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Resumo

A literatura mundial tem apontado e concluido que o cigarro (tabaco) causa
danos na fertilidade masculina e feminina, sendo que cerca de 13% dos casos de
infertilidade sao atribuidos ao consumo do cigarro. O zinco, por sua vez, € um
antioxidante e um cofator da divisdo celular, exercendo um importante papel na
reproducdo. O objetivo do presente estudo foi avaliar a fungéo testicular de ratos
expostos a fumaca do cigarro e um possivel papel protetor do zinco, por meio da
realizacdo de andlises hormonal, seminal, histopatolégica e molecular, bem como
investigar um mecanismo pelo qual ocorrem essas alteragdes e protecdo. Ratos
machos Wistar (60 dias de idade) foram divididos aleatoriamente em 3 grupos:
controle (G1; n=10), exposto a fumaca do cigarro (G2; n=10; 20 cigarros/ dia/ 9
semanas) e exposto a fumaca do cigarro e suplementado com zinco (G3; n=8; 20
cigarros/ dia/ 9 semanas; 20 mg/ kg de cloreto de zinco diariamente durante 9
semanas, por gavagem). Terminado o periodo de tratamento, os animais foram
eutanasiados e, em seguida, foram coletados materiais para as analises. O grupo
exposto a fumaca do cigarro apresentou uma reducdo da massa corporal,
comprometimento da concentragdo, motilidade, morfologia e vitalidade espermética
e aumentos da concentracdo de malonaldeido, grupos tidis e atividade da
superoxido dismutase, em relacéo ao grupo controle. O zinco foi capaz de prevenir a
reducdo da concentracdo espermatica e 0 aumento excessivo da lipoperoxidacao;
de induzir o aumento da concentracao de testosterona plasmatica, do peso Umido do
testiculo e da concentracéo de grupos tidis. Assim, a exposi¢do a fumaca do cigarro
pode exercer efeitos maléficos sobre a fungéo testicular em decorréncia, pelo menos
parcialmente, do estresse oxidativo exacerbado induzido pelo cigarro. O zinco
mostrou uma propriedade de desempenhar um importante papel modulador/protetor
sobre determinados parametros, o que torna sua associacdo aos tratamentos
convencionais para infertilidade relacionada ao tabagismo masculino uma alternativa

promissora.

Palavras-chave: cigarro; espermatozoides; estresse oxidativo; fungéo testicular;
rato; zinco.



Abstract

The literature has reported and concluded that cigarette (tobacco) causes
male and female infertility problems. Approximately 13% of infertility cases are
attributed to cigarette smoking. Zinc, in its turn, is an antioxidant and a cofactor of cell
division, playing an important role in reproduction. The aim of this study was to
evaluate the testicular function of rats exposed to cigarette smoke and a possible
protective role of zinc, through hormonal, seminal, histopathological and molecular
analysis, and to investigate a responsible mechanism for these alterations and
protection. Male Wistar rats (60 days old) were randomly divided into 3 groups:
control (G1, n=10), exposed to cigarette smoke (G2, n=10; 20 cigarettes/ day/ 9
weeks) and exposed to tobacco smoke cigarette and supplemented with zinc (G3,
n=8; 20 cigarettes/ day/ 9 weeks; 20 mg/ kg zinc chloride daily for 9 weeks, by
gavage). After the treatment period, the animals were euthanized and materials were
collected for analyses. The group exposed to cigarette smoke showed reduction in
body mass, impaired sperm concentration, motility, morphology and vitality, besides
increased malonaldehyde, thiol groups and superoxide dismutase activity when
compared to control group. Zinc was able to prevent the reduction of sperm
concentration and the excessive increase lipid peroxidation, induces an increase in
the concentration of plasma testosterone, in the wet weight of testis and, also, in the
thiol groups concentration. Thus, the cigarette smoke exposure can have harmful
effects on testicular function at least partially due to oxidative stress induced by
cigarette. Zinc supplementation can play an important modulator/protector role in
certain parameters, which makes a promising alternative the association of zinc with

conventional treatments of male infertility related to smoking.

Keywords: cigarette, sperm, oxidative stress, testicular function, rat, zinc.
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1. Introducéo

A infertilidade é definida como falta de gestacdo, sem método
contraceptivo, em um casal com vida sexual regular no periodo de pelo menos um
ano (JUUL; KARMAUS; OLSEN, 1999; ZHU et al., 2009). A infertiidade é
reconhecida pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) como uma questdo de
salde publica, afetando de 9 a 15% da populacdo sexualmente ativa (JUUL;
KARMAUS; OLSEN, 1999; BOIVIN et. al., 2007). E importante se considerar que a
infertilidade é um grande fardo psicol6gico e social para o casal, que se vé incapaz
de gerar descendentes que possam vir a complementar seus projetos de vida. O
guadro atual das pesquisas sobre infertilidade mostra efeitos psicolégicos multiplos e
inter-relacionados. Pode abranger desde aqueles propriamente pessoais, como
ansiedade, frustracdo, estresse e o comprometimento da autoestima, até as

dificuldades no desempenho profissional e no convivio social (BURNS, 2007).

Varios eventos chaves s80 necessarios para que ocorra a concepgao e
resulte em neonato saudavel. Primeiramente, os gametas feminino (6vulo) e
masculino (espermatozoide) devem ser produzidos, ou seja, 0S processos de
gametogénese precisam ocorrer de forma adequada. Assim, um 6évulo maduro deve
ser liberado do ovério e ser captado pela tuba uterina, local onde o évulo deve ser
fertilizado por um espermatozoide maduro, que foi ejaculado e que se tornou
totalmente capacitado no trato reprodutivo feminino. Posteriormente, o embrido deve
ser transportado para o Utero, onde deve ser implantado e assim se desenvolver até
o0 momento do nascimento. A infertilidade resulta, portanto, de alguma falha que

possa existir em uma ou mais etapas desses processos.
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A azoospermia, auséncia de espermatozoides no ejaculado, pode ser
classificada como obstrutiva (por exemplo, auséncia congénita do ducto deferente,
obstrucdo do ducto ou vasectomia) ou ndo-obstrutiva. A maioria dos casos de
azoospermia ndo-obstrutiva € devido a uma falha testicular primaria. Ja a
oligospermia, niumero reduzido de espermatozoides no ejaculado, pode resultar de
problemas hormonais, ejaculacdo retrégrada, varicocele ou problema testicular
primario com producdo de espermatozoides. Doengas genéticas associadas com a
azoospermia ou oligospermia severa incluindo sindrome de Klinefelter (47, XXY) e
microdele¢des do cromossomo Y podem ocorrer. A deficiéncia de elementos como
zinco, folato e selénio podem levar a prejuizo na funcdo espermatica. Além disso,
infeccdo geniturinaria e fatores ambientais como medicamentos, drogas, alcool,
cigarro e radiacdo podem prejudicar a producéo e funcéo espermética (ADAMSON;
BAKER, 2003). Um fator masculino sozinho € responsavel pela infertilidade de 20%
dos casais, podendo, em combinacdo com causas de origem feminina, estar
envolvido com 50% dos casos de infertilidade (WHO, 1999). As causas mais
frequentes relacionadas ao fator feminino sdo: endometriose, tubas obstruidas, fator

hormonal, processos infecciosos e idade.

O testiculo é o 6rgdo do sistema reprodutor masculino que produz os
espermatozoides e o hormbénio sexual masculino, a testosterona (STANBENFELD;
EDQVIST, 1996). E constituido, principalmente, por células espermatogénicas,
células de Sertoli e células intersticiais de Leydig (FRANCA et al.,1993; RUSSEL;
FRANCA, 1995). Estas Ultimas produzem a testosterona que é essencial para os
caracteres secundarios e a completa competéncia reprodutiva no adulto. Algumas
das funcbes das células de Sertoli sdo: auxiliar no processo espermatogénico e

produzir a proteina transportadora de andrégeno (ABP), que carrega a testosterona
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através do ducto eferente para o epididimo, sendo o andrégeno utilizado para
auxiliar na funcdo normal do epididimo (DADOUNE; DEMOULIN, 1993;
STANBENFELD; EDQVIST, 1996). O epididimo €& outro 6rgdo do sistema
reprodutivo masculino e é formado por ductos altamente contorcidos que conecta o
ducto eferente ao ducto deferente (HERMO; ROBAIRE, 2002; SULLIVAN et al.,
2005). Os espermatozoides de mamiferos ao sairem do testiculo s&o
funcionalmente imaturos e necessitam do processo de maturacdo que ocorre
durante a passagem pelo epididimo (CUASNICU et al., 2002; OLSON; NAGDAS;
WINFREY, 2002). A testosterona modifica a transcricdo génica ao interagir com
receptores androgénicos nucleares, resultando na sintese de acido ribonucleico
(RNA) e proteinas especificas. O receptor de andrégeno responsavel por essa
interacdo ¢é codificado por um gene presente no cromossomo X (BRINKMANN et al.,
1989), existindo, portanto, em ambos 0s sexos. A prostata, a vesicula seminal,
epididimo e testiculo que sdo 6rgdos da reproducdo masculina possuem receptores
para os androgenos (BLOK et al., 1992; VAN ROIJEN et al., 1997) e assim séo

dependentes desta substancia para se desenvolver e exercer suas fungdes.

Nas ultimas décadas, tem se observado uma diminuicdo da concentracdo
dos espermatozoides e do volume do sémen em humanos (CARLSEN et al., 1992;
AUGER et al., 1995) e isto vem associado a fatores ambientais e ao estilo de vida

(SHARPE et al., 2000; SHARPE; FRANKS, 2002; FOSTER et al., 2008).

