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Resumo

O cadmio € um poluente ambiental altamente tdxico, sendo ainda de cardter
acumulativo. E considerado como um dos metais pesados mais largamente utilizados nas
industrias. Recentemente foi classificado como carcinogénico, pela Agéncia Internacional
de Pesquisa sobre o Cancer (IARC).

Outra substancia de interesse comercial e para a saide publica é o paracetamol,
analgésico e antipirético, ampiamente utilizado sem prescricio médica. A toxicidade tem
sido verificada mesmo em doses semelhantes & terapéutica, e estudos mostram sua
genotoxicidade.

O presente trabalho teve por objetivo analisar as mudancas morfoldgicas dos
testiculos de ratos Wistar submetidos ao cadmio e paracetamol isoladamente e em
associacao.

Foram utilizados 30 ratos Wistar machos adultos, Os animais foram submetidos ao
tratamento com cloreto de cadmio em dose Gnica de 3,0 umoles/kg e/ou tratamento com
paracetamol em dose (nica de 4,4 mmoles/kg de paracetamol. Os testiculos dos animais
foram analisados apds 5, 10 e 15 dias nos tratamentos isolados e 5, 10, 15,30, 50 e 70
dias no tratamento com ambas as substancias.

No tratamento com cadmio, as lesdes foram vistas nos tidbulos seminiferos
morfologicamente alterados e em degeneracdo. Os vasos sangiineos estavam
extremamente dilatados, resultando em edema. Em eletromicrografias observa-se a
fragmentacdo de células de Sertoli e grande descamacdo celular no limen tubular.
Espermatides morfologicamente alteradas foram encontradas, algumas com cromatina
fracamente condensada ou ndo condensada.



Nos animais tratados com paracetamol as lesdes foram menos acentuadas do que
aquelas verificadas apds o tratamento com o cédmio. Observou-se alguns tibulos
morfologicamente alterados e em degenera¢ao. Os vasos estavam bastante dilatados e
alguns rompidos, com conseqiiente edema. A fragmentacdo de células de Sertoli também
foi vista neste tratamento, além de espermétides com variacdo na compactacdo da
cromatina e com estrutura morfolégica alterada. Observou-se grande desenvolvimento das
organelas como Reticulo Endoplasmatico Rugoso, Compiexo de Golgi e vacliolos com
restos celulares, em espermétides redondas e no citoplasma residual das espermatides
alongadas.

A associagao do cadmio e paracetamol resultou em lesBes mais acentuadas, com
varios tibuios em degeneragdo. Diversas areas, resultantes da degeneracio de alguns
tibulos foram preenchidas por edema. Os vasos encontraram-se extremamente dilatados
sem aparente recupera¢ao durante o periodo do experimento (70 dias). Espermatides
foram mais fortemente alteradas e mostraram grande variagéo na condensagdo da
cromatina. Espermatides com auséncia de niicleo, mas contendo acrossomo e axonema
encontram-se proximas a areas com fragmentacdo dos prolongamentos de células de
Sertoli. Reticulo Endoplasméatico e Complexo de Golgi bem desenvolvidos no citoplasma
das espermatides, foram vistos proximos a vesiculas com restos celulares.

Tanto o cadmio como o paracetamol, induzem o atraso na espermatogénese.
Administrados em associacdo, observa-se a potencializacdo, inclusive pelo agravamento
dos efeitos genotdxicos. Os tratamentos levam a uma provavel diminuicdo na fertilidade.



Abstract

Cadmium is a highly toxic environmental poliutant, considered very setious because
it is cumulative. It is one of the heavy metals most commonly used in industry. Recently,
the International Agency of Cancer Research (IARC) classified this mextal as carcinogenic.

Another substance of commercial importance, as well as for public health, is
paracetamol, an analgesic and antipyretic medicine, widely used without medical
prescription. Its toxicity has been verified even in doses similar to those therapeutically
recommended, and studies have shown their genotoxicity.

This study was undertaken to analyze the morphological changes in the testicles of
Wistar rats, which received cadmium and/or paracetamol, either isolated or in association.

For this research, 30 Wistar rats were used. The animals were submitted to a single
dose of 3.0pmolls/kg of cadmium chioride and/or 4.4mmols/kg of paracetamol. They were
analyzed after 5, 10, and 15 days for the treatments with a single substance and 5, 10,
15, 30, 50, and 70 days for rats which received both substances.

In rats that received cadmium, the deleterious effect was seen by deformed and
degenerating tubules. The blood vessels are strongly dilated, resulting in edema. The
Sertoli cells appeared fragmented in electron micrographs and there were many immature
cells freed in the tubules' lumen. Morphologically altered spermatids were found, some
with poorly condensed chromatin.

In the animais treated with paracetamol, the lesions encountered were less serious
than in the case of cadmium. A few deformed and degenerating tubules were observed.



The biood vessels were strongly dilated and some were ruptured, with large areas of
edema in the proximity. Sertoli cell fragmentation was also encountered, near
morphologically altered spermatids with various degrees of chromatin condensation.
Unusually well developed organelles including the rough endoplasmic reticulum, Golgi
complex and vacuoles containing cell debris were observed in the cytoplasm of young
spermatids and in the excess cytoplasm being cast off by elongated spermatids.

The association of cadmium and paracetamol resulted in the most serious lesions,
with many deformed or degenerating seminiferous tubules. The open areas left by tubule
degeneration were filled by edema. The blood vessels were extremely dilated and no
recuperation of this condition was seen for the duration of the experiment (70 days).
Spermatids were more strongly aitered, varying greatly as to chromatin condensation.
Acrosomes without nuclei, but containing an axoneme were found near areas of Sertoli
cell fragmentation. Unusually well developed endoplasmic reticulum and Golgi complex
were recognized near vesicles with cell debris in the cytoplasm of all stages of spermatids.

Both cadmium and paracetamol delay spermatogenesis. Administered in
association, a potencialization can be observed, with more serious genotoxic effects. The
use of these substances in the doses used apparently results in fowered fertility.



I. INTRODUGCAO

Nas (ltimas décadas a contaminacdo ambiental por substindas quimicas
decorrentes da atividade humana, em razdio do processo de industrializacao, urbanizacao,
e introducdo de defensivos na agricultura e pecudria, tornou-se importante causa de
efeitos bioldgicos as vezes pouco reconhecidos (Pereira, 2000b).

Os metais pesados atingem o meio ambiente através de efluentes industriais,
podendo contaminar a agua e os alimentos. Entre os metais pesados de interesse na
contaminacdo ambiental e também na saiide ocupacional esta o cadmio (Pereira, 2000b).
O acdmulo do metal cadmio como resultado da atividade humana foi encontrado em
sedimentos de lagos, fornecendo um registro histérico (Forstner, 1976).

O cadmio € classificado como poluente ambiental altamente téxico e acurmulativo.
Recentemente foi designado como carcinogénico pela Agéncia Internacional de Pesquisas
sobre o Cancer (IARC), segundo Waalkes ef a/. (1997) e Dalton ef a/. (2000).

A mais forte contaminacdo humana ocorreu no Japdo, onde trabalhadores rurais
foram contaminados pelo arroz plantado em campos irrigados a partir de efluentes de
minas de chumbo, zinco e cadmio. Este evento estimulou o interesse pelo metal, pois
envolvia exposigbes a baixos niveis de cadmio durante longo periodo. Os sintomas devido
a contaminagdo caracterizaram-se por fortes dores nos 0ssos, fraturas, glicostria,
proteindria, aminoacidiria e severa osteomalacia. A enfermidade recebeu o nome de “Itai-
Itai”, porém o cadmio s6 foi reconhecido como o agente responsavel, dez anos apds a
citada doenga (Doull et @/, 1975).



Outras pesquisas quanto a toxicidade cronica por cadmio foram realizadas no Artico
€ noroeste Canadense, pois s3o altas as concentragdes encontradas em animais selvagens
que constituem a alimentacdo tradicional de povos indigenas (Chan et a/, 1995; Kim et
al., 1998).

No Kazaquistao, foram encontrados altos indices de contaminac&o por cddmio na
ragdo animal e carne de gado. S3o indices, que a longo prazo podem exceder niveis
aceitaveis colocando em risco a salide humana (Farmer & Farmer, 2000).

No organismo, 0s agentes quimicos podem desencadear lesdes por acdo direta ou
indireta. Na acd3o direta, os agentes quimicos podem inibir enzimas, quebrar
macromoléculas e exercer acdo detergente sobre as membranas. No entanto, a maioria
dos agentes quimicos induz lesGes por perturbarem o fomecimento de oxigénio as células
ou interferirem com o mecanismo de producdo e inativacdo de radicais livres (Pereira,
2000a).

A aspirina (4cido acetilsalicilico)) e o paracetamol sio Os analgésicos mais
disponiveis e utilizados em varios paises. Até 1951 o paracetamol era utilizado sob
prescricdo médica nos Estados Unidos, sendo posteriormente liberado o seu uso (Flower
etal, 1981, Giri, 1993; Rannug ef a/, 1995). O paracetamo! é o principio ativo de muitas
drogas terapéuticas e € a alternativa preferida & aspirina, particularmente em pacientes
com desordens de coagulacdo sanguinea e individuos com baixa toleréncia & aspirina
(Rannug et al, 1995).

Como agente terapéutico, estima-se que 10 a 20 mil toneladas de paracetamol
sejam consumidos anualmente. A facil acessibilidade & droga subestima seu perigo
potencial, sendo que o paracetamol ndo deve ser considerado como um inofensivo
medicamento domeéstico. Adverténcias devem ser feitas sobre seu papel, como causa
comum de envenenamento letal em criangas, seu potencial de toxicidade, e 0 aumento do
nimero de suicidios verificados nos Ultimos anos com altas doses de paracetamol
(McGuigan, 1999).

Na Unido Européia a avaliagdo da seguranca ambiental é de grande importancia na
legislacdo govemamental quimica e de pesticidas. Esta preocupacdo se deve &s mais
diversas vias com que os produtos farmacuticos humanos e veterin&rios entram no meio



ambiente. Teoricamente, calcula-se que 0 paracetamol alcance usinas de tratamento de
aguas de esgotos em quantidades entre 292 e 585 toneladas anualmente. Trabalhos
sugerem que testes com as substdncias em questdo sejam realizados, para identificar
indistrias farmacéuticas potencialmente poluidoras e os seus farmacos devidamente
rotulados (Henschel et a/,, 1997).

Diante dos fatos mencionados acima, os efeitos ocasionados por poluentes
ambientais associados ou ndo a pratica de automedicacdo devemn ser cuidadosamente
investigados. Nesse caso, tanto para o cadmio como para o paracetamol isolados existem
indicios dos efeitos deletérios dos mesmos sobre o processo de espematogénese em
animais experimentais.

No homem, a espermatogénese € um processo com uma seqiiéncia de eventos
coordenados e extraordinariamente complexos. Contudo, seu mecanismo de proliferagdo
celular € bastante susceptivel, nos diferentes estigios, a fatores externos tais como
agentes quimicos, como poluentes ambientais e farmacos (Jackson, 1964).

O estudo cinético da espermatogénese € um importante fator para a compreensso
das mudangas bioquimicas que acompanham o controle celular durante a maturac&o nos
testiculos. De maneira complementar, o entendimento destas mudangas pode auxiliar no
esciarecimento do modo de acdo de novas drogas e assim pode ajudar a manter a
espermatogénese normal (Fox & Fox, 1967).

O presente trabalho visa analisar as alteragbes morfoldgicas nos testiculos de ratos,
ocasionadas pelo cadmio e paracetamol, visto a importdncia econdmica e finalidades
inerentes.



I.1. Cadmio - Aspectos Gerais

O cadmio é um dos mais perigosos metais pesados encontrados na natureza.
Apresenta-se associado a outros metais e é obtido a partir do refinamento do cobre e
zinco (Doull ef af,, 1975).

