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METODOS EM TOXICOLOGIA DO SISTEMA REPRODUTOR
MASCULINO E FERTILIDADE EM ROEDORES

METHODS IN TOXICOLOGY OF THE MALE REPRODUCTIVE SYSTEM AND FERTILITY IN
RODENTS
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ABSTRACT

Key WoRrbDs

A influéncia de fatores ambientais na fertilidade masculina vem sendo cada vez mais discutida. A despeito de diferencas
regionais e étnicas da populagio humana e falta de padronizagio de técnicas de contagem de espermatozéides, diversos
estudos demonstraram que, ao longo dos anos, houve redugio da fertilidade masculina humana; tal reducao se deve
provavelmente & modificagdo do estilo de vida, fatores ocupacionais e da exposi¢ao a substancias e a agentes fisicos. Dentre
as substincias potencialmente capazes de causar infertilidade destacam-se novos medicamentos, produtos quimicos como
pldsticos, agentes de limpeza e pesticidas. Além da perda de fertilidade, a radiagao ionizante e os quimioterdpicos podem
ocasionar alteragdes genéticas nas células germinativas com conseqiientes manifestagoes neopldsica e de malformagoes, além
de infertilidade nos descendentes.

Diante do exposto, ressaltamos a necessidade de estudos pré-clinicos em animais de laboratério, a fim de apontar substancias
com capacidade de alterar a reproducio e a fertilidade dos mamiferos e, a partir daf, calcular-se o risco para o ser humano.
Nesse sentido, os testes para avaliacao da toxicidade reprodutiva sio de extrema importéncia e precisam ser gradativamente
aprimorados.

Toxicologia. Infertilidade masculina. Espermatozéides.

The influence of environmental factors on male fertility has been increasingly discussed. Despite regional and ethnic
differences in human population and lack of standardization of techniques for sperm count, several studies have shown that
over the years, a reduction of human male fertility, such a reduction is probably due to modification of lifestyle, occupational
factors and exposure to substances and physical agents. Among the substances that can potentially cause infertility stand out
new drugs and chemicals such as plastics, cleaning agents and pesticides. Besides the loss of fertility, ionizing radiation and
chemotherapy may cause genetic changes in the germ cells with subsequent manifestations of cancer and malformations,
and infertility in the offspring. Given the above, we emphasize the need for preclinical studies in laboratory animals,
to point substances capable of altering the reproduction and fertility in mammals and, from there, calculate the risk to
humans. In this sense, tests to evaluate reproductive toxicity are extremely important and must be gradually improved.

Toxicology. Male infertility. Sperm.

1 INTRODUCAO

Atualmente, nota-se um crescente interesse na influéncia de fatores
ambientais na fertilidade masculina (PFLIEGER-BRUSS; SCHUPPE;
SCHILL, 2004). Carlsen et al. (1992) relataram que a concentragio
de espermatozdides do sémen humano reduziu de 113 milhées para
cerca de 66 milhdes/ml entre os anos de 1938 e 1990. Apesar dessa

comparagio nio ter levado em conta as diferencas regionais e étnicas da
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populacio humana e a falta de padronizagio das técnicas de contagem
de espermatozoéides utilizadas, compreende-se que houve redugio da
fertilidade masculina humana ao longo dos anos. Essa perda deveu-se
principalmente 3 modificagio do estilo de vida, fatores ocupacionais
e das substincias e agentes fisicos aos quais o homem foi submetido.
No rol das substincias potencialmente capazes de causar
infertilidade, podem-se citar os novos medicamentos desenvolvidos
como os anti-neopldsicos (SCHRADER et al., 2001) e fitoterdpicos
(DAS et al.,, 2004), produtos quimicos como plasticos (bisfenol A e
ftalatos), agentes de limpeza (alquilfendis) e pesticidas (compostos
organoclorados) (PFLIEGER-BRUSS; SCHUPPE; SCHILL, 2004).
Além da perda de fertilidade, Anderson (2005) mencionou que a

radiacdo ionizante e os quimioterdpicos podem ocasionar alteragoes
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genéticas nas células germinativas com conseqiientes manifestagoes
neopldsica e de malformacées e infertilidade nos descendentes.

Dessa maneira, hd necessidade de estudos pré-clinicos em animais
de laboratério, especialmente os roedores, a fim de apontar substancias
com capacidade de alterar a reproducio e a fertilidade dos mamiferos
e, a partir dai, calcular-se o risco para o ser humano. A atual estratégia
de teste deve ser determinada pela evidéncia de exposicio a uma
substincia por uma dada populagio. Devem ser considerados o estado
fisico da substancia, a via de administragao semelhante 4 utilizada pelos
humanos, a existéncia de dados anteriores de toxicidade e similaridades
estrutural e de atividade a outros compostos (ICH, 2005).