Cerca de um terco da populacdo mundial acima dos 15 anos de idade
possui o habito de fumar e o tabagismo € reconhecido como um grande risco a
salde, sendo responséavel por inUmeras doencas, por exemplo, respiratoria (TAGER

et al., 1988), cardiovascular (TEO et al., 2006) e cancer (SASCO; SECRETAN;
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STRAIF, 2004). O cigarro contém numerosas substancias incluindo nicotina,
monoxido de carbono, aminas arométicas, hidrocarbonetos policiclicos aromaticos e
reconhecidos carcindgenos e mutagenos tais como polénio radioativo, cadmio e
benzopireno (STEDMAN, 1968). Algumas destas substancias e/ou seus metabolitos
podem ser detectados no plasma seminal (HASSAN et al., 2008). Isto indica a
passagem destas substancias através da barreira hemato-testicular. Assim, o
cigarro pode levar a prejuizo a fungédo espermatica bem como ao material genético.
Estudos tém apontado que o tabagismo reduz a motilidade espermatica (SOFIKITIS
et al.,, 1995), aumenta o numero de espermatozoides com morfologia anormal
(SOFIKITIS et al., 1995; KUNZLE et al., 2003), reduz a concentracdo espermatica
(KUNZLE et al., 2003) e reduz nivel de testosterona plasmatica (TRUMMER et al.,
2002). O espermatozoide possui uma baixa capacidade de reparo do acido
desoxirribonucleico (DNA), desta forma, a transmissdo paterna de um dano
genotoxico é grande (ZENZES; BIELECKI; REED, 1999). Como consequéncia, ha
aumento da frequéncia de malformagbes e cancer infantii nos descendentes
(SORAHAN et al.,, 1997). Em mulheres, o cigarro pode acarretar alteracdes
hormonais, além de acelerar a perda da funcdo reprodutiva, adiantando a
menopausa em até 4 anos e aumentar o risco de aborto espontaneo e gravidez

ectopica (ASRM PRACTICE COMMITTEE, 2006).

A literatura mundial tem apontado e concluido que o cigarro (tabaco)
causa danos na fertilidade masculina e feminina, sendo que cerca de 13% dos
casos de infertilidade séo atribuidos ao consumo do cigarro. Um fato relevante é que
pessoas ndo fumantes, mas expostas passivamente a fumaca do cigarro podem
apresentar consequéncias reprodutivas semelhantes aos fumantes ativos (ASRM

PRACTICE COMMITTEE, 2006). Ha evidéncias também de que o tabagismo afeta
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mais a saude reprodutiva tanto de homens quanto mulheres, quando comparado ao

consumo de cafeina e &lcool (CURTIS; SAVITZ; ARBUCKLE, 1997).

Vale a pena considerar o fato de que as células espermaticas dos
mamiferos apresentam uma composicéo lipidica especifica, marcadamente distinta
das células somaticas, apresentando elevado nivel de fosfolipideos, esteréis e
acidos graxos saturados e poliinsaturados. Estes lipideos sdo responsaveis pela
fluidez da membrana celular e pelas mudancas na composicdo da membrana
plasmatica das células espermaticas que ocorrem na sua matura¢ao e capacitacao.
Além disso, parece estar envolvido na regulacdo da espermatogénese, reacdo
acrossémica e na fusdo celular (SCHLEGEL et al., 1986; TESARIK; FLECHON,
1986). Estes lipideos também sé&o os principais substratos da peroxidacao causada
por espécies reativas do oxigénio (EROs). A peroxidacdo é capaz de gerar
disfuncao dos espermatozoides associada a perda da funcéo e integridade de sua
membrana. Desta forma, os espermatozoides sdo susceptiveis aos danos induzidos
pela peroxidacdo causada pela producdo excessiva de EROs (AITKEN;
CLARKSON, 1987). Por outro lado, um nivel fisiol6gico de peroxidacdo lipidica
proporciona ao espermatozoide humano capacidade de interacdo com a zona
pelicida. Sabe-se que as espécies reativas do oxigénio podem representar fator
etioldgico de diversas doencas. Esta geragéo excessiva de EROs pode ser causada
por diversos mecanismos: radiacdo ionizante (SADANI, NADKARNI, 1997),
ativacdo de oxidases e oxigenases (DAVYDOV, 2001) e perda da capacidade
antioxidante (HSU et al., 1998). Com base nestas considera¢des, um dos possiveis
mecanismos pelo qual a exposicdo a fumaca do cigarro leva a danos nos
parametros reprodutivos € o estresse oxidativo (SALEH et al., 2002; OZYURT et al.,

2006) pela producéo de espécies reativas do oxigénio (TRUMMER et al., 2002).
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Fisiologicamente, existe um equilibrio entre a producdo de EROs e a
protecdo antioxidante. O sistema antioxidante sanguineo é classificado em
enzimatico e ndo-enzimatico. O enzimatico € representado, principalmente, pelas
enzimas antioxidantes: a superéxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutacéo do
anion radical superéxido (O2) a peroxido de hidrogénio (H,O;) e oxigénio (Oy), a
catalase (CAT) que atua na decomposic¢éo de H,0;, a O, e agua (H,0) e a glutationa
peroxidase (GSH-Px) que atua sobre peréxidos em geral, com utlizagcdo de
glutationa como cofator (VASCONCELOS et al., 2007). A SOD corresponde a uma
familia de enzimas com diferentes grupos prostéticos em sua composicdo. Nos
sistemas eucariontes existem duas formas de SOD. A forma SOD-cobre/zinco
(Cu/Zn-SOD) esta presente principalmente no citoplasma, enquanto que SOD-
manganés (Mn-SOD) esta localizada primariamente na mitocéndria (FERREIRA;

MATSUBARA, 1997).

Assim, havendo uma producao excessiva de EROs como consequéncia
do estilo de vida, como observado no exercicio fisico intenso (KOURY;
DONANGELO, 2003) e no consumo de cigarro (RAJPURKAR et al., 2000),
ocasionara a peroxidacao lipidica, com a producéo de produtos citotéxicos, como o
malonaldeido (MDA), que pode levar a uma série de eventos deletérios que afetam
até mesmo a integridade da cromatina espermatica (AITKEN, 1999; AITKEN;
BAKER, 2006) e causa alta frequéncia de quebra de fitas de DNA (FRAGA et al.,
1996; AITKEN; KRAUSZ, 2001). Desta forma, podera induzir aneuploidia, que é um
dos maiores defeitos genéticos que pode ser transmitido via espermatozoide
(RUBES et al., 1998; SHI et al., 2001) e cancer nos descendentes (SORAHAN et

al.,1997; SALEH et al., 2002).
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O zinco é componente estrutural e/ou funcional de numerosas
metaloenzimas e metaloproteinas (COLEMAN, 1992). Esta envolvido na funcéo
imune (FRAKER et al., 2000), no crescimento e proliferacédo celular (MACDONALD,
2000), bem como na replicacao e transcricdo do DNA (WU; WU, 1987). Além disso,
0 zinco é comumente importante para a reprodu¢cdo, uma vez que possui um papel
essencial no desenvolvimento das células germinativas (BEDWAL; BAHUGUNA,
1994). Algumas proteinas formadas com a participagédo do zinco estédo implicadas na
expressdo génica dos receptores dos hormonios esteroides (FAVIER, 1992;
FREEDMAN, 1992). O zinco também tem propriedades antiapoptoticas (CHIMIENTI
et al., 2003), antidepressivas (CIESLIK et al., 2007) e antioxidantes (ZAGO; OTEIZA,
2001). Trés possiveis mecanismos para essa funcéo antioxidante foram descritos: o
zinco pode induzir a sintese da metalotioneina a qual inibe reacdes de propagacao
de radicais livres (MARET, 2000); ser componente estrutural e catalitica da enzima
superoxido dismutase (SOD), reduzindo a toxicidade das espécies reativas do
oxigénio, pois catalisa a dismutacdo do radical O, em H,0O, e O, (FERREIRA;
MATSUBARA, 1997); o zinco pode agir contra a oxidacao pela ligacdo aos grupos
sulfidrilas em proteinas de membranas celulares por ocupar os sitios de ligacdo do
ferro e cobre que sdo pré-oxidantes (BRAY; BETTGER, 1990; ZAGO; OTEIZA,
2001). A recomendacao diaria de zinco € de 8 mg para mulheres e 11 mg para
homens, podendo ser encontrado em diversos alimentos como ostra, marisco, carne

vermelha, figado e ovos (MAFRA; COZZOLINO, 2004) .

Na infertilidade masculina, diferentemente das causas genéticas, causas
ambientais/estilo de vida sao de particular interesse devido a possibilidade de
medidas curativas ou preventivas. Embora existam grandes evidéncias de que a

infertilidade masculina associada ao tabagismo tenha o estresse oxidativo como um
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importante mecanismo, pouco se progrediu para o desenvolvimento de terapias
antioxidantes. Assim, uma terapia direcionada a estes pacientes podera evitar
procedimentos de elevados custos como a reproducdo assistida, poupara tempo

bem como um desgaste emocional por ndo conseguir gerar descendentes.



Objetivos
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2. Objetivos

Avaliar a funcdo testicular de ratos expostos a fumaca do cigarro,
realizando analises hormonal, seminal, histopatoldégica e molecular, bem como
verificar se a suplementacdo com zinco € capaz de atuar como protetor das
disfuncbes resultantes desta exposi¢do. Investigar também um possivel mecanismo
pelo qual ocorrem estas alteragdes e protecdo, realizando analise de determinados

marcadores do estresse oxidativo.