E um dos metais mais empregados e com maior diversidade de utilidade nas
industrias. Entre as inimeras finalidades destacam-se: utilizacdo nas indlstrias de
plastico, tintas, baterias (niquel-cadmio), ligas metdlicas, processos de galvanizacio,
eletroplaquetas utilizados em aparelhos de radio e televisio, fios elétricos de telefone,
produtos agricolas (pesticidas e fungicidas), fabricacio de filmes fotograficos,
revestimento de ferro, cobre, aco, e protetor de raios-X (Luckey & Venugopal, 1977).

A vida média do cadmio no organismo é de dificil determinag&o. Contudo, a partir
de evidéncias indiretas da ingestdo diaria e quantidades de cadmio corpdreo, estimou-se a
vida media a partir de 10 a 30 anos, mostrando-se altamente acumulativo nos tecidos
(Friberg et af, 1974 apud Doull et 3/, 1975; Flower etal, 1981, Hew etal, 1993).

O cadmio atinge maiores niveis em individuos com mais de 40 anos, porém, ndo se
pode dizer que a sua distribuicdo e a idade do individuo indiguem © envolvimento deste
metal na etiologia da infertilidade masculina nem em neoplasias glandulares. No entanto,
estes disturbios séo encontrados com maior freqiiéncia em homens de idades avancadas
(Oldereid et al, 1993).

Ocorrendo absorgdo do metal através de poeira ou por alimentos, este se liga as
proteinas do plasma e aos eritrécitos depositando-se no figado e rins, onde permanece
por 20 a 30 anos. A afinidade preferencial por estes 6rgdos deve-se a uma proteina de



baixo peso molecular, rica em grupos de cisteina denominada de metalotionina (MT), cuja
sintese é estimulada pela presenca do metal (Pereira, 2000b).

Esta proteina de ligagdo ao cadmio, Cd-binding protein (Cd-Bp), foi originariamente
isolada a partir do rim de cavalos por Margoshes & Valle (1957) que encontraram altas
concentracbes de zinco e cadmio nestas proteinas, que foram denominadas
metalotioninas.

Entre as varias funcbes da metalotionina estio a de armazenagem do zinco, acao
antioxidante e protegdo contra o cadmio (Klaassen et a/, 1999).

Varios trabalhos tém mostrado que a metalotionina protege as células contra a
toxicidade do cadmio e reduz sua genotoxicidade (Shiraishi ef a/, 1995; Suzuki et al,
1998).

Foi verificado que tanto a metalotionina constitutiva celular quanto a metalotionina
induzida por drogas sdo importantes no processo de detoxificagio do cadmio. A protecdo
mediada pela metalotionina presente no citosol é devido a sua alta afinidade pelo ion
cadmio, reduzindo assim a quantidade de cadmio livre que é capaz de induzir danos &s
organeias (Goering et 4/, 1984 apud Klaassen et a/,, 1999).

A sintese da metalotionina é induzida pela sobrecarga corpdrea de cadmio e
também de outros metais como zinco, cobre, cobalto, niquel, merctrio (Doull et af.,
1975). No figado, o cadmio induz a sintese de metalotionina e forma um complexo
juncional com esta proteina (Cd-MT). O complexo Cd-MT uma vez na circulaco segue
para os rins onde € absorvido pelos tibulos proximais e degradados pelos lisossomos
liberando radicais livres de cadmio. Estes radicais livies de cadmio ligam-se a
metalotionina, contudo, quando a liberacdo de radicais livres de cadmio excede a
habilidade celular para sintetizar metalotionina o cddmio atinge sitios sensiveis
ocasionando danos celulares (Clarkson, 1995).

Apos o desaparecimento dos sintomas tdxicos do cadmio restaura-se a funcao renal
e a formagdo Cd-binding proteins (Cd-Bp). O aumento de metalotioninas no figado sugere
a detoxificacdo do cadmio pelo seqilestro que o torna ndo disponivel e inofensivo. Tal
hipotese € reforcada pela baixa excreco de cadmio (Luckey & Venugopal, 1977).
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A interpretacdo do mecanismo de toxicidade do cloreto de cadmio é complexa e
ainda pouco entendido. Mudancas quanto & permeabilidade da membrana e alteracao do
metabolismo energético celular sdo considerados alguns dos mecanismos de toxicidade do
cadmio nos tecidos (Luckey & Venupogal, 1977).

Pesquisas mostram que o zinco, importante metal que participa da estrutura e
funcdo de muitas proteinas, quando presente em quantidades adequadas na dieta, atenua
0s sintomas associados a toxicidade do cadmio nos tecidos (Millar, 1958, apud Fox & Fox,
1964). Estudos "in vitro" e "in vivo", também sugerem que a forma idnica do cadmio é
requerida na morte celular programada (Ishido ef a/, 1999).

Nos testiculos, a inabilidade de induzir a sintese da proteina metalotionina
detoxificante do metal cadmio leva a uma maior susceptibilidade tdxica (Mckenna et al,
1996).

Ndo se conhece o mecanismo molecular para a toxicidade dos metais pesados em
homens e animais de laboratdrio. Entretanto, a recente identificacdo e caracterizacdio do
gene (Cdm), responsavel pela susceptibilidade & toxicidade do metal em camundongos
deverdo aumentar o conhecimento sobre este mecanismo de toxicidade (Dalton et al.,
2000).
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I1.2. Analgésicos - Aspectos Gerais

As drogas antiinflamatdrias, analgésicas e antipiréticas sdo grupos heterogéneos de
compostos sem relagdo quimica, mas que compartilham algumas acBes terap@uticas e
efeitos secundérios. S3o compostos denominados "drogas tipo aspirina” por serem
protétipos da aspirina (Flower et al, 1981).

A aspirina € um composto que possui em sua férmula quimica o grupo O-acetil, que
pode ser quimicamente reativo e capaz de acetilar proteinas tais como albumina e
também proteinas de plaquetas. De maneira geral, alguns dos efeitos potenciais como
alergenicidade e disfuncdo plaquetaria devem-se a estas reacbes quimicas (Flower et a/,
1981).

Devido ao potente e duradourc efeito de baixas doses de aspirina sobre a funcdo
plaquetaria, tém-se sugerido a sua utilizagdo no tratamento e profilaxia de enfermidades
associadas a agregacdo de plaquetas como coronariopatias, infarto do miocardio e
trombose pos-operatéria (Mocancada & Vane, 1978 apud Flower et &/, 1981).

A atividade terapéutica parece depender da inibicdo da via bioguimica responséavel
pela biossintese de prostaglandinas, presentes em todas as células de mamiferos que
contém enzimas peroxissomais, com excecdo dos eritrécitos (Shen, 1977).

As prostaglandinas sdo liberadas por indmeras injurias: mecanicas, teérmicas,
quimicas e outros efeitos que provocam sintomas do processo inflamatdrio. Nos
fendmenos inflamatdrios as prostaglandinas, assim como outros mediadores da
inflamacdo aumentam a permeabilidade vascular e produz vasodilatacdo levando a maior
propensdo ao edema (Ferreira ef a/, 1974 apud Flower etal, 1981).
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A biossintese de prostaglandinas envoive inimeras etapas, desde o acido graxo
precursor, acido araquiddnico até a formagdo de prostaglandinas, por exemplo, da série E,
a PGE.. O acido araquiddnico sofre ciclizagdo e oxigenacdo pela enzima ciclooxigenase,
formando endoperdxidos intermediarios instaveis de PGG; (&cido 15-hidroperéxi-9a, 11a-
peroxidoprosta-5,13-diendico). Este primeiro passo catalisado pela ciciooxigenase & inibido
por drogas fipo aspirina, que acetilam a serina no sitio ativo da enzima (Smith ef a/.,
1985). Segundo 0 mecanismo de acdo inibidora, drogas tipo aspirina bloqueiam a
prostaglandina sintetase (Flower ef a/,, 1981).

Todas as drogas tipo aspirina s3o inibidoras irreversiveis da ciclooxigenase com
algumas excecBes. Sdo drogas antipiréticas, analgésicas e antiinflamatdrias, porém,
existem diferencas importantes quanto a sua atividade como no caso do paracetamol
(Flower et a/,1981).

O paracetamol ou acetominofeno (N-acetilpaminofenol) é © metabdlito ativo do
alquitram e fenacetina, substancias utilizadas como analgésicas no século XIX. Foi usado
pela primeira vez em 1893, mas sua popularidade data de 1949 (Flower etal, 1981).

Com relacdo & aspirina, o paracetamol possui boa tolerdncia e pouca toxicidade,
ocupando o lugar de “analgésico doméstico”. E encontrado sob muitos nomes comerciais
(Tempra, Tylenol), e a dosagem terapéutica recomendada & de 325 a 650 mg a cada
quatro horas para adultos e 60 a 120 mg dependendo da idade/peso para criancas
(Flower et a/, 1981).

O paracetamol € considerado fraco inibidor da biossintese de prostaglandinas, e
alguns trabalhos sugerem que ela pode ser mais efetiva contra as enzimas do sistema
nervoso central (SNC) do que contra do sistema nervoso periférico (SNP). Isto pode
explicar em parte a capacidade para reduzir a febre (acdo central} e sua fraca atividade
antiinflamatdria (Flower et af,, 1981).

Em doses terapéuticas, o paracetamol é uma droga bem tolerada, no entanto,
podem ocorrer reagdes adversas como erupcdes cutineas eritematosas, febre e lesdes
nas mucosas. O efeito adverso mais sério foi verificado em sobredose de paracetamol,
através de necrose hepatica potencialmente fatal, necrose renal @ coma hipoglicémico
(Flower et a/, 1981).
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Paracetamol (Tylenol), atua através de lesio oxidativa e por ligacio covalente a
proteina. A substéncia é detoxificada no figado através da sulfatac3o, glicuronizacdo e
também € convertido em um metabdlito téxico pelo citocromo P-450 (Robbins et al.,
1996).

O paracetamol € metabolizado pela acdo das enzimas peroxissomais hepaticas e na
ingestao de altas doses, ocorre N-acetilacdo seguido de desidratacdo espontdnea e
formacdo de N-acetil-p-benzoquinonaimina, metabdlito considerado responsavel pela
hepatoxicidade (Pumford & Halmes, 1997). Trabalhos verificam que em grandes doses de
paracetamol, os metabdlitos acumulam-se na célula devido & deplecio da enzima
glutationa (GSH) e ligam-se covalentemente 3s proteinas e aos &cidos nuciéicos,
aumentando a toxicidade farmacoldgica e levando a necrose macica das células hepéaticas
(Robbins etal, 1996).

Recentes estudos indicam que a longa utilizacio do paracetamol em doses
terapéuticas aumenta os riscos de doencas cronicas renais (Sandler et al, 1989 apud
Rannug et al, 1995). Pesquisas tém revelado que proteinas, que se ligam covalentemente
a metabdlitos xenobidticos, ocorrem em drgdos alvos de toxicidade. Tal seletividade de
ligagdo pode vir a ter influéncia homeostatica sobre ions ou outras respostas celulares as
quais contribuem para a toxicidade da droga, a hipersensibiidade ou auto-imunidade
(Cohen et al,, 1997).

Drogas tipo aspirina podem ter efeitos indesejéveis sobre a fertilidade masculina,
uma vez que o liquido seminal humano é provavelmente a mais rica fonte natural de
prostaglandinas. Existem, grupos de homens subfertéis em que a concentracdo de
prostaglandinas no liquido seminal é baixa, sendo correlacionada com a fertilidade (Flower
et al, 1981),

Na evolugdo das espécies, os organismos desenvolveram sistemas enzimaticos
Capazes de metabolizar substancias exdgenas, especialmente as mais lipossolliveis,
tomando-as polares e de facil eliminagdo. Os agentes quimicos apds a biotransformacao
podem ter sua atividade reduzida ou aumentada. E o caso dos medicamentos, que
exercem seus efeitos terapéuticos através dos metabdlitos (Clarkson, 1995).
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Os sistemas enzimdticos, responsaveis pela biotransformaco das substancias,
estdo localizados no Reticulo endoplasmatico liso (REL), e podem ser enquadradas em
dois grupos: Reacdes de fase I, que convertemn agentes quimicos apolares em metabdlitos
mais polares por oxidacao, reducdo ou hidrélise. O metabdlito originado pode ser inativo
(como agente lesivo ou terapéutico), ou pode ser mais ativo do que o produto original.
Reagbes de fase II conjugam as substdncias ou seus metabdlitos com um produto
enddgeno, formando um complexo geralmente sollvel em &gua e de ficil excrecdo. A
conjugacdo se faz geralmente com &acido glicurnico, acetatos, sulfato ou aminoacidos
(Pereira, 2000a).

