdo de
aproximadamente 80 mmHg. Apds a lavagem do leito vascular os testiculos do lado direito,
foram coletados, pesados e reservados para testes futuros. Logo apos foi iniciada a perfusdo
com glutaraldeido a 4% em tampao fosfato 0,05M, pH 7,4, processo que durou de 25 a 30 min.
Apos o tempo descrito para a perfusdo, os testiculos foram retirados e cortados em fragmentos
com espessura de 1 a 2 mm. Os fragmentos foram reafixados por imersdo no mesmo tipo de
fixador descrito, por 24 horas a 4 C°.

Posteriormente, os tecidos fixados passaram pela bateria de desidratacao, processo
de retirada da agua pois, a mesma € polar e ndo interage com substancias apolares como a resina
usada para inclusdao dos tecidos. As desidratagdes dos fragmentos dos testiculos foram feitas
por solugdes alcoolicas (etanol, CoHsO, NEON) crescentes (50, 70, 80, 95, 95% e alcool
absoluto (MERCK), cobrindo os fragmentos teciduais com volumes de 10 a 20 vezes maiores
que os fragmentos. Apds a ultima desidratacdo com o élcool absoluto, os fragmentos foram
colocados em frascos contendo mistura de dlcool absoluto com a resina (1:1) utilizada para a
inclusdo, ficando no freezer overnight. Apos as 24 horas nessa mistura, os tecidos foram
incluidos em resina (LEICA) e ficaram em estufa a temperatura de 25 C° por 24 horas. Os
cortes com espessura de 4 um, foram obtidos com o micrétomo rotativo Leica (RM 2255,
Germany). As navalhas de vidro utilizadas foram produzidas no dispositivo para confec¢ao de
navalhas Leica (EM KMR3, Austria). Para a coloracdo dos cortes histoldgicos foi utilizado o
corante azul de toluidina (Merck, BRA). As laminas foram montadas com Etellan (Merck,

BRA).
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4.6 Analises histologicas

Estudos histomorfométricos foram realizados para avaliar a morfologia testicular
dos camundongos submetidos aos diferentes tratamentos in vivo. Estas andlises foram feitas
através do microscopio trinocular Leica (DM1000, Germany) para captura de imagens, ¢ do
programa ImageJ. Todas as analises morfométricas seguiram metodologias ja estabelecidas na
literatura (FRANCA; GODINHO, 2003; LEAL; AUHAREK; FRANCA, 2010; AUHAREK et
al.,2011; AUHAREK et al.,2012; COSTA et al.,2013). Neste sentido, os seguintes parametros
foram avaliados:

a) Diametro tubular/cordao;

b) Propor¢des volumétricas (%) e volumes dos componentes do testiculo;

c¢) Proporg¢ao nucleo/citoplasma das células de Leydig;

d) Volume, nuclear, citoplasmatico e individual de células de Leydig, volume
individual da célula de Sertoli;

e) Numero de células de Sertoli e de células de Leydig por testiculo;

4.6.1 Diametro tubular

A mensuracao do diametro tubular médio foi realizada de 20 secgdes aleatdrias de
tibulos seminiferos com melhor contorno circular, utilizando-se do programa Imagel. As
imagens digitais foram feitas utilizando-se ocular micrométrica 10x, sendo aumento final de

400x.

4.6.2 Proporgdes volumétricas

O estudo da proporcao volumétrica dos componentes testiculares foi estimado a
partir da contagem de 475 pontos por campo, oriundo das imagens digitais. Como foi utilizado
15 campos aleatdrios para cada animal, a propor¢ao volumétrica dos componentes tubulares e
intertubulares foi estimada por um total de 7125 pontos projetados em um grid retangular
fornecido pelo Programa Image J. A Figura 7 ilustra a tela do programa com o grid utilizado no

presente trabalho.
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FIGURA 7 — Grid retangular utilizado no programa ImageJ para a estimagao dos pontos projetados sob a
imagem histologica digital.

FONTE: arquivo do autor.

Ap0s os calculos da propor¢ao volumétrica, foram estimados os volumes em mL
de cada componente testicular, a partir do volume liquido do testiculo. O valor do volume
liquido testicular foi obtido pela subtragdo entre o peso bruto do testiculo e o peso da tinica
albuginea, que em camundongos ¢ estimada em 3,5% do peso testicular. De acordo com Franga
(1991), a densidade do testiculo estd entre 1,03 e 1,04, ou seja, muito proxima de 1. Desta
maneira os valores do peso testicular podem ser considerados iguais ao seu volume. A equacao
para calcular o volume de cada elemento testicular analisado na propor¢do volumétrica, e

demonstrada abaixo:

Vm = V/P/100 (1

Onde V€ o volume (pL) de um determinado elemento no testiculo, V; (uL) € o volume total
do parénquima testicular e P ¢ a porcentagem (%) ocupada por um determinado componente
testicular (FRANCA; GODINHO, 2003; LEAL; AUHAREK; FRANCA, 2010; AUHAREK et
al.,2011; AUHAREK et al., 2012; COSTA et al., 2013).
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4.6.3 Proporg¢ao nucleo/citoplasma das células de Leydig

Para a proporcao nucleo/citoplasma das células de Leydig, primeiramente foi feito
uma contagem 475 pontos para cada campo aleatdrio dos 20 campos selecionados, semelhante
a Figura 6. O objetivo desta contagem foi estabelecer o numero de pontos sob o nucleo e o
citoplasma das células de Leydig. Desta forma, para o calculo da propor¢ao nucleo/citoplasma

das células de Leydig utilizou-se a seguinte equacao:
Pue = Qn/c/T (2)

onde P,. representa a porcentagem (%) de nucleo ou citoplasma em cada animal, Q.
representa a quantidade de pontos sob o nticleo ou citoplasma para cada animal e T o total de
ponto que pode ser verificado pela dos pontos encontrados sob o nilicleo e os pontos sob o
citoplasma das células de Leydig de cada animal. Os subscritos n/c nesta equagdo dizem
respeito aos calculos sob o nucleo (n) e citoplasma (c), respectivamente (FRANCA;
GODINHO, 2003; LEAL; AUHAREK; FRANCA, 2010; AUHAREK et al.,2011; AUHAREK
etal., 2012; COSTA et al., 2013).