Material e Métodos
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3. Material e Métodos

3.1. Animais

Foram utilizados ratos albinos Wistar machos provenientes da colbnia do
Biotério Central da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
(UNESP), Campus de Botucatu. Por ocasido dos experimentos, os animais foram
transferidos para o Biotério do Departamento de Farmacologia do Instituto de
Biociéncias de Botucatu - UNESP, onde foram mantidos sob condi¢cbes
padronizadas (temperatura de 25 + 1°C, umidade de 55 + 5%, fotoperiodo de 12

horas claro/12 horas escuro), com agua e ragdo a vontade e 5 animais por gaiola.

O protocolo experimental foi aprovado pelo Comité de FEtica na
Experimentacdo Animal (CEEA) do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu

(n°® 114, 03 de Abril de 2009 - anexo).

» Grupos experimentais

O periodo de tratamento utilizado foi escolhido com a finalidade de
mimetizar, em humanos, um consumo de cigarro que contemplasse um ciclo
espermatico completo. Aos 60 dias de idade os ratos foram distribuidos

aleatoriamente em trés grupos experimentais:

= Grupo 1 (G1 - Controle): 10 ratos ndo expostos a fumaca do cigarro e

sem suplementagdo com zinco ;
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= Grupo 2 (G2 - Cigarro): 10 ratos expostos a fumaca do cigarro (20
cigarros), uma hora por dia, durante 9 semanas (adaptado de
KAPAWA et al., 2004);

= Grupo 3 (G3 - Cigarro/Zinco): 8 ratos expostos a fumaca do cigarro (20
cigarros), uma hora por dia, durante 9 semanas e suplementados
diariamente, durante este periodo de exposi¢cdo a fumaca do cigarro,
com zinco (20 mg/ Kg de cloreto de zinco) por gavagem (PAKSY;

VARGA,; LAZAR, 1996; ALl et al., 2002).
3.2. Drogas e reagentes

Acido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzoico - DTNB (Sigma Chemical Co., EUA);
Acido acético (Dinamica Quimica, Brasil); Acido pirogalico (Lab. Synth, Brasil); Acido
sulfossalicilico (Lab. Synth, Brasil); Acido tiobarbittrico (Sigma Chemical Co., EUA);
Agarose (Invitrogen, EUA); Agua ultrapura (Amresco, EUA); Alcool etilico (Lab.
Merck, Brasil); Brometo de etidio (Amresco, EUA); Cigarro (Dallas - filtro amarelo,
Philip Morris Brasil Ind. e Com., Brasil); Cloreto de magnésio (Dindmica Quimica,
Brasil); Cloreto de potassio (Chemco Ind. e Com., Brasil); Cloreto de zinco (Lab.
Synth, Brasil); Corante de Shorr (Dindmica Quimica, Brasil); DNA ladder 100bp
(Invitrogen, EUA); DNAse (Invitrogen, EUA); DNTP mix (Invitrogen, EUA); Eosina
(Lab. Synth, Brasil); Formaldeido (Dindmica Quimica, Brasil); Glutationa (Sigma
Chemical Co., EUA); Glutationa redutase (Sigma Chemical Co., EUA); Lauril sulfato
de sodio (Sigma Chemical Co., EUA); Malonaldeido (Sigma Chemical Co., EUA);
Meio de cultura (Nutriente de Ham F- 10 modificado, Cultilab Mat. Cult., Brasil);
Nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzido — NADPH (Sigma Chemical

Co., EUA); Oligonucleotideo iniciador - Oligo (dt) (Invitrogen, EUA); Paraplast (Sigma
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Chemical Co., EUA); Pentobarbital Sodico (Hypnol 3%, Fontoveter); Primers
(Invitrogen, EUA); RNase OUT inhibitor (Invitrogen, EUA); Solu¢do de Drabkin
(Ceaquim, Brasil); Super Script Il (Invitrogen, EUA); Taq DNA polimerase
(Invitrogen, EUA); T-butil hiproperoxido (Sigma Chemical Co., EUA);  Trizol

(Invitrogen, EUA); Xilol (Lab. Synth, Brasil).

3.3. Exposicédo a fumacga do cigarro

Foi utilizado o método descrito por Simani, Inoue e Hoogs (1974), que
utiliza um aparato especialmente projetado para expor os animais a fumaca de
cigarro (Figura 1). Os ratos foram colocados em uma cémara transparente
conectada ao aparato de fumar com um volume de aproximadamente 95x80x65 cm®.
Puffs de fumaca foram retirados do cigarro por vacuo e jogados na camara. A
fumaca foi liberada em uma taxa de 10 cigarros/ 30 minutos com intervalo de
descanso de 10 minutos. Este procedimento foi realizado duas vezes no periodo da
manha, até o final do periodo de tratamento que foi de 9 semanas, periodo este que
abrange um ciclo espermatico completo, que nos ratos é de aproximadamente 52
dias (RUSSELL; BRINSTER, 1996; FRANCA et al., 1998). Foi utlizado cigarro
comercial com a seguinte composi¢do: 0,7 mg de nicotina, 10 mg de alcatrdo e 10

mg de monoxido de carbono (dados fornecidos pelo fabricante).
3.4. Massa corporal e peso Umido dos 6rgdos da reproducdo masculina

Na manha seguinte ao término do tratamento, os animais dos diferentes
grupos experimentais foram pesados com auxilio de balanca apropriada.
Posteriormente, foram anestesiados com pentobarbital sddico (40 mg/ Kg), pela via

intraperitoneal (i.p.) e submetidos a laparotomia. Estando os animais ainda sob agéo
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do anestésico geral, o testiculo, o epididimo, a vesicula seminal e a prostata ventral
foram identificados (Figura 2) e removidos. Apés a secagem com papel de filtro
foram determinados o0s respectivos pesos Umidos dos Orgdos, empregando-se

balanca analitica.

Figura 1 - Aparato utilizado para a exposi¢cao a fumaca do cigarro

A B C

Figura 2 - Orgdos da reproducdo masculina

A) Testiculo; B) Epididimo; C) Vesicula seminal; D) Préstata Ventral

3.5. Determinacgao da concentracdo plasmatica de testosterona

Estando os animais sob acdo do anestésico geral (item 3.4), amostras de

sangue foram coletadas das artérias aorta abdominais, em seringas contendo
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heparina. Todo o0 experimento foi realizado sempre no mesmo horario.
Imediatamente apds a coleta, parte das amostras de sangue foi centrifugada (2500
rpm por 20 minutos a 2°C), sendo o plasma estocado a -20°C. A determinacdo da
concentracdo plasméatica de testosterona foi realizada por quimioluminescéncia,

sendo os resultados expressos em nanograma por decilitro (ng/ dL).

3.6. Andlise seminal

Logo apo6s a coleta do sangue (item 3.5), os espermatozoides foram
coletados por perfuragdo do ducto deferente (Figura 3 A). Posteriormente, foram
diluidos em 0,5 mL de meio de cultura (Nutriente de Ham F- 10 modificado, Cultilab
Mat. Cult., Brasil) e mantidos na chapa aquecedora a 37°C para a realizagdo da

andlise.

» Motilidade espermatica

Para esta avaliagdo 10 pL de espermatozoides diluidos foram colocados
na camara de contagem de Makler (Figura 3 B) e a leitura foi feita em microscopia
de fase no aumento de 100X. Foi realizada a contagem de duas amostras diferentes
de cada animal (Figura 3 C) sendo analisados 100 espermatozoides por amostra e

feita a média. Os padrdes foram:

» Progressivos: espermatozoides moéveis com progressdo rapida ou
lenta, com capacidade fertilizante;

= Na&o-progressivos: méveis sem progressao e espermatozoides imoveis
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» Concentracdo espermatica

Apbs a analise do padrdo de motilidade foi verificada a concentracédo dos
espermatozoides estimada em milhdes por mililitro. Para tanto foram utilizadas as
camaras de contagem de Makler preparadas no item anterior. Foi realizada a
contagem de duas amostras diferentes de cada animal, sendo que para cada
amostra foram realizadas trés contagens e feita a média. A leitura foi realizada em

microscopia de fase no aumento de 100X.

Figura 3 - Visualizacdo do material utilizado para a analise da motilidade e
concentracdo dos espermatozoides
A) Ducto deferente de rato; B) Camara de Makler; C) Amostra de espermatozoide

na camara de Makler vista ao microscopio (aumento de 100X)

» Vitalidade espermatica

Em um tubo foram acrescidos a 50 uL espermatozoides diluidos em meio
de cultura (Nutriente de Ham F- 10 modificado, Cultilab Mat. Cult., Brasil), uma gota
de eosina amarela a 3% e duas gotas de nigrosina a 8% e homogeneizados. Foram
confeccionados esfregacos e as laminas foram analisadas em microscopia de fase
com aumento de 400X (Figura 4). Para cada animal foram realizados dois

esfregacos e em cada um foi contabilizado um total de 100 células e feita a média.
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Figura 4 - Visualizacdo dos espermatozoides no teste de vitalidade

A) Espermatozoide vivo; B) Espermatozoide morto (aumento de 400X)

» Morfologia espermatica

Foram preparados dois esfregacos de sémen de cada animal, secados a
temperatura ambiente e fixados em alcool a 70% por 15 minutos. As laminas foram
coradas com hematoxilina e depois colocadas em corante de Shorr por 5 minutos.
Foram contados, no minimo, 200 espermatozoides por lamina com aumento de
1000X (Figura 5), sendo os espermatozoides classificados como morfologicamente

normais ou anormais (LINDER; SLOTT; SUAREZ, 1992).

