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RESUMO

A pesquisa e as aplicagcBes da nanotecnologia tém tido um enorme crescimento nos Gltimos
anos. As nanoparticulas de sais de prata (AgNPs) possuem diversas aplicacdes, mas dentre
elas destaca-se seu potencial antimicrobiano e em razdo do atual problema de resisténcia,
esse produto vém se tornando foco de estudos para novas drogas que atuem como
antimicrobianos ou em sinergismo com medicamentos antibioticos atuais. Aliado a isso, estdo
sendo amplamente exploradas no setor de cuidados com a salde, com uma utilizagdo
generalizada em diversos produtos de consumo. O alto grau de comercializagdo aumenta o
acesso da prata, na forma de nanoparticulas, a tecidos, células e moléculas bioldgicas dentro
do corpo humano, podendo resultar em toxicidade sobre a salide humana, em diversas areas
incluindo a da reproducéo. Este trabalho teve como objetivo avaliar o efeito das AgNPs de 60
nm e concentracdo de 0,02 mg/mL sobre parametros reprodutivos e funcionais espermaticos
em ratos Wistar. Foram utilizados, como modelo experimental 30 animais, dividido em trés
grupos, sendo um grupo controle recebendo 0 mg/kg de AgNPs e dois grupos testes
recebendo doses de 0,015 mg/Kg e 0,030 mg/Kg de AgNPs. Os animais foram acompanhados
da fase pré-pubere a idade adulta e receberam o produto por gavagem do 23° dia ao 59° dia de
idade. A avaliacdo dos parametros funcionais espermaticos incluiu a avaliacdo da integridade
da membrana plasmatica, através da coloracdo Eosina/Nigrosina, integridade do acrossomo,
utilizando a coloragdo de Pope, avaliacdo da atividade mitocondrial, através da coloragdo de
DAB e avaliacdo da integridade do DNA, através do ensaio do cometa. Os parametros
reprodutivos foram avaliados no sentido de verificacdo de possiveis alteracdes teciduais,
enddcrinas e comportamentais nos animais em estudo e incluiram avaliacdo da idade e peso a
puberdade, analise da contagem espermatica, producdo espermatica diaria por testiculo e
tempo de transito no epididimo, verificacdo de anormalidades morfolégicas nos
espermatozoides dos animais, avaliagdo da orientagdo e do comportamento sexual. A
exposicdo pré-pubere de ratos as AgNPs demonstrou comprometer a funcionalidade
espermatica dos animais tratados visualizado pela reducdo na integridade acrossomal e da
membrana plasmatica, além de reducdo na atividade mitocondrial dos espermatozoides.
Entretanto, ndo houve dano a integridade do DNA espermatico. Os animais apresentaram um
atraso em dias, bem como um maior peso ao atingir a puberdade. N&o houve alteragdes na
contagem espermatica e na producdo espermatica didria por testiculo, porém a reserva
espermatica nos animais tratados evidenciou uma redugdo na concentracdo dos

espermatozoides e houve aceleracdo no tempo de transito espermatico, ambos na cauda do



epididimo. Os espermatozoides dos animais tratados apresentaram anormalidades
morfoldgicas e houve alteracdo na orientacdo sexual, com preferéncia sexual dos animais por
machos, ja o comportamento sexual ndo foi afetado. As analises hormonais revelaram que a
substancia nao alterou o padrdo endocrino. Os resultados em conjunto demonstram que houve
comprometimento da qualidade seminal e dos pardmetros reprodutivos evidenciando que as
AgNPs, mesmo em doses extremamente baixas tém potencial para causar prejuizo a

fertilidade masculina.

Palavras chave: Nanoparticulas de sais de prata. Testes funcionais. Funcionalidade

espermaética. Fertilidade. Reprodug&o.



ABSTRACT

Nanotechnology research and applications has had a remarkable growth over the last years.
Silver nanoparticles (AgNPs) have several applications but among them emphasize its
antimicrobial potential and due to the current problem of bacterial resistance, it is becoming
focus of studies of new drugs that act as antimicrobials or in synergism with current
antibiotics. Allied to this, are being widely explored in health care field with widespread use
in many consumer products. The high level of commercialization increases the access of
silver in nanoparticles shapes, tissues, cells and biological molecules within the human body,
which can result in toxicity to human health in several areas including reproduction. The aim
of this study is to evaluate the effect of AgNPs 60 nm and concentration of 0.02 mg/mL on
reproductive parameters and functional sperm in male Wistar rats. Were used as experimental
model 30 animals, divided into three groups, one control group receiving 0 mg/kg AgNPs and
two test groups receiving doses of 0.015 mg/kg and 0,030 mg/kg AgNPs. The animals were
observed from pre puberty to adulthood and the product has received by gavage from 23 days
to 59 days age. The functional parameters evaluation of sperm included sperm assessment of
plasma membrane integrity through Eosin/ Nigrosine staining, acrosomal integrity using Pope
staining, mitochondrial activity evaluation via DAB and DNA evaluation of integrity by the
comet assay. Reproductive parameters were evaluated in order to check possible tissue,
endocrine and behavioral changes in animals and included age assessment and weight at
puberty, sperm analysis count, daily sperm production per testis and epididymis transit time,
check pathologies in animal’s semen, assessment orientation and sexual behavior. The
prepubertal exposure showed AgNPs compromising the sperm functionality treated animals
displayed by reduction in the acrosome integrity and the plasma membrane integrity and
reduction in mitochondrial activity of spermatozoa, since damage to sperm DNA integrity has
not been viewed. The animals showed a delay in days as well as a greater weight to reach
puberty. There were no change in sperm count and daily sperm production per testis, but the
sperm reserve in treated animals showed a reduction in sperm concentration and there was
acceleration in sperm transit time, both in the epididymis tail. The sperm of treated animals
showed pathologies and there were changes in sexual orientation, where animals showed
sexual preference for males, since sexual behavior was not affected. The hormonal analysis

revealed that the substance has not changed the hormones pattern. The results altogether



pointed out that there was impairment of semen quality and reproductive parameters showing
that the AgNPs, even at extremely low doses has extreme potential to affect male fertility.