4.6.4 Volume nuclear, citoplasmatico e individual de células de Leydig e volume nuclear da

célula de Sertoli

Para a mensuragdo do volume nuclear das células de Leydig e Sertoli, foi utilizado

a seguinte equacao:
V= 4/3nr’? 3)

onde V, (um?) é o volume nuclear das células de Leydig e Sertoli, m equivale a 3,1416 e’ é o
raio levado a terceira poténcia a partir do didmetro nuclear encontrado. O didmetro médio foi

mesurado dos didmetros de 40 nucleos por animal.

O volume citoplasmatico das células de Leydig, foi calculado utilizando-se a

equagao a seguir:

V.= P.V./P, “4)
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onde V. (um®) é o volume citoplasmético, P. é a porcentagem de citoplasma obtida na
proporcao niicleo/citoplasma, V, (um?) é o volume nuclear e P, (%) é a porcentagem de nucleo
obtida na proporg¢ao nucleo/citoplasma (FRANCA; GODINHO, 2003; LEAL; F; AUHAREK;
FRANCA, 2010; AUHAREK et al., 2011; AUHAREK et al., 2012; COSTA et al., 2013).

4.6.5 Numero de células de Sertoli e de células de Leydig por testiculo

Conhecendo o volume nuclear (um®) das células de Sertoli e tendo em vista a
proporc¢do volumétrica (%) e o volume total (uL?) ocupado pelas mesmas no testiculo, o nimero

de células de Sertoli por testiculo foi calculado através da equagdo a seguir:
Nsc=V/Vn (%)

onde, Nsc corresponde o nimero de células de Sertoli por testiculo (x 10°), V; (uL?) volume

liquido de células de Sertoli no parénquima testicular e V,, o volume nuclear (um?) da célula de

Sertoli.

O nimero de células de Leydig por testiculo, foi determinado segundo a equagao
abaixo:
Nic=Vi/V, (6)

onde Njc corresponde ao numero de células de Leydig por testiculo (x 10°), V; o volume
liquido desta célula no testiculo no testiculo (mL), oriundo da propor¢do volumétrica e Vn o
volume nuclear (um?®) da célula de Leydig (FRANCA; GODINHO, 2003; LEAL; AUHAREK;
FRANCA, 2010; AUHAREK et al., 2011; AUHAREK et al., 2012; COSTA et al., 2013).

4.7 Analise Estatistica

Os resultados obtidos foram analisados com auxilio do programa “Excel for
Windows”, sendo estimadas as médias, desvios padrdes e erros padrdes da média (EPM). Os
dados apresentados no presente estudo foram expressos como média £ EPM. O teste ANOVA
e o pos teste Bonferroni foram efetuados através do programa GraphPad Prism (version 5;

GraphPad Software Inc., San Diego, CA). O nivel de significancia considerado foi de p<0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Dados biométricos

Os dados referentes ao peso corporal dos camundongos controles, e tratados com
TPA estao ilustrados na Figura 8-A. Conforme pode ser observado nesta figura, o peso corporal
foi semelhante entre os tratamentos (p>0,05) nos animais eutanasiados na idade de 70 dias
(maturidade sexual), referente aos grupos III e IV. Conforme relatado na literatura para ratos
Sprague—Dawley (CUI et al., 2004), o peso corporal de machos adultos tratados com o TPA (0,
2, 1 e 5%,) durante noventa dias, ndo apresentou diferencas significativas. No presente estudo
somente o tratamento com TPA», foi capaz de diminuir (p<0,05) o peso corporal dos animais
eutanasiados em 18.5 dias (grupo I). Estes achados corroboram o observado para ratos uma vez
que Wolkowski-Tyl et al. (1982) mostraram uma diminui¢do de peso corporal de animais
tratados in titero com TPA, com eutandsia no final do periodo gestacional. Similar ao constatado
no grupo I administrado com o TPA, os animais eutanasiados aos 15 dias demonstraram uma
reducgdo (p<0,05) do peso corporal com o tratamento com a maior concentragdo de TPA. A
literatura cita que os FT’s afetam as secrecdes de hormonios tireoidianos (BOAS et al., 2010;
HOWARTH et al., 2001; CHOI; YOO; LEE, 2004). Estudos conduzidos por Huanq et al.
(2017), demonstraram que um grupo de adultos taiwaneses, expostos de forma geral cotidiana
(inalagdo, contato dérmico, ingestdo), aos FT’s mais comuns como DEHP e DHP, apresentaram
os niveis de tiroxina (T4) reduzidos, assim como alteragdes no hormonio de crescimento (GH)
e do fator de crescimento insulina -1 (IGF-1). Ainda, Coulombe, Schwartz e Oppenheimer
(1978), demonstrou que animais tratados com e triiodotironina (T3) e T4 apresentaram redugao

da hipéfise, quando comparado aos controles eutireoideos.

Tendo em vista que alteragdes dos niveis normais dos hormdnios tireoidianos
afetam o GH na hipofise (FADLALLA et al., 2017), a reducdo (p<0.05) do peso corporal dos
animais dos grupos I e II tratados com o TPA» quando comparado aos camundongos controle,
pode estar relacionada em parte a uma diminuicdo das concentracdes de hormoénio do

crescimento na hipofise.

De maneira interessante o peso corporal dos animais tratados com o TPA;

apresentou-se maior (p<0,05) quando comparado aos controles. Este fato pode estar relacionado
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auma correlagdo inversa entre tamanho de ninhada e peso corporal médio da prole dos roedores

(LEON; WOODSIDE; 1983).

Os valores médios obtidos para o peso testicular e indice gonadossomatico (IGS)
estao ilustrados na Figura 8 (B) e (C), respectivamente. Comparando-se os animais controle aos
tratados com TPA ndo houve diferencas significativas de peso testicular, referentes aos grupos
IIT e IV. Este achado ¢ semelhante aos dados de Cui ef al. (2004), no que diz respeito ao peso
testicular de machos sexualmente maduros tratados com o acido tereftalico. Entretanto, os
animais que receberam o TPA; e foram eutanasiados aos 18.5 dias, apresentaram diminui¢ao
(p<0,05) no peso testicular. Este achado ¢ similar ao encontrado por Ball, Mclellan e Bhat
(2012), que demonstram reducao de peso testicular de roedores administrados com TPA em

altas concentracdes (3200 mg/kg de peso corporal).