Figura 5- Visualizacdo dos espermatozoides na avaliacdo morfolégica (normal ou

anormal) no aumento de 1000X
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3.7. Andlise histopatoldgica do testiculo

Posteriormente a determinacédo do peso Umido dos érgaos da reproducéo
(item 3.4), os testiculos direitos foram imersos em uma solucao fixadora de Alfac
(85% de alcool, 10% de formaldeido e 5% de acido acético). Apods uma pré-fixacéo
de 4 horas, os 6rgaos foram removidos do fixador e recortados, retornando em
seguida ao fixador. Apds 24 horas, a solucdo foi substituida por alcool 80° até o
processamento histolégico que consistiu na inclusdo do material em paraplast,
obtencéo de cortes com 5 um de espessura e coloragcdo com hematoxilina e eosina.
A avaliacéao histopatoldgica foi realizada utilizando-se cortes transversais do 6rgéo (3
cortes ndo consecutivos por animal), analisados em ensaio cego com auxilio de

microscopio de luz (Figura 6).

A inspecéo histopatoldgica foi realizada de modo quantitativo, analisando-
se 100 cortes de tubulos seminiferos por animal e classificando-os em normais ou
anormais. Os tubulos foram considerados anormais frente a presenca de células
acidofilas, células multinucleadas, esperméatides retidas, degeneragdo de tipos
celulares, vacuolizacdo do epitélio ou esfoliagdo de células na luz. O aspecto do

intersticio tubular foi avaliado de modo qualitativo.

Figura 6 - Microscopio 6ptico de luz utilizado
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3.8. Analise da expressao génica relativa do receptor de andrégeno na préstata

ventral e no testiculo

Posteriormente a determinacdo dos pesos Umidos, a prostata ventral e o

testiculo esquerdo foram armazenados a -80°C até o dia da analise.

A expressao de RNA mensageiro (RNAm) para o receptor de andrégeno
(AR) na prostata ventral e no testiculo esquerdo foi detectada em nosso laboratério
por transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da polimerase (RT-PCR)
semiquantitativo, utilizando-se o protocolo descrito no "Kit" SuperScript I

(Invitrogen, EUA) e "primers" especificos para o AR.
» Extracdo de RNA total

A préstata ventral e o testiculo esquerdo (100 mg) foram individualmente
imersos em 1 mL de solucdo Trizol, homogeneizados (Figura 7 A - Polytron-Ultra

Turrax/ T25) e submetidos ao protocolo Trizol de extracdo de RNA total.

Ao final da extracdo, as amostras de RNA total foram solubilizadas em 20
pL de &gua ultrapura. As concentracdes das amostras de RNA total foram
mensuradas por espectrofotometria (Figura 7 B - Biophotometer-Eppendorf®) no

comprimento de onda de 260 nm.
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A B

Figura 7 - Equipamentos utilizados para extracdo de RNA total

A) Homogeneizador; B) Espectrofotbmetro

» Transcricao reversa (RT)

A fim de evitar que uma eventual contaminacdo por DNA genbmico
interfira nos resultados, todas as amostras de RNA total foram tratadas com DNAse
antes de serem submetidas ao RT-PCR. Conforme as instrucbes do protocolo
DNAse | — Amplification Grade (Invitrogen, EUA), o volume da solu¢céo de RNA total
a ser tratado com DNAse foi calculado a fim de conter 1 ug de RNA total. A este
volume, foi adicionado 1 yL de tampao DNAse, 1 puL de DNAse | (1 unidade/ L) e
agua “RNAse free” suficiente para completar 10 pL. Essa solucdo permaneceu a
temperatura ambiente durante 15 minutos e, em seguida, foi acrescida de 1 pL de
EDTA (25 mM) e incubada a 65°C por 10 minutos. Apds esse procedimento, as
amostras foram transferidas para o gelo e imediatamente submetidas a reacdo de

transcricdo reversa.

Para a reagdo de transcri¢cdo reversa, foi utilizado o “kit* SuperScript IlI
(Invitrogen, EUA), cujo protocolo inicia-se pela adicdo em tubo estéril de 8 pL da
solucao de RNA total tratada com DNAse, 1 pL de oligonucleotideo iniciador Oligo

(dt) (500 pg/ mL), 1 pL de DNTP Mix (10 nM) e 3 uL de agua ultrapura. Essa
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solucéo foi incubada a 65° C por 5 minutos e, em seguida, sofreu uma segunda
incubacdo em gelo por 1,5 minuto. Apds essas etapas, foi adicionado a solugédo 4 pL
de tampéo “First Strand” 5X, 1 pL de DTT (0,1 M) e 1 puL de “RNAse OUT Inhibitor”
(40 unidades/ pL). Na sequéncia, foi acrescido 1 pL (200 U) de SuperScript Il
(transcriptase reversa) e iniciou-se a incubacdo, primeiramente a 50°C por 50
minutos, depois a 70°C por 15 minutos e, finalmente, em gelo por 2 minutos. As
amostras de DNA complementar (cDNA) foram mantidas em gelo para utilizagdo

imediata no PCR ou armazenadas (-20°C).

Figura 8 - Equipamento termociclador utilizado

» Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A préstata e o testiculo possuem receptores de andrégenos (VAN
ROIJEN et al.,, 1997), desta forma para a analise de AR na préstata utilizamos o
testiculo como controle positivo e para andlise no testiculo utilizamos a préstata.
Para as duas situacdes, utilizamos a agua como controle negativo em substituicdo

ao cDNA.

Seguindo a padronizagdo em nosso laboratério (PIFFER, 2009), como
controle interno das reagcGes de RT-PCR foi utilizado a amplificacdo do gene

constitutivamente expresso ciclofilina, a fim de testar a integridade das amostras de
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RNA e o0 sucesso da reacdo de transcricao reversa. Foram utilizadas as seguintes

sequéncias de oligonucleotideos iniciadores (“primers”):

Receptor de andrégeno (AR): sense: AAG CAG GGA TGA CTC TGG GA

antissense: GGA ATC AGG CTG GTT GTT GT

Ciclofilina: sense: ACG CCG CTG TCTCTT TTC

antissense: TGC CTT CTT TCA CCT TGC

O tamanho esperado para o produto amplificado por PCR é de 227 pares

de base (pb) para o receptor de andrégeno e de 440 pares de base para a ciclofilina.

A PCR para amplificagdo da ciclofiina e do gene-alvo (AR) foram
realizadas conforme o protocolo descrito a seguir: adicionou-se ao cDNA (1 pL); 2,5
pL de tampédo PCR 10X; 0,75 pL de MgCl, (50 mM); 0,5 puL de dNTP Mix (10 mM); 1
pL de oligonucleotideo iniciador “sense” (20 mM); 1 pL de oligonucleotideo iniciador
“antissense” (20 mM); 0,25 pL de Taq DNA polimerase (5 unidades/ pL) e agua
ultrapura para completar 25 pL. Em seguida, as amostras foram submetidas a
incubacdo a 94°C por 3 minutos em termociclador (Figura 8 - Mastercycler-

Eppendorf®) seguida pelas incubagdes ciclicas descritas abaixo:

» desnaturacdo: 94°C por 45 segundos;
» anelamento: 57°C por 45 segundos para a préstata e 61°C por 45
segundos para o testiculo;

= extensdo: 72°C por 1 minuto.
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Apos 26 ciclos para o gene da ciclofilina e 28 ciclos para o gene AR, as

amostras foram mantidas a 4°C.

» Eletroforese em gel de agarose

Os produtos da PCR (15 pL) foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose a 2% (Figura 9), voltagem constante de 100 Volts por uma hora e 30
minutos. O DNA “Ladder” 100bp foi utilizado como referéncia para avaliar o tamanho
dos fragmentos. Posteriormente, os géis foram colocados por 30 minutos em
solucao de brometo de etidio (5 ug/ mL). As imagens dos géis foram visualizadas a
luz ultravioleta (Figura 10 - GelVue UV Transilluminator, Syngene) e digitalizadas
através do sistema de captura de imagem (Figura 10 - DigiGenius, Fuji Finepix
S95000 Digital Camera). Para a validagéo e ensaios do RT-PCR semiquantitativo, a

intensidade das bandas foi determinada por densitometria computadorizada.

Figura 9 - Fonte de energia e cuba utilizada na eletroforese
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Figura 10 - Sistema de visualizagdo do gel de agarose e de captacdo de imagem

3.9. Determinacéo de malonaldeido no testiculo

A determinacdo de malonaldeido (MDA) no testiculo foi realizada de
acordo com o método descrito por Zingarelli, Szabo e Salzman (1999), seguindo

algumas modificacdes.

As amostras do testiculo esquerdo foram homogeneizadas em solugéo de
KCl a 1,15% na proporgdo de 1:5. O homogenato foi centrifugado a 9000 rpm
durante 10 minutos a 4°C. Foram utilizados 400 pL do sobrenadante, que foi
adicionado em tubo de vidro com tampa de rosca, ao qual também foram
adicionados 200 pL de lauril sulfato de sodio a 8,1%; 1500 puL de &cido acético a
20% com pH 3,5; 1500 pL de &cido tiobarbiturico a 0,8% diluido em acido acético e
400 pL de adgua destilada. Para curva padréo, foram utilizados 100 pL de diferentes

concentracBes de malonaldeido, 700 uL de 4gua destilada e os demais reagentes.

Os frascos contendo essa mistura foram colocados em banho-maria a
95°C durante uma hora. Apés isso, as amostras foram transferidas para microtubos

e centrifugadas a 4000 rpm durante 10 minutos. Posteriormente, 200 uL do
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sobrenadante foram colocados em placa de 96 pocos e a leitura foi realizada em
espectrofotdmetro (Figura 11 - PowerWave 340 - BioTek®) a 532nm. O valor da
concentracdo de MDA foi multiplicado por 50 e os resultados foram expressos em

nanomoles/ grama de tecido (nM/ g de testiculo).