Keywords: Silver nanoparticles. Functional tests. Sperm functionality. Fertility.

Reproduction
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1 INTRODUCAO

A pesquisa e as aplicacdes da nanotecnologia tém tido um enorme crescimento nos
ultimos anos. As nanoparticulas sdo definidas como materiais com tamanho entre 1 e 100
nandmetros (nm), o que confere propriedades mecanicas, opticas, elétricas e estruturais
avancadas, além de uma aumentada area de superficie em relacdo a substancia original
(BEER et al., 2012). A reducdo do tamanho da particula ¢ uma maneira eficiente de melhorar
a biocompatibilidade de materiais e isso, aliado ao fato de que esses materiais podem ser
modificados, facilita suas aplica¢cbes em campos como a biociéncia e a medicina (KIM et al.,
2007).

As nanoparticulas de sais de prata (AgNPs) possuem inumeras aplicacGes, mas
dentre elas destaca-se seu potencial antimicrobiano (KIM et al., 2007). Em razdo do atual
problema de resisténcia bacteriana aos antibidticos, as AgNPs vém se tornando foco de
estudos para novas drogas que atuam como antimicrobianos ou em sinergismo com
medicamentos antibicticos atuais (DURAN et al., 2010) e os resultados tém sido animadores
demonstrando que ocorre potencializacdo da atividade antimicrobiana e efeito sinérgico com
antibidticos como gentamicina, ampicilina e ofloxacino (MORONES-RAMIREZ et al.,
2013).

As aplicacBes dessas nanoparticulas principalmente no setor de cuidados com a
salde tém sido amplamente exploradas. Estudos demonstram a eficiéncia das AgNPs como
revestimento para curativos de queimaduras, para dispositivos cirlrgicos e em proteses
Osseas, além de serem incorporadas em roupas, sempre com o0 objetivo de produzir efeito
antimicrobiano (CHEN et al., 2006; COHEN et al., 2007; LANSDOWN, 2006; LEE et al.,
2007).

Em virtude do grau de comercializagdo desse tipo de material estar crescendo,
aumenta o acesso da prata, na forma de nanoparticulas, a tecidos, células e moléculas
biolégicas dentro do corpo humano (CHEN; SCHLUESENER, 2008). As mesmas
caracteristicas que as tornam atraentes sdao também motivo de preocupacdo para a salde
humana e ambiental (BEER et al., 2012). Cada vez mais, as pesquisas demonstram que existe
uma relacdo entre a utilizacdo desse tipo de composto e a toxicidade observada sobre a satde
humana, em diversas &reas incluindo a da reproducédo (SCHRAND et al., 2010).

Em relagdo a reproducdo, ja foi comprovado que nanoparticulas podem penetrar a

barreira hematotesticular (KIM et al., 2006), podem ser captadas pelas células de Leydig
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alterando sua viabilidade, proliferacdo e expressdo génica (KOMATSU et al., 2008). As
AgNPs demonstraram causar reducdo drastica na funcdo mitocondrial, aumento de
extravasamento da membrana, necrose e inducdo de apoptose em células tronco
espermatogoniais de mamiferos in vitro (BRAYDICH-STOLLE et al., 2005), bem como
causar declinio na proliferacdo celular dessas células tronco espermatogoniais, trazendo
prejuizo para a fertilidade (BRAYDICH-STOLLE et al., 2010).

Exposicao as substancias toxicas pode afetar eventos criticos para o desenvolvimento
do sistema reprodutivo, como a determinacdo da célula germinativa primordial, a
gametogénese e eventos de sinalizacdo que determinam o comportamento sexual (PRYOR et
al., 2000). Com relacéo a espermatogénese, as nanoparticulas tém demonstrado afetar as trés
partes do espermatozoide; o acrossomo, que é responsavel pela reacdo acrossomal, o
segmento equatorial, que é responsavel pela ligacdo do espermatozoide na membrana do
odcito e a peca intermediaria, que é responsavel pelo vigor do esperma (LAN; YANG, 2012).

Para verificacdo de danos a estrutura e do potencial de fertilizacdo dos
espermatozoides, existem meios de avaliacdo denominados Testes Funcionais (AITKEN,
2006; RIJSSELAERE et al., 2005). Esses testes sdo capazes de avaliar a capacidade dos
espermatozoides de realizar passos especificos no processo de fertilizagdo, demonstrando sua
competéncia funcional (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003).