Considerando que o nimero de células de Sertoli é o determinante primario do peso
testicular e producdo espermatica (FRANCA et al., 2000; SHARPE et al., 2003), este parametro
também foi investigado no presente estudo. De acordo com Scott ef al. (2007), a exposi¢ao de
ratos in utero ao DBP reduziu em 40% o nimero de células de Sertoli no final do periodo
gestacional. Ainda, Auharek et al. (2010) demonstrou uma redugdo significativa de 56% no
numero de células de Sertoli no final do periodo gestacional, de ratos tratados com 500 mg/kg
de peso corporal de DBP em relagdo aos controles. O presente trabalho mensurou o niimero de
células de Sertoli por testiculo sendo que, o TPA> foi capaz de reduzir (p<0,05) o nimero de
células de Sertoli dos camundongos eutanasiados aos 18.5 dias (final do periodo gestacional),
em relagdo aos controles (Figura 12(B)). O TPA; ainda refletiu diretamente no indice
gonadossomatico (IGS) que reduziu (p<0,05) somente nos animais do grupo I, quando
comparado aos controles. Conforme esperado, a diminuic¢ao do IGS ¢ reflexo do observado para
peso corporal e testicular dos animais desse grupo, sabendo-se que o peso do testiculo
representa um determinado percentual do peso corporal (SETCHELL; BREED, 2006). Desta
forma, a reducdo (p<0,05) do ntimero de células de Sertoli ¢ responsavel pelas diminui¢des do

peso testicular e IGS, dos animais tratados com o TPA; eutanasiados aos 18.5 dias.

Ainda, através da Figura 8-D pode-se constatar que o tratamento com o TPA; foi
capaz de reduzir (p<0,05) os valores médios do tamanho pénis somente nos animais do grupo I
com relagdo aos camundongos controle e, quando comparados com outras janelas
experimentais de tratamento (I, III e IV). Tendo em vista que os FT’s estao presentes de forma

difusa no meio ambiente, Bustamante-Montes et al. (2013) demonstra que recém-nascidos do
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sexo masculino na capital do México, apresentaram uma redu¢do no comprimento do pénis,
relacionados com a média da populacdo de recém-nascidos mexicanos de estudos anteriores.
Estudos na literatura apontam que o tamanho do pénis ¢ ADG sdo excelentes leitores indiretos
da exposi¢do/agao de andrégenos no periodo fetal (VAN DEN DRIESCHE, 2011; WELSH et
al., 2010) o que, a principio sugere, reduzida producao/acdo dos androgenos nesta janela de
tratamento. Ademais, houve uma diminuic¢ao (p<0,05) do nimero de células de Leydig, dos
animais do grupo I tratados com o TPA, ilustrado pela Figura 11 (D), indicando um paralelismo
entre os dados encontrados.

Figura 8 Peso corporal (A), testicular (B), indice gonadossomatico (C) e tamanho do pénis (D) dos animais
tratados com dispersdes controle, TPA; e TPA, (média = EPM). Os niimeros romanos representam grupos
experimentais, Grupo I tratamento in itero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5), com eutanasia aos 18.5 dias; Grupo
II tratamento in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5) e no periodo lactacional (PND-15), com eutanasia aos 15
dias; Grupo III tratamento in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5) com eutanasia aos 70 dias; Grupo IV

tratamento in itero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5), e no periodo lactacional (PND-15), com eutanasia aos 70
dias. Letras distintas no mesmo grupo denotam diferencas significativas (p<0,05)

A Peso corporal B

Peso testicular

0.8 4

0.6

1 controle
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5.2 Index/distancia anogenital

Os dados referentes ao index/distancia anogenital dos camundongos controle e
tratados com TPA, estdo ilustrados na Figura 9 (A) e (B), respectivamente. A figura supracitada
demonstra uma reducao (p<0,05) do index anogenital dos animais eutanasiados aos 18.5 dias,
tratados com o TPA» com relagao aos controles. Ainda, percebe-se uma tendéncia (p>0,05) de
reduc¢do da AGD dos animais do grupo II. Os animais dos grupos III e IV apresentaram AGD

semelhantes (p>0,05) aos tratamentos com o TPA e controle.

Gray et al. (2000) e Mylchreest et al. (2000), conduziram estudos de exposi¢ao dos
FT’s DBP e DEHP em ratos no periodo gestacional e, demostraram que esses ésteres reduziram
a AGD devido a inibi¢do de testosterona testicular. Neste mesmo contexto, Borch et al. (2006)
determinaram que mesmo apresentando baixa toxicidade aguda em roedores, altas
concentragdes de FT's reduzem a AGD, fato este relacionado com uma redugao da produgdo
de testosterona observada nos machos no final da gestagdo. Senso assim, a literatura
demonstrou em ratos que, existe uma curta janela para a programag¢ao androgénica pré-natal
(entre os dias 15 a 18 de gestacdo), fortalecendo o uso do parametro AGD como marcador da
sintese/acdo androgénica no periodo pré-natal (WELSH et al., 2010; VAN DEN DRIESCHE
et al., 2011). Apesar de ndo termos mensurado concentracdes de androégenos no pressente
trabalho, o TPA; foi capaz de reduziu(p<0,05) o nimero de células de Leydig (Figura 10(D)),
com relacdo aos animais controles. Deste modo, o nimero reduzido (p<0,05) de células de
Leydig dos animais que receberam maior concentragdo de TPA em relacdo aos animais
controle, sdo responsaveis pela redugdo (p<0,05) do tamanho do pénis e pela

diminui¢ao(p<0,05) da AGD, demonstrados pelos animais do grupo I.
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Figura 9 — Index anogenital (A) e distancia anogenital (B) dos animais tratados com as dispersdes controle, TPA;
e TPA,, (média + EPM). Os nlimeros romanos representam grupos experimentais, Grupo I tratamento in utero, no
periodo fetal (DG 10.5-18.5), com eutanasia aos 18.5 dias; Grupo II tratamento in utero, no periodo fetal (DG
10.5-18.5) e no periodo lactacional (PND-15), com eutanasia aos 15 dias; Grupo III tratamento in iitero, no periodo
fetal (DG 10.5-18.5) com eutanasia aos 70 dias; Grupo IV tratamento in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5), ¢
no periodo lactacional (PND-15), com eutanasia aos 70 dias. Letras distintas no mesmo grupo denotam diferencas

significativas (p<0,05).