As reagdes de oxidacdo da fase I sofrem a acdo de monooxidases (também
chamadas de oxidases de fungdo mista) que exigem NADPH (agente redutor) e 0 oxigénio
molecular (agente oxidante). Estas monoxidases pertencem & familia de isoenzimas
conhecidas como citocromo P450 e se localizam na membrana do REL; neste encontra-se
também a citocromo P450 redutase, que fica associada a uma flavoproteina e/ou ao
NADPH. Além do citocromo P450, existem outras oxidases nas células que atuam nos
processos de biotransformacao, como as hemeperoxidases, xantina-oxidases, € aldeido-
desidrogenase (Pereira, 2000a).

A capacidade de biotransformagdo de um organismo € varidvel e influenciada por
varios fatores. Como o sistema de biotransformacio do REL pode ser induzido, a acdo de
um agente quimico pode ser modificada pela acdo concomitante com outro (Pereira,
2000a).

A possibilidade de uma droga alterar a intensidade dos efeitos farmacoldgicos de
outra € denominado de interac8o potencial de drogas. Os resultados s&0 o aumento ou a
diminuicao dos efeitos de uma ou ambas as drogas, constituindo um efeito desejavel,
indesejavel ou inesperado (Flower et a/, 1981).

Com relagdo a espermatogénese, as drogas podem agir de diferentes modos: 1)
inibicado da segliéncia de desenvolvimento normal (danos cinéticos); 2) acdo direta
sobre um tipo celular resultando em subseqiiente morte (danos celulares); 3)
interferéncia com a morfologia celular resultando em mudangas nas fases testiculares
(danos morfoldgicos); 4) mudancas manifestadas durante a clivagem do ovo fertilizado
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pelo espermatozdide afetado sem nenhuma interferéncia na cinética do sistema; 5)
agcdo resultando em mudancas genéticas na progénie sem nenhuma interferéncia com
a cinética da espermatogénese ou desenvolvimento embrionario (danos genéticos
tardios); e 6) efeito sobre a matriz estrutural dos tecidos testiculares incluindo células
de Leydig e Sertoli (danos na matriz) (Fox & Fox, 1967).
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I1.3. Efeitos verificados pela contaminacdo com cadmio

E de conhecimento que os testiculos com suas células germinativas em processo de
divisdo, sdo bastante susceptiveis & acdo do cadmio (Parizek & Zaror, 1956).

Parizek & Zaror (1956) foram os primeiros a relatar minuciosamente o efeito do sal
de cadmio sobre o tecido testicular. Desde entdo, numerosas pesquisas tém sido
realizadas sobre o assunto. Foi comprovada a esterilidade em ambos 0s sexos com o
excesso de cadmio (Aoki & Hoffer, 1978).

Chiquione (1965), verificou que injecdo intratesticular de cAdmio causa danos em
gdnadas de vdrias espécies e parada permanente da espermatogénese. Afirma ainda que
dose subcutanea de 0,02 mmoles de CdCI2/kg causa atrofia testicular em ratos.

Vérios casos de envenenamento agudo por cadmio tém sido documentados. Muitos
sdo por inalagdo de altas concentracBes do metal, enquanto outros resultam do consumo
de alimentos contaminados (Nordberg, 1999).

A conseqiiéncia da inalagdo excessiva do pé ou fumaga de cadmio é a perda da
capacidade ventilatoria, com conseqiiente aumento do volume residual nos pulmdes,
caracteristica de enfisema (Lauwerys et al, 1974 apud Doull et al, 1975).

A intoxicacdo aguda por cddmio resulta em atrofia ou degeneragdo, necrose
hemorrégica, injiria vascular, aumento da permeabilidade, elevada press3o intratesticular,
diminuicdo do fluxo sanguineo regional, mudangas no metabolismo energético e
pinocitose do endotélio testicular (Chiquione, 1964; Gunn et ai, 1963; Kar et al,, 1960;
Sacerdote ef a/, 1983 apud Norlan et a/, 1986).



17

A toxicidade crénica pelo cadmio causa danos quanto a mineralizaco &ssea,
aumentando as concentragdes de calcio no figado.

Os efeitos a longo periodo de exposicio também foram observados em
trabalhadores de inddstrias, como relatado na complexa doen¢a itai-itai reportado no
Japao (Kjellstrom, 1992 apud Nordberg, 1999).

Danos renais podem ser encontrados pela intoxicacio crénica por cadmio, devido &
exposicao ao pé de oxido de cadmio em fabricas de baterias. Verificou-se que quanto
maior a duracdo da exposicdo, maior a incidéncia de danos renais resuitando em
proteinuria, glicosuria hipercalciliria, e aminoacid(ria. Proteintria é ocasionado a partir de
danos da reabsorgdo glomerular de proteinas, devido ao aumento da permeabilidade
tubular, alteragdo do metabolismo mitocondrial, e inibicio das peptidases responsaveis
pela decomposicao de imunoglobulinas. A importéncia do tempo de exposicio é em parte
devido ao alto carater acumulativo do cadmio (Friberg, 1948; Friberg, 1957; Kazantzis et
al., 1963; Piscator, 1966; Adams et a/, 1969; Vigiliani, 1969; Jones et al, 1971 apud Doull
etal, 1975),

Estudos em microscopia eletrbnica dos rins mostraram um aumento no niimero de
lisossomos e mitocdndrias, proporcional as concentragdes de cadmio. Isto sugere a
estimulacdo do processo de detoxificacdo e também alteracdo do mextabolismo energético
(Nishizumi, 1972 apud Luckey & Venupogal, 1977).

Mudangas induzidas por cadmio sdo acompanhadas pela alta concentracdo deste
nos testiculos. S8o caracterizados primeiramente por isquemia local, resultante do
aumento da permeabilidade dos vasos sangiiineos testiculares e mudangas no
metabolismo energético (Setchel & Waites, 1970).

Entre os inimeros efeitos observados em animais de laboratério expostos ao
cadmio, verificam-se: danos aos tibulos renais, placenta, necrose testicular, danos
estrutural e funcional no figado, osteomalacia, tumor testicular, mal formacao
teratogénica, anemia, hipertensdo, edema pulmonar, enfisema pulmonar crénico e
deficiéncia de ferro, cobre e zinco. Alguns desses efeitos foram observados em exposicao
acidental de seres humanos a vapores de dxido de cadmio presentes na fumaca de cigarro
(Ragan & Mast, 1990),
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O cadmio também é claramente um agente tumorigénico. Trabaihos realizados com
células de Leydig propde que a inibicdio da produgdo andrégena estimule um "feedback"
no eixo pituitaria-hipotdlamo-testiculo, aumentando o hormdnio luteinizante, € causando
lesbes proliferativas, degenerativas e de hipofuncionamento dos testiculos (Waalkes efal,
1997).

Diversas pesquisas tém verificado que o cadmio aumenta a peroxidagio de lipidios
€ inibe a atividade do superdxido dismutase (SOD), desencadeando danos celulares apés
longa exposicdo (Yiin ef al, 1999; Koizume et al, 1992; Patra et &/, 1999; El-Missiry &
Shalaby, 2000).

Valverde e colaboradores (2000), observaram que danos ao DNA em relacdo a uma
Unica inalagdo de cloreto de cddmio, mantém a mesma magnitude, ou em alguns casos
diminuem em relagdo a inalages subsegiientes, possivelmente devido ao mecanismo de
desintoxicagdo que induz a formacdo da metalotionina.

A indugdo da apoptose pelo cadmio foi demonstrada “in vivo” em ratos machos
Wistar, e as mudancas caracteristicas de apoptose foram encontradas em varios érgdos
como rim, prostata, vesicula seminal, epididimo e testiculos (Yan ef @/, 1997).

Em animais, os efeitos verificados sdo preocupantes e os resultados obtidos
sugerem a investigacao dos possiveis efeitos sobre o homem.
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1.4. Efeitos verificados no uso do paracetamol

Nos dltimos anos, vérias pesquisas “in vitro” e “in vivo” indicam o efeito genotdxico
do paracetamol préximo a concentracdes terapéuticas (Brunborg et af, 1995).

Ensaios citogenéticos com o paracetamol “in vivo” como “in vitro” indicam que o
farmaco pode induzir significativamente trocas de cromatides irmds, aberractes
cromossdmicas e formagdo de microniicleos em mamiferos. O paracetamol mostrou forte
clastogenicidade em células V79 “in vitro” em concentracdes acima de 1.0mM (Muller ef
al, 1991 apud Giri, 1993).

Os resultados de Kocisova ef al (1988) e Hongslo ef a/. (1990) mostraram o
aumento de alteragdes cromossdmicas “in vivo” com dose terapéutica de paracetamol, em
24 horas (Giri, 1993). O paracetamol pode induzir trocas de cromatides irmas pela
interagdo com enzimas importantes para a replicacdo ou reparo do DNA. A inducdo de
danos cromossdmicos parece ser devido a inibicgo especifica de ribonucleotideo redutase,
pela destrui¢do de um radical livre de tyrosyl, localizado em uma pequena subunidade da
enzima (Hongslo ef a/, 1990).

Para concentragBes de paracetamol acima de 0,1mM em culturas de linfécitos foi
observada a inibicdo da sintese de replicacdo do DNA, além de quebras das cromatides,
cromossomos e aberragOes cromossdmicas, que sao efeitos secunddrios & inibicdo da
sintese de DNA (Hongslo et al,, 1991).

Em cultura de células HL-60 foi verificada a inibicdo da proliferacio celular, ou
seja, detengao do ciclo celular. Houve inibicdo da sintese de DNA e aumento no ndmero
de células com condensacdo nuclear e fragmentacdo, indicando apoptose na fase S, no
caso de doses de paracetamol acima das terapéuticas (Wiger ef al., 1997, Hongslo et al,
1994).
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Doses hepatotdxicas de paracetamol resultaram em necrose das células do figado,
tdbulo proximal renal, bronquiolar e do epitélio olfatério (Hart ef @/, 1995). Placke et ai.
(1987), apds apiicacdo de paracetamol encontraram células espermaticas multinucleadas e
degeneradas nos testiculos. Os efeitos da hepatoxicidade em relaciio a esta droga podem
ser visualizados através de alteracBes como: vesiculago, vacuolizacio celular e
degeneracao da membrana plasmética.

Uma das questdes que permanecem abertas a futuros estudos € se 0 dano inicial
ao DNA sera reparado ou se a célula morrera antes que as mutacdes possam ser
introduzidas na populacdo (Giri, 1993).
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I1. Objetivos

-Analisar as alteracOes estruturais e ultra-estruturais nos testiculos de ratos Wistar
submetidos ao cadmio efou paracetamol.

-Verificar a possivel potencializacdo das lesdes induzidas pelo cadmio com a
administra¢o do paracetamol.

-Analisar a possibilidade de atenuacfes das lesbes promovidas pelo cadmio e
paracetamol, apos interromper a administragdo da droga.
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ITI. Materiais e Métodos

II1.1. Material Biologico

Foram utilizados 30 ratos machos adultos da linhagem Wistar, provenientes do
Biotério Central da Unicamp, com idade de dois meses no inicio do experimento e pesando
aproximadamente 300 g no momento do sacrificio. Os animais foram distribuidos
casualmente, sendo mantidos em condigdes de laboratdrio com dgua e racdo ad /libitum.

II1.2. Tratamentos

Foram realizados 03 tratamentos distintos e um grupo Controle, descritos a seguir:
a)- cloreto de cadmio (n = 6)
b)- paracetamol (n = 6)
€)- cadmio + paracetamol (n = 12)
d)- grupo Controle (n = 6)

O cloreto de cadmio foi administrado intraperitonialmente, conforme Cabral (1996),
em dose Unica de 3,0 pmoles/kg e o paracetamol em (nica dose oral de 4,4 mmoles/kg. A
dosagem de ambas as drogas baseou-se na dosagem minima utilizada por Cabral (1996),
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que utifizou dose (nica de 2,5 umoles/kg de cloreto de cadmio e trés doses de 4,4
mmoles/kg de paracetamol.