O uso das AgNPs vem sendo amplamente difundido (BEER et al., 2012). J& existem
dados demonstrando que as AgNPs afetam parametros reprodutivos e que nanomateriais
podem causar danos a estrutura dos espermatozoides e consequentemente afetar sua
capacidade de fertilizacdo. O objetivo desse estudo foi avaliar in vivo a possivel interferéncia
da administracdo de baixas doses de AgNPs em ratos pré-plberes, sobre a competéncia
funcional de células espermaticas na vida adulta, simulando uma possivel contaminagdo pela
absorcdo de pequenas quantidades, devido ao uso continuo e esporadico desses compostos em
produtos de higiene corporal e antissepsia médica. Outros parametros foram paralelamente
avaliados no sentido de verificacdo de possiveis alteragdes enddcrinas, comportamentais e em

tecidos reprodutivos masculinos.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Nanoparticulas de sais de prata (AgNPs)

Os nanomateriais possuem propriedades fisico-quimicas unicas, tais como tamanho
ultrapequeno, grande area de superficie em relacdo a massa e reatividade elevada, que séo
diferentes das caracteristicas de materiais com a mesma composicdo em microescala. Estas
propriedades podem ser utilizadas para ultrapassar algumas das limitagdes encontradas em
agentes terapéuticos tradicionais (EL-ANSARY; AL-DAIHAN, 2009). As AgNPs ou
nanoprata sao um conjunto de atomos de prata que variam em didmetro de 1 a 100 nm
(nanbmetros) e estdo atraindo interesse para aplicacdes na area da medicina (CHALOUPKA,;
MALAM; SEIFALIAN, 2010).

Dentre essas aplicacdes, ha relatos de aplicagbes contra cancer de mama e contra o
virus HIV. Jeyaraj et al. (2013) investigaram o efeito de citotoxicidade in vitro de AgNPs
contra células humanas de cancer de mama. Os resultados demonstraram que as AgNPS
possuem uma promissora propriedade anti-cancer. Ocorreram efeitos adversos nos
componentes celulares das células cancerosas, como perda de integridade da membrana,
estresse oxidativo, apoptose, além de dano ao DNA. Elechiguerra et al. (2005) demonstraram
que as AgNPs tém uma interacdo tamanho dependente com o virus HIV-1, onde somente
nanoparticulas na faixa de 1-10 nm se ligaram ao virus. Segundo os autores, as nanoparticulas
interagem com o virus via ligacdo preferencial com residuos de enxofre na glicoproteina
gp120, cuja principal fungdo é ligar-se aos receptores CD4 nas células hospedeiras. Devido a
essa interagdo, as AgNPs inibem o virus de se ligar a célula hospedeira, resultando em
inibicdo da infectividade do virus in vitro.

As AgNPs possuem diversas aplicagdes, mas dentre elas destaca-se seu potencial
antimicrobiano (KIM et al., 2007). As AgNPs tém mostrado atividade contra diversas
bactérias, incluindo bactérias multidroga resistente e altamente patogénicas como
Staphylococcus aureus, Salmonella typhi, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli
(INGLE et al., 2008; KIM et al., 2007). O mecanismo exato pelo qual ocorre essa atividade
ainda ndo esta totalmente elucidado, mas é provavel que ocorra por uma ligacdo com a
membrana bacteriana e interferéncia em processos vitais (KIM et al., 2007). Recentemente,

um estudo demonstrou que o ion prata interrompe varios processos celulares em bactérias
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gram-negativas, incluindo a formacdo de ligacGes sulfeto, o metabolismo central e a
homeostase de ferro. Essas alteracfes estdo associadas a0 aumento da producgdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e o aumento da permeabilidade da membrana, 0s quais seriam
responsaveis por causar morte bacteriana (MORONES-RAMIREZ et al., 2013).

Em razdo do atual problema de resisténcia bacteriana, as AgNPs vém se tornando
foco de estudos para novas drogas que atuam como antimicrobianos ou em sinergismo com
medicamentos antibiGticos atuais (DURAN et al., 2010). Morones-Ramirez et al. (2013)
demonstraram a possibilidade de usar a prata como um adjuvante na terapia antibidtica
convencional e os resultados demonstraram que ocorre potencializacdo da atividade
antimicrobiana e efeito sinérgico dos antibidticos gentamicina, ampicilina e ofloxacino, com
adicdo do ion prata, para cepas e E. coli. O estudo também demonstrou que a vancomicina
(especifico para bactérias gram-positivas) foi efetivo para bactérias gram-negativas quando
usado em conjunto com a prata. Por fim, a prata aumenta a atividade antibidtica contra
bactérias persistentes e tém acdo direta sobre a formacédo de biofilmes, presentes em infec¢des
cronicas de dificil tratamento. Os autores sugerem que a prata seja colocada na forma de
nanoparticulas para desenvolver terapias mais sofisticadas e eficientes.

As aplicacGes dessas nanoparticulas principalmente no setor de cuidados com a
salde tém sido amplamente exploradas. Estudos demonstram a eficiéncia das AgNPs como
revestimento para curativos de queimaduras, para dispositivos cirirgicos e em proteses
Osseas, além de serem incorporadas em roupas, sempre com o0 objetivo de produzir efeito
antimicrobiano (CHEN et al., 2006; COHEN et al., 2007; LANSDOWN, 2006; LEE et al.,
2007). Efeito esse também responsavel pela utilizacdo generalizada das AgNPs em produtos
de consumo, tais como desinfetantes, desodorantes, sprays e pds antimicrobianos, roupas de
cama, lavadoras, purificadores de agua, cremes dentais, xampus, bicos, mamadeiras, filtros,
utensilios de cozinha, brinquedos, e umidificadores. No Projeto de Nanotecnologias
Emergentes do banco de dados Woodrow Wilson, a prata na forma de nanoescala é citada
como o material mais comum utilizado nas descricbes de produtos, dentre os produtos
baseados em nanotecnologia (Woodrow Wilson International Center for Scholars, 2011).