B Distancia anogenital
A Index anogenital 9

1 controle EA TPA, Hl TPA,

5.3 Morfometria testicular

5.3.1 Compartimento tubular

Os dados referentes ao diametro tubular e propor¢do volumétrica dos elementos do
testiculo dos camundongos controle e tratados com TPA| e TPA», sdo demonstrados na Tabela
3. Conforme pode ser observado nessa tabela, o didmetro tubular foi semelhante (p>0,05) entre
os animais controle e tratados com TPA; e TPA2 nos grupos I, III e IV. Entretanto, o TPA>
aumentou (p<0,05) o didmetro tubular dos animais eutanasiados aos 15 dias.

Componentes e compartimentos testiculares, sdo elementos que contribuem para o
tamanho e volume do testiculo, assim como o didmetro dos tubulos seminiferos (IBRRHEM,

AL-SAHAF; ALWAN, 2014, TRIPATHI et al., 2014). Relatos na literatura apontam que a
maturagdo ¢ ou diferenciacdo dos elementos somaticos do testiculo sdo intimamente

relacionados a cinética do processo espermatogénico (FRANCA ef al., 1995). Sendo assim,
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Miranda (2006) mostrou que o grau de maturacao das células das células de Sertoli durante o
desenvolvimento pds-natal dos testiculos de mamiferos, sdo ambos processos mais bem
refletidos pelo diametro tubular. Entretanto, o presente estudo ndo demonstrou diferengas
significativas em parametros das células de Sertoli para os camundongos do grupo II tratados
com o TPA e o controle, como nucleo e nimero de células por testiculo, conforme Figura 12
(A) e (B), respectivamente. Desta maneira, o aumento (p>0,05) no diametro tubular dos animais
administrados com o TPA> com relagdo aso controle, descrita anteriormente, ¢ devida em partes,
as alteragdes percentuais de outros elementos testiculares como, o aumento (p<0,05) do epitélio
seminifero e lume (Tabela 3).

O epitélio seminifero seguiu a mesma tendéncia estatistica demonstrada para o
diametro tubular. Somente o TPA; foi capaz de aumentar (p<0,05) o epitélio seminifero nos
animais do grupo II, permanecendo este pardmetro nos outros grupos de experimentacdo sem
alteragdes significativas quando comparados ao controle. Este dado indica um paralelismo com
o aumento (p<0,05) do lume dos animais do mesmo grupo anterior (eutanasiados aos 15 dias)
administrados com a maior concentragdo de TPA, conforme demonstrado na Tabela 3 ¢
ilustrado pela Figura 10(D, E, F). Os camundongos dos grupos I, III e IV ndo sofreram
alteragdes (p>0,05) no lume. A formacgao do lume tubular € um processo consequente a secre¢ao
de fluido testicular, sendo um significativo registro funcional que retrata o grau de diferencia¢ao
e secre¢do desse fluido oriundo das células de Sertoli (AUHAREK et al., 2010; SHARPE,
2005). A literatura confirma que alteragdes nas concentragdes de hormonios tireoidianos sao
capazes de modificar a secre¢do de fluido pelas células de Sertoli, devido a alteracdo do
processo de maturagao e diferenciacao dessas células (AUHAREK; FRANCA, 2010; FRANCA
et al., 1995; MIRANDA, 2006 VAN HAASTER et al., 1993). Embora o presente trabalho ndo
tenha mensurado concentragdes de hormodnios tireoidianos, Palmero et al.  (1989)
demonstraram a presenga do mRNA para o receptor tireoidiano nas células de Sertoli. O
aumento da luminacao observado nos animais do grupo II tratados com o TPA> comparados aos
camundongos controle, sugere um adiantamento da espermatogénese, hipotese que ¢ refor¢ada

pelo aumento (p<0,05) do epitélio seminifero.

5.3.2 Compartimento intertubular

O compartimento intertubular dos animais dos camundongos eutanasiados aos 15

dias, reduziu (p<0,05) naqueles tratados com a maior concentracio do TPA em rela¢do aos
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controles. Conforme a Tabela 3, os grupos I, III e IV apresentaram esse parametro testicular
semelhantes (p>0,05) com relagdo aos tratamentos controle € com o TPA. O compartimento
intertubular ou intersticial compreende as células de Leydig, vasos/capilares sanguineos, espacgo
linfatico, tecido conjuntivo e outros tipos celulares (RUSSELL et al., 1990). Assim sendo, a
reducdo (p<0,05) do espago intertubular descrita anteriormente, dever ser explicada pela
diminui¢do (p<0,05) dos constituintes do espago intersticial tratados com o TPA>, conforme
demonstrado na Tabela 3.

A célula de Leydig ¢ a maior fonte de andrégeno nos machos e, de maneira geral,
representa o tipo celular mais abundante do compartimento intertubular (FRANCA; RUSSEL,
1998; HAIDER 2004). De acordo com a Tabela 3, os animais do grupo II tratados com o TPA»
comparados ao controle, apresentaram uma redugado (p<0,05) na propor¢ao de células Leydig,
diferentemente do que ¢ demonstrado para os demais grupos em que a propor¢do de células de
Leydig foi semelhante (p>0,05) entre os tratamentos. Conforme Harris et al. (1997), ftalatos
exibem limitada atividade androgénica, existindo um consenso que ésteres de acido ftalico sdo
antiandrogénicos (HU et al, 2009). A administragdo de ftalatos no periodo pos-natal até a
puberdade, mostrou efeitos significativos na redu¢do da producdo de testosterona € no nimero
de células de Leydig. De acordo com Akingbemi et al. (2001), ratos que receberam o DEHP
nas concentragdes de 100 mg/kg de peso corporal sob a forma pulverizada, apresentaram uma
redugdo significativa na sintese de testosterona e um aumento no nimero de células de Leydig,
no periodo gestacional até a puberdade. Entretanto presente estudo demonstrou uma
semelhancga (p>0,05) no nimero de células de Leydig por testiculo (Figura 11-D), dos animais
eutanasiados aos 15 dias e tratados com o TPA,. Chen et al. (2017) demonstraram que
camundongos tratados no periodo gestacional até a puberdade, com a concentracdao 500mg/kg
por peso corporal do DBP, tiveram uma agregacdo aumentada de células de Leydig fetais. Este
fato pode ter retardado esse grupo de células levando a um desenvolvimento interrompido das
células de Leydig no periodo da puberdade, o que pode explicar o nimero reduzido (p<0,05)
da proporgao de células de Leydig dos animais do grupo II tratados com o TPA; com relagao
ao controle.