Os animais do grupo controle receberam solugdo fisioldgica via oral e
intraperitoneal, assim como os animais do tratamento "¢" que receberam o caddmio e
paracetamol. |

Os animais destinados aos tratamentos "a", "b" e "d", foram sacrificados aos 5, 10
e 15 dias apés a inoculagdo das drogas, e 05 animais do tratamento "c¢" foram
sacrificados: 5, 10, 15, 30, 50 e 70 dias apds a inoculacdo das drogas. Dois animais foram
sacrificados em cada intervalo, para todos os tratamentos.

II1. 3. Métodos

Ao final de cada tratamento, os animais foram pesados, anestesiados com éter
etilico, perfundidos com cloreto de sddio (1 N), e fixados com Karnovsky medificado (4%
de paraformaldeido, 0,5% de giutaraldeido em tampdo fosfato de sddio a 0,1M; PH= 7.2).
Os testicuios foram dissecados e um deles foi processado para microscopia eletrénica de
transmissdo e o outro dividido a metade sendo cada qual processado para microscopia

eletrbnica de varredura e microscopia de luz.
IT1. 4. Microscopia de Luz

Os testiculos foram fixados em Bouin durante 24 horas e lavados em &lcool
amoniacal. Em seguida, foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol,
diafanizados em banhos de xilol e incluidos em resina Parapiast (Oxford - Labware, St.
Louis, M.O., US.A).

Cortes de 5um de espessura foram distendidos em banho-maria e montados em
laminas histoldgicas albuminizadas. As ldminas secas com os cortes foram passados por
banhos de xilol, hidratados em concentracfes decrescentes de etanoi e lavados em agua
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corrente. Posteriormente os cortes foram corados com hematoxilina e eosina, desidratados
em séries crescentes de etanol, passados por banhos de xilol e montados em Entelan.

III. 5. Microscopia Eletronica de Varredura

Os testiculos foram fixados em Karnovsky (4% de paraformaldeido, 2,5% de
giutaraldeido e 0,1M de tampac fosfato, PH= 7.2) por 48 horas e lavados em tampdo
fosfato de sodio (0,1M). Posteriormente, os testiculos foram submetidos a banhos de
sacarose nas concentragbes de 0,5M; 1,0M; 1,5M; 2,0M; 2,5M e 3,0M, no periodo de 48
horas cada banho. Apds os banhos de sacarose, o material foi fraturado em nitrogénio
liquido, lavado em tampdo fosfato (0,1M), pos-fixado em tetréxido de ésmio 1% e
desidratado em série crescente de acetona. Posteriormente, foram realizados o ponto
critico e "sputtering" do material.

II1. 6. Microscopia Eletronica de Transmissao

Os testiculos foram fixados em Karnovsky (glutaraldeido 2,5%, paraformaldeido 4%
e tampao fosfato 0,1M; PH= 7.2), durante 24 horas e lavados em tampao fosfato 0,1M. O
material foi pds-fixado com tetrdxido de Gsmio 1%, submetido & solucdo de acido tanico
2%, e desidratado em série crescente de acetona. Finalmente, o material foi infiltrado e

incluido em resina Epon 812,
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IV. Resultados

IV. 1. Resultados em Microscopias de Luz e Eletronica de

Varredura

Nos cortes de animais controles ndo foram observados mudancas significativas
apos 5, 10 e 15 dias do inicio do experimento. O epitélio seminifero mantém a
estratificagdo tipica de células em graus progressivos de desenvolvimento como
demonstrado na Fig. 1 A, apds 5 dias. Tubulos em diferentes fases de desenvoivimento,
cCircundados por tecido intersticial discreto e vascularizado, estdo exempiificados em baixo
aumento apds 10 dias do tratamento (Fig. 1 B). Observou-se um aumento na guantidade
de células descamadas na luz de alguns tibulos, 15 dias apds o experimento (Fig. 1 C).

Nos animais tratados com dose Unica de 3,0umoles/kg de cadmio observaram-se
alguns tdbulos com epitélio reduzido, em degeneracio e abundante descamacdo de
celulas imaturas na luz tubular (Fig. 2 A). Alguns tibulos fortemente afetados, com total
descaracterizagdo morfoldgica, além de tecido intersticial apareniermente fibroso e vasos
dilatados, foram evidentes apds 5 dias do tratamento (Fig 2 B).

Ocorreram regides onde os tibulos apresentaram desprendimento de células da
camada basal em direcdo a luz tubular, e ambém tibulos em degeneracdo e tecido
intersticial formando uma camada espessa (Fig. 2 C). A maioria dos tibulos apresentou a
luz repleta de tipos celulares imaturos, provenientes de descamacdo celular. Os capilares e
vasos sangiiineos encontraram-se dilatados e observou-se edema no tecido intertubufar. A
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presenca de reentrancias formadas a partir do desprendimento de células da camada
basal foi evidente com 10 dias do tratamento (Fig. 2 D).

Apos 15 dias do tratamento, observou-se uma recuperacio na estrutura dos
tubulos seminiferos e diminuicdo de células descamadas na luz em refacdo as alteracdes
observadas nos animais com 5 e 10 dias do tratamento. Tdbulos com quantidades maiores
de espermatozéides e citoplasma residuat foram evidenciados neste tempo de tratamento.
Presencga de vasos dilatados, tecido intersticial aparentemente fibroso, e edema também
foram observados (Figs. 2 E e 2 F),

Em microscopia eletrdnica de varredura foram observados 5 dias apés o tratamento
com o cadmio, alguns tdbulos morfologicamente deformados e a presenca de vasos
dilatados (Fig. 6 A). Demonstrado em maior aumento (Fig. & B), observou-se a
vasodilatacao.

Os animais tratados com dose U(nica de 4,4 mmoles/kg de paracetamol
apresentaram lesSes na forma de tibulos seminiferos deformados, com desprendimento
de células basais, e também edema intertubular e vasodilatacio (Figs. 3 Ae 3 B).

Muitos fubulos com caracteristicas tipicas de diversas fases de desenvolvimento e
grande quantidade de citoplasma residual sendo eliminado pelas espermatides foram
evidentes a partir de 10 dias do tratamento (Figs. 3 C1 e 3 C2). Contudo, tibulo em
degeneragdo, tecido intersticial aparentemente fibroso, e edema também foram
observados (Fig. 3 C2). Um vaso fortemente afetado com consegiiente edema foi
observado 10 dias apds a administracdo do paracetamol (Fig. 3 C1). Em maior aumento
observa-se tilbulo com desprendimento de células da camada basal (Fig. 3 D).

Com 10 e 15 dias apds o tratamento encontrou-se, com menor freqgiiéncia, tdbulos
estruturalmente  desorganizados. Vasos fortemente afetados e grandes espacos
intertubular preenchidos por edema e elementos fibrilares foram observados apds 15 dias
do tratamento. Alguns tibulos foram vistos morfologicamente alterados e outros
apresentaram muito citoplasma residual e descamacao (Fig. 3 E). Foram observadas éreas
testiculares com tubulos sensivelmente afetados, caracterizados por reentrdncias da
camada basal no epitélio germinativo {Fig. 3 F).
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Observacdes ao microscépio eletrénico de transmissédo de varredurs, 10 dias apds o
tratamento com o paracetamol, mostram tdbulos sem aparente alteracio e tecido
intersticial bem desenvolvido, mantendo-se um espagamento regular entre os tibulos (Fig.
6 C). Vasos dilatados, como demonstrado na Fig. 6 D, foram observados.

Nos animais tratados com cadmio + paracetamol, as lesGes apresentaram-se mais
acentuadas. Foram observados apés 5 dias do tretamento, tabulos com total
descaracterizacdo morfoldgica, desprendimento de céluilas da camada basal com
conseqiiente formacéo de reentréncias para o interior dos tiibulos, e grandes espacos
edematosos. O tecido intersticial aparentemente fibroso e vasodilatacdo também foram
observados (Figs. 4 Ae 4 B).

Apds 10 dias, alguns tibulos apresentaram maior descamacdo de células imaturas
na luz tubular e conseqiiente epitélio seminifero reduzido. Os vasos apresentaram-se
espessos e dilatados, com grandes espagos intertubulares preenchidos por edema (Fig. 4
C). Presenca de tibulos em degeneracdo e desprendimento de células basais com
conseqiiente formagdo de reentrancias foram observados apds 5 dias do tratamento (Fig.
4 D).

Com 15 dias do tratamento ndo foram observadas células descamadas na luz dos
tibulos. No entanto, tibulos morfologicamente alterados, tecido intersticial
aparentemente fibroso, e vasos extremamente dilatados e rompidos foram observados
proximos a grandes areas edematosas (Figs. 4 E e 4 F).

Apenas com 30 dias, observou-se uma recuperacdo na estrutura do tecido
seminifero, onde muitos tdbulos apresentaram organizacio tipica e camadas, existindo
alguns poucos ainda com morfologia atipica. Vasos apresentaram-se extremamente
dilatados e edema intertubular foram observados (Figs. 5 G e 5 H).

Com 50 dias do tratamento, foram verificadas areas ainda com tibulos
apresentando desprendimento de células da camada basal, e grandes espacos
preenchidos por edema (Fig. 5 I). Tubulos com epitélio bem desenvolvido e grande
quantidade de citoplasma residual ainda ligados aos espermatdcitos no final da maturacdo
foram observados apds 50 dias do tratamento, além de vasodilatagdo e edema (Fig. 5 ).
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Nos testiculos estudados apds 70 dias, ainda observaram-se algumas areas com
tibulos descaracterizados morfologicamente e em degeneracdo. 0s vasos encontram-se
dilatados com muito edema circundante (Fig. 5 K). Apesar da aparente recuperacdo de
muitos tibulos com epitélio seminifero bem desenvolvido, @reas com tdbulos
morfologicamente aiterados foram vistos. Areas preenchidas por edema, elementos
fibrilares, e restos celulares encontraram-se ainda presentes 70 dias apos o tratamento
(Fig. 5 L).

Em microscopia eletrénica de varredura (MEV), observou-se tubulos
morfologicamente atipicos (Fig. 6 E), assim como apresentando desprendimento de
células da camada basal. Espacos maiores foram observados entre o tecido intersticial e
os tibulos seminiferos, possivelmente uma evidéncia de edema. Os vasos sangiiineos
continuam dilatados (Fig. 6 F).



IV. 2. Abreviacoes e simbolos

ep= epitélio estratificado

a= acrossomo

V= vaso

i= tecido intersticial

d= descamacdo

e= edema
s=espermatozoides

c= citoplasma residual

r= reentrancias

f= elementos fibrilares

(¥} tdbulos em degeneracdo
() tibulos morfologicamente alterados
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Prancha 1: Cortes transversais de tubulos seminiferos de
animais controle (A) 5 dias; (B) 10 dias; (C) 15 dias.

(A) Epitélio seminifero (ep) estratificado com células germinativas em desenvolvimento.
470 x

(B) Tubulos seminiferos em diferentes fases de desenvolvimento, tecido intersticial He
vasos (v). 120 x

(C) Tibulos com presenga de descamacdo de céiulas imaturas na luz (d). 240 x
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Prancha 2: Cortes transversais de tiibulos seminiferos de
animais tratados com Cadmio, observados apés (A-B) 5
dias; (C-D) 10 dias; (E-F) 15 dias.

(A-B) Tibulos apresentando epitélio reduzido (seta) e descamacdo (d). Notar areas com
tibulos em degeneracio ( & ), vasos dilatados (v) e areas com edema (e).
A,B=120x

(C-D) Desprendimento de células da camada basal (ponta de seta) causando reentrancia
de células em fases iniciais (r), reas com tiibulos em degeneracao ( % ), vasos
dilatados (v), tecido intersticial (i) e edema (e). Notar presenca de espermatozdides
(s).C,D= 120x

(E-F) Tubulo em degeneracdo ( ) enquanto outros contém grande guantidade de
espermatozdides (s) e dreas com muito citoplasma residual retida pelo
espermatozdide. Tecido intersticial (i) evidente, vasos dilatados (v) e edema (e). E-
F=120 x
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Prancha 3: Cortes transversais de tibulos seminiferos de
animais tratados com Paracetamol e observados ap6s (A-B)
5 dias; (C-D) 10 dias; (E-F) 15 dias.