Os protocolos para realizagio dos estudos experimentais podem
variar quanto 4 duragio do tratamento e niimero de animais necessdrios,
o nimero de geracdes envolvidas e a fase de vida avaliada. A escolha da
dosagem ¢ um dos fatores mais criticos no delineamento de um estudo
experimental (BUSCHMANN, 2006). A maior dose deve ser escolhida
com bases em outros relatos disponiveis, como os de farmacologia e
estudos de toxicidade cronica e aguda. A partir da escolha, dosagens

menores devem ser selecionadas em uma escala descendente (ICH, 2005).

2 DADOS BASICOS
ESPERMATOGENESE

SOBRE A

A espermatogénese ¢ uma seqiiéncia de eventos celulares que resultam
na formacio de um espermatozdide maduro a partir de células precursoras.
A condi¢io para sua ocorréncia depende de organizagio celular nao-
germinativa dentro do tdbulo seminifero, desempenhada pelas células de
Sertoli, que fornecerdo sustentacao nutricional e fisica aos espermatozéides
e demais células da linhagem. Além disso, as células de Sertoli formam a
barreira hemato-testicular cuja fungio é promover um ambiente isento
de agentes nocivos aos espermatdcitos, espermdtides e espermatozéides
(KERR et al., 2006). O evento espermatogénico ¢ regulado pela interagio
entre o hipotdlamo, hipéfise e os testiculos através de horménios que sio
liberados por estes sitios e que estimulardo ou inibirdo a atividade deste eixo.

O GnRH ou horménio liberador de gonadotropinas ¢ secretado
pelo hipotdlamo e estimula a secrecio das gonadotropinas FSH
(horménio foliculo-estimulante) e LH (hormonio luteinizante).

Nos testiculos, o LH atua sobre a célula de Leydig estimulando-a
para produzir e secretar a testosterona, horménio androgénio necessario
para a realizacio da espermatogénese. Esse mesmo hormoénio, através
do mecanismo de feed-back negativo sobre o hipotdlamo e hipéfise,
controla a secregio de GnRH e gonadotropinas.

O FSH atua na preservagio da viabilidade das células da linhagem
germinativa e no controle da populagio das células de Sertoli,
principalmente nos animais jovens. Além disso, o FSH estimula a secrecao
de inibina B pelas células de Sertoli que atua nas células da hipéfise como

mecanismo de retroalimentagio negativa (O’ DONNELL et al., 2006).
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Uma vez que hd a produgio dos espermatozéides no testiculo, estes
sdo conduzidos pelos ductos eferentes até o epididimo onde ocorrerd
o desenvolvimento da motilidade ¢ da capacidade fertilizatéria, além
da estocagem e do transporte (ROBAIRE; HINTON; ORGENBIN-
CRIST, 2006). A ejaculagio, os espermatozéides juntam-se is secreges
das glandulas acessérias. Os principais compostos produzidos por essas
glandulas sao o 4cido citrico, frutose, espermolisinas, prostaglandinas
e esperminas que realizam a prote¢éo e nutri¢io do espermatozdide no
trato reprodutor feminino (RISBRIDGER; TAYLOR, 2006).

3 TOXICOLOGIA DO
REPRODUTOR MASCULINO

SISTEMA

Os agentes nocivos podem exercer seus efeitos ao nivel pré-
testicular, testicular e pds-testicular. O nivel pré-testicular envolve
alteragdes no eixo hipotalimico-hipofisirio-gonadal, com impedimento
da dinimica hormonal necessiria 4 ocorréncia da espermatogénese.
Efeitos citotoxicos e genotdxicos nas células da linhagem germinativa
caracterizam os efeitos testiculares. Por fim, os efeitos pds-testiculares
sdo aqueles que interferem na atividade epididimdria e na produgio
e/ou secrecio das glandulas acessérias, como o a vesicula seminal e

préstata (PFLIEGER-BRUSS; SCHUPPE; SCHILL, 2004).