Figura 11 - Sistema de leitura por espectrofotometria

3.10. Analise dos marcadores de estresse oxidativo no sangue

Parte das amostras de sangue coletadas no item 3.5 foi centrifugada a
1200 rpm por 10 minutos a 4°C e, ap0s esse procedimento, foi retirado o plasma,
glébulos brancos e plaquetas por aspiracdo. Em seguida, as hemacias foram
lavadas trés vezes com tampdao salina fosfato (PBS), centrifugando esta suspenséo
a 3500 rpm a 4°C por um minuto. Em um microtubo foi acrescentado 100 pL das
hemécias lavadas e 1900 pL de agua deionizada, o qual foi agitado por inversao
para obtencdo do hemolisado. Este hemolisado foi utilizado para as determinagdes
de: hemoglobina (Hb), grupos tidis (SH) e atividade da superéxido dismutase (SOD).
Para a determinacdo da atividade enzimatica de glutationa peroxidase (GSH-Px), foi
adicionado 50 pL da hemacia lavada e 950 pL de solucdo estabilizadora (2,7 mM

EDTA e 0,7 mM 2-mercaptoetanol). As técnicas empregadas para determinacdo dos
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biomarcadores antioxidantes seguiram a metodologia modificada de Ferreira,

Machado e Matsubara (1999).

» Determinacdo da hemoglobina

Para determinacao da hemoglobina, 20 pL do hemolisado foram diluidos
e agitados em 2 mL de solugédo de Drabkin. Ap6s 10 minutos de repouso, a leitura
da absorbancia foi realizada em espectrofotbmetro a 546 nm e o resultado foi

expresso em gramas por decilitro (g/ dL) (DE SOUZA et al., 2010).

» Determinacdo de malonaldeido

Em um tubo foi adicionado 1 mL de acido sulfossalicilico a 3% e 1 mL de
hemolisado. Posteriormente, este tubo foi agitado por 10 segundos, centrifugado a
11000 rpm por 3 minutos e deixado em repouso durante 15 minutos. Em seguida, foi
retirada uma aliquota (500 puL) do sobrenadante ao qual foi adicionado 500 uL de
acido tiobarbitarico a 0,67%. A mistura foi aquecida a 80°C por 30 minutos e a
absorbancia determinada em espectrofotdmetro com comprimento de onda de 535
nm. Os resultados foram expressos em nanomoles por grama de hemoglobina (nM/

g Hb) (DE SOUZA et al., 2010).

» Determinacdo da concentracdo de grupos tibis

A concentracdo de grupos tidis foi determinada pela adicdo da forma
reduzida da nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato (NADPH), que inicia a
reacdo enzimatica da glutationa com o &cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoico (DTNB)
formando o acido 2-nitro-5-tiobenzoico. A reacao consiste na adigdo de 1290 uL de

agua destilada, 200 pL de tampéo Tris/HCI (EDTA 1M; pH 8,0; 5 mM), 200 uL de 10
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U/ mL de glutationa redutase (GSH-Rd), 200 pL de NADPH (2 mM) e 100 uL de
DTNB (12 mM) a 10 pL de hemolisado. Para obtencao da curva padréo, foi realizado
0 mesmo ensaio, substituindo-se a amostra de hemolisado por 10 pL de solugéo
padrdo 1:1000 glutationa oxidada (GSSG) a 33 mM. A absorbancia foi determinada
em espectrofotbmetro com comprimento de onda de 412 nm. A concentracdo de
grupos tiois foi expressa em micromoles do substrato reduzido por grama de

hemoglobina (uM/ g Hb) (DE SOUZA et al., 2010).

» Determinacéo da atividade da glutationa peroxidase

A determinagéo da atividade da GSH-Px foi realizada pelo monitoramento
da oxidacdo do NADPH. A reacao consiste na adicao de 1300 pL de agua destilada,
200 pL de tampéo Tris/HCI (EDTA 1M; pH 8,0; 5 mM), 200 uL de 10 U/ mL de
glutationa redutase (GSH-Rd), 200 uL de NADPH (2 mM), 40 uL de glutationa (0,1
M) a 40 uL de hemolisado. A mistura foi agitada em voértex durante 10 segundos. Em
seguida, foram adicionados 20 pL de T-Butil hidroperdxido (7 mM) e mantida a 37°C
durante 10 minutos. A absorbancia foi determinada em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 340 nm. A atividade da GSH-Px foi expressa em unidades
de atividade enziméatica por miligrama de hemoglobina (U/ mg Hb) (DE SOUZA et al.,

2010).

» Determinacéo da atividade de superéxido dismutase

A atividade total de SOD foi determinada pela sua capacidade de inibir a
auto-oxidacdo do acido pirogalico (pirogalol) pelo &nion superoxido. A reacdo
consiste na adicdo de 100 pL de tampéo Tris/HCI (EDTA 1M; pH 8,0; 5 mM), 20 uL

de pirogalol 10 mM e 860 pL de agua deionizada a 20 pL de hemolisado. A
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absorbancia foi determinada em espectrofotdmetro com comprimento de onda de
420 nm. A quantidade de SOD capaz de produzir 50% de inibicdo da oxidagéo do
pirogalol por miligrama de hemoglobina é definida como uma unidade de atividade

enzimatica expressa em U/ mg Hb (DE SOUZA et al., 2010).

3.11. Analise dos resultados

Foram determinadas as médias + erro padrdo da média ou medianas e
intervalo interquartil (1Q2s0-1Q7s0) dos resultados obtidos nos diferentes grupos
experimentais. Para a interpretacao, foi realizada analise de Variancia seguida de
testes estatisticos a posteriori, de acordo com as caracteristicas de cada dado

obtido.

Foram consideradas significantes as diferencas associadas a

probabilidade p<0,05.

Para a avaliagdo estatistica foi utilizado o programa INSTAT 3.0

(GraphPad Software).
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4. Resultados

4.1. Massa corporal, peso Umido dos 6rgdos da reproducdo masculina e

concentracdo plasmatica de testosterona

Pela analise da Figura 12, verifica-se uma reducdo da massa corporal dos
animais dos grupos expostos a fumaca do cigarro (G2) em relacdo ao grupo
Controle (Gl1), indicando que a exposicdo a fumaca do cigarro reduz

significativamente a massa corporal dos animais machos utilizados.

Os resultados do peso Umido dos 6rgdos da reproducdo (testiculo,
epididimo, prostata ventral e vesicula seminal) e secre¢do da vesicula seminal estéo
apresentados na Tabela 1. Podemos observar um aumento significativo do peso
umido do testiculo no G3 em relagdo ao G2, mostrando um efeito do zinco sobre
este 6rgdo. O peso umido dos demais 6rgaos bem como da secrecdo da vesicula

seminal ndo se mostraram alterados entre 0s grupos.

A concentracdo plasmatica de testosterona mostrou-se aumentada no G3

em relacdo ao G2 (Figura 13), indicando um efeito do zinco sobre este parametro.
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Figura 12 - Massa corporal (g) dos animais do G1 (Controle), G2 (Cigarro) e G3
(Cigarro/Zinco)

Valores expressos em média *+ erro padrdo da média, p<0,05, teste de analise de
variancia (ANOVA) complementada com teste de compara¢des mdaltiplas de Tukey-

Kramer. * p<0,05 (G1 x G2)
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Tabela 1 - Peso umido (g) dos o¢rgdos da reproducdo masculina (testiculo,
epididimo, prostata ventral e vesicula seminal com secrecao) e secrecdo da vesicula

seminal dos animais do G1 (Controle), G2 (Cigarro) e G3 (Cigarro/Zinco)

Grupos Experimentais

G1 (Controle) G2 (Cigarro) G3 (Cigarro/Zinco)
N=10 N=10 N=8

Testiculo (g) 1,74 £ 0,04 1,69 + 0,04 1,92 +0,07 §
Epididimo (g) 0,65+ 0,02 0,63 £0,03 0,65 + 0,04
Préstata ventral () 0,47 £ 0,03 0,48 £ 0,04 0,43 £0,04
Vesicula seminal com 0,76 £ 0,04 0,88 +£0,03 0,85 + 0,05
secrecéo (g9)

Secrecéo vesicular (g) 0,47 £ 0,03 0,47 £0,03 0,41 +0,04

Valores expressos em média + erro padrdo da média, p<0,05, teste de analise de
variancia (ANOVA) complementada com teste de compara¢des multiplas de Tukey-

Kramer. § p<0,05 (G2 x G3)

4.2. Analise seminal

A Figura 14 apresenta os resultados da concentragdo espermatica dos
animais dos trés grupos experimentais. Pode-se observar uma reducéo significativa
desta concentracdo no grupo Cigarro (G2) tanto em relacdo a G1 quanto em relacéo

a G3, demonstrando um possivel papel protetor do zinco sobre este parametro.