(A-B) Tubulos com desprendimento de células da camada basal (ponta de seta). Alguns
tubulos sdo morfologicamente alterados (= ). Notar vasos fortemente dilatados (v)
com paredes finas e edema em areas proximas (e). A-B=120 x

(C-D) (C1) Vaso deformado (v). (€2) Tubulos com presenca de citoplasma residual (c) e
espermatozdides (s). Notar tubulo em degeneracdo (¥ ), e o aumento de tecido
intersticial (i). (D) Tubulo com desprendimento de células imaturas da camada
basal (ponta de seta), vasos dilatados (v) e tecido intersticial aparentemente
fibroso (i). C1, C2=120 x e D=240 x.

(E-F) Tubulos com alteracdo morfoldgica ( % ) e grande quantidade de citoplasma
residual (c). Alguns tdbulos sensivelmente afetados, caracterizados por reentrancias
celulares no epitélio germinativo (r). Notar a presenga de vaso alterado (seta) e
edema (e). E=120 x e F=240 x
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Prancha 4: Cortes transversais de tibulos seminiferos de
animais tratados com Cadmio + Paracetamol, sendo
observado ap6s (A-B) 5 dias; (C-D) 10 dias; (E-F) 15 dias.

(A-B) Tabulos com desprendimento de células da camada basal (ponta de seta) formando
reentrancias (r), e outros em degeneracdo (% ). Vasos dilatados (v), edema (e) e
tecido intersticial (i). A,B=120 x

(C-D) Tibulos com epitélio reduzido (seta) e em degeneracio (¥ ). Desprendimento de
células da camada basal (ponta de seta) formando reentrancias (r). Notar
descamacdo celular na luz do tibulo (d), formagdo de edema (e) e vaso de parede
espessa (v). C,D=120 x

(E-F) Grande area de edema (e), proximo a tibulos com alteracdo morfoldgica (), e em
fase final de degeneragdo (#). Vasos dilatados e rompidos (v). E,F=120 x
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Prancha 5: Cortes transversais de tibulos seminiferos de
animais tratados com Cadmio+Paracetamol, observados
apés (G-H) 30 dias; (I-J) 50 dias; (K-L) 70 dias.

(G-H) Tubulos deformados ( % ) e em degenéragéo ( %« ), vasos dilatados (v). Notar
grandes areas com edema (e). G,H=120 x

(I-J) Tabulos com desprendimento de células da camada basal (ponta de seta) e tubulos
com epitélio seminifero alto (seta), grande quantidade de citoplasma residual (c).
Notar grandes espagos preenchidos por edema (e) e vasos (v). I=120 x e 3=240 x

(K-L) Tabulos em degeneracdo ( % ) e deformados ( % ). Notar vaso extremamente

dilatado (v), edema (e) e elementos fibrilares (f). K,.L=120 x
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Prancha 6: Microscopia Eletrénica de Varredura de tibulos
seminiferos de animais tratados com Cadmio, 5 dias (A-B);
Paracetamol, 10 dias (C-D); Cadmio+Paracetamol, 15 dias
(E-F).

(A-B) Tubulos deformados (), e tdbulo com muitos espermatozdides (s) na luz. Vasos
dilatados (v) e tecido intersticial evidente (i). A=190 x e B=630 x

(C-D) Vasos dilatados (v) e envolvido pelo tecido intersticial evidente (i). Espermatozoides
(s) podem ser identificados nos tdbulos. C=260 x e D= 300 x

(E-F) Tubulo deformado (% ), desprendimento de células da camada basal (seta), vaso
dilatado (v) e tecido intersticial (i) fibrilar. E=425 x e F= 230 x
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IV. 3. Resultados em Microscopia eletronica de transmissao

Nos animais controles apos 5 dias do inicio do experimento, verificou-se a presenca
de células de Sertoli com seus prolongamentos celulares envolvendo espermatogbnias,
espermatdcitos e espermétides avangadas ou alongadas na regidio basal dos tubulos
seminfferos (Figs. 7 Ae 7 B).

Na regido intermediaria notou-se a presenca de varias espermatides redondas em
fase inicial com notavel complexo de Golgi, e os prolongamentos de células de Sertoli
envolvendo estas células e as espermatides alongadas, apds 10 dias do tratamento (Fig. 7
C). Em alguns locais adluminais, os prolongamentos de células de Sertoli foram vistas
fragmentadas entre as espermétides (Fig. 7 D).

Na regido adluminal observaram-se goticulas lipidicas no citoplasma de
espermatides alongadas em varios planos de corte, e axonemas com filamentos densos
periféricos presentes na peca intermedidria da cauda (Fig. 7 E). Alguns axonemas e
espermatides alongadas ainda imersas no seu citoplasma em processo de eliminacio,
juntamente com as goticulas lipidicas aparecem, em animais controles apods 15 dias do
tratamento (Fig. 7 F).

Em animais tratados com Unica dose de 3,0 pumoles/Kg de cadmio foram
observados, apds 5 dias do tratamento, o afastamento entre as células, deixando grandes
espagos celulares onde o contato € mantido apenas através de complexos juncionais em
determinados locais (Fig. 8 A). Anormalidades como dreas com espermatides
morfologicamente alteradas, nlcleos de espermatides alongadas ndo condensados e
prolongamentos de céiulas de Sertoli fragmentados foram vistos (Fig. 8 B1, 8 B2).

Apds 10 dias, algumas espermdtides foram encontradas proximas ao corpo celular
de células de Sertoli na regido basal (Fig. 8 C), e espermatides alongadas com alteracdo
da peca intermediaria ocorrem apds este periodo (Fig. 8 D).
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Apds 15 dias, a regido adluminal apresentou espermatides alongadas
aparentemente normais e axonemas deformados ainda com bastante citoplasma
remanescente (Fig. 8 E). Locais menos afetados com espermétides avangadas normais,
presenca de goticulas lipidicas, e Complexo de Goigi foram observados circundados por
prolongamentos de célula de Sertoli fragmentados (Fig. 8 F).

Em animais tratados com dose unica de 4,4 mmoles/kg de paracetamol verificou-se
a presenca na regido basal do epitélio, de células de Sertoli cujo citoplasma é rico em
Reticulo Endoplasmatico Rugoso e goticulas lipidicas. O fendmeno de perda de contato
observado entre as células foi menos intenso (Fig. 9 A). Na regido intermedidria,
espermatides formando o acrossomo e espermétides alongadas est@o presentes entre
células de Sertoli fragmentadas (Fig. 9 B).

Apds 15 dias do tratamento a fragmentacdo dos prolongamentos de células de
Sertoli na regido basal dos tibulos seminiferos foi evidente, préxima & espermatogénias e
espermatdcitos (Fig. 9 C). O nlclec de espermatides com a cromatina pouco condensada
foi observada penetrando na regido do corpo da célufa de Sertoli, proxima a goticulas
lipidicas (Fig. 9 D).

Na regido intermediaria foram verificadas, muitas células com o Complexo de Golgi
bem desenvolvido, e prolongamentos de células de Sertoli bastante fragmentados (Fig. 10
E). Um Complexo de Golgi bem desenvolvido foi observado proximo ao Reticulo
Endoplasmatico Rugoso, em maior aumento (Fig. 10 F).

Na regido adluminal foram observadas espermatides alongadas cuja peca
intermedidria ainda encontra-se envolvida por grande quantidade de citoplasma com
Reticulo Endoplasmatico, Compiexo de Golgi e goticulas de lipidios. As células de Sertoli
sao fragmentadas entre espermatides morfologicamente alteradas (Fig. 10 G). Reticulo
Endoplasmatico Rugoso desenvolvido e presenca de grandes vaclolos foram vistos em
maior aumento (Fig. 10 H).

Lacunas entre células foram observadas em varios locais. Na regido intermediaria
do epitélio seminifero, verificou-se a presenca de lacuna parcialmente revestida por célula
de Sertoli, e espermatides alongadas com alteracdo morfoldgica da pega intermediaria
(Fig. 10 I). Algumas espermatides bastante afetadas foram vistas com cromatina néo



condensada e o acrossomo incompleto. Verificou-se também, a presenca de Complexo de
Golgi e Reticulo Endoplasmatico no citoplasma residual (Fig. 10 J).

No tratamento com cadmio + paracetamol foi verificado apés 5 dias, a
fragmentacdo de células de Sertoli , espermatécito separado das células vizinhas e
presenca de grande goticula lipidica (Fig. 11 A). Na regido intermedidria foi observada a
presenca de espermatides em fase inicial com Complexo de Golgi (Fig. 11 B1), assim
como espermatides totalmente deformadas (Fig. 11 B2).

Em 10 dias, verificou-se também a fragmentacdo da célula de Sertoli na regido
basal, e a presenga de espermatdcito que mantém contanto com a célula de Sertoli
apenas através de algumas juncbes. Maiformacgbes nucleares foram verificadas, como em
espermatides com auséncia de niicleo, sendo evidente apenas o acrossomo (Fig. 11 C), e
espermatides alongadas com niicleo ndo condensado (Fig. 11 D1). Na regido intermediaria
da camada do épitélio seminifero observou-se a presenca de grandes vesiculas com restos
celulares, e o Complexo de Golgi bem desenvolvido (Fig. 11 D2). O Reticuio
Endoplasmatico Rugoso e Complexo de Golgi apresentaram-se desenvolvidos em varios
tipos celulares (Fig. 11 D3).

Préximo a regido adluminal foram vistas espermdtides em fase inicial com
Complexo de Golgi e espermatides alongadas em diferentes planos de corte sem
alteracbes morfolégicas (Fig. 11 E1). Espermatides alongadas normais em corte
longitudinal juntamente com espermatides com auséncia de nicleo sendo evidente apenas
0 acrossomo e 0 axonema encontram-se presentes (Fig. 11 £2). Varias espermatides
alongadas sem condensac@o cromatinica também ocorrem nestas armostras (Figs. 11 Fl e
11 F2). |

Apds 30 dias, a regido intermedidria do epitélio seminifero mostrou-se sem
alteracdes com presenca de espermatides redondas e em fase de alongamento (Fig. 12
G1). Uma espermétide alongada morfologicamente alterada também foi observada (Fig.
12 G2).

Algumas espermatides com alteraco no acrossomo, e axonema com grande
quantidade de citoplasma residual foram vistas com 50 dias da administracdo do cddmio +

paracetamol (Fig. 12 H).
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Ainda com 70 dias, a regido basal do epitélio seminifero apresentou alteractes
como célula de Sertoli fragmentada e evidente separacdo das células, préxima a uma
célula de Sertoli com perda nuclear (Fig. 12 I). Na regido intermedidria foram observadas
espermatides redondas e alongadas normais (Fig. 12 J).

Fragmentacdo de células de Sertoli entre espermétides alongadas envolvidas em
grande quantidade de citoplasma residual e repletas de goticulas lipidicas, foram
observadas na regido adluminal (Fig. 12 K). Logo abaixo desta carnada foram observadas
algumas espermatides com alteracdo no acrossomo ao lado de células normais (Fig. 12 L).



1V. 4, Abreviacoes

I= lipidios

¢= citoplasma residual

a= acrossomo

Ic= lacuna

G= Complexo de Golgi

S= célula de Sertoli

rr= Reticulo Endoplasmético Rugoso
sa= espermatides alongadas
si= espermatides redondas
sg= espermatogonia

st= espermatdcito

ax= axonema
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Prancha 7: Cortes transversais de tibulos seminiferos de
animais controles, observados apés 5 dias (A-B); 10 dias
(C-D), 15 dias (E-F).