As mesmas caracteristicas que as tornam atraentes sdo também motivo de
preocupacado para a saude humana e ambiental (BEER et al., 2012). Quanto mais difundido o
uso de nanomateriais com a prata, mais amplo torna-se o potencial da exposi¢cdo humana e
dos ecossistemas a esses produtos. As AgNPs podem ser liberados para 0 meio ambiente
através de descargas nos locais de producdo, a partir do desgaste e liberacdo desses materiais
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de engenharia em produtos domésticos ou através da lavagem ou descarte de produtos
contendo a prata (BENN; WESTERHOFF, 2008; MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010).

Em virtude do alto grau de comercializagcdo, aumenta o0 acesso da prata, na forma de
nanoparticulas, a tecidos, células e moléculas biolégicas dentro do corpo humano. As
principais vias de exposi¢do humana seriam o sistema respiratorio, o sistema gastrointestinal e
a pele, que sdo as interfaces entre os sistemas internos do corpo humano e o ambiente externo
(CHEN; SCHLUESENER, 2008). As AgNPs podem entrar no trato respiratorio devido a
inalacdo de poeiras ou gases que contém essas particulas nos locais de fabricacdo, podem ser
ingeridas através da &gua, através de brinquedos para criangas ou de recipientes alimentares
tratados com prata, ou pode penetrar na pele através téxteis e cosméticos contendo
nanoparticulas (MARAMBIO-JONES; HOEK, 2010).

Ha um crescente corpo de evidéncias in vitro demonstrando que as AgNPs afetam
negativamente Orgdos e sistemas como pulmdo, figado, cérebro, sistema vascular e pele
(CARLSON et al., 2008; HUSSAIN et al., 2005; LARESE et al., 2009; ROSAS-
HERNANDE?Z et al., 2009; XU et al., 2013). Desencadeiam uma série de respostas teciduais,
em diferentes linhagens celulares, como danos a membrana celular, geracdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS), danos a mitocdndrias, diminuicdo da atividade metabdlica,
apoptose, necrose, liberacdo de marcadores inflamatérios e dano ao DNA (ASHARANI et al.,
2009; BRAYDICH-STOLLE et al., 2005; FOLDBJERG et al., 2009; FOLDBJERG; DANG;
AUTRUP, 2011; HACKENBERG et al., 2011; HUSSAIN et al., 2005; LIU et al., 2010,
PARK etal., 2011).

Dentre os mecanismos de citotoxicidade alguns autores concluem que ocorre
principalmente por meio do estresse oxidativo (CARLSON et al., 2008; HUSSAIN et al.,
2005; PARK et al., 2011). Estudos tém demonstrado que as AgNPs podem desencadear o
estresse oxidativo, atuando como um cavalo de tréia (LUBICK, 2008; LUOMA, 2008;
PARK et al., 2010a; STENSBERG et al., 2011). Nesse mecanismo, uma vez que a hanoprata
esteja ligada a célula, poderia liberar ions prata livres diretamente para as membranas e para
dentro do maquinario celular (LUOMA, 2008) resultando no desencadeamento do processo
inflamatorio, com a geracdo de ROS (PARK et al., 2010).

Estudos demonstram que para as AgNPs, quanto menor o tamanho das
nanoparticulas, maior € o seu potencial de toxicidade. Liu et al. (2010) avaliaram a
citotoxicidade de trés tamanhos de AgNPs (5nm, 20 nm e 50nm) usando modelos de células
humanas e concluiram que as nanoparticulas de 5 nm exibiram maior poder em afetar a

morfologia celular, causar dano a membrana celular, proporcionar bloqueio do ciclo celular,
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geracdo de ROS e apoptose, aléem de possuir uma maior facilidade em penetrar nas células
quando comparadas as nanoparticulas com tamanho de 20 e 50 nm. Park et al. (2011)
estudando o efeito do tamanho de particula sobre a citotoxicidade, inflamacéo,
desenvolvimento de toxicidade e genotoxicidade de AgNPs em linhagens celulares de
fibroblastos e macréfagos, também concluiram que as nanoparticulas de menor tamanho
foram mais citotoxicas do que as nanoparticulas maiores, ocorrendo alteracdo em todos os
parametros estudados.

Assim como para outros metais, ainda ha questionamentos se a toxicidade é
proveniente do ion prata ou das nanoparticulas com esse metal. Kim et al. (2009) sugeriram
que a toxicidade das AgNPs é devido principalmente ao estresse oxidativo e independente dos
ions prata, porém a toxicidade de nanoparticulas feitas com metais podem néo ter origem na
nanoparticula em si, mas pode ser resultante da capacidade dessas pequenas particulas se
dissolverem deixando ions metalicos em solucdo (MUDUNKOTUWA; GRASSIAN, 2011).

H& estudos comprovando que a quantidade de ion prata contida em suspensdes de
AgNPs estad ligada a toxicidade das AgNPs, mas ndo poderia explicar totalmente alguns
resultados observados e que ambos, os ions prata e as AgNPs contribuem para a toxicidade
(KAWATA; OSAWA; OKABE, 2009; NAVARRO et al., 2008) podendo ocorrer também
efeito combinado quando ha baixas fragdes de ions prata presentes em suspensdo (BEER et
al., 2012). Através desses relatos, as evidéncias sugerem que o ion prata estd ligado pelo
menos em parte a toxicidade das AgNPs, mas ha ainda conflitos para serem elucidados.