Pela analise da Tabela 2, pode-se observar uma reducao significativa na
porcentagem de espermatozoides progressivos, vivos e morfologicamente normais

no grupo exposto a fumaca do cigarro (G2) em relacao ao grupo Controle (G1).
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Figura 13 - Concentracdo plasmatica de testosterona (ng/ dL) dos animais do G1
(Controle), G2 (Cigarro) e G3 (Cigarro/Zinco)

Valores expressos em média + erro padrdo da média, p<0,05, teste de analise de
variancia (ANOVA) complementada com teste de compara¢des mdaltiplas de Tukey-

Kramer. 8§ p<0,05 (G2 x G3)
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Figura 14 - Concentracdo espermética (milhdes/ mL) dos animais do G1 (Controle),
G2 (Cigarro) e G3 (Cigarro/Zinco)

Valores expressos em média *+ erro padrdao da média, p<0,05, teste de analise de
variancia (ANOVA) complementada com teste de compara¢fes multiplas de Tukey-

Kramer. * p<0,05 (G1 x G2); 8 p<0,05 (G2 x G3)



46

Tabela 2 - Andlise seminal (motilidade, vitalidade e morfologia) dos animais do G1

(Controle), G2 (Cigarro) e G3 (Cigarro/Zinco)

Grupos Experimentais

G1 (Controle) G2 (Cigarro) G3 (Cigarro/Zinco)

N=10 N=10 N=8
Espermatozoides 25,50 18,50 22,00
progressivos (%) (22,75 - 28,75) (15,00 - 23,25)* (18,00 - 23,00)
Espermatozoides 98,50 96,00 97,00
vivos (%) (98,00 - 99,00) (95,00 - 97,00)* (96,00 - 97,00)
Espermatozoides 99,00 95,50 97,00
morfologicamente (98,00 - 99,00) (93,00 - 96,75)* (97,00 - 98,00)

normais (%)

Valores expressos em mediana e intervalo interquartil (IQ2s%-1Q7s%), p<0,05, teste de
Kruskal-Wallis complementado com teste de compara¢des multiplas de Dunn.

* p<0,05 (G1 x G2)

4.3. Andlise histopatolégica do testiculo

A Tabela 3 apresenta os resultados da analise histopatoldgica quantitativa
realizada no testiculo dos animais dos trés grupos experimentais. Nao houve
diferenca estatisticamente significante na porcentagem de tubulos seminiferos
normais entre os grupos. A Figura 15 ilustra o aspecto histoldgico dos testiculos dos

animais pertencentes aos grupos experimentais.
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Tabela 3 - Andlise histopatolégica do testiculo dos animais do G1 (Controle), G2

(Cigarro) e G3 (Cigarro/Zinco)

Grupos Experimentais

G1 (Controle) G2 (Cigarro) G3 (Cigarro/Zinco)
N=7 N=7 N=7
Tabulos 97,00 96,00 95,00
seminiferos (94,00 - 97,00) (92,50 - 96,00) (93,50 — 97,00)

normais (%)

Valores expressos em mediana e intervalo interquartil (1Q2s%-1Q75%). Nao houve

diferenca significativa entre os grupos; p>0,05, teste de Kruskal-Wallis.

4.4. Andlise da expressao génica relativa do receptor de andrégeno na prostata

ventral e no testiculo

A Figura 16 mostra os géis representativos dos produtos amplificados por
RT-PCR do RNA total extraido do testiculo e préstata ventral dos animais dos
grupos experimentais para andlise da expressdo génica relativa do receptor de
andrdégeno, baseando-se na expressao do gene da ciclofilina. Nao houve diferenca
significativa deste pardmetro entre os trés grupos experimentais, conforme podemos

observar na Tabela 4.
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Figura 15 — Fotomicrografias de cortes transversais dos testiculos dos animais do
G1 (Controle), G2 (Cigarro) e G3 (Cigarro/Zinco)

A) Tdbulos seminiferos do G1, aumento de 200X; B) Tubulos seminiferos do G1,
aumento de 400X; C) Tubulos seminiferos do G2, 200X; D) Tubulos seminiferos do

G2, 400X; E) Tdbulos seminiferos do G3, 200X; F) Tubulos seminiferos do G3,

400X; Ep= Epitélio; In= Intersticio; * = LUmen com espermatozoides
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Figura 16 - Géis representativos dos produtos amplificados por RT-PCR do RNA
total extraido do testiculo e préstata ventral dos animais do G1 (Controle), G2
(Cigarro) e G3 (Cigarro/Zinco), usando “primers” especificos para o gene ciclofilina e

receptor de andrégeno
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Tabela 4 - Analise da expressdo génica relativa do receptor de andrégeno no
testiculo e na préstata ventral dos animais do G1 (Controle), G2 (Cigarro) e G3

(Cigarro/Zinco)

Grupos Experimentais

G1 (Controle) G2 (Cigarro) G3 (Cigarro/Zinco)
N=5 N=5 N=5
Testiculo 1,77 £ 0,12 1,86 +0,14 1,96 + 0,15
Préstata ventral 1,36 + 0,09 1,24 £ 0,10 1,12 £ 0,07

Valores expressos em média = erro padrdo da meédia. Ndo houve diferenca

significativa entre os grupos; p>0,05, teste de analise de varidncia (ANOVA).

4.5. Concentracdo de malonaldeido no testiculo

A concentracdo de MDA, produto da lipoperoxidacdo, no testiculo
mostrou-se aumentada no G2 tanto em relacdo a G1 como em relagéo a G3 (Figura
17), indicando que a exposicdo a fumaca do cigarro leva a uma maior
lipoperoxidacdo e que a suplementacdo com zinco consegue prevenir esta

alteracao.
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Figura 17 - Concentracdo de malonaldeido no testiculo (nM/ g de testiculo) dos
animais do G1 (Controle), G2 (Cigarro) e G3 (Cigarro/Zinco)

Valores expressos em média *+ erro padrdao da média, p<0,05, teste de analise de
variancia (ANOVA) complementada com teste de compara¢fes multiplas de Tukey-

Kramer. * p<0,05 (G1 x G2); § p<0,05 (G2 x G3)

4.6. Andlise dos marcadores de estresse oxidativo no sangue

A Tabela 5 apresenta os resultados da analise dos marcadores de
estresse oxidativo no sangue dos animais dos grupos Controle, Cigarro e
Cigarro/Zinco. Observamos um aumento significativo na concentracdo de MDA no
G2 em relagdo a G1, mostrando que a exposicao a fumaga do cigarro leva a uma
maior lipoperoxidagdo. O G2 apresentou um aumento da concentracdo de grupos

tiis (SH) em relagdo a G1 e uma menor concentracdo quando comparado ao G3.
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Houve também um aumento da atividade da superéxido dismutase (SOD) no G2 em
relacdo ao G1, mas nao foi detectada qualquer diferenga na atividade da glutationa

peroxidase (GSH-Px).

Tabela 5 - Determinacdo da concentracdo de hemoglobina (g/ dL), malonaldeido
(nM/ g Hb), grupos tidis (UM/ g Hb) e da atividade da glutationa peroxidase (U/ mg
Hb) e superoxido dismutase (U/ mg Hb) no sangue dos animais do G1 (Controle), G2

(Cigarro) e G3 (Cigarro/Zinco)

Grupos Experimentais

G1 (Controle) G2 (Cigarro) G3 (Cigarro/Zinco)
N=7 N=7 N=7
Hb (g/ dL) 1,10+ 0,04 1,10+ 0,01 1,16 £ 0,02
MDA (nM/ g Hb) 751,79 + 54,26 1213,01 + 181,11*  1060,25 + 109,87
SH (uM/ g Hb) 16,22+ 0,78 21,29 + 0,55* 25,730,718
GSH-Px (U/ mg Hb) 3,82+0,34 3,44 +0,21 2,61 +0,33
SOD (U/ mg Hb) 9,18 £ 0,14 10,16 + 0,14* 9,78 + 0,28

Valores expressos em média *+ erro padrdo da média, p<0,05, teste de analise de
variancia (ANOVA) complementada com teste de compara¢des multiplas de Tukey-

Kramer. * p<0,05 (G1 x G2); § p<0,05 (G2 x G3)
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5. Discussao

O tabagismo € considerado um risco a salde de fumantes ativos e
passivos e pode estar relacionado ao estado de subfertilidade, que é qualquer forma
e grau de reducdo da fertilidade, e infertilidade tanto feminina como masculina. Ha
um particular interesse nos fatores ambientais e estilo de vida implicados na
subfertilidade e infertilidade, uma vez que diferentemente das causas genéticas,
medidas curativas e/ou preventivas podem ser acrescentadas ao tratamento. E
importante considerar que futuros pais ndo somente cessem o habito de fumar como
também evitem a exposicdo a fumaca do cigarro, ou seja, o fumo passivo
(POLYZOS et al.,, 2009). Confirmou-se no presente estudo que a exposicdo a
fumaca do cigarro, de fato, é prejudicial aos pardmetros seminais e reprodutivos
masculinos. Além disso, 0 estresse oxidativo pode ser um mecanismo envolvido
com as disfuncBes encontradas e um possivel papel protetor do zinco pode também

ser observado em alguns parametros analisados.

