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RESUMO

CAVALLIN, Monica Degraf. Efeito paradoxal de baixas doses de nanoparticulas de
prata na expressao testicular de genes relacionados com a espermatogénese, hormonios
sexuais e funcionalidade espermética. 2016. 69p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias
Veterinarias). UNICENTRO.

Nanoparticulas de prata (AgNPs) destacam-se nas areas da medicina e da industria por suas
propriedades antibacterianas, antifingicas e antivirais. O alto grau de comercializagdo
aumenta a preocupacao quanto a sua potencial toxicidade sobre os diversos sistemas incluindo
o reprodutivo. Este trabalho teve como objetivo avaliar a toxicidade reprodutiva das AgNPs
sobre os parametros selecionados numa curva de dose-resposta, onde a dose mais alta
correspondeu a LOAEL (menor dose com efeito adverso observado) previamente estabelecida
(15 pg/kg) em ratos Wistar pré-puberes como modelo experimental. Avaliou-se a produgao
espermatica, as reservas espermaticas, o tempo de transito espermatico, a funcionalidade
espermatica (integridades acrossomica e da membrana plasmatica, atividade mitocondrial e
morfologia espermatica). A expressio de mRNA nos testiculos foi avaliada por PCR
quantitativo em tempo real a partir da transcricao reversa (RT-qPCR) para os genes do
receptor de androgenos (A4r), receptor de estradiol a (Esrl), receptor de estradiol B (Esr2),
receptor de estrogeno 1 acoplado a proteina G (Gper) e aromatase (Cypl9al). Foram dosadas
as concentracdes séricas de testosterona e estradiol. Os resultados foram analisados
estatisticamente pela andlise de varidncia seguida do pos-teste de Dunnet, considerando-se
diferencas estatisticas quando p<0,05. A exposi¢ao as AgNPs durante a fase pré-pubere
resultou na alteracdo da expressdo de genes Ar, Gper e Esrl relacionados ao controle da
espermatogénese, bem como nos niveis de hormodnios, reserva, tempo de transito e
funcionalidade espermadticas. Pode-se concluir que as AgNPs possuem efeitos dose-resposta
ndo lineares agindo como um potencial desregulador endoécrino quimico e causando

decréscimo na fertilidade masculina.

Palavras-Chave: Funcdo espermética, expressdo génica, receptores de androgenos,

toxicologia.



ABSTRACT

CAVALLIN, Ménica Degraf. Paradoxical effects of low doses of silver nanoparticles on
the testicular expression of spermatogenesis-related genes and sexual hormones and the
sperm’s functionality. 2016. 69p. Dissertation (MSc in Veterinary Sciences). UNICENTRO.

Silver nanoparticles (AgNPs) stand out in the medicine and industry areas by their
antibacterial, antifungical and antiviral properties. The high degree of commercialization
increases the concerns about potential toxicity in various systems including the reproductive
tract. This study aimed to evaluate the reproductive toxicity of AgNPs in the selected
parameters in a dose response curve on which the higher dose corresponded to LOAEL
(lowest observed adverse effect level) previously established (15 pg/kg) in prepubertal Wistar
rats as experimental model. It was evaluated the sperm production, the sperm reserves, the
sperm transit time, the sperm functionality (acrosome and plasma membrane integrities,
mitochondrial activity and sperm morphology). The mRNA expression in the testis was
evaluated by reverse transcription followed by real-time polymerase chain reaction (RT-
gPCR) for androgen receptor (Ar), estradiol receptor a (Esrl), estradiol receptor B (Esr2),
estrogen receptor 1 coupled to the G-protein (Gper) and aromatase (Cypl19al) genes. It was
measured the serum concentrations of testosterone and estradiol. The results were statistically
analyzed by analysis of variance followed by Dunnet’s post-hoc test considering statistical
differences when p<0,05. The exposure to AgNPs during the prepubertal period resulted in
altered expression of the genes Ar, Gper and Esrl related to the spermatogenesis control, and
in the hormones levels. The sperm parameters were also altered. It is possible to concluded
that AgNPs has non-linear dose-response effects acting as a potential endocrine disrupting

chemical and causing reduction in male fertility.

Keywords: Sperm function, gene expression, androgen receptors, toxicology.
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1 INTRODUCAO

Devido as suas propriedades Unicas, 0s nanomateriais tém atraido grande atencao para
aplicacdes potencialmente benéficas na medicina, industria e produtos de consumo. Definidas
como materiais de tamanho entre 1 e 100 nandmetros (nm), as nanoparticulas possuem
propriedades mecénicas, Opticas, elétricas e estruturais avancadas, aléem de uma aumentada
area de superficie em relacéo a substancia original o que aumenta a biocompatibilidade desses
materiais (MEDINA et al., 2007).

Em destaque na &rea médica, as nanoparticulas de sais de prata (AgNPs) sdo
comumente utilizadas por suas propriedades antibacterianas, antifungicas e antivirais, sendo
empregadas no revestimento para curativos de queimaduras (CHEN et al., 2006), bandagens,
dispositivos cirargicos e préteses dsseas (COHEN et al., 2007), e em produtos de cuidado
com a saude, como pasta de dentes, cosmeéticos, sprays, desinfetantes, desodorantes
(LANSDOWN, 2006), fraldas e absorventes intimos (SANKAR et al.; 2016), revestimento de
embalagens de alimentos, além de serem incorporadas em téxteis (LEE et al., 2007), sempre
com o objetivo de produzir efeito antimicrobiano (DHAWAN e SHARMA 2010; DURAN et
al., 2010; CONTRERAS et al., 2011; HORIE et al., 2012; SAVITHRAMMA, 2011).

Contudo, a alteracdo das caracteristicas fisicas sofrida pelos nanomateriais afeta a sua
atividade bioldgica e potencial toxicidade (SCHLUESENER e SCHLUESENER, 2013),
fazendo com que as mesmas caracteristicas que os tornam atraentes sejam também motivo de
preocupacdo para a saude humana e ambiental, além de um desafio para a toxicologia (BEER
etal., 2012).

Atualmente, h& grande interesse cientifico em grupos de substancias quimicas
presentes no meio ambiente, como contaminantes, e em produtos de uso diario que podem
interferir no equilibrio normal do sistema endécrino de populacdes humanas e animais.
Conhecidos como desreguladores enddcrinos, essas substancias podem afetar a sintese,
secrecdo, transporte, ligacdo, acdo, metabolismo ou eliminacdo de hormonios enddgenos,
causando assim alteragdes no desenvolvimento, comportamento e reproducdo (DIAMANTI-
KANDARAKIS et al., 2009).

Estudos recentes demonstraram que as AgNPs podem agir como potenciais
desreguladores enddcrinos onde seus efeitos tdxicos incluem inibicdo da atividade
mitocondrial (CARLSON et al., 2008; HADRUP et al., 2012), citotoxicidade (ASARE et al.,
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2012), genotoxicidade (ASHARANI et al., 2009) e producdo de espécies reativas de oxigénio
causando estresse oxidativo no sistema nervoso central (WIN-SHWE e UJIMAKI, 2011).

Nanoparticulas podem penetrar a barreira hematotesticular (KIM et al., 2006)
alterando a viabilidade, proliferacdo e expressao génica dos tecidos testiculares (KOMATSU
et al.,, 2008). As AgNPs reduzem a funcdo mitocondrial, causando dano na membrana,
inducdo de apoptose e necrose em celulas tronco espermatogoniais de mamiferos in vitro
(BRAYDICH-STOLLE et al., 2005), bem como causando declinio na proliferacdo celular
dessas células tronco espermatogoniais, trazendo prejuizo para a fertilidade (BRAYDICH-
STOLLE et al., 2010). Alteragdes na integridade esperméatica como comprometimento da
membrana plasmatica e acrossomal, reducdo da atividade mitocondrial de espermatozoides, e
ainda modificacdes comportamentais reprodutivas também foram observadas (MATHIAS et
al., 2014).

Os desreguladores enddcrinos possuem acdo em doses muito baixas e de maneira
tecido especifica, e devido as interacBes e saturacdo de receptores de hormdnios, podem
apresentar efeitos dose-resposta ndo lineares. Assim, ndo ha uma relacdo dose-resposta
especifica, ou seja, diferentes doses podem resultar em efeitos desproporcionais onde doses
menores podem ter efeitos mais importantes do que doses maiores (SCHUG et al., 2011).

Os objetivos do presente estudo foram avaliar os efeitos da possivel desregulacdo
enddcrina ocasionada pela administracdo de baixas e decrescentes doses de AgNPs em ratos
Wistar pré-puberes sobre a eficiéncia funcional de células espermaticas em decorréncia de
alteracBes causadas durante a espermatogénese, evidenciando os efeitos toxicoldgicos

reprodutivos do nanomaterial.
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2 REVISAO DE LITERATUTRA

21 Aprata

H& mais de 100 anos a prata tem sido explorada pela area médica devido as suas
propriedades antimicrobianas (LOK et al., 2006; HOFFMANN, 1984), antifangicas (KIM et
al., 2009; WRIGHT et al., 1999) e antivirais (MEHRBOD et al., 2009). Em razdo do
problema de resisténcia bacteriana, muitos pesquisadores buscam desenvolver novas drogas
que atuem como antimicrobianos ou em sinergismo com medicamentos antibidticos atuais
(DURAN et al., 2010). Assim, a necessidade de se obter drogas eficientes e livres de
resisténcia levou ao ressurgimento da utilizacdo de antisépticos com base na prata, pois esta
possui amplo espectro e menor predisposicdo para induzir resisténcia bacteriana (JONES et
al., 2004).

A prata ionizada é altamente reativa uma vez que se liga a proteinas teciduais e causa
mudancas estruturais na parede celular bacteriana, levando a distorcdo celular e morte. Além
disso, o metal também se liga a0 DNA e RNA bacteriano inibindo a sua replicacdo e a
possibilidade de desenvolver resisténcia (CASTELLANO et al., 2007; LANSDOWN, 2002).

A prata ionizada e compostos a base de prata sdo altamente tdxicos para 0s
microorganismos, mostrando efeitos biocidas fortes sobre até 12 espécies de bactérias,
incluindo E. Coli (ZHAO e STEVENS, 1998). Assim, a liberacdo de ions de prata Ag* é
considerada a fonte de suas atividades antibacterianas e também conhecida por apresentar
efeitos toxicos em espécies bioldgicas, incluindo bactérias, virus, fungos e alguns organismos
aquaticos (LIU et al., 2010; RAI et al., 2009).

Em relacdo a toxicidade humana, casos de argiria, pigmentacdo cinza/azul escuro
resultante da deposicdo de sais de prata ou prata soltuvel, (MOSS et al., 1979; WILLIAMS,
1999), toxicidade neuroldgica irreversivel e morte foram relatadas ap6s longa ingestdo de
prata coloidal (HADRUP e LAM, 2014; MIRSATTARI et al., 2004).

O uso da prata como agente antibacteriano e antifingico em produtos de uso pessoal,
equipamentos médicos, téxteis e cosméticos preocupa quanto a aspectos de segurancga
toxicoldgica e potenciais riscos que estejam associados com a absorcéo pelo corpo humano
(LANSDOWN, 2006).
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A Organizacdao Mundial de Saude sugere como NOAEL (No observable adverse effect
level) oral da prata em seres humanos uma ingestéo total de 10 g de prata durante toda a vida
(BURY, 2014).

2.2 Nanoparticulas de sais de prata (AgNPs)

A reducdo do tamanho de particulas € uma ferramenta eficiente para melhorar a
biocompatibilidade de materiais (MIRKIN e TATON, 2000). Nesse contexto, a
nanotecnologia é um dos principais focos das atividades de pesquisa, desenvolvimento e
inovacdo em diversos paises. No Brasil, sdo produzidos resultados de vanguarda nas &reas
farmacéutica e em interacdo com a biotecnologia, dentre os quais se podem citar 0s
nanocarreadores, usados em cosméticos e associados a medicamentos além de alguns
quimioterapicos antitumorais (RAMOS e PASA, 2008). Em 2012 instituiu-se no pais
0 Comité Interministerial de Nanotecnologias (CIN) com a finalidade de assessorar 0s
Ministérios envolvidos no aprimoramento das politicas, diretrizes e a¢des voltadas para o
desenvolvimento das nanotecnologias.