(A-B) Epitélio seminifero com a presenca de espermatogénia (sg), espermatdcitos (st),
célula de Sertoli (S), e espermétide alongada (sa). A,B=4960 x

(C-D) Regido intermediaria com espermatides alongadas (sa) e espermétides redondas
(si), com Complexo de Golgi em varios planos de corte. Fragmentacio de célula de
Sertoli (seta) entre espermatides alongadas. C=2970 x e D=4960 x

(E-F) Goticulas lipidicas (I), espermétides alongadas (sa), acrossomos (a), e axonemas
(ax) com fibras densas axiais periféricas envolvidas por bainha fibrosa, e alguns
com citoplasma presentes na regiao adiuminal. E=3840 x e F=4960 x
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Prancha 8: Cortes transversais de animais tratados com
cadmio, observados ap6s 5 dias (A-B); 10 dias (C-D); 15
dias (E-F).

(A-B) Regido basal com a presenca de grandes espacos entre as cé&lulas (seta), proximos
a regido nuclear de célula de Sertoli (S). (B1) Espermitides alongadas (sa) com
auséncia de condensacdo cromatinica, presentes entre células de Sertoli
fragmentadas (seta) préximos a regido adluminal. (B2) Espermatide redonda com
alteracao morfoldgica e auséncia de condensacdo cromatinica; acrossomo (a). A, B
2=7900 x e B 1=4700 x

(C-D) Regido basal com espermatides alongadas (sa) préximas ao nlcleo de célula de
Sertoli (S). Espermatides com alteracdo na peca intermedidria (sa), presentes
proximas & regidio adluminal. C=6100 x e D=13200 x

(E-F) Regido adiuminal com espermatides alongadas (sa), em diferentes planos de corte,
axonemas (ax) alterados morfologicamente, e presenca de grande quantidade de
citoplasma residual ao redor (c). Notar fragmentac&o de célula de Sertoli (seta) e a
presenca de goticulas lipidicas (1) e Complexo de Golgi (G). E,F=7900 x
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Prancha 9: Cortes transversais de animais tratados com

paracetamol, observados apés 5 dias (A-B) e 15 dias (C-D).

(A-B) Regido basal com a presenca de célula de Sertoli (S), Reticulo Endoplasmatico
Rugoso (1T) e goticula lipidica (I). Notar discreta separagdo entre as células (seta).
Também podem ser vistas espermatides alongadas (sa) e espermatides com
acrossomo (a) em formacdo, entre prolongamentos de célula de Sertoli
fragmentada (seta). A=13200 x e B=6100 x

(C-D) Regido basal com célula de Sertoli (S), espermatogbnia (sg) e espermatdcitos com
Complexo de Golgi (G). Notar os espacos entre as células (seta). Espermatides
alongadas (sa) com condensacdo cromatinica irregular encontram-se préximas a
corpo da célula de Sertoli (S) e goticula lipidica (1). C=4700 x € D=7900 x
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Prancha 10: Cortes transversais de animais tratados com

paracetamol, observados apods 15 dias (E-J).

(E-F) Espermatides alongadas com Complexo de Golgi (G) bem desenvolvido, Reticulo
Endoplasmético Rugoso (rr), e prolongamentos de células de Sertoli fragmentados
(seta). E=7900 x e F=22000 x

{(G-H) Células de Sertoli fragmentadas (seta), entre flagelos morfologicamente alterados
(ponta de seta). Espermatides com grande quantidade de Reticulo Endoplasmatico
Rugoso (i) e Complexo de Golgi (G) bem desenvolvidos e grande vactolo (seta).
G=4700 x e H=22000 x

(I-3) Regido intermediaria com a presenca de espermatides alongadas (sa) com alteracdo
morfolégica na peca intermediaria (seta). Uma lacuna (Ic), com restos celulares,
parcialmente envolvidos por prolongamento de célula de Sertoli (S). Notar
espermatides alongadas, com nicleo sem condensacdo cromatinica, além de
acrossomo (a) incompleto a partir de determinada regiao (setas). Presenca de
Complexo de Golgi (G) e Reticulo Endoplasmatico Rugoso (rr) em espermatides
alongadas. I=4700 x e J=5300 x
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Prancha 11: Cortes transversais de animais tratados com
cadmio + paracetamol, observado apds 5 dias (A-B); 10
dias (C-D); 15 dias (E-F)

(A-B) Regido Basal com célula de Sertoli (S), grande goticula lipidica (1) e espermatdcito
(st). Notar fragmentacao de célula de Sertoli (seta). (B1) Espermatide em fase
inicial com Complexo de Golgi (G). {B2) Espermatide morfologicamente alterada
(sa). A=6130 x, B 1=28450 x e B 2=10220 x

(C-D) Regiao basal com nucleo de célula de Sertoli (S), espermatdcito (st) e espermatide
com auséncia de nicleo. (D1) Espermatides alongadas (sa) com alteracdo
morfolégica e com variagdo na condensacdo da cromatina. (D2) Regido
intermediaria do epitélio, com Complexo de Golgi (G) e vérias vesiculas com restos
celulares (seta). (D3) Complexo de Golgi (G) e Reticulo Endoplasmatico Rugoso
(rr) bem desenvolvidos. C,D 2=7900 x, D 1=13200 x e D 3=10220 x

(E-F) Espermétide em fase inicial com Complexo de Golgi (G) e acrossomo (a) de
espermatide alongada. Espermatide alongada (sa) proxima a regido adluminal.
Notar acrossomo com axonema (ax) e auséncia de nicleo (E 1 - E 2). Varias
espermatides alongadas (sa) morfologicamente alteradas e com auséncia de
condensagdo cromatinica (F 1 - F2). E 1=6130x; E2,F1 e F 2=10220 x
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Prancha 12: Cortes transversais de animais tratados com
cadmio + paracetamol, vistos apés 30 dias (G), 50 dias (H);
70 dias (I-L).

(G 1) Regido intermediaria do epitélio seminifero com a presenca de espermatide redonda
(si), € em fase de alongamento (sa). (G2) Espermatide alongada (sa),
morfologicamente alterada G 1=7900 x e G 2=6130 x

(H) Com 50 dias, ainda observa-se espermatides com alteracdes do acrossomo (a) e
axonemas envoltos por muito citoplasma residual (setas). 10220 x

(I-J) Regido basal com fragmentacdo de algumas células de Sertoli (seta) e célula de
Sertoli (S) com perda nuclear. Regido intermediaria do epitélio com espermaétides
alongadas (sa) e espermatides redondas (si). I=4700 x e J= 7900 x

(K-L) Fragmentacdo de célula de Sertoli (seta), espermatides alongadas (sa) envolvidas
por citoplasma residual e goticulas lipidicas (I) encontram-se na regido adluminal.
Espermatides alongadas com pequena alteracdo do acrossomo (a) vistos na regiao
intermediaria do epitélic seminifero. K=3600 x e L=7900 x
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V. Discussao

Nos Ultimos anos, fortes evidéncias sugerem a perda da funcdo testicular, através
de analises que revelam a diminuicdo da espermatogénese normal frente a fatores
ambientais (Pajarinen et a/, 1997 apud Aitken, 1999; Irvine, 2000). Varios fatores podem
interferir na espermatogénese, entre eles agentes quimicos como medicamentos e
elementos toxicos, provenientes da poluicdo ambiental, como o cadmio (Pereira, 2000b).

No presente ftrabalho, procuramos analisar aspectos morfoldgicos da
espermatogénese de animais submetidos ao tratamento com cadmio €/ou paracetamol
através das técnicas de microscopia de luz e microscopia eletrdnica de transmiss&o.

Parizek & Z&hor (1956), foram os primeiros a estudarem a ac&o do cadmio sobre 0s
tibulos seminiferos e verificaram que o cddmio altera a integridade das juncbes de células
de Sertoli, ocasiona severo edema testicular seguido de hemorragia e necrose dos ttbulos
seminiferos.

Entre os varios trabalhos realizados com o cadmio, tem-se estudado a
especificidade da lesao inicial com o conseqiiente agravamento dos danos ao tecido. No
entanto, o presente trabalho nao visa estudar a origem da lesdo, e sim a lesdo resultante
no tecido como um todo.

Séo varias as hipdteses propostas para explicar a acdo do cadmio nos tibulos
seminiferos entre eles, necrose hemorragica, anoxia, aumento da permeabilidade vascular
e agdo direta do cadmio sobre os tibulos seminiferos. No entanto, ndo existe um
consenso sobre 0 preciso mecanismo da acdo do cadmio na patofisiologia testicular (Aoki
& Hoffer, 1978).

Trabalhos tém propostos a atrofia testicular como consequéncia de vérios fatores
interdependentes desencadeados pelas lesbes no endotélio testicular. O cadmio interfere
na coesao intercelular do endotélio e aumenta o fluxo de fluidos e eletrdiitos dos vasos
para o tecido intersticial (Aoki & Hoffer, 1978).

Em nossos estudos foi verificada a presenca de edema em todos 0s periodos do
tratamento com o cddmio. Cabral (1996), também observou discreto edema, congestdo
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de vasos, mas nenhuma alteracdo quando ao padrio normal do epitélio seminifero
quando administrado a dose de 2,5umoles de cadmio.

Segundo Aoki & Hoffer (1978) e Gouveia (1988), danos testiculares observados
pela contaminagdc aguda de cadmio sdo devidos as alteracdes na microcirculacdo. O
edema testicular é uma direta conseqiiéncia da interrupcdo da integridade dos vasos e
macico vazamento para o intersticio de fluidos originados do plasma sangiiineo. Os danos
endoteliais estimulam a liberagdo de fatores hemostéticos e agregacdo de plaguetas, ao
mesmo tempo ha o aumento da permeabilidade dos capilares, retardo do fluxo sangiiineo,
aumento da viscosidade e aglutinagao de eritrdcitos (Baumgartner et al., 1976 apud Aoki
& Hoffer, 1978). O resultado é a formacdo de trombos e obstrug&o da microcirculacio
levando a isquemia dos testiculos, estado previsivel frente & obstruc&o da microcirculacio
(Harrison, 1949 apud Aoki & Hoffer, 1978).

Norlan & Shaikh (1986), também propdem que a toxicidade do cadmic se deve a
interagdo inicial do metal com o endotélio vascular de 6rgdos susceptiveis, originando as
subseqientes lesGes aos tlbulos seminiferos. Paralelamente a este processo foi verificado
que as células endoteliais resistentes ao cadmio proliferam e regenera a vascularidade dos
vasos adquirindo subseqiiente resisténcia ao metal cadmio (Schlapferr, 1971; Gabbiani et
al., 1967; Gunn et al., 1966 apud Norlan & Shaikh, 1986).

A obstrugdo da luz vascular € a causa mais fregiiente de isquemia em 6rgdos e
estruturas circundadas por capsula. A perda do suprimento de oxigénio resulta em
condigdes de susceptibilidade as lesbes provocadas por reacdes oxidativas que liberam
oxigénio reativo, sendo este o principal fator de mudancas patolégicas (Pereira, 2000a).

Como relatado, trabalhos tém proposto que os danos nos ttibulos seminiferos se
devem ao vazamento dos vasos sangiiineos levando ao aumento da pressao intratesticular
e posterior isquemia. Enguanto mudangas vasculares e necrose isquémica foram
propostas como possivel mecanismo de acdo do cadmio nos testiculos (Mason et al., 1964
apud Hew et al.,, 1993; Cabral, 1996), outros estudos sugerem que a barreira de
permeabilidade dos tubulos seminiferos é comprometida pelo cddmio antes que os danos
vasculares ocorram (Setchell & Waites, 1970). E o efeito deletério do cadmio diretamente
no tecido gemminativo sem a influéncia da isquemia foi verificado por Lombelio (1996).
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No tratamento com o cadmio observamos tibulos seminiferos que sofreram
degeneracdo e alteracbes morfoldgicas. As alteracbes verificadas séo possivelmente
decorrentes da isquemia induzida pelos danos vasculares, assim como proposto por
Gouveia (1988), a qual a isquemia poderia ser o responsavel pela necrose do epitélio
germinativo e das células de Leydig levando a uma castracdo quimica pelo cddmio.