No presente estudo, utilizando rato como modelo animal, a massa
corporal dos grupos expostos a fumaga do cigarro (G2) mostrou-se reduzida quando
comparada ao grupo controle (G1). Isto indica que a exposi¢do a fumaga do cigarro
leva a perda de massa corporal e que a suplementagdo com zinco nao é capaz de
prevenir esta alteragdo. Este resultado corrobora com estudo realizado
anteriormente em nosso laborat6rio, no qual foi observada uma perda de massa
corporal nos animais expostos a fumacga do cigarro no dia zero de abstinéncia e um
aumento deste mesmo parametro aos 60 dias de abstinéncia a fumaca do cigarro
(SANKAKO, 2008). Esta reducdo da massa corporal € documentada em humanos,

sendo que alguns individuos, principalmente adolescentes, adquirem este habito na
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tentativa de perder peso (JOHNSON et al., 2009). Consequentemente, durante a
abstinéncia deste habito, estes individuos passam por diversas mudancas incluindo
aumento de apetite e ganho de peso corporal (ROSAS; BAPTISTA, 2002; GUERRA,
2004). Estas alteracGes podem ter ocorrido devido ao efeito metabdlico da nicotina
(NERIN et al., 2007). Bellinger et al. (2010) mostraram que a administracdo de
nicotina em ratos induziram uma reducédo na massa corporal que nao foi resultante
de um aumento da taxa metabolica, mas sim devido a uma reducdo na ingestao de
alimento. Desta forma, 0 mecanismo exato que a nicotina afeta o comportamento de
ingestdo de alimento precisa ser elucidado, entretanto, ha algumas sugestdes: 0s
neuropeptideos como neuropeptideo Y (BISHOP; PARKER; COSCINA, 2002) e
horménios peptideos como leptina (KLEIN; CORWIN; CEBALLOS, 2004) podem
estar envolvidos. O neuropeptideo Y é um potente estimulante para a ingestdo de
alimento e pode ter sua quantidade reduzida por indugdo da nicotina. Por outro lado,
a leptina, que é um regulador negativo da ingestédo de alimento, atua como molécula
sinalizadora, comunicando o nivel de reserva de gordura corporal ao hipotadlamo e
pode estar aumentada na presenca de nicotina. Além disso, a nicotina também pode
aumentar a liberacdo de neurotransmissores incluindo dopamina e serotonina que

sdo inibidores da ingestéo de alimento (YANG et al., 1999).

A concentracdo plasmatica de testosterona mostrou-se aumentada no
grupo exposto a fumaca do cigarro e que foi suplementado com zinco (G3) quando
comparado ao grupo que somente foi exposto a fumaca do cigarro (G2), mostrando
um efeito modulador do zinco sobre este parametro. Apesar de n&o termos
detectado diferenca significativa entre o grupo controle e o grupo exposto a fumaca
do cigarro, Yamamoto et al. (1998) e Kapawa et al. (2004) observaram baixos niveis

de testosterona em ratos expostos a fumaca do cigarro e Trummer et al. (2002)



55

relataram reducao no nivel de testosterona em homens fumantes. Provavelmente, o
tempo de exposicao a fumaca do cigarro (60 dias) ndo tenha sido suficiente para

podermos obter resultados compativeis com os trabalhos anteriormente citados.

Com relacdo ao peso Umido dos o6rgdos da reproducdo masculina,
detectamos um aumento significativo no peso Umido do testiculo dos animais do
grupo Cigarro/Zinco (G3) quando comparado aos animais do grupo Cigarro (G2) que
somente foram expostos a fumaca do cigarro. Este resultado é condizente com a
concentracdo plasmatica de testosterona encontrada no presente estudo, uma vez
gue a testosterona é produzida nos testiculos e os mesmos dependem deste
hormbénio para se desenvolver e exercer suas funcdes. Diversos estudos tanto
experimentais (MANSOUR et al., 1989; HAMDI; NASSIF; ARDAWI, 1997) como em
humanos (LEAKE; CHISHOLM; HABIB, 1984; PRASAD et al, 1996) tém
demonstrado que uma dieta deficiente em zinco leva a uma reducdo da
concentracdo de testosterona, mostrando que existe um acdo direta do zinco na
esteroidogénese testicular e corrobora com a sugestdo de que o hipogonadismo
relacionado com a deficiéncia de zinco resulta principalmente de mudancas na
esteroidogénese testicular ou de falha nas células de Leydig. Em adicdo, Mansour et
al. (1989) acrescentaram que ratos com deficiéncia de zinco além de apresentarem
reducdo da concentracéo de testosterona quando comparado ao grupo controle e ao
grupo suplementado com zinco, apresentaram também reducédo da atividade da 3
beta-hidroxiesteroide desidrogenase, importante enzima envolvida na biossintese da
testosterona. Hesketh (1982) observou em estudo com javalis mediante a uma dieta
deficiente em zinco alterac¢des ultraestruturais nas células de Leydig, indicando que
0 zinco pode estar envolvido com a fungdo destas células produtoras de

testosterona. Merrells et al. (2009) observaram que a deficiéncia de zinco na dieta
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leva a uma reducdo do peso do testiculo e um aumento de espermatozoides
morfologicamente anormais, sugerindo que esta associagao seja precedida por uma

composicao alterada dos &cidos graxos da membrana destas células.

Uma reducdo na concentracdo de espermatozoides, na porcentagem de
espermatozoides vivos, na porcentagem de espermatozoides progressivos e na
porcentagem de espermatozoides morfologicamente normais foi encontrada nos
ratos expostos a fumaca do cigarro (G2) quando comparados aos animais controles
(G1). Em um estudo anterior realizado em nosso laboratério foi observada a
permanéncia de efeitos prejudiciais na concentracdo espermatica, nas porcentagens
de espermatozoides progressivos e morfologicamente normais durante periodos de
abstinéncia a exposicdo a fumaca do cigarro. Além disso, foi observada recuperacao
espontanea destes parametros durante um ciclo espermatico completo (cerca de 52
dias nos ratos) apds cessar a exposicdo (SANKAKO, 2008). Os parametros
seminais podem fornecer informacgdes valiosas sobre o potencial toxico reprodutivo
(SEED et al., 1996). Em humanos, ha relatos de que os fumantes apresentam
concentragdo espermatica reduzida (KUNZLE et al., 2003; RAMLAU-HANSEN et al.,
2007; LIU et al., 2010), menores porcentagens de espermatozoides molveis
(SOFIKITIS et al, 1995; KUMOSANI et al., 2008; LIU et al., 2010) e de
espermatozoides morfologicamente normais (SOFIKITIS et al., 1995; KUNZLE et al.,
2003; LIU et al., 2010). O habito de fumar foi também correlacionado a retengéo
anormal de residuos citoplasmaticos nos espermatozoides, o que caracteriza uma
morfologia anormal, prejudicando sua funcdo (MAK et al.,, 2000). Ja em ratos,
Kapawa et al. (2004) e Yamamoto et al. (1998) observaram que a exposi¢do a
fumaca do cigarro provocou redug¢des na concentragdo espermatica e/ou em sua

motilidade. A correlagdo potencial entre parametros seminais e um agente que
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altera a fungéo reprodutiva masculina € maior em humanos que em animais. Desta
forma, € prudente assumir que muitas alterac6es da funcdo reprodutiva que nao
afeta a taxa de nascimento em uma populacdo de mamiferos infra-humanos podem

causar falhas reprodutivas em humanos (AMANN, 1986).

Ainda com relacdo aos parametros seminais, observamos um efeito
benéfico do zinco sobre a concentracdo espermatica, uma vez que O grupo
Cigarro/Zinco apresentou um aumento com relacdo grupo Cigarro. Um fato
interessante é que em fumantes a concentracdo sérica de zinco parece estar
reduzida (UZ et al., 2003). Ademais, a concentracdo do zinco no plasma seminal
parece também estar reduzida nos fumantes e isto esta relacionada aos prejuizos
encontrados nos parametros seminais (LIU et al., 2010). Abbasi et al. (1980)
observaram em humanos que uma restricdo de zinco na dieta leva a uma reducéo
da contagem espermatica, sendo que esta oligospermia é reversivel com uma

suplementacdo com zinco.

N&o detectamos diferencas significativas entre os grupos na andlise
histopatologica do testiculo. Entretanto, ha relatos de que ratos expostos a fumaca
do cigarro apresentaram menor numero de células da linhagem germinativa
(RAJPURKAR; LI; DHABUWALA, 2000; AHMADNIA et al., 2007), de Sertoli
(AHMADNIA et al., 2007) e de Leydig (YARDIMCI et al., 1997, AHMADNIA et al.,
2007), além de degeneragéo da ultima (YARDIMCI et al., 1997). Esta discordancia
de resultados pode ser devido a diferenca entre os protocolos utilizados, uma vez
gue os estudos acima citados expuseram 0s animais por um periodo e taxa

superiores ao do presente estudo. A ndo observacao de tais diferencas significativas
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nao exclui disfuncéo das células presentes no testiculo frente a exposi¢do a fumacga

do cigarro, bem como um papel importante do zinco sobre estas células.

Os androgénios sao criticos hormbnios esteroides que determinam o
fendtipo masculino. Suas acdes sao mediadas por receptores de andrégenos que
guando ligados ao horménio androgénico translocam-se ao ndcleo e regulam a
expressdo de genes responsivos aos androgénios. O gene que codifica os
receptores de andrégenos estao presentes no cromossomo X (BRINKMANN et al.,
1989), existindo, portanto, em ambos 0s sexos. A préstata, a vesicula seminal,
epididimo e testiculo que sdo 6rgdos da reproducdo masculina possuem receptores
para os andrégenos (BLOK et al.,, 1992; VAN ROIJEN et al., 1997) e assim sdo
dependentes destas substancias para se desenvolver e exercer suas funcdes. No
presente estudo, analisamos a expressao génica relativa do receptor de andrégenos
por RT-PCR semiquantitativo. N&o detectamos diferencas estatisticamente
significantes entre os grupos nos dois érgaos analisados: testiculo e prostata ventral.
Apesar de termos observado alteracées importantes no testiculo como ja foi
discutido anteriormente, temos uma indicacdo de que o protocolo utilizado n&o gera
alteracao a nivel de expressao génica. Mais uma vez aqui, acreditamos que o tempo
de exposi¢cdo a fumaca do cigarro ndo tenha sido suficiente para induzir a alteractes

nesta expressao. Na literatura ndo ha relatos de estudos semelhantes.