Os nanomateriais possuem propriedades fisico-quimicas Unicas, as quais podem ser
utilizadas para ultrapassar algumas das limitacbes encontradas em agentes terapéuticos
tradicionais (EL-ANSARY; AL-DAIHAN, 2009).

Como vantagens, as drogas nanoparticuladas possuem uma maior area superficial e,
consequentemente, aumento da taxa de dissolucdo, longa estabilidade, alta capacidade de
transporte, capacidade de incorporar drogas hidro e lipofilicas, capacidade de administracdo
por diferentes vias e de controle de liberacdo da droga, inexisténcia de resposta imune e
reacOes alérgicas, aumento da biodisponibilidade dos farmacos e direcionamento dos mesmos
a nivel celular e nuclear garantindo a liberacdo da droga em tecidos especificos e otimizando a
sua acdo (SIRONMANI e DANIEL, 2011).

Varios produtos contendo nanomateriais estdo disponiveis no mercado, dentre eles
destacam-se:  lipossomas  (Doxil®, DaunoXome®), microemulsdes (Ciclosporina),
nanoparticulas de albumina (Abraxane®), nanoparticulas de prata (limpeza de feridas,
antibacteriano), microestrutura para composicdo do 0sso humano (NanOss®) e resinas para

restauracdo dentaria. No setor de cosméticos, 0s nanomateriais sdo empregados no
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desenvolvimento de produtos, tais como: creme dental, protetor solar, perfumes, géis,
shampoos, desodorantes e lo¢cdes (RAMOS e PASA, 2008).

Destaque entre 0s nanomateriais, as nanoparticulas de prata sdo definidas como um
conjunto de atomos de prata que variam em diametro de 1 a 100 nm (nandmetros) e tem
emergido pela sua ampla variedade de aplica¢fes industriais e médicas (CHALOUPKA,
MALAM; SEIFALIAN, 2010).

Em 2014, o banco de dados de Woodrow Wilson listou 259 produtos de consumo
onde sdo incorporadas nanoparticulas de prata (MATHIAS et al., 2014). Atualmente, o
namero de produtos contendo AgNPs cresceu para 442, evidenciando um aumento de 70% na
disponibilidade desses materiais (WWICS, 2016).

Dentre as aplicacdes das AgNPs destaca-se 0 seu potencial antimicrobiano em relacao
a uma ampla variedade de bactérias, incluindo microorganismos resistentes as diversas drogas
e altamente patogénicos como Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Staphylococcus
epidermidis e Escherichia coli (INGLE et al., 2008; KIM et al., 2007).

Os provaveis mecanismos pelos quais ocorre a atividade antimicrobiana estdo sempre
relacionados com a ligagdo do nanomaterial com a membrana bacteriana e interferéncia em
processos vitais (KIM et al., 2007). Diversos estudos demonstram que devido a sua area
superficial extremamente grande, as AgNPs proporcionam um melhor contato com os
microorganismos, ligando-se & membrana celular e penetrando no interior das bactérias. A
partir desse momento, as nanoparticulas de prata interagem com as proteinas que contém
enxofre e compostos que contém fésforo como o DNA, afetando assim a cadeia respiratoria, a
divisdo celular e consequentemente levando a morte celular (FENG et al., 2000; SONDI e
SALOPEK 2004).

Morones-Ramirez et al. (2013) demonstraram que a prata ionizada interrompe varios
processos celulares em bactérias gram-negativas, como a formacdo de ligacbes sulfeto, o
metabolismo central e a homeostase de ferro. Segundo os autores, essas alteracOes estdo
associadas ao aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e ao aumento da
permeabilidade da membrana, 0s quais seriam responsaveis por causar morte bacteriana.

Devido ao seu efeito bactericida comprovado, as nanoparticulas de sais de prata tém
sido amplamente exploradas e incorporadas em produtos medicos, como revestimento para
curativos de queimaduras, dispositivos cirirgicos e em proteses 0sseas, aléem de serem

inseridas em téxteis também com o objetivo de produzir efeito antimicrobiano (CHEN et al.,
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2006; COHEN et al., 2007; LANSDOWN, 2006; LEE et al., 2007). Além disso, as AgNPs
vem sendo incorporadas em produtos de consumo como pasta de dentes, fraldas, sprays
desinfetantes, desodorantes, revestimento de embalagens de alimentos e purificadores de agua
(DHAWAN e SHARMA 2010; DURAN et al., 2010; CONTRERAS et al., 2011; HORIE et
al., 2012; SAVITHRAMMA, 2011).

Hé ainda relatos de aplicac@es in vitro de AgNPs no tratamento de patologias como o
cancer de mama e da Sindrome da Imunodeficiéncia Humana (SIDA) (JEYARAJ et al., 2013;
ELECHIGUERRA et al., 2005).

As amplas aplicacdes das nanoparticulas de prata aumentam a exposi¢do humana e do
ambiente a esses materiais. Como consequéncia, aumentam também o potencial risco
relacionado a sua toxicidade. As grandes diferencas de diametro e o aumento da area
superficial das nanoparticulas afetam diretamente suas propriedades biologicas, quimicas,
elétricas e Opticas, o que pode resultar em problemas e riscos imprevisiveis e influenciar a sua
toxicidade (EL BADAWY, 2011). Diversos estudos in vitro tem demonstrado que as AgNPs
possuem poder toxicologico e afetam 6rgdos como pulméo, figado, cérebro além de sistema
vascular, pele e orgaos reprodutivos (AHAMED et al., 2010; CARLSON et al., 2008;
HUSSAIN et al., 2005; LARESE et al., 2009; ROSAS-HERNANDEZ et al., 2009; XU et al.,
2013).

Com relagdo aos mecanismos de toxicidade, sabe-se que as AgNPs desencadeiam uma
série de respostas teciduais em diferentes linhagens celulares causando danos a membrana
celular, geracdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), danos nas mitocdndrias, diminuicédo
da atividade metabdlica, dano ao DNA e apoptose. (ASHARANI et al., 2009; BRAYDICH-
STOLLE et al., 2005; FOLDBJERG et al., 2009; KHALILI FARD et al., 2015; LIU et al.,
2010; PARK et al., 2011). Alguns autores definem o mecanismo de acdo das AgNPs como
“Cavalo de Tréia”, onde as particulas contornam barreiras e em seguida liberam os ions Ag"
que causam danos na maquinaria da célula (PARK et al., 2010).

Estudos demonstram que fatores como tamanho, forma, caracteristicas de superficie e
taxa de dissolucdo influenciam tanto na habilidade das nanoparticulas de interagir com
sistemas bioldgicos, sua biodisponibilidade e bioacumulagdo como também na sua toxicidade
(CASTRANOVA, 2011; NAVARRO et al., 2008).

Park et al. (2010) compararam a toxicidade de diferentes tamanhos de AgNPs (22 nm,

42 nm, 71 nm e 323 nm) avaliando a sua distribuicdo em tecidos e as interacdes entre as
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nanoparticulas e os componentes do sistema imune além das possiveis reacdes de
hipersensibilidade causadas pelo material. Nos ratos tratados com AgNPs de menor tamanho
(42 nm) observou-se distribuicdo em diversos orgéos, incluindo o cérebro, pulméo, figado,
rim e testiculos enquanto as AgNPs de maiores dimensdes (323 nm) ndo foram detectadas nos
tecidos. O mesmo se verificou nas andlises de distribuicdo de linfocitos B e imunoglobulinas
E, aumento de TGF-p (fator de transformacéo do crescimento beta) e de citocinas IL-1, IL-6,
IL-4, IL-10, IL-12. Deste modo, as particulas de AgNPs com menores dimensfes sdo mais
propensas a exercer respostas toxicologicas e induzir a resposta inflamatoria e
hipersensibilidade em ratos.

Almansour et al. (2015) avaliaram o efeito de tamanhos variaveis de AgNPs (10 nm,
20 nm, 40 nm 60 nm e 100 nm) em ratos saudaveis durante 35 dias. Os resultados
evidenciaram efeitos toxicos acentuados como cegueira monocular e alteragfes no figado, rim
e baco dos animais que receberam particulas de 10 nm e 20 nm em relagdo aos que receberam
nanoparticulas maiores.

De acordo com Beer et al. (2012), a maior area de superficie em relacdo ao volume
presente nas particulas de menores dimensdes aumenta a interacdo desse material com fluidos
bioldgicos, o que faz essas particulas potencialmente mais reativas do que particulas maiores.

Em relacdo ao sistema nervoso central, existem poucas evidéncias de que a prata
atravesse a barreira hematoencefélica e cause efeitos neurotdxicos, porém se sabe que a
barreira ndo recobre toda a superficie do cérebro e a essas regifes as AgNPs teriam acesso
através da circulacdo (LANSDOWN, 2007). Rahman et al. (2009) demonstraram que as
AgNPs podem causar neurotoxicidade em ratos através da geracdo de ROS e ainda alteracGes
significativas de genes de regides do cérebro incluindo o ndcleo caudado, o cortex frontal e o
hipocampo. Segundo os autores, tais alteracbes podem afetar o sistema imune e o
metabolismo aerdbico, causando apoptose e degeneracdo neuronal nos animais expostos. No
estudo de Sung et al. (2009), verificou-se que as AgNPs podem se acumular no bulbo olfativo
e cérebro, porém os oOrgdos-alvo para as nanoparticulas de prata foram considerados os
pulmdes e figado, onde exames histopatoldgicos indicaram infiltrado misto de células
inflamatorias, inflamacéo cronica alveolar e pequenas lesGes granulomatosas.

Recentemente, Silva et al. (2015) determinaram os efeitos pulmonares das AgNPs em
ratos expostos a aerossois, onde apds obtencdo de lavado bronco pulmonar obtidos em 1, 7,



20

21 e 56 dias pos-exposicédo, verificou-se producdo de respostas inflamatorias e citotdxicas
significativas.

Almansour et al. (2016) submetendo ratos a uma dose Unica diaria (2mg/kg) de
AgNPs (15-35 nm de diametro) durante 21 dias investigaram as alteracdes hepaticas
induzidas pela exposi¢do. As bidpsias de figado demonstraram alteragdes ultra-estruturais nos
hepatdcitos como alteragcbes nas mitocondrias, desregulacdo no reticulo endoplasmaético,
vacuolizacdo citoplasmatica, acimulo de goticulas lipidicas e deplecdo de glicogénio. Assim,
os autores indicam que as AgNPs podem induzir alteracdo de organelas de hepatdcitos,
conduzindo a danos celulares que podem afetar a funcdo do figado, com risco potencial para a
saide humana.

Também em estudos in vivo, Shahare et al. (2013) evidenciaram que as AgNPs podem
afetar o sistema digestorio causando diminui¢do no peso corporal dos animais devido a danos
causados nas células epiteliais das microvilosidades e as glandulas intestinais. Tais danos
caracterizam-se por alteragcbes na composicdo de mucinas constituintes do muco que garante a
integridade do epitélio intestinal, reduzindo assim sua capacidade absortiva.

Sycheva et al., (2016) avaliaram efeitos mutagénicos das AgNPs e do sulfato de prata
nas células germinativas de ratos simulando um modelo semelhante ao impacto aos quais 0s
seres humanos estdo expostos. Particulas com 14nm de didmetro foram ingeridas por ratos
durante 14 dias nas concentracfes de 0,01, 5, e 50 mg/kg. Os autores observaram que as
AgNPs induziram um pequeno porém significativo aumento da frequéncia de espermatides
com micronucleos, o que indica o efeito citogenético. Como resposta a esse efeito, ha ativacao
da apoptose e diminuicdo da fracdo de espermatides multinucleadas o que segundo 0s autores
pode ser interpretado como um efeito de compensacgéo destinada a regeneracdo da populacao
de células. Na menor dose testada, o sulfato de prata aumentou a atividade apoptotica das
células germinativas, porém ndo se observou nenhuma outra alteracdo no mesmo modo de
acao, indicando um efeito mais pronunciado das nanoparticulas de prata quando comparado
com a sua forma ibnica.