A andlise histologica qualitativa dos testiculos indica um aumento da quantidade
de capilares/vasos sanguineos nos animais eutanasiados aos 18.5 dias, tratados com TPA com
relagdo aos animais controle, como ¢ ilustrado na Figura 10. Em conformidade a analise
qualitativa, a propor¢do volumétrica (Tabela 3) constata o aumento percentual (p<0,05) de
capilares/vasos sanguineos dos animais tratados com o TPA em ambas concentragdes,

pertencentes aos Grupo I, indicando uma alteracdo no processo angiogénico. Os grupos 11, II1
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e IV apresentaram-se semelhante na proporcdo de capilares/vasos sanguineos, quando
comparados os camundongos controle e tratados com o TPA.

Angiogénese pode ser definida como o desenvolvimento de novos vasos sanguineos
através de vasos anteriores (RISAU, 1997; VAN MOORSELAAR; VOEST, 2002). Dentre os
numerosos fatores envolvidos no processo angiogé€nico, o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) exerce papel essencial no crescimento e renovacdao tecidual. Uma
caracteristica da diferenciagdo do testiculo previsto no processo embriogénico ¢ a
vascularizagdo especifica, devido a migragao das células endoteliais do mesonefro adjacente
com finalidade de envolver o agregado de células de Sertoli e, induzir a formagdo do cordado
seminifero (SARGENT et al., 2015). Sendo assim, o aumento percentual de capilares/vasos
sanguineos nos animais do grupo I pode estar relacionado ao processo de renovacgdo celular
estimulado por complexos polipeptiticos. De acordo com Ryzhak ef al. (2017), os complexos
de polipéptidos podem reduzir a expressao de fatores apoptoticos pS3 (fator de transcri¢do que
regula o ciclo celular) e caspase 3 (proteina pro-apoptotica) e aumentaram a expressao da
proteina de proliferacdo Ki-67 (proteina nuclear). Possivelmente, o acido tereftalico possui
efeito no VEGF, uma glicoproteina dimétrica envolvida, assim como os complexos
polipeptidicos, no processo de angiogénese tecidual.

Através da Tabela 3, ainda ¢é possivel observar um aumento (p<0,05) no espago
linfatico dos animais pertencentes ao grupo I tratados somente com o TPA», assim como uma
redugdo significativa do tecido conjuntivo em ambas concentragdes das dispersdes do acido
tereftalico, com relacdo ao controle. Entretanto, os animais cutanasiados aos 15 dias,
apresentaram uma redugdo (p<0,05) no espaco linfatico em ambos os tratamentos com o TPA
em relagdo ao controle. O tecido conjuntivo dos animais do grupo Il também reduziu (p<0,05),
com a administragdo do TPA> com relagdo aos camundongos controle, seguindo a mesma
tendéncia (p<0,05) vista no grupo 1. A propor¢ao volumétrica demonstra semelhanca (p>0,05)
no espago linfatico e tecido conjuntivo, dos animais dos grupos eutanasiados aos 70 dias,
tratados com o TPA e controle.

O processo de linfagiogénese quando comparado a angiogénese, ambos referentes
ao testiculo, ¢ pouco conhecido. A vasculatura linfatica, proveniente de vasos sanguineos
preexistentes, pode ser considerada como uma parte especializada do sistema circulatorio,
essencial em manter a homeostase de fluidos teciduais e transporte de hormdnios,
macromoléculas e células do sistema imune (OLSZEWSKI, 2003; SCHULTE-MERKER;
SABINE; PETROVA, 2011). Ademais, sendo o processo de linfagiogénese intimamente

relacionado ao processo angiogénico, o presente estudo nao verificou marcadores celulares para
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a formacdo de vasos/capilares sanguineos e vasos linfaticos. De acordo com Svingen e
Koopman (2013), a circulacdo de hormonios ¢ essencial para a diferenciacdo e formagao de
vasos/capilares sanguineos, porém nao esta claro como a agao hormonal pode influenciar na
linfagiogénese. Deste modo, mesmo ndo mensurando marcadores celulares e hormodnios, €
possivel sugerir que o TPA afeta fatores bioquimicos ligados a complexos de polipeptios no
periodo gestacional e, durante o periodo lactacional.

O espago intertubular, ¢ composto por células de Leydig, vasos/capilares
sanguineos e linfaticos, células e fibras do tecido conjuntivo (RUSSEL ez al., 1990;
SETCHELL; BREED, 2006). Jackson et al. (1986) demonstraram que ratos adultos tratados
com uma dose uUnica de etanodiol-di-metanosulfato (sulfato de etileno-dimetano),
correspondente a 75 mg/kg de peso corporal, resulta em destrui¢do rapida das células de Leydig,
que por sua vez ¢ associado ao declinio acentuado de testosterona sérica. Apos 21 dias ao
tratamento, a morfometria mostrou uma nova geracdo de células de Leydig, através de
marcadores celulares e observacdes histomorfométricas. Jackson et al. (1986) sugeriu que as
novas células de Leydig surgem por diferenciagdo de um vasto nimero de células do tecido
conjuntivo, que inclui fibroblastos e células endoteliais linfaticas (com propor¢des diminuidas),
apos um rapido declineo de seu nimero (JACKSON et al., 1986).