No nosso experimento, a maior descamacgao celular que observamos nos tdbulos
seminiferos de animais submetidos ao tratamento com o caddmio em relagio aos animais
controles, confirma os resultados de Gouveia (1988) e Aoki & Hoffer (1978), e deve-se ao
desprendimento de células jovens da camada basal. Em microscopia eletrbnica de
transmissao esse desprendimento celular pode ser observado pela perda do contato das
celulas do epitélio germinativo em consegiiéncia da fragmentacio de células de Sertoli na
regiado basal e proximo a regido adluminal. O destacamento de células jovens foi
observado através de micrografias eletrbnicas do material tratado com cadmio e
paracetamol isoladamente ou associados.

Nos animais controle o epitélio seminifero foi observado corn estratificacdo tipica de
células em graus progressivos de desenvolvimento e na luz de alguns tGbulos foi
verificado um aumento de células imaturas descamadas em relagdo ac que é
normalmente observado. O "stress” inicial devido a simulacdo de injecdo e gavagem do
veiculo teria estimulado um aumento de células imaturas liberadas para a luz tubular. Esta
€ uma freqiente resposta a situacdes de "stress” (Lombello, 1996).

Sabe-se que varios agentes toxicos, entre eles 0 metal cddmio sdo conhecidos por
agir principaimente sobre as células de Sertoli (Janecki et al., 1992; Alexander et al.,
1996, Robbins et al, 1997 apud Monsees et a/, 2000). E a alteracdo na funcdo das
células de Sertoli causada por agentes quimicos ocasiona danos & espermatogénese como
a perda das células germinativas e em alguns casos a consegiiente infertilidade
(Boekelheide, 1993 apud Monsees ef a/, 2000).

Hew e colaboradores (1993), demonstraram a desorganizagao de feixes de
microfilamentos associados as células de Sertoli em ratos submetidos ao cadmio na
concentracdo de 1mg/kg. E com base na presenca de espermatides tardias proximas a
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regido basal aqueles autores concluiram que a acgdo do cadmio & especifica para
determinado estagio espermatogénico induzindo a falha da espermiacao.

Muitos trabalhos tém demonstrado o estagio VII do ciclo do epitélio como sendo
um estagio critico, que compreende a liberacdo das espermatides associadas as células de
Sertoli, fase final da espermatogénese (Leblond et a/,, 1952).

Observamos a presenca de algumas espermatides adiantadas ou alongadas
préximas & regido basal do tibulo seminifero, no entanto, nenhum estudo sobre o estagio
do ciclo do epitélio foi realizado para determinar quando ocorre a falha na espermiagao,
como visto por Hew et al. (1993). Em contrapartida, a presenca de espermatides sem
condensacio cromatinica e com alteracdes morfoldgicas verificadas em todos os periodos
do experimento provavelmente induz a falha da espermiacao.

Estudos tdm verificado que o cadmio induz a fragmentacdio do DNA apoptotico em
testiculos de ratos Wistar. "In vitro" tém-se mostrado que este processo € caracterizado
por mudancas que ativam endonucleases como resultado de alteracBes na concentragdo
do ion calcio intracelular (Xu et af, 1996).

Outro fator que prejudica a espermiagdo € a quantidade de citoplasma residual
acima do normal observado no tratamento com o cadmio em alguns ttbulos, e presentes
em axonemas morfologicamente alterados. Isso demonstra que o mecanismo de extrusdo
citoplasmatico é prejudicado aparentemente em conseqiiéncia ao atraso do processo de
espermatogénese. Diante destas circunstancias os espermatozéides liberados durante a
espermiacdo podem ser imaturos e funcionalmente defeituosos como foi afirmado por
Huszar et g/, apud Aitken (1999).

As razbes para a variacdo da susceptibilidade de diferentes 6rgdos a toxicidade do
cadmio ndo sdo conhecidas. No entanto, numerosos estudos sugerem O importante papel
da metalotionina na disposiciio e detoxificacdo do cadmio. Uma vez que diferentes niveis
de metalotionina podem ser responsaveis pela diferenca de susceptibilidade dos tecidos
(Klaassen et al, 1999).

Recentemente, tBm-se sugerido que espécies de oxigénio reativo (R50) possuam
um papel principal sobre o mecanismo de toxicidade induzido pelo cadmio. Manca et a/.
(1991), verificaram que baixas doses de cloreto de cadmio estimulam varias formas de
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danos oxidativos, tais como aumento da peroxidacdo de lipidios e quebras no DNA (Hirano
et al, 1997). Outros trabalhos associam 0 cadmio com o aumento da peroxidagdo de
lipidios nas membranas dos testiculos e inibicio do antioxidante superdxido dismutase
(S0OD), desencadeando danos celulares apds longas exposicbes (Yiin et al, 1999; Koizumi
etal, 1992).

A peroxidagao de lipidios é uma hipétese interessante para explicar muitas doengas
e também a toxicidade induzida por drogas. Atualmente é aceito que enzimas que
metabolizam drogas estejam envolvidas na iniciacdo das reachGes de peroxidacdo de
lipidios através de espécies de oxigénio reativo gerados por metabdlitos reativos de
produtos quimicos, como, por exemplo, pela adicdo de metabdlitos reativos a lipidios
insaturados de membrana. A interagdo de ligagdes covalentes e ndo covalentes a
proteinas pode estar envolvido na iniciacio desse evento e uma vez iniciada a cascata de
peroxidacao ela prossegue pelo mecanismo de reacdo com radicais livres (Kappus, 1985).

Os radicais livres sdo produzidos no metabolismo normal das células ndo s6 na
cadeia respiratoria como também nos processos de oxidagdo catalisados por oxidases
citoplasmaticas, como no sistema peroxissomal que metabolizam xenobidticos e na sintese
de colagenos. Em condigbes normais, ha um equilibrio entre a producdo e a inativacdo de
radicais livres, o que impede o aparecimento das lesdes. Quando esse equilibrio se rompe,
quer por aumento na producdo de radicais livres, quer por redugdo nos mecanismos
antioxidantes, inicia-se um processo denominado de estresse oxidativo que pode resuitar
em lesOes (Sies, 1985). O estresse oxidativo em humanos muitas vezes é ocasionado por
componentes exogenos usados como drogas terapéuticas, que interfferem com o
metabolismo de oxigénio (Kappus, 1985).

A peroxidacdo de lipidios leva ao esgotamento de mecanismo de protecdo
envolvendo antioxidantes como a superdxido dismutase (SOD), catalase e glutationa
(Moore et al, 1983 apud Kappus, 1985). Outra conseqiiéncia seria a inativacdo de um
grande nimero de enzimas de membrana e receptores, entre eles podemos citar a perda
do citocromo P-450 e a inativacdo da cadeia respiratdria (Nielsen, 1981; Natabayashi ef
al, 1982; Imagawa et al., 1982; Marshansky ef a/, 1983). Influenciam também, estégios
precoces da diferenciac@o celular e regulacdo do numero de células germinativas através
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de indugdo de apoptose ou estimulacio da divisdo celular das células reservas
espermatogoniais (Godeus ef a/, 1997 apud Aitken, 1999).

Nos espermatozdides, danos peroxidativos mediados por espécies de oxigénio
reativo (ROS) podem levar a defeitos na fungdo do espermatozdide, como foi observado
em pacientes inférteis, e a fragmentagdo do DNA (Bize ef a/, 1991; Kodoma et &/, 1997;
Aitken et al,, 1996 apud Aitken, 1999). Segundo Sharma & Agarwal (1996), a reatividade
intrinseca dos metabdlitos peréxido de oxigénio e o anion superdxido, causando danos
peroxidativos € proposto como a maior causa da funcio alterada do esperma nos casos de
infertilidade masculina.

Sabe-se que o plasma seminal confere alguma protecdo contra danos causados por
espécies de oxigénio reativo (RSO) porque contém enzimas para residuos de espécies de
oxigénio reativo (RSO), como a catalase e superdxido dismutase (SOD). Em contraposicio
ao papel de prc;tegéo do antioxidante superdxido dismutase (SOD), verificou-se que altos
niveis desta enzima estdo associados com a funcdo alterada do esperma. Foi sugerido que
isto pode ser devido aos espermatozdides humanos serem altamente susceptiveis aos
efeitos citotdxicos do perdxido de hidrogénio e o oxigénio ser um importante mediador da
func@o normal do esperma. A alta atividade da enzima superdxido dismutase podera
reflelir erro na espermatogénese, associada a esfoliacio de células germinativas e
retencdo de citoplasma residual pelos espermatozdides (Aitken, 1999).

Embora, lipidios insaturados sejam os principais alvos na peroxidacdo de lipidios,
outros alvos podem ser mais importantes no desenvolvimento da injlria letal celular
(Kappus, 1987; Recknagel, 1983 apud Nelson & Pearson, 1990). A membrana plasmatica
perde sua arquitetura ultra-estrutural levando a mudancas quanto a sua fluidez e
permeabilidade (Mead, 1976; Plaa ef a/, 1976; Bridges, 1981; Kunimoto et &/, 1981;
Slater, 1982; Weiss ef af,, 1983). Outro efeito deletério devido a reacdo de peroxidacio de
lipidios € a liberacdo de enzimas hidroliticas a partir dos lisossomos (Yagi, 1982; Hornsby
etal, 1983; Mak et 3/, 1983 apud Kappus, 1987).

A grande quantidade de degeneracdo de membranas encontradas em nosso
trabalho, além da fragmentacdo das células de Sertoli e alteracbes na compactacio do
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DNA em algumas espermatides podem ter sido originados por darnos oxidativos como a
peroxidacgao de lipidios na membrana plasmatica.

A atenuacdo dos danos testiculares induzidos pelo cloreto de cadmio foi verificada
através da utilizagdo dos antioxidantes, superdxido dismutase e oxy purinol (Agarwal et al,
1997).

Durante anos, varias pesquisas tém indicado o efeito genotdxico do paracetamol, o
analgésico e antipirético mais usado. Estudos "in vitro" e "in vivo" indicam que o
metabdlito reativo do paracetamol pode se ligar irreversiveimente ao DNA e causar
quebras (Giri, 1993).

Entre as varias hipdteses possiveis para a toxicidade do paracetamol estdo a ligacdo
covalente a proteinas celulares, 0 estresse oxidativo, a interrupgdo da homeostase do ion
calcio e a fragmentacdo do DNA levando a apoptose.

Os exatos mecanismos que levam a toxicidade ndo sdo conhecidos, mas varias
teorias propdem a ligacdo covalente do metabdlito reativo do paracetamol a proteinas
celulares, a qual leva a interrupgdo da func@o enzimatica ou alguma via regulatéria critica,
como provavel mecanismo de toxicidade (Ray et a/, 1990; Shen et &/, 1992; Laslin et al,
1995; Hinson et al,, 1994; apud Neil et al, 1997).

Acredita-se qgue o paracetamol em doses terapéuticas sexja seguro, contudo,
mediante as recentes evidéncias de tumores em camundongos submetidos a longa
administragdo de paracetamol, tal suposicdo tém sido questionada (Flaks & Flaks, 1983
apud Dybing ef a/,, 1984).

O paracetamol & metabolizado tanto por vias oxidativas como por vias de
conjugacao. Em doses terapéuticas é metabolizado para produtos ndo téxicos por
glucuronidagdo e suifatacdo (Rannug et a/, 1995). A fase inicial do metabolismo do
paracetamol envolve a formacao de glucoronato, e sulfatos conjugados que sdo produtos
excretados. Uma pequena fragdo do paracetamol € oxidada pelo sisterna do citocromo P-
450 para formar o mefabdlito reativo intermedidrio, N-acetil-p-benzogquinonaimina
(NAPQI). A detoxificacdo do NAPQI ocorre principalmente através da conjugacdo com o
antioxidante glutationa. Nos casos de excessiva producdo de NAPQI ocorre o esgotamento
dos niveis de glutationa levando a ligacdo covalente do N-acetil-p-benzoguinonaimina



66

(NADQI) a componentes celulares e a destruicdo celular (Nazareth et &/, 1991; Rannug et
al, 1995).