Expondo ratos por via oral durante 90 dias a AgNPs de 56 nandmetros nas doses de 30
mg/kg, 125 mg/kg, 500 mg/kg, Kim et al. (2010) apds testes clinicos e hematoldgicos,
histopatologia e avaliacdo da distribuicdo da prata no organismo dos animais, verificaram que
a prata foi distribuida em todos os tecidos avaliados, sendo que o figado foi o 6rgdo mais

afetado. A partir de seus resultados, os autores sugeriram para AgNPs com tamanho de 56
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nandmetros, uma NOAEL (No observable adverse effect level) que corresponde a maior dose
administrada em um estudo de toxicidade na qual ndo se observa nenhum efeito adverso, de
de 30 mg/kg e a LOAEL (Lowest observable adverse effect level) que corresponde a menor

dose administrada na qual se observa efeito adverso de 125 mg/kg.

2.3  Toxicidade das AgNPs sobre a reproducdo masculina

A incidéncia de desordens reprodutivas masculinas como hipospadias,
criptorquidismo, céncer testicular e baixa contagem espermética em adultos tém aumentado
consideravelmente, podendo esse fato estar relacionado com a exposi¢cdo a contaminantes
ambientais (LUCAS et al., 2009). Neste contexto, as AgNPs sdo conhecidas por afetarem o
desenvolvimento de espermatogdnias in vitro interferindo no processo de espermatogénese
(ASARE et al., 2012; BRAYDICH-STOLLE et al., 2010; LUCAS et. al.; 2009).

As nanoparticulas possuem a capacidade de ultrapassar a barreira hematotesticular e
acumular-se nos testiculos (KIM et al., 2006, KIM et al., 2010). Assim, podem ser absorvidas
pelas células de Leydig, responsaveis pela producéo de testosterona nos testiculos, afetando a
viabilidade e desenvolvimento espermatico bem como a expressdo de genes nestas células
(KOMATSU et al., 2008). Os nanomateriais podem causar ainda efeitos diretos sobre células
tronco espermatogoniais e sobre células testiculares somaticas, resultando em efeitos adversos
sobre o sistema reprodutivo (LUCAS et al., 2009).

Avaliando os efeitos toxicos reprodutivos em ratos expostos por 30 dias as doses de
0,015 e 0,050 mg/kg de AgNPs durante a fase de pré-puberdade, Sleiman et al. (2013)
verificaram reducdo de producdo espermatica para 0s grupos tratados, alteracdes hormonais e
no desenvolvimento de tecidos andrégenos dependentes, alteracdes a puberdade e na
morfometria testicular com reducdo no diametro luminal dos tabulos seminiferos.

No processo de espermatogénese, as nanoparticulas tém demonstrado afetar as trés
regibes do espermatozoide; o acrossomo, responsavel pela rea¢do acrossomal, o segmento
equatorial, responsavel pela ligacdo do espermatozoide na membrana do odcito e a peca
intermediéria, responsavel pelo vigor do espermatozoide (LAN; YANG, 2012).

Mathias et al. (2015) avaliaram o efeito das AgNPs de 60 nm nas doses de 0,015
mg/Kg e 0,030 mg/Kg sobre parametros reprodutivos e funcionais espermaticos em ratos

Wistar onde se constatou alteracGes na integridade espermatica, com comprometimento da
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membrana plasmaética e acrossomal e reducédo da atividade mitocondrial dos espermatozoides,
além de modificagfes comportamentais reprodutivas, evidenciando que as AgNPs, mesmo em
doses mais baixas que a LOEL proposta anteriormente, tem potencial para causar prejuizo a
fertilidade masculina.

Em estudo onde se avaliou os efeitos das AgNPs sobre a expressdes de genes em
algumas regides do cérebro de ratos, Rahman et al. (2009) constataram nos animais tratados
alteracdes no gene Park7, que dentre as funcbes que possui no organismo, estd a de proteger
as células do estresse oxidativo e envolvimento na maturacdo do espermatozoide e na
fertilizacdo.

Ja em coelhos como modelo animal, Castelli et al. (2014) avaliaram o efeito a longo
prazo de nanoparticulas de prata administradas por via intravenosa sobre a atividade
reprodutiva e qualidade espermatica. Coelhos tratados com AgNPs apresentaram diminuicao
da motilidade esperméatica bem como aumento de espécies reativas de oxigénio (ROS).
Embora a libido, 0s niveis séricos de testosterona, a concentracao espermatica e o volume de
liquido seminal tenham sido pouco afetadas pelas AgNPs, as alteracfes encontradas foram
suficentes para demonstrar que AgNPs tem a capacidade de acumular-se nos testiculos

comprometendo a funcao espermatica.

2.4 Desreguladores Endocrinos

Desreguladores enddcrinos quimicos (DEQs) sdo agentes exdgenos que interferem
nas funcbes do sistema enddcrino, alterando os processos de sintese, secrecdo, transporte,
acdo, metabolismo e eliminacdo de hormdnios naturais enddgenos, alterando a fisiologia dos
organismos expostos e possivelmente da sua descendéncia (DIAMANTI-KANDARAKIS et
al., 2009).

Os primeiros relatos sobre a acdo dos desreguladores enddcrinos devem-se a
acontecimentos como o aparecimento de cancer no trato reprodutivo de filhas de mulheres
que usaram dietilestilbestrol (DES) na gravidez, entre os anos de 1940 a 1970, anomalias no
sistema reprodutivo observadas em jacarés que habitavam um lago na Flérida contaminado
com o pesticida diclorodifeniltricloroetano (DDT) e um estudo realizado na Dinamarca que,
através de analise de publicacfes de bancos de dados, investigou a qualidade do sémen de

homens entre os anos de 1938 e 1990 e evidenciou uma reducdo global na fertilidade
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masculina neste periodo podendo esta estar relacionada com um aumento na incidéncia de
anomalias geniturinarias (BILA e DEZOTTI 2007).

Em 2009, a Sociedade Internacional de Endocrinologia publicou a primeira declaracédo
cientifica a respeito dos desreguladores endocrinos afirmando que estes representam uma
preocupacdo significativa para a saude publica (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009).
Atualmente, através de diversos estudos realizados, a comunidade cientifica possui amplo
conhecimento sobre como os desreguladores endocrinos interagem e alteram funcdes
fisiologicas estando diretamente relacionados a perturbacbes nos sistemas de
neurodesenvolvimento e neuroenddcrino (GORE et al., 2015).

Um desregulador enddcrino pode se ligar ao receptor hormonal, interagir com
enzimas que sintetizam ou metabolizam horménios, alterar a liberacdo hipotalamica-
hipofisaria de hormdnios e/ou alterar a transducdo de sinais (KAVLOCK, 1996).

Além de alterar a sinalizacdo do receptor nuclear, os DEQs séo capazes de agir através
de receptores ndo esteroides, coativadores de transcricdo e vias enzimaticas envolvidas na
biossintese ou metabolismo de esterdides (SCHUG et al., 2011). Outros mecanismos de acao
incluem efeitos diretos sobre genes (MORAL et al., 2008) e seu impacto epigenético
(ANWAY e SKINNER, 2008). Esses efeitos se tornam preocupantes, uma vez que alteracdes
na programacao genética, durante as fases iniciais de desenvolvimento, podem ter efeitos ao
longo da vida podendo também levar a heranga transgeracional da doenca através de
modificacdes genbmicas, tais como alteracdes no DNA e metilacdo e acetilacdo das histonas,
principais proteinas que compdem o nucleossomo com importancia na expressao dos genes
(SCHUG, 2011).

Assim como os hormdnios, os desreguladores enddcrinos agem em doses muito baixas
e de maneira tecido especifica, podendo apresentar efeitos dose-resposta ndo tradicionalmente
observadas como outros farmacos, devido as complicadas dindmicas de ocupacao e saturacdo
de receptores (SCHUG et al., 2011; WELSHONS et al, 2003).

Desreguladores endocrinos estdo associados a diversos processos fisiologicos que
afetam a saude reprodutiva (MCLACHLAN, 2001). O aumento da incidéncia de neoplasias
relacionadas a hormonios, tais como adeno carcinoma mamario, neoplasias uterinas e
testiculares, diminuicdo da contagem de espermatozoides, aumento da incidéncia de
criptorquidia e hipospadia em criangas, desenvolvimento sexual anormal, reducdo da

fertilidade masculina, aumento da incidéncia de ovérios policisticos, distarbios de fertilizagdo
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e gravidez anormal vem sendo relacionadas, pelo menos em parte, a exposi¢do a baixos niveis
de substéncias quimicas no meio ambiente que interferem no sistema endocrino do organismo
(TOPPARI et al., 1996).

As alteracGes reprodutivas estdo associadas ao fato de que os desreguladores
enddcrinos alteram a homeostase dos hormonios esteroidais acarretando em prejuizos a
diferenciacdo sexual, com consequente masculinizacdo ou feminilizacdo, e ao sistema
reprodutivo, causando danos a fertilidade (KELCE, 1997) podendo até mesmo levar a
esterilizacdo e consequente reducao da populacdo (HARRISON et al., 1997).

Vérias sdo as substancias que possuem a capacidade de afetar o sistema enddcrino, tais
como, substancias sintéticas (alquilfendis, pesticidas, fungicidas, ftalatos, policlorados de
bifenilas (PCD), bisfenol A e substancias farmacéuticas como o dietilestilbestrol) e
substancias naturais onde se enquadram estrogénios naturais e fitoestrogénios (DIAMANTI-
KANDARAKIS et al., 2009). A exposi¢do humana a esses desreguladores enddcrinos ocorre
através de diversas vias, sendo respiratoria, digestéria e cutdnea as vias mais comuns de
introducdo dessas substancias (KAVLOCK, 1996).

A importancia da pesquisa e as maiores preocupacfes em relacdo a exposicdo de
humanos e animais aos desreguladores enddcrinos recaem sobre as duvidas que ainda se tem
sobre essas substancias como, por exemplo: se podem produzir efeitos toxicos em baixas
concentracdes; se estdo presentes em concentracbes ambientalmente relevantes que possam
ser uma ameaca a saude de humanos e animais; e, principalmente, se existe uma concentracdo
limiar abaixo da qual essas substancias quimicas podem ser consideradas como seguras
(MORAES, 2008).

2.5  Fisiologia Reprodutiva do Macho

O sistema reprodutor masculino é formado pelos testiculos, epididimos e 6rgados
acessorios, como as glandulas bulbouretrais, glandulas vesiculares e a prostata (KEER et al.,
2006).

O testiculo ¢ um o6rgdo constituido de dois compartimentos: intersticial, contendo
fibras do tecido conjuntivo, vasos sanguineos e linfaticos e ceélulas de Leydig (responsaveis
pela producdo testicular de androgenos) e tubular, contendo tubulos seminiferos que séo

constituidos pela camada peritubular, epitélio seminifero e limen (RUSSELL et al., 1990). O
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epitélio seminifero é composto por células de Sertoli e células germinativas. A funcéo das
celulas de Sertoli e fornecer suporte fisico e nutricional para as células germinativas em
desenvolvimento. Para que ocorra a producdo de espermatozoides € necessario que a
proliferacdo e maturacdo das células de Sertoli ocorram corretamente. Acredita-se que a fase
proliferativa das células de Sertoli ocorre durante dois periodos de vida, na vida fetal e no
periodo pré-puberal em todas as espécies (SHARPE et al., 2003).

2.5.1 Desenvolvimento pré-pubere

Em relacdo aos principais eventos que ddo movimento ao inicio da puberdade
masculina, ha um consenso na literatura onde se tem o sistema nervoso central como origem
do processo e os testiculos desempenhando um papel critico, onde alteracGes testiculares
ocorrem durante os periodos de juvenil e peripuberais. Tais altera¢cdes incluem o aumento da
sensibilidade dos testiculos por estimulagdo das gonadotrofinas, desempenhando papel
fundamental no comportamento, espermatogénese e manutencdo dos érgdos sexuais
acessorios (STOKER et al., 2000).

Assim, a puberdade é definida como o periodo de transicdo entre o estado juvenil e
adulto no qual a maturacéo sexual se inicia através do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal,
levando ao desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias e fertilidade (STOKER et
al., 2000).