No presente estudo, o numero de células de Leydig dos animais tratado com o TPA»
e eutanasiados aos 18.5 dias, mostrou-se reduzido (p<0,05) (Figura 10-D). Em conjunto ao
nimero de células de Leydig reduzido, o tratamento com o TPA; reduziu tamanho do pénis
(Figura 7-D) e o index anogenital (Figura 8-A). Sendo assim, a hipdtese de Jackson et al.
(1986), pode ser usada para a explicacao da redugdo percentual (p<0,05) do tecido conjuntivo
dos animais tratados com o acido tereftalico numa maior concentra¢do. Os demais parametros
analisados pela morfometria testicular (tibulos seminiferos, tnica propria, epitélio seminifero,
compartimento intertubular e células de Leydig) e diametro tubular, ndo sofreram alteragdes
significativas.

Assim como nos animais eutanasiados em 18.5 dias, os animais do grupo II tratados
com o TPA apresentaram uma redug¢do (p<0,05) do tecido conjuntivo em relagdo aos animais
controle, embora os dados do presente trabalho ndo apresentem diferengas significativas entre
as concentragdes do acido neste parametro.

A Tabela 3 ainda demonstra que ndo houve alteracao significativa na proporcao de
vasos/capilares sanguineos nos animais do grupo II. Porém a propor¢do volumétrica dos
animais eutanasiados aos 15 dias, ndo segue a tendéncia de aumento de vasos linfaticos

demonstrado pelos animais do grupo I. Ao contrario do que € visto para os animais do grupo I,
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a Tabela 3 demonstra uma reducdo (p<0,05) dos vasos linfaticos dos animais tratados com
ambas dispersdes do TPA em relag@o ao controle. Entretanto, houve um aumento (p<0,05) dos
vasos linfaticos dos animais que receberam a concentragdo maior em relagdo a menor
concentracdo do acido. A hipotese para a reducao dos vasos linfaticos (p<0,05) dos animais
tratados com as concentragcdes de TPA em contraste aos controles, pode estar relacionada ao
acumulo de acido tereftdlico apods o nascimento, sendo que os animais do grupo II foram
tratados até a puberdade, e eutanasiados aos 15 dias.

A analise histologica dos animais dos grupos III e IV (Figura 10G a L), mostra-se
semelhante aos dados existentes na literatura quanto a morfologia dos compartimentos
intertubular e tubulares padrdes, no que diz respeito a camundongos machos sexualmente
maduros (RUSSELL,1990). Estes achados sdo corroborados pela propor¢ao volumétrica
(Tabela 3) dos componentes testiculares. Dentre os parametros avaliados tais como lume
tubular, tinica prépria, epitélio seminifero, células de Leydig, vasos sanguineos, espago
linfatico, tecido conjuntivo e didmetro tubular, ndo houve diferengas entre os animais controle
e os animais expostos ao TPA nas diferentes doses (Grupos III e IV).

Russell et al. (1990) mostraram que a propor¢do volumétrica entres os
compartimentos intertubular e tubular ndo ¢ constante na natureza, esses valores podem variar
de acordo com a espécie. No nosso conhecimento, ndo existem dados na literatura a respeito da
propor¢ao volumétrica entre os compartimentos tubular e intertubular, em camundongos

tratados com dispersdes de TPA.
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Figura 10 — Secgdes transversais de corddes/tibulos seminiferos de camundongos controles (A, D, G e 1), tratados
com TPA| (B, E, He K) e TPA,(C, F, I e L), e eutanasiados em 18.5 dias, 15 dias e 70 dias (grupos Il e IV) de
idade, respectivamente. O lume (*) esta presente nos corddes/tubulos seminiferos dos animais com idade superior
ou igual a 15 dias. Barra = 50um.

CONTROLE
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TABELA 3. Propor¢ao volumétrica e didmetro tubular dos camundongos sexualmente maduros tratados com dispersdes Controle, TPA; e TPA,. Os nimeros
romanos representam grupos experimentais, Grupo I tratamento in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5), com eutanasia aos 18.5 dias; Grupo II tratamento
in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5) e no periodo lactacional (PND-15), com eutanasia aos 15 dias; Grupo III tratamento in utero, no periodo fetal (DG
10.5-18.5) com eutanasia aos 70 dias; Grupo IV tratamento in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5), e no periodo lactacional (PND-15), com eutanasia aos
70 dias. Letras distintas no mesmo grupo denotam diferengas significativas (p<0,05)

Parametro

Grupo I

Grupo 11

Grupo IIT1

Grupo IV

Diametro Tubular

Proporgao
volumétrica (%)

Tubulos
seminiferos

Tunica Propria

Epitelio
Seminifero

Lume

Compartimento
Intertubular

Células de Leydig

Controle TPA1 TPA:2

52,2+£0,8* 56,9+3,0° 548142

79,7+0,8* 81,2+1,1* 83,1£0,6*

59+0,1* 58+05* 55+03?

734+£0,7* 754+14% 77,6,£1,0*

204+0,8* 18,7+1,1* 16,1+0,7*

7,8+03* 82+0,7* 59+03?

Controle TPA1 TPA 2

87,6 +1,8* 99,104 101,5+1,9°

88,6 £0,6° 94,4+ 1,4° 94,0+0,3

4,0+02* 32+0,10* 3,3+0,2°

79.2+0,8* 86,2+0,8" 83,8+0,3°

5,8+£02% 62+0,1® 6,9+02°

11,4+0,6* 43+£03> 6,0+03°

49+03* 32+0,1> 34+0,3°

Controle TPA1 TPA:2

219,0+0,7* 208,0+£3,0* 210+5,2°

943+0,7* 93,9+0,35* 934+0,7*

2,74£02° 24+0,1° 939+04°
87,4+0,7° 88,4+0,6° 87,1,+0,1°
42+05° 28+0,6° 39+02°
57+0,7° 61+0,1° 6,6+0,3°
46+05° 49+03° 50+08°

Controle TPA1 TPA:

200,6 £ 3,4 209,0 £ 3,5* 200,6 + 6,4°

945+04?2 944+0,12 944+0,12

2,4+020° 2,7+0,1* 2,7+0,1°
88,3+ 0,5 89,0+0,2* 88,0+0,22
3,6£0,3* 4,0+0,1* 3,7+0,1°
5,5+0,42 57+£0,1* 5,6+0,12
4,0+0,2* 45+£0,3* 4,5+0,1?
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Vasos sanguineos ~ 41£02% 57£03° 55+0.2¢ 2,0£0,2* 05£0,1* 1,6+0,7° 0,4+0,1* 0,5+0,0* 0,1£0,82 0,5+£0,04° 04+0,18 0,4+0,0°
Espaco linfético 1,6+02 22+0,1° 27+02° 2,8£0,1° 04+£0,1° 1,0+0,I° 0,8+0,1* 03+0,10° 04+0,6° 0,6+0,1° 03+0,1* 03=0,1°