4 PROTOCOLOS UTILIZADOS PARA
ESTUDOS EM TOXICOLOGIA DO SISTEMA
REPRODUTOR MASCULINO
AO  PERIODO

41 QUANTO DE

TRATAMENTO

4.1.1 Tratamento em dose vinica

O teste envolve a administragio dnica de uma substincia, com doses
fixas de 5, 50, 300, 2000 e excepcionalmente, 5000mg/kg. Sdo necessdrios

cinco animais para cada dose da substincia analisada (OECD, 2001a).
4.1.2 Tratamento pela administracdo de doses repetidas

Engloba o tratamento dos animais por doses repetidas da
substancia pelo periodo de 28 (OECD, 2008) ou 90 dias (OECD,
1998). A vantagem do segundo estudo em relagdo ao primeiro ¢é a
melhor identificagio dos érgios-alvo e acompanhamento de possiveis
efeitos cumulativos. Geralmente requisitam-se dez animais para os
estudos de 28 dias e vinte animais para os de 90 para cada dose
da substancia. Tratamentos entre 28 ¢ 90 dias jé foram propostos
nos Guidelines 421 (1995) 422 (1996) da OECD como testes

preliminares ao tratamento crdnico.
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H4 também o protocolo em que os animais sio tratados por 12
meses (OECD, 2009a). O objetivo desse teste é verificar os efeitos
cumulativos da substincia em um animal com idade geridtrica.

Normalmente sio utilizados vinte animais para cada grupo.

4.2 QUANTO AO NUMERO DE GERACOES
ENVOLVIDAS

4.2.1 Toxicidade em uma geragio

Fornece dados do efeito de uma substincia sobre o desempenho
reprodutivo e também dasalteracdes teratogénicas na geragio descendente.
Os machos devem ser tratados por um ciclo espermatogénico completo

que ¢ de 56 dias no camundongo e 70 dias no rato (OECD, 1983).
4.2.2 Toxicidade em duas geragoes

O tratamento ¢ realizado na geragio parental, como descrito
anteriormente, mas continuamente na geragio F1 nos periodos de
lactacdo, puberdade, fase adulta, acasalamento, gestacio e obtencio da
geragio F2. A caracteristica deste teste ¢ a obtengio de uma geragio
completamente exposta 2 substincia (OECD, 2001b). Entretanto,
por razoes éticas e econdmicas, devido ao maior nimero de animais
envolvidos, necessita-se de melhores parimetros analiticos para

justificar a sua execucio (BUSCHMANN, 20006).

4.3 QUANTO AO ESTAGIO DE VIDA DOS
ANIMAIS UTILIZADOS

O estdgio de vida em que ¢é avaliada a toxicidade de uma
substincia ¢ um fator critico, uma vez que determinada fase pode
ser, comparativamente, mais susceptivel aos efeitos do medicamento
que outra. Os animais podem ser submetidos ao tratamento nos
periodos pré-natal (gestagdo), lactagio, puberdade e vida adulta

(BUSCHMANN, 2006).

5 VARIAVEIS ANALISADAS EM
TOXICOLOGIA DO SISTEMA REPRODUTOR
MASCULINO

5.1 DESENVOLVIMENTO FISICO

A avaliagio fisica externa como o peso corporal, o ganho de
peso e o consumo de ragio podem oferecer dados importantes dos
mecanismos de agio das substincias sobre o metabolismo animal e

presenca de toxicidade direta da substincia.

Em animais jovens pré-desmame sio verificados a abertura dos
pavilhées auriculares, o crescimento da pelagem e a erupcio dos dentes
incisivos. Nos animais em fase pds-desmame, anota-se a idade em que
ocorreu a separagiao da glindula balanoprepucial nos machos. Este
tltimo evento, associado & descida do testiculo para o escroto, indica
o inicio da maturidade sexual. Uma alteracio nos padroes de tempo
para inicio desses eventos pode indicar influéncia das substincias no

desenvolvimento corporal ¢ do sistema reprodutor animal (ICH, 2005).

5.2 PESO DOS TESTICULOS E GLANDULAS
SEXUAIS ACESSORIAS

A andlise do peso gonadal e glandulas sexuais acessérias dos animais
parentais e descendentes ¢ util, uma vez que o desenvolvimento dessas
estruturas ¢ dependente de estimulo hormonal apropriado. Entretanto,
outros mecanismos podem resultar em alteragoes semelhantes e qualquer
evidéncia nessa varidvel deve ser interpretada como necessidade subseqiiente

de andlise do modo de agio e de histopatologia (OECD, 2002).

5.3 PRODUTOS DAS GLANDULAS SEXUAIS
ACESSORIAS

A secrecio das glandulas vesiculares e da préstata compoe o plasma
seminal do sémen. Elas sio responsivas aos andrégenos e sua fungio estd
intimamente relacionada a dos testiculos. A afericao dos produtos como
a frutose na vesicula seminal e o 4cido citrico na préstata pode, além de
oferecer indicios de seu estado funcional, demonstrar a qualidade do
sémen (RISBRIDGER; TAYLOR, 2006). Como os produtos dessas
glindulas contribuem para a viabilidade do esperma apés a ejaculagio
até o momento da fecundacio, uma contribuicio insuficiente desses

érgios poderia significar perda de qualidade do sémen (DAS, 2004).