O desenvolvimento sexual no rato macho é classificado em quatro periodos, neonatal,
pos-natal (1-7 dias), infantil (8-21 dias), juvenil, (22-35 dias) e peripuberal (36-55 ou 60 dias).
No dltimo periodo, ao redor dos 45 dias de idade os primeiros espermatozoides sdo
observadas no lumen dos tdbulos seminiferos alcancando os canais deferentes aos 58 dias
(CLERMONT e PERCY, 1957). A separacdo do prepucio do pénis da glande, separacédo
prepucial (PPS), é um marcador de inicio da puberdade, o que normalmente ocorre entre 40 e
50 dias de idade, com uma média de 43 dias (KORENBROT et al., 1977).

No homem, o sistema reprodutivo fica inativo na infancia e a sua reativagdo acontece
na adolescéncia, quando h& maturacdo sexual, caracterizada também pela ativagéo fisioldgica
do eixo hipotalamico hipofisario gonadal (MARSHALL; TANNER, 1970)

O inicio da puberdade caracteriza-se pela ativacdo de neurénios hipotalamicos, que

secretam, de uma maneira pulsatil e especifica, 0 horménio liberador de gonadotrofinas
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(GnRH). A secregdo desse, através do sistema portal hipofisario atinge os gonadotrofos da
adeno-hipdfise e induzem a secrecdo também pulsétil dos horménios luteinizante (LH) e
foliculo-estimulante (FSH) (LOURENCO e QUEIROZ, 2010).

No rato macho, os niveis hipotalamicos de GnRH e o contetdo hipofisario de LH e
FSH continuam a se elevar com a idade, sendo que entre os dias 16 e 55 os hormonios do eixo
hipotalamico hipofisario e seus receptores estdo sendo expressos de maneira crescente e
alguns ja em niveis definitivos (STOKER et al., 2000).

2.5.2 Espermatogénese

A espermatogénese ocorre nos tubulos seminiferos durante a vida adulta como
resultado da estimulacdo pelos horménios gonadotroficos da glandula hipofise anterior,
comegando na puberdade e continuando durante toda a vida, mas reduzindo-se na velhice
(O’DONNELL et al., 2006). Portanto, ndo é um processo aleatério, mas sim regulado por
secrecOes paracrinas de células adjacentes ao epitélio seminifero e pelo complexo eixo
hipotalamo-hipofise-testiculo (TAKASHIBA, 2011).

Durante a espermatogénese, ocorre um processo de diferenciacdo celular, onde uma
espermatog6nia (2n) migra entre as células de Sertoli em direcdo ao limen central dos tubulos
seminiferos e é gradativamente diferenciada numa célula hapléide altamente especializada, o
espermatozoide (FRANCA; RUSSELL, 1998). Esta diferenciacdo envolve trés classes de
células germinativas, as espermatogdnias, 0s espermatdcitos e as espermatides, sendo esse um
processo continuo que pode ser dividido em trés fases distintas: a mitotica, a meidtica e a
espermiogénese (COUROT; HOCHEREAU; ORTAVANT, 1970).

Durante a fase mitdtica (espermatogonial ou proliferativa), as espematogonias (2n)
passam por sucessivas e rapidas divisdes originando outras duas células, os espermatocitos,
onde um vai servir para a renovacdo da populacdo de células tronco e a outra entra no
processo espermatogénico. A fase meidtica (espermatocitogénica) envolve sintese de DNA
nos espermatdcitos em pré-leptoteno, sintese de RNA em espermatocitos em paquiteno e no
final da meiose, quando vai ocorrer a divisdo reducional, esses Ultimos geram as espermatides
haploides (PARVINEN et al., 1991). Na terceira fase da espermatogénese, as espermatides se
diferenciam através de uma série de modificagbes morfologicas progressivas em

espermatozoides, processo conhecido como espermiogénese. Estas modifica¢fes incluem
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desenvolvimento do acrossoma, condensacdo e alongamento do nicleo e formacdo da cauda
espermatica (RUSSELL et al., 1990).

Uma vez liberado no limen dos tubulos seminiferos, os espermatozoides deixam o
testiculo como células imdveis e incapazes de fertilizar os odcitos, sendo que sua maturagédo
sera concluida apenas ap6s passagem pelo epididimo (SHUM et al., 2009).

O epididimo desempenha um papel importante na maturacdo dos espermatozoides
incluindo aquisicdo de motilidade e capacidade fertilizante progressiva. A estrutura €
subdividida em regiGes com funcgdes especificas, sendo que a regido de cabeca e corpo esta
envolvida com os processos de maturacdo espermatica (aquisicdo da motilidade, capacidade
de reconhecimento e fertilizacdo do o06cito), e a regido da cauda estd associada com a
fagocitose de espermatozoides anormais e com o0 armazenamento espermatico (CORNWALL,
2009).

Assim, a maturacdo espermatica € essencial para o estabelecimento da fertilidade
masculina  (BRETON et al., 2016). O mecanismo responsavel pelo transito dos
espermatozoides através do Iimen do epididimo é atribuido principalmente as contracGes
ritmicas musculares do revestimento epididimal que séo influenciadas por fatores hormonais e
neuronais. A regulacdo destes fatores garante um tempo de transito espermaético adequado
para a ocorréncia da maturacdo espermatica (ROBAIRE et al., 2006).

2.5.3 Regulacédo hormonal da espermatogénese

A espermatogénese € um processo altamente complexo controlado por mecanismos
enddcrinos, paracrinos e autdcrinos, que fornecem um microambiente adequado para o seu
desenvolvimento (LUCAS, 2014). Todo o processo € dependente do horménio foliculo-
estimulante (FSH) e de andrégenos produzidos localmente em resposta ao horménio
luteinizante (LH). Este duplo controle é conhecido desde os anos 1930 e 1940, porém
trabalhos recentes utilizando camundongos tem permitido determinar que partes da via
espermatogénica sao reguladas por cada hormonio (O’'SHAUGHNESSY, 2014).

O desenvolvimento e maturacdo de células de Sertoli sdo fundamentais para o
desenvolvimento da espermatogénese em todos 0s aspectos, desde a manutencdo das células
tronco espermatogdniais até o processo final de espermiogénese (O’'SHAUGHNESSY, 2014).

Tanto o FSH como os andrégenos regulam a espermatogénese através de receptores nas
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células de Sertoli, assim o numero total de células germinativas no testiculo adulto é
dependente do nimero dessas células (ORTH et al., 1988).

Andrdgenos interagem com o receptor de androgénio (Ar), sendo necessarios para
processos de manutencdo da barreira hematotesticular bem como aderéncia e liberacdo de
espermatozoides das células de Sertoli. O FSH liga-se e ativa o receptor de FSH (Fshr) sendo
essa interacdo responsavel por manter a concentracdo de testosterona em niveis altos o
suficiente para iniciar e manter a espermatogénese. Ja as concentracfes plasmaticas de LH
regulam a esteroidogénese testicular dentro das células de Leydig (BAI et al., 2010).

A testosterona alcanga e estimula os 6rgdos efetores androgénicos por via sanguinea,
onde € transformada em diidrotestosterona (DHT) pela enzima Sa-redutase, ou é convertida
em estradiol pela acdo da enzima aromatase (LITTLETON-KEARNEY e HURN, 2004). O
estradiol se liga aos receptores de estrogenos localizados no nucleo e no citoplasma (Esrl e
Esr2) ou na membrana plasmaética (Gper) que sao vitais para a atividade das células de Sertoli
(CHIMENTO et al., 2014).

Quando a testosterona atinge concentracdes elevadas no sangue, um mecanismo de
feedback negativo atua reduzindo ou inibindo a libertacdo de GnRH pelo hipotalamo, que por
sua vez fara diminuir a producdo, na hipofise, de LH e FSH. A reducdo dos niveis destes
horménios no sangue faz diminuir a secrecdo de testosterona. Assim, esse mecanismo opera
sempre em funcdo de niveis de testosterona desejados (O’DONNELL et al., 2006).

Nas células de Sertoli € produzida também a inibina, que participa no controle da
producdo hormonal do complexo hipotalamo-hipéfise. Niveis elevados desse hormonio
inibem o funcionamento do hipotdlamo, diminuindo a producdo de GnRH e,
consequentemente, a producgdo dos horménios hipofisarios, FSH e LH, reduzindo os niveis de
testosterona no sangue. Os niveis hormonais no sangue sdo mantidos relativamente constantes
através desses mecanismos permitindo um funcionamento equilibrado do sistema reprodutor
masculino (O’DONNELL et al., 2006).
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3 OBJETIVOS

3.1  Objetivo Geral e Hipotese Central

3.1.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito de concentracdes decrescentes de AgNPs sobre a espermatogénese de
ratos tratados durante a fase pré-pubere, uma importante janela de sensibilidade a

desreguladores enddcrinos quimicos.

3.1.2 Hipdtese central

A exposigdo pré-pubere as AgNPs causa alteracGes na fungdo testicular dos ratos

tratados.

3.2  Objetivos Especificos

Avaliar o efeito de concentragdes decrescentes de AgNPs:

a) na expressdo de genes relacionados ao controle da espermatogénese (Ar, Esrl, Esr2,
Gper e Cypl9al);
b) na integridade e producdo espermatica, através dos ensaios de
I. Integridade do acrossomo;
ii. Integridade da membrana plasmatica;
iii. Atividade mitocondrial;
iv. Morfologia espermatica;
v. Producdo espermatica;
vi. Reservas espermaticas;
vii. Tempo de transito espermatico;
c) e no perfil sérico hormonal de testosterona e estradiol por metodologia de

quimioluminescéncia.
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4 MATERIAIS E METODOS

Todos os procedimentos realizados estdo de acordo com o preconizado pelo Colégio
Brasileiro de Experimentacdo Animal sendo submetido e aprovado pelo Comité de Etica em

Pesquisa com animais da Universidade Estadual do Centro-Oeste sob o parecer n® 013/2015.

4.1  Manejo dos animais

Foram utilizados como modelos experimentais 60 ratos Wistar (Rattus norvegicus),
machos em idade pré-pubere (21 dias) obtidos do Biotério Central da Pontificia Universidade
Catolica do Parand (PUC-PR). Os animais foram distribuidos em grupos de 4 animais,
acomodados em caixas de polipropileno (43 x 43 x 20 cm) com uma camada de 5 cm de
maravalha e mantidos com racdo comercial (Nuvilab CR-1, Nuvital, PR, Brasil) e 4gua ad
libitum. A sala de manutencéo foi mantida em fotoperiodo de 12:12 horas claro/escuro e com

temperatura controlada (23 = 1 °C).

4.2  Delineamento Experimental

O delineamento experimental foi totalmente casualizado, onde o fator para formacao
dos grupos foi o0 peso corporal aos 23 dias de idade. Todos os animais receberam identificacdo
individual, foram pesados para homogeneizacdo dos lotes e distribuidos em cinco grupos de
tratamento, cada um composto por 12 animais, sendo: grupo 1 (controle) — AgNP 0 ug/kg,
grupo 2 — AgNP 15 pg/kg, grupo 3 — AgNP 7,5 pg/kg, grupo 4 — AgNP 3,75 pg/kg e grupo 5
— AgNP 1,875 pg/kg.

A administracdo das nanoparticulas de sais de prata (AgNP, Sigma-Aldrich, catalog
number 730815, 60nm de didmetro, 0,02 mg/mL) ocorreu do 23° dia de idade dos ratos
(PND23) aos 60° dias de idade (PND60), quando se realizou a colheita de tecidos. O periodo
e protocolo experimental estdo de acordo com o sugerido por Stoker (2000) a EDSTAC
(Endocrine Disrupting Screening and Testing Advisory Committee) e compreende a avaliacdo

de efeitos desreguladores enddcrinos nos periodos pré-pabere e puberdade.
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4.3  Determinacao das doses de Nanoparticulas de sais de prata (AgNPs)

As doses do experimento foram definidas a partir de estudos anteriores realizados no
Laboratorio de Fisiologia Humana e Toxicologia Reprodutiva do departamento de Farmécia
da Universidade Estadual do Centro-Oeste. Assim, buscando avaliar o efeito de concentragdes
decrescentes de AgNPs sobre a espermatogénese, os animais foram expostos a partir da
menor dose estudada anteriormente sendo 15 pg/kg, 7,5 pg/kg, 3,75 pg/kg e 1,875 pg/kg de
AgNPs.