Tecido conjuntivo  6:9%0,6* 2,6£02° 28+0,1° 1,703 0,6+0,1° 0,7+0,1° 02+0,18 04+0,1° 05+0,1° 03+0,02* 04=00° 040,06
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5.4 Volume nuclear, citoplasmatico, celular e numero de células de Leydig

Os dados referentes ao volume nuclear, citoplasmatico, celular e nimero de células
de Leydig dos camundongos controle e tratados com TPA, estdo apresentados na Figura 11 (A,
B, C e D). Pode-se observar uma redugdao (p<0,05) nos parametros volume nuclear,
citoplasmatico e celular das células de Leydig, referente aos animais tratados com o TPA> com

relagdo aos animais controle, somente no grupo II.

Castro et al. (2000), mostraram que o nivel de testosterona testicular e plasmatico
estd correlacionado com o volume nuclear da célula de Leydig. Ainda, Foster et al. (2001),
demonstraram que em ratos Sprague-Dawley expostos a 500 mg/kg de DBP in utero durante o
periodo gestacional, apresentaram hiperplasia de células de Leydig. Sendo assim, o aumento
no didmetro da célula de Leydig, possivelmente indica uma maior atividade nuclear e
citoplasmatica, obtendo-se assim uma maior atividade celular. Os dados do presente trabalho
nao corroboram com Foster et al. (2001). De acordo com a Figura 11 (A, B e C), o tratamento
com ambas concentragdes de TPA; e TPA,, reduziu (p<0,05) os volumes nuclear,
citoplasmatico e celular de Leydig, quando comparados ao controle. Mesmo tendo mostrado
alteragdes em parametro celulares de Leydig, o nimero de células ndo sofreu alteragdo
significativa, apesar de uma visivel diferenga em milhdes de células (Figura 11-D). Ainda pode-
se observar um paralelismo entre os dados biométrico dos animais do grupo II, tratados com o
TPA e o controle. Somente o peso corporal dos animais que receberam a maior dosagem de
TPA em relagdo ao controle, desse mesmo grupo, foi alterado. Os outros parametros como o
peso testicular, IGS e index tamanho do pénis e index anogenital, permaneceram semelhantes
(p>0,05). Mesmo que, no presente estudo a testosterona ndo tenha sido mensurada nos animais
tratados, e sendo demonstrado semelhanca (p>0,05) entre os nimeros de células de Leydig por
testiculo dos camundongos do grupo II, os valores encontrados para os volumes nucleares dos
animais tratados com o acido tereftalico, corrobora com a afirmagdo de que volume nuclear da
célula de Leydig esta correlacionado nivel de testosterona testicular e plasmatico (CASTRO et
al., 2000). Nos demais grupos experimentais (I, III e IV), os valores do volume ndo foram
alterados estatisticamente. Castro et al. (2000), mostraram que o nivel de testosterona testicular
e plasmatico esta correlacionado com o volume nuclear da célula de Leydig. Ainda, Foster et
al. (2001), demonstraram que em ratos Sprague-Dawley expostos a 500 mg/kg de DBP in utero
durante o periodo gestacional, apresentaram hiperplasia de células de Leydig. Os valores

encontrados para o volume nuclear dos animais tratados com o acido tereftalico, corrobora com
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a afirmacdo de que volume nuclear da célula de Leydig esté correlacionado nivel de testosterona
testicular e plasmatico (CASTRO et al., 2000). O TPA pode estar afetando o metabolismo das
células de Leydig, sintese de RNA, transcri¢ao de proteinas, e comportamento das organelas
citoplasmaticas, hipdtese corroborada pelas alteracdes no volume nuclear, citoplasmatico e
celular das células de Leydig. Os nimeros de células de Leydig no testiculo, dos animais
tratados com controle e o TPA nas duas dosagens ndo variaram significantemente entre os
grupos III e IV. A médias dos valores encontrados para o quantitativo destas células
permaneceram entre 3,8 a 5 milhdes de células de Leydig no testiculo. Os dados do presente
trabalho, referentes aos animais eutanasiados aos 70 dias, confirmam os valores ja conhecidos
na literatura (RUSSEL, 1996) e corroboram os achados de ndo comprometimento da fungao

testicular dos animais tratados com TPA.

Figura 11 — Volume nuclear (A), citoplasmatico (B), celular (C) e nimero de células de Leydig (D) dos animais
tratados com dispersdoes controle, TPA; e TPA, (média = EPM). Os niimeros romanos representam grupos
experimentais, Grupo III tratamento in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5) com eutanasia aos 70 dias; Grupo
IV tratamento in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5), e no periodo lactacional (PND-15), com eutanasia aos 70
dias. Letras distintas no mesmo grupo denotam diferengas significativas (p<0,05).

A Volume nuclear de Leydig B Volume citoplasmatico Leydig
300 1000
800
200
600
P el
£ £
= = 400
100
200
(] 0
| l ]
1 1 0 1
Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV
C D
Niumero de células de Leydig
1500
1250
1000
]
E 750
B
500
250

Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV Grupo | Grupo Il Grupo Il Grupo IV

[ controle  EA TPA, Bl TPA,



57

5.5 Volume nuclear e numero de células de Sertoli

Os valores do didmetro nuclear e nimero de células de Sertoli dos animais dos
grupos I a IV, tratados com o TPA e controle, sdo ilustrados através da Figura 12 (A) e (B),
respectivamente. Conforme pode ser observado, os valores dos volumes nucleares das células
de Sertoli foram semelhantes (p>0,05) nos animais administrados com TPA, TPA> e controle,
em todos os periodos de tratamento (gestacional, lactacional e maturidade sexual). Entretanto
o TPA; foi capaz de reduzir (p<0,05) o nimero de células por testiculo, quando comparado aos
camundongos controle. A célula de Sertoli ¢ o tipo celular mais abundante no tabulo
seminiferos até¢ a puberdade, sendo que a partir desse marco sua populacao fica relativamente
sem alteragdo, sendo consideradas como o grupo celular mais resistente quando comparada as
células da linhagem germinativa (RUSSEL, 1990). Ainda, o nimero de células de Sertoli nos
testiculos define o niimero final de espermatozoides produzidos e, via de regra, a funcdo
testicular nos machos (FRANCA et al., 2000). Neste contexto, volume nuclear das células de
Sertoli ¢ um excelente marcador que reflete o nivel de diferenciagdo dessas células. Sendo
assim, o acido tereftalico ndo mostrou capacidade de interferir na maturagdo das células de

Sertoli.