InvestigacBes toxicoldgicas demonstram que fatores como tamanho, forma,
caracteristicas de superficie e taxa de dissolu¢do influenciam na habilidade das nanoparticulas
de interagir com sistemas biologicos (CASTRANOVA, 2011). A maior area de superficie em
relacdo ao volume aumenta notavelmente propriedades de superficie de nanoparticulas
aumentando assim a interagdo desse material com fluidos bioldgicos, o que faz essas
particulas potencialmente mais reativas do que particulas maiores (BEER et al., 2012). Por
isso é importante compreender e traduzir os resultados de toxicidade encontrados in vitro para
resultados in vivo, para que se possa avaliar a extrapolagédo dessa toxicidade para os humanos
(MUNGER et al., 2013). Para as AgNPs ja existem relatos de toxicidade in vivo para o figado,
pulméo, intestino, cérebro, dentre outros drgéos estudados, bem como definicdo da NOAEL e
LOAEL para administracdo oral e NOAEL para administracao por inalagéo.

Kim et al. (2010) intoxicaram ratos por via oral com AgNPs de 56 nm, com trés
doses (30 mg/kg, 125 mg/kg, 500 mg/kg). Apos 90 dias de exposicdo, foram realizados testes

clinicos e hematoldgicos, além de histopatologia e distribuicdo da prata no organismo dos
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animais. Verificou-se que a prata foi distribuida em todos os tecidos avaliados, sendo o
principal alvo o figado, com alteracfes histopatoldgicas e alteragdes nos niveis de fosfatase
alcalina e colesterol, houve também acumulo de prata nos rins. A partir de seus resultados, 0s
autores sugeriram como a NOAEL (No observable adverse effect level) que corresponde a
maior dose administrada em um estudo de toxicidade na qual ndo se observa nenhum efeito
adverso, a dose de 30 mg/kg e a LOAEL (Lowest observable adverse effect level) que
corresponde a menor dose administrada na qual se observa um efeito adverso, a dose de 125
mg/kg. Ja Sung et al. (2009) estudaram a toxicidade de AgNPs por meio da inalacdo em
ratos. Concluiram que as AgNPs foram encontradas em todos os tecidos estudados, os 6rgaos
alvo foram considerados o pulmdo, onde houve inflamagdo e o figado com hiperplasia do
ducto biliar. Por fim, os autores sugeriram a NOAEL de 100pg/m® para as AgNPs
administradas por inalacao.

Hé& evidéncias que as AgNPs podem também afetar o intestino in vivo. AgNPs na
faixa de 3-20 nm, causaram diminuicdo no peso corporal dos animais em todas as doses
avaliadas, segundo os autores houve dano as células epiteliais das microvilosidades e as
glandulas intestinais, reduzindo a capacidade absortiva do epitélio intestinal, responsavel pela
perda de peso (SHAHARE; YASHPAL; SINGH, 2013). Foi demonstrado também que
AgNPs de 60 nm acumularam-se na lamina propria do intestino delgado e do intestino grosso
de ratos Sprague-Dawley, ap6s 28 dias de exposi¢do. Houve ainda, alteracdo na composicao
de mucinas que constituem o muco, o que pode gerar regides patologicas e desestabilizacdo
da producdo da camada de muco, que garante a integridade do epitélio intestinal (JEONG et
al., 2010).

No cérebro, as AgNPs demonstraram causar neurotoxicidade em ratos, atraves da
geracdo de ROS. Além do estresse oxidativo, as analises da expressdo de genes, revelaram
alteraces significativas de genes seletivos de regides do cérebro incluindo o nicleo caudado,
0 cortex frontal e o hipocampo. Segundo os autores, a geracdo e o aumento da producdo de
ROS, bem como a alteracdo de genes, podem afetar o sistema imune e o metabolismo
aerobico, causando apoptose e degeneracdo neuronal nos animais expostos (RAHMAN et al.,
2009).

Recentemente, foi realizado um estudo para avaliar a toxicidade sistémica de AgNPs
em humanos. Os autores utilizaram solu¢es comerciais de AgNPs contendo 10 ppm de prata,
por trés, sete e quatorze dias; e 32 ppm de prata, por quatorze dias, administradas oralmente,
para avaliar a possibilidade de toxicidade em diversos parametros sistémicos. Os resultados

demonstraram que ndo ocorreram alteracbes clinicamente importantes metabolicas,
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hematolodgicas e urinérias, ndo foram detectadas alteracBes morfoldgicas nos pulmdes, no
coragdo ou nos orgaos abdominais. Também ndo houve alteracbes na geracdo de espécies
reativas de oxigénio no pulméo ou na geracdo de citocinas pro-inflamatorias. Porém os
autores ressaltam que o periodo de estudo de 14 dias, deve ser prolongado para melhor
determinar se um maior tempo de exposi¢cdo oral leva a uma maior biodisponibilidade de
prata sistémica e subseqiiente acumulacdo em compartimentos lipidicos humanos, sendo essa
uma possivel fonte de toxicidade crénica (MUNGER et al., 2013).

2.2 Toxicidade de AgNPs sobre a reproducgéo

As pesquisas tém demonstrando que existe uma relacdo entre a utilizacdo de
nanomateriais e a toxicidade observada sobre a saude humana, em diversas areas incluindo a
da reproducdo (SCHRAND et al., 2010). A toxicidade reprodutiva desses materiais torna-se
cada vez mais reconhecida como uma parte importante da nanotoxicologia (EMA et al.,
2010).