Um dos possiveis mecanismos pelo qual o cigarro leva a danos aos
parametros reprodutivos masculinos € o estresse oxidativo associado a espécies
reativas do oxigénio. Isto merece grande importancia pelo fato de que
diferentemente das células somaticas, as células espermaticas possuem uma

composigao lipidica especifica com elevada quantidade de acidos graxos saturados
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e poliinsaturados que sdo substratos da peroxidacao lipidica. Com o intuito de
observar tal alteragdo analisamos a concentracao de malonaldeido (MDA), produto
desta reacdo de peroxidacdo, no sangue e no testiculo dos animais dos trés grupos
experimentais. No sangue verificamos que o grupo Cigarro (G2) apresentou uma
guantidade de MDA superior ao do grupo Controle (G1). Ja no testiculo observamos
esta mesma alteracdo, além de detectarmos que o grupo exposto a fumaca do
cigarro e suplementado com zinco (G3) apresentou uma concentracdo de MDA
inferior ao do grupo somente exposto a fumaca do cigarro (G2). Com base nestes
resultados, a exposicdo a fumaca do cigarro leva realmente a uma maior
lipoperoxidacdo e a suplementacdo com zinco pode prevenir esta alteracdo no
testiculo. Esta maior lipoperoxidacdo, demonstrada pelo aumento da concentracdo
de malonaldeido, tem sido relatada tanto em fumantes ativos como passivos de
ambos os sexos (ORHAN; EVELO; SAHIN, 2005; SOLAK et al., 2005; YOKUS et al.,
2005) e também em animais expostos a fumacga do cigarro (OZYURT et al., 2006;
KIRAL; ULUTAS; FIDANCI, 2008). Além disso, alguns estudos tracaram uma
correlacéo entre a lipoperoxidagdo e os parametros seminais. Abdallah et al. (2009)
observaram uma correlagdo positiva entre os niveis de MDA com anomalia
acrossdmica e presenca de goticulas citoplasmatica residuais nos espermatozoides.
Posteriormente, Shamsi et al. (2010) detectaram uma correlacdo positiva entre o
nivel de MDA no sangue e as porcentagens de espermatozoides com morfologia
anormal e mortos e também uma correlacdo negativa entre o MDA, tanto no sangue
como no plasma seminal, com a motilidade progressiva dos espermatozoides.
Segundo estes autores o aumento da lipoperoxidacdo pode resultar em perda da

integridade e fluidez da membrana, aumento da permeabilidade celular, danos na
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estrutura do DNA, inativacdo de enzimas, reducdo do potencial fertilizante dos

espermatozoides e morte celular.

A concentracdo de grupos tidis e atividade da SOD mostraram-se
aumentadas no grupo Cigarro com relacdo ao controle e ndo foi detectada qualquer
diferenca significativa na atividade da GSH-Px. De acordo com o0s resultados
obtidos, podemos sugerir que frente a lipoperoxidacéo exacerbada promovida pela
exposicao a fumaca do cigarro, observada pelo aumento de MDA, houve ativacéo do
sistema antioxidante, evidenciado pelos aumentos da concentracdo de grupos tidis e
da atividade da SOD no Grupo Cigarro. Apesar desta maior ativacdo do sistema
antioxidante, ndo houve prevencdo da elevada lipoperoxidacdo neste grupo (G2).
Por outro lado, o grupo Cigarro/Zinco apresentou uma maior concentracdo de
grupos tiéis que o Grupo Cigarro, demonstrando que a suplementag¢édo com zinco foi
capaz de induzir esta elevacédo e como consequéncia reduzir o estresse oxidativo no
testiculo. Yokus et al. (2005) observaram um aumento da atividade da SOD e
reducdo da atividade de GSH-Px nos fumantes ativos e passivos quando comparado
ao grupo ndo fumante. Zahraie et al. (2005) observaram um aumento da atividade
da enzima Cu/Zn-SOD em fumantes, reducéo no nivel de selénio sérico, no entanto,
nao detectaram diferencas significativas na atividade da GSH-Px e niveis séricos de
cobre, zinco e ferro. Orhan, Evelo e Sahin (2005) observaram tanto reducdo da
atividade da SOD como também da GSH-Px. J& Solak et al. (2005) verificaram uma
reducdo da atividade da GSH-Px nos fumantes além de uma correlagdo negativa
entre esta atividade enzimética e o nivel de MDA. Até o momento ndo esta claro
como o cigarro induz o estresse oxidativo. Em alguns estudos a nicotina e o cadmio
podem estar relacionados com a producdo oxidante em consequéncia do habito de

fumar (SZUSTER-CIESIELSKA et al., 2000; NEUNTEUFL et al., 2002). Por outro
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lado, o tabagismo pode causar estimulacdo da resposta inflamatéria (SHER et al.,
1999) que pode acarretar em elevacdo da atividade da Cu/Zn-SOD. Segundo
Shamsi et al. (2010) uma correlagdo positiva da contagem espermatica com a SOD
sanguinea pode ser estabelecida e indicar que a avaliacdo de SOD poderia ser um
indicador da andlise do meio oxidante dos espermatozoides e também ser um
parametro bioquimico para quantificar a concentracdo espermatica. Estes autores
também observaram uma correlacédo positiva entre a SOD do plasma seminal e as
porcentagens de espermatozoides morfologicamente anormais e mortos. Neste
mesmo sentido, Abdallah et al. (2009) observaram uma correlacdo positiva entre a
concentracdo de MDA e a atividade da SOD e ainda sugeriram que a avaliagdo dos
status oxidativo e antioxidante devem ser tomados como uma importante ferramenta

para o diagnostico e tratamento da infertilidade masculina.

Ozyurt et al. (2006) analisaram um aumento da concentracdo de MDA nos
testiculos de ratos expostos a fumaca do cigarro, indicando que o cigarro leva a uma
maior lipoperoxidacdo do testiculo e que uma suplementacdo com o éster feniletil do
acido cafeico, composto do propolis e que possui diversas atividades inclusive
capacidade antioxidante, é eficaz em prevenir esta alteracdo. Além disso,
verificaram a atividade da superdxido dismutase que se mostrou aumentada no
grupo somente exposto a fumaca do cigarro tanto com relacdo ao grupo controle
como também ao grupo exposto a fumacga do cigarro e que foi suplementado com o
éster. Com relacao a atividade da glutationa peroxidase, os autores detectaram uma
reducdo nos dois grupos expostos a fumaca do cigarro quando comparados ao
grupo controle. Os autores concluiram que a exposi¢do a fumacga do cigarro resulta
em uma producao elevada de espécies reativas do oxigénio no testiculo dos ratos e

que uma suplementacdo adequada com o éster pode prevenir dos efeitos adversos
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provocados pelo estresse oxidativo. Estes dados corroboram com os resultados

encontrados no presente estudo.

Com base na discussdo apresentada, verifica-se que a exposicao a
fumaca do cigarro realmente exerce efeitos maléficos sobre a funcéo testicular e que
0 estresse oxidativo exacerbado induzido pelo cigarro pode ser um dos mecanismos
envolvidos. Adicionalmente, uma suplementacdo com zinco foi capaz de prevenir
certas alteracdes, seja por inibir o estresse oxidativo elevado como também por
desempenhar um efeito modulador/protetor sobre determinados parametros
relacionados ao sistema reprodutor masculino, podendo vir a se tornar uma
alternativa promissora quando de sua associacdo aos tratamentos convencionais

para infertilidade relacionada ao tabagismo masculino.
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6. Conclusao
A exposi¢éo a fumaca do cigarro:

- Foi capaz de reduzir a massa corporal dos animais, enquanto que o

Zinco ndo conseguiu prevenir esta alteragao.

- N&o alterou a concentragdo plasmatica de testosterona e o peso umido
dos 6rgéos da reproducao masculina quando comparado ao grupo controle. O grupo
exposto a fumaca do cigarro e suplementado com zinco apresentou um aumento
significativo da concentracdo deste horménio bem como aumento no peso Umido do

testiculo quando comparado ao grupo que foi somente exposto a fumaca do cigarro.

- Levou a danos nos parametros seminais: concentracdo, motilidade,
vitalidade e morfologia. A suplementacdo com zinco foi capaz de proteger a reducao

da concentracdo espermatica.

- Levou a um maior estresse oxidativo, evidenciado pela maior

concentracdo do produto de lipoperoxidacdo - MDA.

- Levou a uma maior ativacdo da linha de defesa antioxidante,
representada pela concentracdo de grupos tidis e atividade da superéxido
dismutase, sendo que esta ativagdo por si s6 ndo foi capaz de prevenir a elevada
lipoperoxidac&do. Por outro lado, a suplementagcdo com zinco conseguiu prevenir o
estresse oxidativo exacerbado no testiculo, pelo menos em parte, por aumentar a

concentracdo de grupos tiois.

A exposicdo a fumaca do cigarro, na taxa e periodo de exposi¢cdo
utilizados no presente estudo, ndo alterou a histologia do testiculo como também
ndo gerou danos no nivel de expressdo génica do receptor de andréogeno no

testiculo e na préstata ventral.

O zinco mostrou exercer atividade antioxidante e efeito
modulador/protetor sobre determinados parametros relacionados ao sistema
reprodutor masculino, podendo vir a se tornar uma alternativa promissora quando de
sua associacdo aos tratamentos convencionais para infertilidade relacionada ao

tabagismo masculino.
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Certificado de aprovacdo pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal

“Fungdo testicular de ratos expostos a fumaga do cigarro —
analises seminais, morfologicas e moleculares e possivel papel
protetor do zinco”, sob a responsabilidade de ODUVALDO
CAMARA MARQUES PEREIRA, esta de acordo com os
Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA) e foi
aprovado  pela COMISSAO DE  ETICA  NA
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CEEA), em rcunido de
03/04/2009.
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