4.4  Exposicdo as Nanoparticulas de sais de prata (AgNPs)

Os animais foram pesados durante toda a fase de exposi¢éo ao produto com o objetivo
de determinacdo das quantidades orais diarias a serem fornecidas em funcdo do peso. A
administracdo se deu uma vez ao dia, sempre pela manha, em dias alternados e com o volume
de 0,25 mL/100g de peso corporal. A via de administracdo utilizada foi a via oral (gavagem)
com auxilio de sonda rigida em aco inoxidavel acoplada a uma seringa de volume total de
Iml.

A fim de garantir a aplicagdo da concentracdo necessaria, as AgNPs foram diluidas em
agua destilada. Assim, conforme peso diario realizou-se a diluicdo sempre no momento do
fornecimento aos animais para garantir que ndo houvesse interferéncia do diluidor na

estabilidade do produto. O grupo controle recebeu apenas o diluidor como tratamento.

45 Colheita de tecidos

Aos 60 dias de idade (PND60), os animais receberam anestesia geral composta pela
associacdo de cloridrato de quetamina (0,10 mL/100g) e cloridrato de xilazina (0,05
mL/100g) por via intraperitoneal. Na sequéncia, os animais foram submetidos a puncéo
cardiaca para colheita de sangue e em seguida realizou-se a eutanasia por decapitacdo. Os
tecidos foram colhidos para analises posteriores de acordo com 0s procedimentos descritos

nos subitens a seguir.
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45.1 Sangue

A colheita de sangue foi realizada visando as analises hormonais. O procedimento foi
realizado através de puncdo cardiaca sendo as amostras depositadas em tubos a vacuo e
imediatamente centrifugadas a 3500 rpm (Excelsa Il 206 BL, Séo Paulo, SP, Brasil) por 15
minutos para a obtencdo do soro sanguineo. O soro foi separado, acondicionado em
microtubos e congelado em ultrafreezer a -80 °C para subsequentes dosagens de testosterona e

estradiol.

4.5.2 Colheita de tecidos para biologia molecular

Imediatamente apds eutanasia, os testiculos foram excisados, congelados em
nitrogénio liquido e mantido a -80 °C até as subsequentes analises de expressdo génica por
PCR em tempo real.

4.5.3 Colheita de espermatozoides

Para colheita dos espermatozoides, realizou-se uma incisdo com lamina de bisturi na
cauda do epididimo de onde se drenou rapidamente 20 pL de fluido seminal. A amostra foi
suspensa em 200 uL de diluidor seminal Tris-frutose-acido citrico (328,8 mM Tris, 91,3 mM
frutose, 115,8 mM &cido citrico, suplementado com 1000 Ul penicilina/ml, 1000 pug de
estreptomicina/mL, 5% glicerol) a 37°C, como descrito (MATHIAS et al., 2015). Conforme
metodologia descrita, as amostras foram imediatamente submetidas aos testes funcionais de
integridade do acrossomo, integridade da membrana plasmatica, atividade mitocondrial e

morfologia espermatica.
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4.6  Avaliacdo funcional dos espermatozoides

4.6.1 Integridade do acrossomo

Avaliou-se a integridade do acrossomo através da Coloragdo Simples Fast-
Green/Rosa-Bengala contendo 1% (w/v) rosa bengala (referencia 330000, Sigma-Aldrich Co,
MO, USA), 1% (w/v) fast green FCF (referencia F7252, Sigma-Aldrich Co, MO, USA), e
40% de etanol em 200 mM de tampao de fosfato dissddico contendo 100 mM é&cido citrico pH
7,2, como previamente descrito (POPE; ZHANG; DRESSER, 1991). Para realizagcdo do
ensaio, 5 pL de cada amostra de liquido seminal foram incubados a mesmo volume de
solucdo Coloracdo Simples Fast-Green/Rosa-Bengala por 1 min em placa aquecida a 37°C.
Apos incubagdo, o volume total (10 pL) foi depositado em lamina de microscopia onde se
realizou o esfregago. Posteriormente a secagem das laminas, a analise foi realizada em
microscopia de luz (1.000X) onde 200 espermatozoides/lamina foram contados e classificados
de acordo com a intensidade de coloragdo de sua regido acrossomal em: acrossomo integro
(regido acrossomal apresentando coloragcdo levemente mais escura que a regido pos-
acrossomal) e acrossomo nao integro (regido acrossomal apresentando coloragdo levemente
mais clara que a regido pds-acrossomal), como visualizado na Figura 1.

Figura 1 — Integridade acrossémica avaliada através da coloracdo Coloragdo Simples
Fast-Green/Rosa-Bengala. Em A observa-se o0 acrossomo integro e em B
acrossomo ndo-integro indicado pela seta. Fonte: ROMANO et al., 2016.
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4.6.2 Integridade da membrana plasmatica

A integridade da membrana plasmética foi avaliada pela técnica de coloracdo de
Eosina-Nigrosina, descrita por Barth e Oko (1989). O principio da técnica baseia-se no fato de
que por alteracdes na permeabilidade das membranas dos espermatozoides, a eosina consegue
penetrar nas células corando-as de rosa. J& nos casos onde as membranas estejam integras,
estas ndo permitem a entrada do corante, portanto, contrastando com o plano de fundo tomado
pela coloracdo escura da nigrosina, as células aparecem brancas. A solu¢do de coloracéo foi
preparada com 1% de eosina Y (referencia E4009, Sigma-Aldrich Co, MO, USA) e 10% de
nigrosina (referencia 198285, Sigma-Aldrich Co, MO, USA) em 4gua ultrapura. Para a
realizacdo do ensaio, 5 puL de cada amostra de liquido seminal foram incubados a mesmo
volume de solucdo de coloragdo sendo o volume total (10 pL) depositado em lamina de
microscopia para realizagdo de esfregaco. ApOs a secagem em temperatura ambiente, as
laminas foram entdo analisadas em microscopio Optico em imersdo (1000x), contando-se 200
células que foram classificados em espermatozoides com membrana integra (ndo coradas) e

ndo-integra (coradas), como visualizado na Figura 2.

Figura 2 — Integridade de membrana plasmatica avaliada pelo método de eosina-
nigrosina. Membrana plasmatica integra (A) ndo permite a entrada do
corante e contrastando com o plano de fundo tomado pela coloragéo escura
da nigrosina, as células aparecem brancas. Na membrana plasmatica ndo
integra (B) a eosina consegue penetrar nas células corando-as de rosa.
Fonte: ROMANO et al., 2016.
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4.6.3 Atividade mitocondrial

A atividade mitocondrial foi avaliada pela medicdo da atividade da enzima citocromo
C oxidase na peca intermediaria do espermatozoide, como previamente descrito por Hrudka
(1987). Segundo o autor, a enzima citocromo C-Oxidase (CCO) tem um papel fundamental
no processo de respiracdo celular e metabolismo energético das células, sendo pré-requisito
para a funcdo osmotica e sintética, motilidade e manutencdo da estrutura celular. A técnica é
baseada na oxidagdo da 3,3'-diaminobenzidina (DAB) pelo Complexo Citocromo C, incluindo
a CCO, através de uma reacdo em cadeia na qual o reagente é polimerizado e se deposita nos
locais onde ocorre a reacdo, ou seja, se restringe a mitocondria. Esta deposicdo pode ser
identificada através de microscopia convencional pela sua coloracdo marrom. Desta forma, é
possivel descrever o declinio espontaneo da CCO ocasionado por tratamentos fisicos e/ou
qguimicos aos que os espermatozoides sdo submetidos. Para realizacdo da técnica, o DAB
(3,3'-Diaminobenzidine, referencia D8001, Sigma-Aldrich Co, MO, USA) foi diluido em PBS
(2,7 mM KCI, 137 mM NaCl, 8 mM NaHPO4, 1,4 mM KPO4, pH 7,4) para a concentracao
final de 1 mg/ml e armazenado a -20 C até o uso. Dez microlitros de cada amostra foram
incubados com 300 pL de solucdo de DAB pré-aquecida a 37°C por 1 h na auséncia de luz.
Dez microlitros de cada amostra foram depositados em lamina de microscopia onde se
realizou esfregaco seguido de secagem a 37°C também na auséncia de luz. As laminas foram
incubadas por 10 min com uma solucdo fixativa contendo 10% de formaldeido (F8775,
Sigma-Aldrich Co, MO, USA) em PBS e secas a 37°C protegidas da luz. Apos a secagem, as
laminas foram analisadas em microscopia de contraste de fase (400X) onde 200
espermatozoides de cada amostra foram classificados com base no grau de coloracdo da peca
intermediaria. As amostras foram classificadas em DAB | (completamente corada), DAB 1l
(>50%), DAB 11l (<50%) e DAB IV (ndo corada), assim o grau de coloracdo da peca

intermediéaria indica o nivel de atividade mitocondrial (Figura 3), como se segue:

o DAB [I: células esperméticas com peca intermediaria totalmente corada
indicando alta atividade mitocondrial.
o DAB II: células espermaticas com mais da metade dos segmentos corados

(ativos) indicando atividade mitocondrial média a alta.
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o DAB IlI: células espermaticas com menos da metade dos segmentos corados
(ativos) indicando alto comprometimento da atividade mitocondrial.

o DAB 1V: células espermaticas com peca intermediaria totalmente descorada
indicando auséncia de atividade mitocondrial.

Figura 3 — Atividade mitocondrial avaliada através da medicéo da atividade da enzima
citocromo C oxidase na peca intermediaria do espermatozoide utilizando 3,3'
— diaminobenzidina (DAB). O espermatozoide é classificado com base no
grau de coloragdo da peca intermédia como DAB | (completamente coradas),
DAB Il ( > 50%), DAB Il ( <50%) e DAB IV (completamente descorada).
Fonte: ROMANO et al., 2016.

4.7  Avaliacdo de anormalidades morfoldgicas nos espermatozoides

Para verificacdo de anormalidades morfol6gicas nos espermatozoides, as amostras
foram diluidas em fator de 10 em uma solugdo de formol salina tamponada (34,72 mM
Na2HPO4+2H20, 18,68 mM KH2PO4, 92,4 mM NaCl, 12,5% (v/v) formaldehyde) e
avaliadas em preparacdo Umida em microscopia de contraste de fase (400X). Foram contadas
200 células por lamina as quais foram classificadas em espermatozoides normais e anormais,
segundo Blom (1973), citado por Silva, Dode e Unanian (1993), de acordo com a presenca
das seguintes caracteristicas: cauda enrolada, cauda dobrada, cauda fortemente enrolada,
cauda fortemente dobrada, cabeca solta, defeitos em peca intermediéria, gota protoplasmatica
proximal e gota protoplasmatica distal.
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4.8  Producdo espermatica total, producéo espermatica diaria por testiculo,

reserva espermatica e tempo de transito no epididimo

A producdo espermatica foi determinada como previamente descrita (Robb et al. 1978;
Romano et al. 2012). Os testiculos e epididimos (subdividido em cabeca, corpo e cauda)
coletados e congelados anteriormente, foram inicialmente pesados em uma balanca de
precisdo analitica. Em seguida, a tunica albuginea foi removida do testiculo e o parénquima
homogeneizado em 5 ml de solucdo salina-Triton 0.5% seguida de sonicacdo por 30 s. As
amostras foram entdo diluidas 10 vezes em solucdo salina e as espermatides resistentes a
homogeneizacdo contadas com o auxilio de um hemocitémetro - Camera de Neubauer.

A contagem do total das células determinou o nimero de espermatozoides por
testiculo, e gerou um dado de concentracdo de espermatozoides por ml. A concentracdo de
espermatozoides por ml foi dividida pelo peso dos testiculos de cada animal, resultando ent&o
no numero de espermatozoides por grama de testiculo. Para a determinacdo da producédo
espermatica diaria (PED), dividiu-se a concentracdo espermatica/mL de cada animal por 6,1
(AMANN et al.; 1976), que corresponde ao tempo para que as espermatides se encontrem nos
estagios 17-19, e que representam 48% de um ciclo total do epitélio seminifero com duracéo
de 12,75 dias (12,75 vezes 48% = 6,1).