As nanoparticulas podem se acumular em varios 6rgdos incluindo os testiculos (KIM
et al., 2006, KIM et al., 2010). Possuem a capacidade de atingir o sangue e ultrapassar a
barreira sangue-testiculo (KIM et al., 2006). Podem ser absorvidas pelas células de Leydig,
responsaveis pela producdo de testosterona nos testiculos, afetando a viabilidade, a
proliferacdo e a expressao de genes nestas células (KOMATSU et al., 2008). Podem ainda ter
efeitos diretos sobre ceélulas tronco espermatogoniais; que sdo responsaveis pela
espermatogense, e sobre células testiculares somaticas, trazendo efeitos adversos sobre os
sistema reprodutivo (LUCAS; FIELDS; HOFMANN, 2009).

Em um estudo realizado para demonstrar a citotoxicidade in vitro de diferentes
nanoparticulas sobre células tronco espermatogoniais de mamiferos, as AgNPs foram as mais
toxicas, causando uma reducdo drastica na fungdo mitocondrial, aumento de extravasamento
da membrana, necrose e indugédo de apoptose (BRAYDICH-STOLLE et al., 2005). Alguns
anos mais tarde, Braydich-Stolle et al. (2010) demonstraram que as AgNPs causam
diminuicdo da proliferacdo de celulas tronco espermatogoniais em ratos, por perturbar
componentes da via de sinalizagdo da GDNF (Fator neutrofico da célula glial), que é uma
molécula essencial para a auto renovacdo das células tronco espermatogoniais in vivo e para a

proliferacdo dessas células in vitro.
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As AgNPs demonstraram causar efeitos toxicos sobre células primarias testiculares
de rato e sobre uma linhagem celular de carcinoma testicular humano (NT2). Causaram
apoptose, necrose e diminuicdo da proliferacdo celular de maneira concentracdo e tempo
dependente, além de dano ao DNA. Os autores ressaltaram que as nanoparticulas podem
atravessar membranas nucleares facilmente, interagindo com o DNA direta ou indiretamente,
por mecanismos ainda ndo totalmente esclarecidos (ASARE et al., 2012). Algumas destas
alteracbes ou danos ao DNA, ao ocorrer em espermatozdides podem causar defeitos
espermatogénicos que poderiam, eventualmente, resultar em defeitos trans-geracionais
(LUCAS; FIELDS; HOFMANN, 2009).

Gromadzka-Ostrowska et al. (2012) examinaram os efeitos agudos da administragao
intravenosa de AgNPs nos tamanhos de 20 e 200 nm e em diferentes doses (5mg/Kg e
10mg/Kg), sobre a espermatogénese, DNA espermatico e a morfologia dos tubulos
seminiferos de ratos. Os experimentos revelaram que nos grupos tratados houve uma
diminuicdo nas contagens espermaticas no epididimo, dano ao DNA espermatico, mudancas
na morfometria dos tubulos seminiferos, com alta vacuolizacdo do epitélio germinativo.
Houve também presenca de anormalidades morfoldgicas nos espermatozoides quando foram
comparadas amostras de 24 horas apds injecdo intravenosa com amostras ap0s uma e quatro
semanas de tratamento. Ap6s o0 maior periodo de tratamento foram visualizadas
anormalidades como cabeca dobrada sobre o corpo, cabeca solta, cabe¢a ondulada e presenca
de duas cabecas em um s corpo.

Foi demonstrado que altas doses de AgNPs afetam as células de Leydig e 0s
hormonios sexuais. Baki et al. (2012) avaliaram a toxicidade de AgNPs sobre parametros
espermaticos, hormonios sexuais e células de Leydig, testando diferentes doses ( 25, 50, 100 e
200 mg/kg) através de administragdo via oral por gavagem, em ratos Wistar. Os resultados
demonstraram que houve reducdo nos niveis sanguineos de testosterona, aumento no nivel de
LH, reducdo nas células de Leydig e na motilidade espermatica, além de alteracOes
morfologicas nos espermatozoides nos grupos tratados. Segundo os autores, houve impacto
sobre a mitocondria, evidenciado pela redugdo da motilidade espermaética, bem como para as
células de Leydig, resultando em consequente reducdo dos niveis de testosterona, concluindo
que as AgNPs sdo capazes de influenciar o potencial de fertilidade em animais de laboratorio.

Como visualizado por Baki et al. (2012), as AgNPs tambeém afetam a motilidade
espermatica. Anteriormente, Mirshokraei et al. (2011) avaliaram os efeitos de coldides de
nanoprata, em varias concentracdes, sobre parametros de motilidade nos espermatozoides de

rds em diferentes tempos. Foi constatado que a substancia deprime a maioria dos parametros
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de motilidade avaliados, sendo que na concentracdo de 10 ppm de nanoprata, apds 30 minutos
de incubacéo, os espermatozoides foram totalmente inativados, evidenciando a toxicidade da
substancia para o espermatozoide, refletida no movimento. Segundo o0s autores, essa
depressao, esta diretamente ligada a atividade mitocondrial, podendo induzir infertilidade ao
esperma, através do efeito citotoxico da nanoprata.