Auharek et al. (2010), demonstraram que a exposi¢do em ratos a 500 mg/kg de
DBP, reduz o ntimero de células de Sertoli ao nascimento, assim como producdo fetal de
testosterona. Porém de maneira interessante, o numero de células de Sertoli voltam a
normalidade, partir do 25° dia pods-natal. Este achado também foi observado no presente
trabalho, que demonstrou nimeros de cé€lulas de Sertoli semelhantes (p>0,05) aos tratamentos
com o TPA e controle, nos animais eutanasiados aos 15 dias. Apesar de haver um paralelismo
entre os dados dos animais do grupo I tratados com o TPA; (diminuicao do peso testicular, IGS
e numero de células de Sertoli) os dados do presente trabalho corroboram com Auharek ef al.
(2010), no que diz respeito a uma recuperacao no periodo pds-natal, do nimero de células de

Sertoli, porém na auséncia de DBP.

Os valores de volume nuclear ¢ nuimero de células de Sertoli dos animais
sexualmente maduros encontrados neste trabalho, sao semelhantes aos existentes na literatura

(HESS; FRANCA, 2008).
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Figura 12 —Volume nuclear (A) e numero de células de Sertoli (B) no testiculo dos animais tratados com as
dispersdes controle, TPA; e TPA, (média + EPM). Os numeros romanos representam grupos experimentais, Grupo
III tratamento in utero, no periodo fetal (DG 10.5-18.5) com eutanasia aos 70 dias; Grupo IV tratamento in utero,
no periodo fetal (DG 10.5-18.5), e no periodo lactacional (PND-15), com eutanasia aos 70 dias. Letras distintas
no mesmo grupo denotam diferencas significativas (p<0,05).
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O contato direto/indireto a substancias como os desreguladores endocrinos tém sido
frequente na sociedade pos-moderna. Neste cendrio, torna-se importante o entendimento
cientifico a respeito do modo de atuacao destas substancias. O sistema reprodutor masculino ¢
sensivelmente afetado pelos desreguladores enddcrinos e/ou seus metabolicos, como por
exemplo, o TPA. Alteracdes nos componentes testiculares como redugdes nos numeros de
células de Leydig e Sertoli, responsavel pela produgdo da testosterona testicular e aporte
nutricional das células germinativas, respectivamente, sdo relatados periodicamente pela
literatura em toxicologia reprodutiva. Desta forma, o objetivo do presente estudo foi avaliar a
func¢ao testicular de machos da linhagem C57BL/6J tratados com o TPA em diferentes janelas

reprodutivas,

Os resultados do presente estudo mostraram que o acido tereftalico na concentragao
de 0,56 g/ml reduziu (p<0,05) peso corporal, peso testicular, IGS e tamanho do pénis dos
animais eutanasiados aos 18.5 dias. Neste mesmo periodo de tratamento foi possivel observar
que o TPA; reduziu o index anogenital, que em conjunto com o comprimento do pénis, sdo
excelentes sinalizados da agao/exposicao de androgenos no periodo gestacional. Ainda pode-se
perceber alteracdes (p<0,05) em elementos testiculares como vasos/capilares sanguineos, vasos
linfaticos e tecido conjuntivo dos animais eutanasiados no periodo de puberdade. Assim, o

TPA atuou em periodos especificos e distintos do desenvolvimento.

Particularmente a concentragdo mais alta utilizada (TPA2) influenciou os niimeros
de células de Leydig e Sertoli nos camundongos fetais, 0 que em tltima analise demonstraria
alteragdes na concentragdo de testosterona no animal fetal e reducao na producao espermatica
no animal adulto, o que ndo foi observado no presente estudo. Assim como no periodo fetal, o
TPA; induziu alteracdes nos animais eutanasiados aos 15 dias, idade critica no que diz respeito
ao controle hormonal e fertilidade. Entretanto, pode-se perceber uma recuperagao
compensatoria demonstrada pelos animais sexualmente maduros, eutanasiados aos 70 dias.
Embora alteragdes pontuais tenham sido observadas nos animais que receberam o TPA, nossos
resultados sugerem que este mondmero ndao age como uma desregulador enddcrino sobre a
funcdo testicular uma vez que os parametros testiculares afetados nos animais tratados foram,

em sua maioria, relacionados com a alta dose administrada.
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APENDICE

Perspectivas

Considerando que o presente trabalho fornece importantes resultados sobre a agao
do TPA no processo espermatogénico em diferentes fases do desenvolvimento, nosso estudo
abre perspectivas de investigagdo do mondmero na fung¢ao testicular a partir de cromatografia
liquida de alta eficiéncia (HPLC). Estes estudos futuros contribuirdo para o entendimento da

biodisponibilidade do TPA nas células testiculares.

O HPLC ¢ um dos métodos analiticos mais utilizados e fornece uma maneira facil,
confiavel e precisa para a determinacdo e quantificacdo de substancias de interesse encontradas
em misturas complexas (ALTUN, 2001; VACLAVIK et al., 2014; VALKO, 2004). Este fato ¢
baseado na distribuicdo das substancias quimicas entre duas fases imisciveis, fase estacionaria
contida em uma coluna e a fase mdvel, que sera eluida pela fase estaciondria por meio de uma
pressao (SKOOG et al., 2013). As colunas utilizadas em HPLC, sdo cobertas (recheadas) com
materiais intencionalmente preparados para a passagem de uma fase movel eluida em alta
pressdo. A eficiéncia desse método cromatografico ¢ devido a constituicdo das colunas

utilizadas que permitem a eluigdo a altas pressdes (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).