Para a determinacédo da reserva espermatica e do tempo médio de transito espermatico,
0s segmentos do epididimo foram separados em cabeca, corpo e cauda e processados
separadamente. Os segmentos foram pesados em uma balanca de precisdo analitica,
seccionados em pequenos fragmentos com lamina de bisturi, homogeneizados em 5 mL de
NaCl 0,9% contendo Triton X 100 0,5% seguidos de sonicacdo por 30 segundos. Apds
diluicdo de 10 vezes, cada amostra foi transferida para camaras de Neubauer para a contagem
de espermatozoides em cada segmento, determinando-se assim a reserva espermatica. O
tempo médio de transito espermético nos segmentos do epididimo foi calculado dividindo-se
0 numero de espermatozoides de cada segmento pela PED do testiculo correspondente
(ROBB; AMMAN; KILLIAN, 1978).
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4.9  Ildentificacdo das alteracGes de expressao génica pela quantificacio do
mRNA (RT-gPCR)

A metodologia para analise da expressdo do mRNA de genes que participam da
regulagdo da espermatogénese envolveu as etapas de: extracdo do RNA total, verificagdo de
concentracdo e integridade do RNA extraido, reacdo de transcri¢ao reversa para obtencdo de
cDNA, construcdo e validacdo dos primers especificos e quantificacdo dos transcritos por

PCR em tempo real. As metodologias estdo apresentadas nos subitens a seguir:

4.9.1 Homogeneizacgao e extracdo de RNA total do testiculo

Os testiculos coletados e congelados anteriormente foram pulverizados
individualmente com auxilio de gral e pistilo de porcelana utilizando-se para isso nitrogénio
liquido. O material pulverizado foi transferido para microtubos de onde se preparou aliquotas
com 50 mg de cada amostra sendo estas armazenadas em ultrafreezer a - 80 °C.

O RNA total dos testiculos foi extraido pelo método de guanidina-fenol-cloroférmio
(CHOMCZYNSKI e SACCHI, 1987) através da utilizacdo do Reagente Trizol® (Life
Technologies, Carlsbad, USA) de acordo com as instrucdes do fabricante. Para isso, 1 mL do
reagente Trizol® foi adicionado ao microtubo contendo 50 mg do tecido pulverizado e, com
auxilio de um agitador de tubos do tipo vortex, homogeneizou-se a amostra durante 1 minuto.
Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 12,000 rcf x g durante 10 min a 4 °C, sendo
em seguida o sobrenadante transferido para um novo microtubo e incubado a temperatura
ambiente por 5 minutos para completa dissociacdo de nucleoproteinas.

Transcorrido o tempo de incubacdo, foram adicionados 200uL de cloroférmio seguido
de homogeneizacdo em agitador de tubos por 15 segundos e incubacdo a temperatura
ambiente por 5 minutos. Na sequéncia, a amostra foi centrifugada a 12.000 rcf x g por 15
minutos a 4°C. Apds centrifugacdo, obteve-se a separacdo da solucdo em 3 fases: fase aquosa
incolor onde esta presente 0 RNA, fase de interfase de coloragdo branca constituida por DNA
e fase organica de coloragdo vermelha composta pelo fenol-cloroférmio.

A fase de interesse contendo o RNA foi transferida para um novo microtubo onde se
adicionou 500 pL de isopropanol para a precipitagdo do RNA total. Os microtubos foram

homogeneizados em agitador de tubos do tipo vortex por 10 segundos e em seguida incubados
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a temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, as amostras passaram por nova
centrifugacgdo a 12,000 rcf x g durante 10 minutos a 4 °C formando nesta etapa um sedimento
de RNA na porcéo inferior do microtubo. O sobrenadante foi descartado e o sedimento foi
lavado por duas vezes através da adigdo de 500 uL de etanol a 75 % seguido de centrifugacéo
a 12,000 rcf x g durante 5 minutos a 4 °C. Ao término das lavagens, o sobrenadante foi
removido e o sedimento presente no fundo do microtubo passou por secagem na bancada por
aproximadamente 5 minutos.

Finalizando a fase de extracdo, o sedimento de RNA de cada amostra foi ressuspenso

em 20uL de &gua livre de RNase e estas armazenadas em ultrafreezer a -80 °C.

4.9.2 Verificacdo de concentracdo e integridade do RNA extraido

A concentracdo do RNA total foi estimada pela densidade 6ptica (DO) da solucéo,
através de espectrofotometria (KASVI Modelo K23-002) mensurando-se a absorbancia a 260
nm e 280 nm. A relagcdo A260/A280 foi utilizada para a avaliacdo da pureza do RNA, a qual
foi considerada adequada no intervalo 1,9 a 2,1.

A integridade do RNA total extraido foi verificada por eletroforese em gel de agarose
desnaturante a 1,2 % em tampdo TBE, através da visualizacdo das bandas ribossomais 18S e
28S coradas pelo brometo de etideo. Apds confirmacgdo de integridade, as amostras foram

estocadas em ultrafreezer a -80 °C e posteriormente submetidas a transcrigao reversa.

4.9.3 Reagao de transcrigdo reversa para obtencéo de cDNA

Apbs a extracdo, 2,5 ug de RNA total foram submetidos a reacdo de transcricao
reversa (RT) para a sintese de uma fita de DNA complementar a fita de mMRNA (cDNA), com
0 uso do kit GoScript™ Reverse Transcription System (Promega, Madison, USA) de acordo
com as instrugdes do fabricante. Seguindo o protocolo, foram adicionados em microtubo uma
aliquota de volume correspondente a 2,5 pg de RNA total juntamente com 0,5 pL de
oligonucleotideos de desoxitimidina (oligo [dt]) e quantidades suficiente para 2,5 uL de agua
livre de RNase. As amostras foram incubadas em termociclador (AXYGEN MAXYGENE
modelo term-1000, Foster City, California, USA) a temperatura de 70 °C por 5 minutos.

Transcorrido periodo de incubacdo, as amostras foram imediatamente resfriadas a 4°C e
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mantidas nessa temperatura durante 5 minutos. Posteriormente, foram adicionados para cada
amostra, uma solucdo contendo 2 pL de tampédo da enzima (GoScript 5X); 3,25 uL de agua
livre de RNase; 0,5 uL de desoxirribonucleotideos (ddNTPs); 0,25 uL de RNasin; 1 uL de
cloreto de magnésio e 0,5 uL da enzima mmLv GoScript Reverse Transcriptase. A reacao
com volume total de 10 pL foi incubada em termociclador inicialmente por 5 minutos a 25
°C, seguida por 1 hora a 42 °C. Para cada reacdo foram obtidos 10 pL de cDNA com
concentracdo final estimada em 250 ng/uL. As amostras foram armazenadas a -20 °C até

subsequentes analises de PCR em tempo real.

4.9.4 Quantificacdo dos transcritos por gPCR

4.9.4.1 Confeccdo dos oligonucleotideos (primers)

As condicGes de amplificacdo (concentracdes de cDNA e primer) foram padronizadas
previamente no laboratorio de Biologia Molecular, buscando-se a eficiéncia ideal entre 90 e
110 % (Livak and Schmittgen 2001). As sequéncias de referéncia dos transcritos dos genes
Ar, Esrl, Esr2, Gper, Cypl9al e Rpll9 foram obtidos no GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Os oligonucleotideos foram confeccionados com o auxilio do

recurso Pick Primer disponivel no GenBank, de forma a amplificar ao menos uma regido de
juncéo entre dois exons distintos, proporcionando maior especificidade e ndo amplificacdo de
DNA gendmico. A analise da especificidade das sequéncias senso e antisenso obtidas aos

MRNASs de estudo, foram obtidas pela comparacdo com outras sequéncias do banco de dados

do NCBI através do programa BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Os pares de

oligonucleotideos foram verificados quanto a ligaces complementares pelos recursos do

OligoAnalyzer 3.1 (http://www.idtdna.com/calc/analyzer). O tamanho dos fragmentos
gerados pela reacdo de PCR em tempo real foi confirmado em eletroforese em gel de agarose
a 1,2 % em TBE, onde o padrdo de migracdo da amostra foi comparado ao padrdo de massa
molar de 100 pb (100bp DNA Ladder, LifeTechnologies, Carlsbad, USA). No quadro 1 estéo
descritos a denominacdo dos genes, as sequéncias dos oligonucleotideos e o numero da

sequéncia de referéncia utilizada no NCBI.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://www.idtdna.com/calc/analyzer
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Quadro 1 — Oligonucleotideos senso (F) e antisenso (R) de cada gene utilizados para 0 ensaio
de PCR em tempo real e as respectivas sequéncias de referéncia.

Sequéncia de

Gene Primer (5°-3%) N
referéncia
Ar F: GCCATGGGTTGGCGGTCCTT NM 012502.1
(Receptor de andrdgeno) R: AGGTGCCTCATCCTCACGCACT - '
Esrl F: CCATATCCGGCACATGAGTA NM 012689.1
(Receptor de estradiol 1) R: TGAAGACGATGAGCATCCAG - '
Esr2 F: CTCACGTCAGGCACATCAGT NM 0127541
(Receptor de estradiol 2) R: TGTGAGCATTCAGCATCTCC - '
Gper
i F: CCCTTGACAGGCCACATAGT
(Receptor de estrggenos acoplado a R: CTCCGTGCTGTCTGGTATGA NM_133573.1
proteina G)
Cypl9al F: CGTCATGTTGCTTCTCATCG NM 017085.2
(Aromatase) R: TACCGCAGGCTCTCGTTAAT - '
Rpl19 F: CAATGAAACCAACGAAATCG NM_031103.1

(Proteina ribossomal L19)

R: TCAGGCCATCTTTGATCAGCT

4.9.4.2 Reagéo de quantificacdo dos transcritos por PCR em tempo real

A expressdo dos genes relacionados a espermatogénese foi avaliada pelo método de
PCR quantitativo em tempo real a partir da transcricdo reversa (RT-gPCR). O objetivo da
avaliacdo foi estimar a quantidade relativa dos niveis de RNA mensageiro (MRNA) dos genes
estudados comparando os niveis de mMRNA de todas as amostras com a expressdo do gene
constitutivo Rpl19. O ensaio foi realizado com uso do kit Platinum® SYBR® Green gPCR
Super Mix-UDG (Life Technologies, Carlsbad, USA) para os genes Ar, Esrl, Gper, Cypl9al
e seu constitutivo Rpl19. Para avaliagdo de expresséo do gene Esr2 utilizou-se o kit Tagman®
Gene Expression Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, USA). Os ensaios foram
realizados de acordo com as instrucdes dos fabricantes. A amplificacdo foi realizada com os
recursos do equipamento Applied Biosystems StepOnePlus™ Real-Time PCR System
(Applied Biosystems, Singapore) nas seguintes condigdes de ciclo para o kit Platinum®
SYBR® Green: 50°C (2 min), 95°C (2 min), e 40 ciclos de 95 °C (15 s) e 60°C (30 s). Para o
kit Tagman® Gene Expression as condigdes foram: 50°C (2 min), 95°C (2 min), e 40 ciclos de
95 °C (15 s) e 60°C (1 min). Ao final da amplificacdo, obteve-se a curva de dissocia¢do ou
Melting curve para confirmar a especificidade da reacdo. Os valores médios de cycle

threshold (Ct) foram automaticamente determinados pelo StepOne™ Software v2.3 (Applied
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Biosystems) e a quantificacdo realizada pelo método de 244

(LIVAK e SCHMITTGEN 2001).

, como previamente descrito

4.10 Dosagens Hormonais

Os ensaios para as dosagens séricas hormonais de testosterona e estradiol foram
realizadas a partir do soro sanguineo, previamente separado e mantido a -80 °C, através da
metodologia de Elisa com o uso de kits comerciais Testosterone ELISA kit e 17p — Estradiol
ELISA kit (Enzo Life Sciences Inc., Farmingdale, NY, USA). Originalmente descrito por
Engvall e Perlmann (1971), o método utiliza um anticorpo policlonal que se liga de forma
competitiva ao anticorpo da amostra. Apos incubacdo simultanea em temperatura ambiente,
0s excessos de reagentes foram removidos por lavagem e o substrato foi adicionado. Depois
de um periodo de incubacdo, a reacdo enzimatica foi parada e a coloracdo amarela
interpretada por leitor de microplacas a 405 nm. Uma vez que a intensidade da cor amarela é
inversamente proporcional a concentragdo de 17- estradiol ou testosterona tanto em padrdes
ou de amostras, atraves da densidade dptica. Os dados foram analisados pela equagdo dose
resposta: log (inibidor) vs. Resposta — curva variavel (4 pardmetros) com o auxilio do
programa GraphPad Prism 6 (Graph Pad Software Inc.). A concentragdo dos hormonios que

foi expressa em pg/ml.