5.4 CONTAGEM DE ESPERMATOZOIDES E
AVALIACAO DE MOTILIDADE

As amostras podem ser coletadas a partir da cauda do epididimo
através da realizacdo de pequenas secgoes e recuperacio de secregio
epididimdria. Também poder ser coletadas através da difusdo dos
espermatozdides para a solucdo fisioldgica apds permanéncia de
fragmentos da cauda do epididimo ou do ducto deferente no meio.
A avaliagio da motilidade ¢ feita anteriormente & contagem devido &
influéncia da queda de temperatura na motilidade.

A avaliagio de motilidade pode ser feita manualmente através
de cAmaras de contagem ou por programa de computador (CASA®
- Computer-assisted sperm analysis) (SEED et al., 1996; OECD,
2004). Podem ser utilizados o hematocitdmetro (WHO, 1999) e a

cAmara de Makler para avaliagio de mobilidade dos espermatozdides.
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A porcentagem de espermatozéides méveis é definida como niimero

de espermatozdides moveis/nimero total de espermatozoides x 100.
5.5 MORFOLOGIA ESPERMATICA

Uma pequena amostra pode ser colocada em uma lamina e pode
ser visualizada como preparagio tmida ou seca ao ar. As amostras sio
coradas com eosina Y e sao contados cerca de 200 a 400 espermatozéides
em microscépio 6ptico com aumento de 400x. No hd uma classificagio
universal das alteragoes morfoldgicas espermdticas. Geralmente notam-
se alteracbes na cabeca, como aumento ou reducio do tamanho do
acrossoma ¢ na cauda, como enrolamento, multiplicidade, laceragao

ou persisténcia de gotas citoplasmdticas (OECD, 2004).
5.6 ANALISE HISTOPATOLOGICA TESTICULAR

A histopatologia testicular ¢ um dos parimetros mais sensiveis
para andlise de possiveis alteragoes na fertilidade masculina. Aspectos
degenerativos testiculares podem ser identificados em segoes coradas
por hematoxilina e eosina, como a hipocelularidade e morte celular
no epitélio seminifero, vacuolizagio das células de Sertoli, formacao de
células multinucleadas (células gigantes compostas de espermatécitos
¢ espermdtides) e a presenga de espermdtides arredondadas e restos
celulares no epididimo (OECD, 2004).

5.7 TESTE DE DOMINANCIA LETAL

O teste de dominancia letal consiste em acasalar machos tratados com
fémeas nao tratadas. O objetivo desse teste é verificar possiveis alteragoes
genéticas nos espermatozoides que no causaram alteragoes morfoldgicas
para o gameta, mas que nio permitem sustentar o desenvolvimento
embriondrio (OECD, 1984). Os resultados desse teste sio observados
nos indices de perdas pré e pds-implantacio, obtidos na coleta dos
dados das fémeas, sacrificadas aos 2/3 da prenhez. O teste pode indicar
também alteragdes nio mutagénicas, como reducio na concentragio
de espermatozdides, alteragdes no transporte de espermatozéides, na
penetragio no ovdcito e no comportamento do macho (OECD, 2002).

O teste extendido, em que a eutandsia e verificagio dos fetos é
realizada um dia antes do parto, ¢ util para estudos de malformagoes
congénitas, tais como a hidrocefalia, exencefalia, fenda palatina,
nanismos e anasarca (ANDERSON, 2005).

5.8 DOSAGEM HORMONAL

Avaliacio das concentragées dos horménios luteinizante (LH), foliculo
estimulante (FSH) e testosterona, podem ser feitas por meios soroldgicos

como o ELISA ou radioimunoensaio. Os niveis de testosterona sio uteis
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para verificar se a substincia estimula o figado a degradar o horménio.
Afericoes de FSH e LH fornecem informagées de uma possivel atividade

da substincia no eixo hipotaldmico-hipofisirio-gonadal (OECD, 2009b).
6 CONSIDERACOES FINAIS

A perda de fertilidade masculina advinda da exposicio aos agentes
ambientais quimicos, fisicos ou infecciosos, tem despertado preocupagio
e vem sendo motivo de estudo de organizagdes e centros de pesquisa.
Além da perda de fertilidade, as malformacoes e aumento de incidéncia
de tumores nas geragoes descendentes também estio sendo implicados
como conseqiiéncias desta exposi¢io, devido a geragio de espermatozdides
com alteracdes cromossdmicas. Tais constatagoes fazem com que cada vez
mais sejam tomadas medidas para uma anilise sistemdtica e cuidadosa
dos fatores que estio pondo em risco a sobrevivéncia da espécie humana.
Nesse sentido, os testes para avaliagio da toxicidade reprodutiva sio de

extrema importincia e precisam ser gradativamente aprimorados.
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