As AgNPs também demonstraram alterar a expressao de genes relacionados com o
espermatozoide e a fertilidade. Um estudo que avaliou os efeitos das AgNPs sobre a
expressdes de genes em diferentes regibes do cérebro de ratos, concluiu dentre os genes
alterados pela substancia nos animais tratados, estava o gene conhecido como Park7, que
possui muitas fungdes no organismo, dentre elas proteger as células do estresse oxidativo,
além de envolvimento na maturacdo do espermatozoide e na fertilizacdo (RAHMAN et al.,
2009).

As AgNPs podem também estar envolvidas com toxicidade embrionaria. Li et al.
(2010) demonstraram que AgNPs induziram apoptose e inibicdo da proliferacdo celular em
embribes de ratos na fase de blastocisto, causando ainda reducdo da frequéncia de
implantacdo e atraso no desenvolvimento do embrido apo6s a implantacdo in vitro e in vivo.
Philbrook et al. (2011) avaliaram os efeitos AgNPs administrados oralmente sobre a
reproducédo e desenvolvimento de dois organismos-modelo Drosophila melanogaster e ratas
CD-1 gestantes. Para as ratas gestantes, os resultados demonstraram que houve redugdo na
viabilidade dos fetos, enquanto que para Drosophila, houve diminuicdo na porcentagem de
sucesso no desenvolvimento da prole. Os autores ressaltam que as AgNPs poderiam ser
prejudiciais para a reproducdo e desenvolvimento de invertebrados e vertebrados.

Exposigdes as substancias toxicas podem afetar eventos criticos para o0
desenvolvimento do sistema reprodutivo, como a determinacdo da célula germinativa
primordial e a gametogénese (PRYOR et al., 2000). Com relacdo a espermatogénese, as
nanoparticulas tém demonstrado afetar as trés partes do espermatozoide; 0 acrossomo, que é
responsavel pela reacdo acrossomal, o segmento equatorial, que é responsavel pela ligacdo do
espermatozoide na membrana do o06cito e a pega intermedidria, que é responsavel pelo vigor
do espermatozoide, que séo essenciais no processo de fertilizacdo (LAN; YANG, 2012). Os
dados sobre as AgNPs afetarem o espermatozoide de maneira direta sdo escassos e Sdo 0

objetivo principal da presente dissertagéo.
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2.3 Testes funcionais

Aspectos importantes no processo de avaliacdo da fertilidade masculina incluem
informagdes sobre o nimero de espermatozoides presente no ejaculado, a proporcdo em que
s80 mdveis e a percentagem que sdo morfologicamente normais. No entanto, como nem
sempre estes testes sozinhos explicam alguns casos de infertilidade e para refinar o
diagnostico foram desenvolvidos testes adicionais que fornecem informacdes sobre o
potencial de fertilizacdo dos espermatozoides, chamados Testes Funcionais (AITKEN, 2006;
RIJSSELAERE et al., 2005). Esses testes sdo capazes de avaliar a capacidade dos
espermatozoides de realizar passos especificos no processo de fertilizagdo, demonstrando sua
competéncia funcional (RODRIGUEZ-MARTINEZ, 2003).

2.3.1 Integridade acrossomal

O acrossomo ¢ a parte do espermatozoide responsavel pela reacdo acrossomal, que é
0 processo que permite a penetracdo do espermatozoide na zona peltcida do 6vulo, para que
ocorra a fertilizacdo (MAKHLUF et al., 2006). Porém, para que o espermatozoide adquira a
habilidade de fecundar o odcito e iniciar o desenvolvimento embrionario, é necessario que ele
passe por uma série de eventos, como o transporte para o oviduto, a capacitacdo, a ligacdo
com a zona pelucida, a reacdo acrossomal e a ativacdo do odcito (HERRICK; SWANSON,
2003).

Os espermatozoides utilizam enzimas acrossomais para penetrar a zona mais espessa
da zona peltcida em mamiferos. No entanto, a reacdo acrossomal néo libera apenas enzimas,
mas altera o perfil apical da cabeca do espermatozoide, promovendo afilamento na borda da
célula e favorecendo a penetragdo no dvulo, que é dependente de um impulso fisico, facilitado
pelo aumento da motilidade (BEDFORD, 1998; STAUSS; VOTTA; SUAREZ, 1995).
Anormalidades morfoldgicas ou no tamanho do acrossomo 0s tornam menos capazes de se
ligar a zona pelucida, comprometendo a fertilizacdo do 6vulo (GARRETT; LIU; BAKER,
1997; MENKVELD et al., 1996).

Uma das maneiras de se identificar a integridade do acrossomo espermatico € através

da coloracdo de POPE (Coloracdo Simples Fast-Green/Rosa-Bengala), onde se identificam
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acrossomos integros e nao integros, através da microscopia (POPE; ZHANG; DRESSER,
1991).

2.3.2 Integridade da membrana plasmatica

A membrana espermatica possui um importante papel nos processos de capacitacao
do espermatozoide e sua constituicdo bioquimica é um dos principais pontos de interesse da
fisiologia e patologia espermética (WATSON, 2000; LENZI et al., 1996). Além de um limite
celular, realiza interac6es célula a célula, como entre os espermatozoides e o epitélio do trato
genital feminino e entre o espermatozéide e a membrana do évulo (RODRIGUEZ-
MARTINEZ, 2003).

A viabilidade de um espermatozoide esta ligada a sua motilidade e também a fato de
possuir uma membrana plasmaética intacta. Por isso a maioria dos ensaios de viabilidade
avalia se a membrana plasmatica esta intacta ou ndo, utilizando corantes impermeaveis (que
ndo penetram na membrana intacta) e penetrantes (penetram na membrana ndo intacta)
alternadamente ou em combinacdo (HOSSAIN et al., 2011).