411 Analise estatistica

As variaveis estudadas foram primeiramente submetidas aos testes de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov e homocedasticidade pelo teste de Bartlet. Os parametros foram
avaliados pela ANOVA seguida pelo pos-teste de Dunnet. Todas as analises foram efetuadas
com a utilizacdo do software Statistica 7.0 (StatSoft Inc., Tulsa, OK, USA) e Graphpad Prism

6,0. Foram consideradas diferencas estatisticas quando o valor de p foi inferior a 0,05.
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5 RESULTADOS

As possiveis alteragdes reprodutivas causadas nos animais pela administracdo diaria
de AgNPs foram analisadas através de parametros que auxiliam na andlise da capacidade
reprodutiva. Para isso realizou-se a avaliacdo da expressao de genes relacionados ao controle
da espermatogénese; avaliacdo de producdo espermatica total e diaria por testiculo, reserva
espermatica e tempo de transito no epididimo; avaliacdo da funcdo espermaética através da
verificacdo de integridade de acrossomo, membrana plasmética e atividade mitocondrial;
verificacdo de anormalidades morfologicas nos espermatozoides e dosagem do perfil sérico
dos horménios sexuais testosterona e estradiol. Os subitens a seguir apresentam esses

resultados analisados.

51  Aexposicdo pré — pubere as AgNPs altera a expressao dos genes
relacionados a espermatogénese e as concentragdes séricas de testosterona e
estradiol

5.1.1 Testosterona e Ar

O nivel de testosterona sérica (ng/mL) elevou no grupo tratado com a menor dose (p<

0,05) (Figura 4A) sendo a expressdao de Ar também reduzida no mesmo grupo (p<0,003)

(Figura 4B), e no grupo exposto a dose de 3,75 pg/kg de AgNP (p<0,05) (Figura 4).
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Testosterona sérica (pg/ulL)

Controle AgNP 1,875 nglkg AgNP 3.75 ng’kg  AgNP 7,5 ua'kg  AgNP 15 pafkg
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Expressao relativa

Controle AgNP 1,875 ug/kg AgNP 2,75 nglkg AgNP 7.5 uglkg  AgNP 15 pgfkg

Figura 4 — Nivel de testosterona sérico (A) e expressao testicular do transcrito de Ar (B)
em ratos controle e expostos as AgNPs nas doses de 1,875 ug/kg, 3,75 pg/kg,
7,5ug/kg e 15 pg/kg. O Rpll9 foi empregado como gene constitutivo. A
exposicdo pré-pubere a menor dose de AgNPs aumentou o nivel de
testosterona sérica e reduziu a expressao do transcrito Ar em relacdo ao
controle para o0 mesmo grupo. Para a dose de 3,75 upg/kg de AgNPs a
expressdo do transcrito Ar também foi reduzida. Os valores estdo
representados em média + E.P.M. (ANOVA e pos-teste de Dunnet), *p<0,05 e
***n<0,003 vs controle, n = 12/grupo. Ar: receptor de andrégeno; Rpl19:
proteina ribossonal L19; AgNPs: nanoparticulas de prata. E.P.M.: erro padrao
da média.
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5.1.2 Estradiol e Cypl19al
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O nivel de estradiol sérico (ng/mL) elevou no grupo tratado com a dose de 7,5 pg/kg

de AgNP (p<0,01) (Figura 5A),

significativamente nos grupos tratados com AgNPs (Figura 5B).

>

Estradiol sérico (pg/plL)

o

Cyp19a1
Expressao relativa

20+

ek

Controle AgNP 1,875 ng/kg AgNP 3.75 ng/kg  AgNP 7.5 na/kg AgNP 15 ug/kg

Controle AgNP 1,875 ug/lkg AgNP 3,75 ug/kg AgNP 7.5 .g/kg  AgNP 15 iglkg

Figura 5 — Nivel de estradiol sérico (A) e expressao testicular do transcrito de Cyp19al

(B) em ratos controle e expostos as AgNPs nas doses de 1,875 pg/kg, 3,75
Mg/kg, 7,5 pg/kg e 15 pg/kg. O Rpll9 foi empregado como gene constitutivo.
A exposicdo pré-pubere a dose de 7,5 pg/kg AgNPs aumentou o nivel de
estradiol sérico em relacdo ao controle. Em todos os grupos tratados com
AgNPs nédo houve alteracéo significativa nos niveis de expressao do transcrito
de Cypl9al. Os valores estdo representados em média + E.P.M. (ANOVA e
poés-teste de Dunnet), **p<0,01 vs controle, n = 12/grupo. Cypl9al:
aromatase; Rpl19: proteina ribossonal L19; AgNPs: nanoparticulas de prata.
E.P.M.: erro padrdo da média.

enquanto a expressdéo de Cypl9al nédo alterou
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5.1.3 Receptores de estrdgenos

A expressdo do transcrito de Gper diminuiu no grupo tratado com a menor dose de
AgNPs (p < 0,05) (Figura 6A). O mesmo aconteceu com a expressdo do transcrito de Esrl
para as doses de 1,875 ug/kg e 3,75 pg/kg de AgNPs (p<0,01) (Figura 6B). Por outro lado, a
exposicéo pre-pubere ndo alterou significativamente os niveis de expressao do transcrito de

Esr2 em todos os grupos tratados (Figura 6C).
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Figura 6 — Expresséo testicular do transcrito de Gper (A); Esrl (B) e Esr2 (C) em ratos controle e
expostos as AgNPs nas doses de 1,875 pg/kg, 3,75 pg/kg, 7,5 pg/kg e 15 pg/kg. O Rpl19
foi empregado como gene constitutivo. A exposicdo pré-pubere a menor dose de AgNPs
reduziu a expressdo do transcrito Gper em relacdo ao controle. O mesmo ocorreu para o
transcrito Esrl para as doses de 1,875 pg/kg e 3,75 pg/kg de AgNPs. Em todos os grupos
tratados com AgNPs ndo houveram alteracdes significativas nos niveis de expressao do
transcrito de Esr2. Os valores estdo representados em média + E.P.M. (ANOVA e po6s-
teste de Dunnet), **p<0,01 vs controle, n = 12/grupo. Gper: Receptor de estrogenos
acoplado a proteina G; Esrl: receptor de estradiol 1; Esr2: receptor de estradiol 2; Rpl19:
proteina ribossonal L19; AgNPs: nanoparticulas de sais de prata. E.P.M.: erro padrdo da
média.
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52  Aexposicao pré — pubere as AgNPs e a producéo espermética

Né&o houve diferenca significativa entre os grupos controle e tratados (Tabela 1).

Tabela 1 - Producéo espermatica dos animais dos grupos controle e expostos as AgNPs nas
doses de 1,875 pg/kg, 3,75 pg/kg, 7,5 pg/kg e 15 pg/kg. Os valores estdo
representados em média + E.P.M. (ANOVA e pds-teste de Dunnet), n= 12/grupo.
AgNPs: nanoparticulas de sais de prata. E.P.M.: erro padrdo da média.

Producao espermatica Controle 1,875 ug/kg 3,75 ug/kg 7,5 pa/kg 15 ug/kg

X 1O;I;Satsi:’culo 97,06+35 98,33+85 92,73+8,3 98,13+10,0 99,38+7,2

x 10° /g testiculo 68,99+29 7039+60 6482+59 6984+75 6557+54
Diéaria

x 10%/testiculo 1591+05 16,12+x14 1520+13 16,09+16 16,29+1,1

x 10° /g testiculo 1131+04 1154+09 1063+09 1145+12 10,75+0,8

5.3  Aexposicdo pré—pubere as AgNPs diminui a reserva espermatica

Com relacdo a reserva espermatica, observou-se menor concentracdo de
espermatozoides no segmento de cabeca e corpo do epididimo do grupo tratado com a dose
1,875 pg/kg de AgNPs (p <0,05) (Figura 7A). J& no segmento de cauda do epididimo ndo
houve diferencas estatisticas entre os animais tratados em relacdo ao controle (Figura 7B). Os

dados estdo expressos na Figura 7.
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Figura 7 — Reserva espermatica nos segmentos do epididimo cabeca + corpo (A) e cauda
(B) dos animais do grupo controle e expostos as AgNPs nas doses de 1,875
pa/kg, 3,75 pg/kg, 7,5 pg/kg e 15 pg/kg. A exposicdo pré-pubere & menor
dose de AgNPs reduziu a concentracdo de espermatozoides no segmento de
cabeca e corpo do epididimo. A reserva espermatica no segmento de cauda
do epididimo ndo foi alterada pelos tratamentos. Os valores estdo
representados em média = E.P.M. (ANOVA e pds-teste de Dunnet), *p<0,05
vs controle, n = 12/grupo. AgNPs: nanoparticulas de prata. E.P.M.: erro
padrdo da média.
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54  Aexposicdo pré — pubere as AgNPs diminui o tempo de transito

o

espermatico

tempo de transito espermatico atraves do epididimo no segmento de cabeca e corpo

foi reduzido no grupo tratado com a dose 1,875 pg/kg de AgNPs (p <0,05) (Figura 8A). No

segmento de cauda do epididimo ndo houve diferenca estatistica entre os animais tratados em

relacdo ao controle (Figura 8B).

A

Figura 8 —

Tempo de transito espermatico
epididimo cabeca + corpo (dias)

Controle AgNP 1.875 ng/kg AgNP 3.75u9/kg  AgNP 7,519/kg  AgNP 15 ug/kg

Tempo de transito espermatico
epididimo cauda (dias)

Controle AgNP 1.875 ng/kg AgNP 3,759/kg AgNP 7,5 9/kg  AgNP 15 pg/kg

Tempo de transito espermatico nos segmentos do epididimo cabega + corpo (A) e cauda (B)
dos animais do grupo controle e expostos as AgNPs nas doses de 1,875 pg/kg, 3,75 pg/kg,
7,5 pg/kg e 15 pg/kg. A exposicao pré-pubere a menor dose de AgNPs reduziu o tempo de
transito dos espermatozoides no segmento de cabeca e corpo do epididimo. O tempo de
transito no segmento de cauda do epididimo néo foi alterado pelos tratamentos. Os valores
estdo representados em média £ E.P.M. (ANOVA e pos-teste de Dunnet), *p<0,05 vs
controle, n = 12/grupo. AgNPs: nanoparticulas de prata. E.P.M.: erro padrdo da média.
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55  Aexposicdo pré — pubere as AgNPs altera a funcionalidade dos
espermatozoides

Houve comprometimento da integridade do acrossoma dos espermatozoides dos ratos
expostos a dose de 15 pg/kg de AgNP (p < 0,001) (Figura 9A). A integridade da membrana
plasmatica (Figura 9B) e a morfologia espermatica (Figura 9C) dos ratos tratados nao foi
alterada com a exposicdo as AgNPs. Conforme mostrado na Figura 9D, a atividade
mitocondrial dos espermatozoides foi reduzida dos ratos expostos as AgNPs nas doses de 7,5
Mg/kg e 15 pg/kg (p < 0,001).
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Figura 9 — Frequéncia da integridade do acrossoma (A), integridade da membrana
plasméatica (B), morfologia (C) e atividade mitocéndrial (D) dos
espermatozoides dos ratos controle e expostos as AgNPs nas doses de 1,875
ug/kg, 3,75 pg/kg, 7,5 pg/kg e 15 pg/kg (A). A exposicdo pré-pubere a
maior dose de AgNPs reduziu integridade do acrossoma dos
espermatozoides deste grupo em relacdo ao controle. Integridade de
membrana plasmatica e patologia espermatica ndo foram alterados pelo
tratamento. J& a atividade mitocondrial foi reduzida dos ratos expostos as
AgNPs nas doses de 7,5 png/kg e 15 pg/kg. Os valores estéo representados
em média + E.P.M. (ANOVA e pds-teste de Dunnet), *p<0,01 vs controle,
n= 12/grupo. AgNPs: nanoparticulas de prata. E.P.M.: erro padrdo da média.