Trabalhos demonstram a correlagdo entre niveis de ligac3o covalente do metabdlito
reativo N-acetil-p-benzoquinonaimina (NAPQI) a proteinas celulares, resultando em
extensiva necrose. Tal mecanismo é proposto para danos verificados no figado induzidos
pelo paracetamol (Michell ef a/, 1984 apud Rannug et a/,, 1995; Cohen etal, 1997).

A toxicidade induzida por altas doses de paracetamol, tem sido atribuida a atividade
do citocromo P-450 que resulta na formaclio de um metabdlito eletrofilico e a
genotoxicidade deste metabdlito, que corresponde ao intermedidrio reativo N-acetil-p-
benzoquinonaimina (NAPQI) (Dahlin ef a/, 1984; Holme et a/, 1984; Dybing et a/., 1984
apud Brunborg et al, 1995). A cadeia de citocromo P-450 pode estar envolvida na
peroxidacao de lipidios dos peroxissomos através do fenémeno de ndo acoplamento
provocados por varias drogas, que levam a produgiio de superéxido e 4gua, em vez de
metabdlitos hidroxiladas (Hildebrandt et af, 1982; Orrenius et &/, 1982 apud Kappus,
1985).

Nos nossos experimentos, 0s animais fratados com paracetamol apresentaram
lesBes menos acentuadas quando comparados aos animais aos quais foi administrado o
cadmio. A deformacdo e o desprendimento de células imaturas da camada basal
observados em alguns tibulos seminiferos, provavelmente ocorre devido 3 alteracdo de
membrana das células de Sertoli como verificado no tratamento com o cadmio.

Em todas as condicdes experimentais foram observadas algurmas espermatides sem
condensacdo cromatinica e espermatides jovens e morfologicamente alteradas ainda com
a presenca de complexo de Golgi e reticulo endoplasmatico. Estas organelas sdo
conhecidamente envolvidas no processo de detoxificacdo e a producdo de proteinas de
estresse (Alberts ef al, 1994). Estas exigéncias metabdlicas, somadas suas funcdes
normais durante a espermatogénese, podem estar contribuindo para o atraso no
desenvolvimento das espermatides.

O espessamento da camada do epitélio seminifero, devido ao aumento da
quantidade de citoplasma residual retida pelas espermatides, foi visto principalmente em
animais apds o periodo mais longo de tratamento (15 dias). Este aumento da camada
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germinativa leva a uma aparente methora morfolégica dos tibulos em relacio aos animais
apds 5 dias do tratamento. No entanto o aumento de citoplasma residual é indicativo de
uma alteracdo do mecanismo de extrusdo citoplasmatico pelo paracetamol como também
foi visto com o tratamento com cadmio.

Varios estudos também tém verificado que exposicdes a doses terapéuticas e ndo
terapéuticas de paracetamol causam detencdo do ciclo celular com diminuigdo do namero
de espermatdcitos em paquiteno, mudancas nos varios estigios de populagcbes de
espermatides e, aparente alterac8o na estrutura cromatinica dos espermatozdides
(Hongslo et al,, 1990; Wiger et al, 1995; Wiger et al, 1997). Segundo Aitken et 57, (1997)
e Richer ef al. (1998), a retencdo do citoplasma residual parece estar associada a
mecanismos que envolvem a grande atividade da enzima citosdlica glicose 6-fosfato-
desidrogenase originando NADPH e radicais de oxigénio.

O efeito—do paracetamol sobre os vasos sangiiineos pode ser visto na sua extrema
dilatacdo e também em alguns vasos rompidos. Como conseqiiéncia destes danos
observa-se com fregiiéncia edema em todos os periodos do experimento o que
proporcionaria danos oxidativos. Cabral (1996), utilizando trés doses de 4,4mmoles de
paracetamol ndo verificou mudancas significativas quanto aos tGbulos seminiferos, mas
propde o seu efeito sobre a circulacdo testicular.

Segundo Robbins et a/. (1996), o paracetamol atua através de lesdo oxidativa e por
ligagdo covalente as proteinas e acidos nucléicos, aumentando a toxicidade farmacoldgica
e necrose hepatica quando administrado em altas doses.

No presente trabalho, o tratamento com dose de paracetamol (4,4 mmoles/kg)
semelhante a doses terapéuticas no homem, contribui juntamente com estudos anteriores
aglertando para a avaliacdo dos beneficios terapéuticos, mediante danos agudos ou
cronicos aos drgdos. E as espermatides sem condensacdo cromatinica verificadas em
todos os pericdos estudados alerta para o potencial genotéxico jé verificado em vérias
pesquisas (Giri, 1933; Rannug, 1995).

Nos animais tratados com cadmio + paracetamol, as lesdes foram mais acentuadas
quando comparadas ao tratamento com o cadmio e paracetamol isoladamente. A
severidade das lesbes foi observada na forma de grandes areas entre tibulos seminiferos
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decorrentes da provéavel degeneragdo de alguns tibulos, além da presenca de grande
ndmero de vaciolos com restos celulares e espermétides fortemente alteradas. Contribui
ainda para a ndo recuperacdo dos vasos sangiiineos que continuam dilatados permitindo o
extravasamento de plasma formando edema.

Como exposto anteriormente, o estado de hipdéxia provocado pelo extravasamento
de fluidos ao tecido intersticial e conseqiiente formaciio de edema favorece lesdes
oxidativas, alterando o equilibrio da homeostase do ion céicio, o que levaria a
potencializagao da toxicidade destes dois tratamentos, semelhantes a potencializacdo de
farmacos estudados por Bellomo et a/, (1982) e Jewell ef a/, (1983) apud Jones (1985).

O desprendimento de células jovens da camada basal, com consegiiente formacio
de reentrancias destas células para o interior dos tabulos, além de uma grande
descamagdo na luz tubular foi observado em todas as situacOes estudadas. Em
microscopia eletronica de transmissdo, o desprendimento foi verificaclo pela fragmentacao
dos prolongamentos de células de Sertoli pela Reticulo Endoplasmético Rugoso direta agiio
do cadmio sobre os tlibulos seminiferos como proposto por Hew et &/, (1993), No entanto,
0 maior nimero de tibulos em degeneracdo e as grandes éreas deixadas por estas em
relacdo ao tratamento com o cadmio indica a potencializacdo de ambos os agentes
quimicos.

O grande desenvolvimento do Reticulo Endoplasmatico Rugoso e Complexo de
Golgi observados em espermatides estd relacionado com a sintese de componentes do
Reticulo Endoplasmatico Liso, que na verdade é a organela responsa@vel pelo processo de
detoxificacdo celular. Estas células sdo semelhantes aquelas de ratos tratados apenas com
paracetamol, porém, o Reticulo Endoplasmatico e o Complexo de Golgi sdo um pouco
menos desenvolvidos. Este desenvolvimento nado foi visto em ratos submetidos apenas ao
cadmio, e este fato reforca a hipStese de que estas organelas mostram o empenho das
células em metabolizar o paracetamol a metabdlitos que possam ser eliminados, ainda que
de forma indireta (Reticulo Endoplasmatico Rugoso), como enfatizado acima.

Apds 10 dias do tratamento com cadmio + paracetamol, uma outra evidéncia da
potencializa¢do das drogas foi verificada pelo grande nimero de waclolos com restos
celulares presentes em seu interior. Neste periodo de tratamento muitas organelas
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celulares sofreram deteriorizagdo e foram englobados pelos vaclolos o que
representariam grandes lisossomos.

Como observado no tratamento com o cadmio e o paracetamol isoladamente, o
atraso da espermiagao possivelmente ocorre através da fragmentacdo dos
prolongamentos de células de Sertoli, encontrando-se espermadtides morfologicamente
alteradas e sem condensacdo cromatinica. Como verificados por Janecki et a/, 1992;
Alexander et al., 1996; Robbins ef &/, 1997 apud Monsees et a/, (2000), o cadmio age
diretamente sobre células de Sertoli interrompendo areas intercelulares. Assim, além da
acao direta do cadmio, outros fatores como danos vascular e provavel isquemia
proporcionariam lesdes oxidativas aiterando membrana de tibulos seminiferos e DNA de
espermatides.

Com relagdo ao tratamento com paracetamol, mesmo em dose terapéutica foram
Observadas lesGes quanto a vasos, tdbuios, retencdo de citoplasma residual e
espermatides morfologicamente alterados e com problemas quanto & compactacdo da
cromatina. Hongslo et a/ (1990); Wiger ef a/(1995); Cabral (1996) e Wiger et al. (1997),
também verificaram que exposicbes a doses terapéuticas e n3o terapéuticas de
paracetamol causam deten¢@o do ciclo celular e mudancas nos varios estagios de
populacdes de espermatides com aparente alteracio na estrutura cromatinica dos
espermatozoides. E varios autores tém proposto que o paracetamol deve atuar através de
lesdo oxidativa e por ligagdo covalente as proteinas e acidos nucléicos, aumentando a
toxicidade farmacolégica e necrose hepatica quando administrado em altas doses
(Robbins et al., 1996).

Morfologicamente, as espermatides alongadas apresentaram-se mais severamente
alteradas do que apds o tratamento com o cadmio ou paracetamol isoladamente,
verificado pela presenca de algumas espermatides sem nlicleo e espermatides com niicieo
sem condensacdo cromatinica e com alteracbes na peca intermedidria. Portanto, a
associagao de ambas as substéncias potencializam a agressdo em relacgdo as aiteracdes
morfologicas das espermatides, provavelmente por estarem agindo através de lesdo
oxidativa, ampliando o tempo de recuperacdo. Deve ser frisado, entretanto, que nas doses
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usadas ainda encontra-se espermatozdides aparentemente normais, sendo possivelmente
férteis.

Os efeitos do cadmio associado a0 paracetamol podem ser observados até o
periodo mais longo do experimento (70 dias), causando degeneracdo de alguns tibulos e
alteragBes morfoldgicas, fragmentac8o dos prolongamentos de células de Sertoli e perda
nuciear. Apesar das grandes lesGes, pequena recuperacio dos tibulos foi observada em
animais apés 30, 50 e 70 dias de tratamento. A aparente recuperacdo estrutural do
epitélio seminifero pode ser devido & eliminacdo da maior parte dos tibulos em
degeneracio vistos até 15 dias ap6s administracdo de cadmio + paracetamol, além da
recuperacio de tibulos menos fortemente afetados.

Embora muitos estudos jé tenham sido feitos, permanecem muitas dividas quanto
a0s mecanismos de acdo do cadmio e do paracetamol.

A sensibilidade verificada pela potencializacio das drogas (cadmio + paracetamol)
nos testiculos de ratos alerta para uma investigacdo dos efeitos no homem, uma vez que
© paracetamol deve contribuir para aumentar a carga genotéxica segundo Brunborg efal.
(1995), seja sozinho ou em combinagdo com outros agentes genotoxicos.
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VI. Conclusoes

1)- O testiculo, incluindo todos os tipos celulares, é muito sensivel ao cadmio e

paracetamol isolado ou em conjunto nas doses aplicadas;

2)- O agravamento das lesdes testiculares confirma a potencializacio do tratamento
com paracetamol e cadmio juntos;

3)- LesGes vasculares ocorrem em todos 0s tratamentos, sem aparente recuperacio
até pelo menos 15 dias apds a administracdo do cadmio, e 15 dias apds a administracdo
do paracetamol. No caso da administraciio ser conjunta, as lesdes sdo mantidas por pelo
menos 70 dias apos a administragdo das drogas;

4)- O citoplasma residual aumentado em espermatides adiantadas ou alongadas é
uma resposta ao estresse ocasionado pela toxicidade do cadmio e do paracetamol;

5)- O envolvimento das organelas como Reticulo Endoplasmatico Rugoso (ainda
que de forma indireta, via sintese e/ou processamento de elementos constituintes do
Reticulo Endoplasmatico Liso) e Complexo de Golgi no catabolismo do paracetamol
contribui para o atraso no desenvolvimento das células germinativas;

6)- A irregularidade na condensagdo cromatinica demonstra a genotoxicidade de
ambos os tratamentos, 0s quais sdo mais graves no uso conjunto das duas substancias.
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