5.6 Resumo dos resultados

O resumo dos resultados dos pardmetros analisados estéo apresentados no quadro 2.

Quadro 2 - Compilacdo de resultados dos parametros analisados.

PARAMETROS ANALISADOS Aglli g/gkg A;fl Ft‘/?(g :JNE’P‘/‘EQ i’gﬁzg /‘f(%
EXPRESSAO GENICA
Ar L i 1 1
Esrl L L 1 1
Esr2 © - o PN
Gper L L o 1
Cypl9al L L o o
INTEGRIDADE ESPERMATICA
Integridade do acrossomo 1 o o o
Integridade da membrana plasmatica - o o o
Atividade mitocondrial 1 il o o
Morfologia espermatica - o o o
PRODUCAO E RESERVA
ESPERMATICA
Producdo espermatica s g o s
Reserva - Cabeca + corpo - o s i
Reserva — Cauda © o s s
TEMPO DE T’RANSITO
ESPERMATICO
Cabeca + corpo - o - 1
Cauda o o o o
NIVEIS SERICOS HORMONAIS
Testosterona “ tad o 1
Estradiol “ 1 o PN

AgNPs: nanoparticulas de prata; Ar: receptor de andrégeno; Cypl9al: aromatase; Gper: Receptor de
estrogenos acoplado a proteina G; Esrl: receptor de estradiol 1; Esr2: receptor de estradiol 2;T:
aumentou; !: diminuiu; < : ndo houve alteragéo.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se o efeito da possivel desregulacdo enddcrina ocasionada
pela administracdo de baixas e decrescentes doses de AgNPs em ratos Wistar pré-puberes
sobre a eficiéncia funcional de células espermaticas e consequente capacidade de fertilizacao
em decorréncia de alteracOes causadas durante a espermatogénese.

A fisiologia reprodutiva envolve processos biologicos complexos que podem ser
sensiveis a contaminantes quimicos ambientais, podendo o aumento da incidéncia de
distarbios no sistema reprodutor masculino estarem relacionados a exposicdo a esses
contaminantes (LUCAS et al., 2009). Anteriormente, demonstramos os efeitos deletérios da
AgNPs sobre a espermatogénese de ratos tratados com doses de 50, 30 e 15 mg / kg de AgNP
(MATHIAS et al., 2015; SLEIMAN et al., 2013). No presente estudo, foram investigados 0s
mecanismos moleculares envolvidos nos efeitos dose-resposta de quatro doses de AgNPs (15,
7,5, 3,75 ou 1,875 ug AgNP/kg) sobre a producéo e funcionalidade dos espematozdides bem
como na expressdo de genes relacionados com o processo de espermatogénese, utilizando-se
para isso ratos Wistar machos pré-puberes como modelo experimental.

A exposicdo pré-pubere as AgNPs elevou o nivel de testosterona sérica no grupo
tratado com a menor dose. Em nossos estudos anteriores, as concentraces séricas de
testosterona ndo foram afetadas nos grupos que receberam doses de 50 (SLEIMAN et al.,
2013), 30 (MATHIAS et al., 2015; SLEIMAN et al., 2013) ou 15 pg/kg (MATHIAS et al.,
2015) de AgNP. Baki et al. (2014) expuseram ratos Wistar pré-puberes a altas doses de
AgNPs e observaram reducdo das concentragdes de testosterona no soro em doses a partir de
50 mg/kg. Isso pode sugerir que a susceptibilidade de desregulacdo da testosterona pode
variar de acordo com a concentracdo de AgNP, aumentando em doses baixas e intermediarias
e diminuindo em doses elevadas.

A testosterona estimula a sintese do receptor de androgeno e estabiliza 0 seu mMRNA
(MORA e MAHESH 1999; MORA et al. 1996). Contrariamente ao esperado, observou-se a
reducdo na expressdo de Ar no grupo com testosterona elevada (dose mais baixa) e também
no grupo tratado com 3,75 pg AgNP/kg. O receptor de androgenos desempenha papel central
na espermatogénese, na manutengdo da barreira hemato-testicular e na adeséo e liberacdo dos
espermatozoides a partir das células de Sertoli (DE GENDT et al., 2004; WANG et al., 2006).
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O equilibrio entre andrdgenos e estrégenos é essencial para o desenvolvimento sexual
normal e reproducdo em mamiferos. Nos testiculos, a manutengdo deste equilibrio esta sob
um ajuste do sistema enddcrino e fatores paracrinos, mas também esta relacionada com a
atividade da aromatase, um complexo enzimatico localizado no reticulo endoplasmatico que
assegura a conversao de androgenos em estrégenos (CARREAU et al., 2003). O estradiol
testicular é produzido a partir do processo de aromatizacdo da testosterona pela enzima
aromatase citocromo P450A1 e codificado pelo gene Cypl9al (O’DONNELL et al., 2006).
No presente estudo, os niveis de estradiol sérico aumentaram no grupo exposto a 7,5 ug
AgNP/kg, enquanto a expressdo de Cypl9al ndo foi alterada. Apesar de n&o ter ocorrio
alteragBes significativas, nota-se que as flutuaces dos niveis de estradiol entre os diferentes
grupos de tratamento correspondem as flutuacbes dos transcritos de aromatase (Cypl9al).
Curiosamente, as concentracdes séricas de estradiol e a expressdo da aromatase ndo foram
afetados no grupo tratado com 1,875 pg AgNP/Kg, o que pode indicar um mecanismo de
protecdo evitando niveis de estradiol mais elevados e deletérios (HESS, 2003).

Os estrogénios testiculares interagem com receptores de estrdgenos, que estdo
localizados no ndcleo, no citoplasma (Esrl e Esr2) e na membrana plasmatica (Gper) sendo
vitais para a regulacdo de proteinas envolvidas na funcdo dos testiculos (CHIMENTO et al.,
2014), pois camundongos knockout para receptores de estrégenos (ESR1 e ESR2) apresentam
comprometimento da espermatogénese (EDDY et al., 1996). Estes receptores (Esrl e Esr2)
estdo presentes nos testiculos de ratos imaturos e adultos, e também no nicleo de células de
Sertoli em co-cultura obtidos a partir de ratos de 15 dias de idade, sendo o estradiol o indutor
da proliferacdo destas células (LUCAS et al., 2008). E importante enfatizar que a expressio
desses genes € altamente variavel, com diferencas entre as espécies e até mesmo entre
individuos dentro de uma espécie (LUCAS et al., 2014). O receptor de estrogénio a acoplado
a proteina G (Gper) também tem sido detectado em regides extranucleares das células de
Sertoli de ratos de 15 dias de idade e pode regular a expressdo de genes envolvidos com
apoptose celular (LUCAS et al., 2010). Os receptores de Esrl e Esr2 estdo envolvidos no
controle da proliferacdo e diferenciacdo celular através de indutores e inibidores do ciclo
celular. Além disso, o Esrl é necessario para a viabilidade de células germinativas e esta
envolvido na condensacdo da cromatina e na integridade do DNA de espermatozoides
(CACCIOLA et al., 2013). Neste estudo, a expressao dos transcritos de Gper so foi diminuido

no grupo tratado com 1,875 pg AgNP/kg, enquanto que os transcritos de Esrl foram
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diminuidos em ambos os grupos 1,875 e ug 3,75 AgNP/kg. Os transcritos de Esr2 ndo foram
modulados pelos tratamentos.

Apesar das alteracbes nas concentracdes de testosterona sérica, na expressdo de
receptores de andrégeno, nas concentracdes de estradiol sérica e na expressao do receptor de
estrogenos 1 e receptor de estrégenos 1 acoplado a proteina G no grupo tratado com a dose de
1,875 ng AgNP/kg, a producgédo de espermatozoides ndo foi afetada. Sleiman et al. (2013) e
Mathias et al. (2015) avaliaram a producédo de espermatozoides logo apos o fim do tratamento
(PND53) e também ndo observaram alteracdes. No entanto, trinta e sete dias apds o final da
exposicdo as AgNP, no PND90, as producfes total e diaria de espermatozoides foram
reduzidas (SLEIMAN et al. 2013). Neste sentido, 0 comprometimento da espermatogénese
nestes grupos expostos a doses mais baixas de AgNPs daquelas utilizadas por Sleiman et al.
(2013) e Mathias et al. (2015), ndo pode ser desconsiderada.

Durante o transito através dos segmentos do epididimo, os espermatozoides liberados
do lumen dos tdbulos seminiferos passam por maturacdo, aquisicdo de motilidade progressiva
e a capacidade de fertilizar 6vulos (ROBAIRE et al., 2006). O transporte dos espermatozoides
através do epididimo se deve ao movimento do fluido secretado pelas células de Sertoli
resultante da atividade contratil da parede epididiméria a qual é controlada pela acdo de
andrdgenos e pelo sistema nervoso autbnomo (RICKER, 1998). Neste estudo, a reserva e 0
tempo de transito espermatico através da cabeca e do corpo do epididimo foram reduzidos no
grupo exposto a dose de 1,875 pug AgNP/kg. Como as AgNPs elevaram os niveis de
testosterona na mesma dose, é possivel que esta tenha causado alteracdo no padrdo de
contragcdo do musculo liso do epididimo, aumentando as suas contrages e diminuindo o
tempo de trénsito espermatico.

Finalmente, os espermatozoides coletados de cauda do epididimo foram submetidos a
analise funcional da integridade acrossémica, integridade da membrana plasmatica, atividade
mitocondrial e morfologia espermatica. A morfologia espermatica e a integridade da
membrana plasmatica ndo foram alteradas pelo tratamento. Ja a integridade do acrossomo
reduziu no grupo exposto a 15 pug AgNP/kg e a atividade mitocondrial reduziu nos grupos
tratados com 7,5 e 15 pug AgNP/kg. Essas alteragdes no grupo tratado com 15 pg AgNP/kg
foram previamente demonstradas pelo nosso grupo (MATHIAS et al. 2015), sendo incluido
neste estudo para se ajustar a curva de dose-resposta como a dose mais elevada. O acrossomo

é parte fundamental no processo de fertilizagdo e a redugdo de sua integridade pode
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comprometer a habilidade fecundante do espermatozoide (WOELDERS, 1991). A
mitocdndria estd localizada na peca intermediaria do espermatozoide, produzindo a energia
para movimentar o flagelo e impulsionar os espermatozoides através do trato genital
feminino. Desta forma, a reducédo da sua funcdo pode comprometer a motilidade espermatica

e, consequentemente, impedir a fertilizacdo (AMARAL et al., 2013).
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7 CONCLUSAO

A exposicao pré-pubere as AgNPs alterou a expressao testicular de genes relacionados
a espermatogénese, diminuindo os transcritos de: a) AR na dose de 3,75 e 1,875ug AgNP/Kg;
b) Gper na dose de 1,875ug AgNP/kg; e ¢) Esrl 3,75 e 1,875ug AgNP/kg. Além disso,
diminuiu: a) a reserva e 0 tempo de transito espermatico nas porcoes de cabeca e corpo do
epididimo na dose de 1,875ug AgNP/kg; e b) a integridade do acrossomo e a atividade
mitocondrial dos espermatozoides nas doses de 15 e 7,5ug AgNP/kg; e aumentou 0s niveis
séricos de testosterona nas doses de 1,875ug AgNP/kg e de estradiol na dose de 7,5ug
AgNP/Kg.

Esses resultados demonstram que a exposicdo as AgNPs na pré-puberdade, fase
altamente susceptivel a acdo dos desreguladores endécrinos quimicos, compromete a funcao
espermatica no grupo recebendo a maior dose, enquanto a modulagdo dos genes relacionados
ao controle da espermatogénese e as concentracfes séricas de testosterona e estradiol somente
ocorre no grupo de menor dose. Pode-se concluir que as AgNPs possuem efeitos dose-

resposta paradoxal, agindo como um potencial desregulador enddcrino quimico.
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