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmética dos espermatozoides, pode
ser utilizada a coloracdo de Eosina-Nigrosina (E/N). Nesta coloracdo, por alteracBes na
permeabilidade das membranas dos espermatozoides, a eosina consegue penetrar nas células
corando-as de rosa. Os espermatozoides com membranas integras ndo permitem a entrada do
corante, portanto, contrastando com o plano de fundo tomado pela coloracdo escura da

nigrosina, as células aparecem brancas (BARTH; OKO, 1989).

2.3.3 Atividade mitocondrial

A mitocondria esta localizada na peca intermediaria do espermatozoide e sua fungéo
é produzir energia necessaria para a movimentacdo do flagelo, que gera a motilidade do
espermatozoide, uma caracteristica importante para o transporte de material genético para o
sitio de fertilizacdo (HUNG et al., 2008).
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A motilidade depende em grande parte do volume mitocondrial dentro da peca
intermediéria do espermatozoide, fatores que afetam a producdo de energia mitocondrial
podem dar origem a alteracbes na motilidade e podem estar relacionadas com casos
ideopaticos de astenozoospermia, onde ocorre reducdo ou auséncia da mobilidade espermatica
(RUIZ-PESINI et al., 1998).

H& uma forte correlacdo entre a motilidade espermatica e a atividade de enzimas
mitocondriais especificas (RUIZ-PESINI et al., 1998). Hrudka (1987) propds uma técnica
citoguimica que detecta a atividade mitocondrial. A técnica é baseada na oxida¢do da 3,3'-
diaminobenzidina (DAB), através de uma reagcdo em cadeia na qual o reagente é polimerizado
e se deposita nos locais onde ocorre a reacdo, ou seja, se restringe a mitocondria.

2.3.4 Integridade do DNA espermatico

O dano ao DNA é um elemento importante a ser avaliado em relacéo a qualidade do
sémen. Em combinagdo com prejuizo a parametros classicos de qualidade espermatica como
espermatozoides anormais e motilidade, estd relacionado com a redugdo da fertilidade
masculina (MORRIS et al. 2002). Além dos potenciais efeitos adversos na fertilidade, pode
ocorrer transmissdo de alteraces mutagénicas para a prole, ja que o espermatozoide mesmo
com o DNA fragmentado pode vir a fecundar um o0cito e trazer problemas para as geracdes
futuras (HAINES et al., 2001).

O ensaio do cometa & um meio sensivel de medir danos ao DNA em nucleos de
espermatozoides individualmente, possibilitando determinar se todas as células dentro de uma
populagdo demonstram o mesmo grau de dano (CODRINGTON; HALES; ROBAIRE, 2004).
Nesse protocolo, as células sdo embebidas em gel de agarose, as fitas de DNA séo lisadas e
fragmentadas e os fragmentos sé&o carregados por eletroforese formando um cometa (DUYDU
etal., 2012).

2.4 Avaliacdo de parametros reprodutivos

2.4.1 Puberdade
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A puberdade é o periodo de transicdo entre o estado juvenil e adulto no qual a
maturagdo sexual comeca no eixo hipotadlamico-hipofisario-gonadal, levando ao
desenvolvimento de caracteristicas sexuais secundarias e fertilidade (STOKER et al., 2000).
Um dos parametros utilizado para determinar a progressdo da puberdade é a separacédo
prepucial. A separagdo da pele do prepucio e exposicdo da glande do pénis é resultado do
aumento da producdo de testosterona pelos testiculos (KORENBROT; HUHTANIEMI,
WEINER, 1977).

A separacdo do prepucio, além de ser facilmente identificavel, precede outro sinais
de puberdade, como a producdo e espermatozoides moveis e o pico pubertal dos andrégenos
circulantes, podendo ser atil como um ponto de referéncia para os estudos de
desenvolvimento deste fenémeno. Além de ser um evento dependente de androgeno, é
necessario para o comportamento copulatorio completo e pode ser utilizada como um indice
de desenvolvimento do acasalamento na puberdade (KORENBROT; HUHTANIEMI,
WEINER, 1977).

Os desreguladores enddcrinos sdo moléculas exdgenas que podem afetar a sintese,
secrecdo, transporte, metabolismo, ligacdo e acdo de hormonios naturais do organismo
(KAVLOCK et al.,, 1996). Esse tipo de substdncia pode ter efeito sobre a separacéo
balanoprepucial, bem como sobre o crescimento e peso de tecidos responsivos a andrégenos.
Exposigédo a uma variedade de compostos farmacéuticos e ambientais tem demonstrado alterar

o tempo de desenvolvimento da puberdade em animais (STOKER et al., 2000).

2.4.2 Producéo espermatica diaria por testiculo e tempo de transito no epididimo

A espermatogénese ocorre nos tubulos seminiferos nos testiculos e € o processo de
geracdo do gameta masculino, pode ser dividida em quatro fases distintas: desenvolvimento e
mitose de espermatog0nias indiferenciadas, desenvolvimento dos espermatdcitos via meiose,
espermiogénese (diferenciacdo das espermatides) e espermiacdo (liberagdo das espermaétides)
(HEINDEL; TREINEN, 1989). A producdo espermatica diaria por grama de testiculo é
utilizada como parametro para avaliacdo da eficiéncia da espermatogénese (JOHNSON et al.,
2000). Toxicos reprodutivos podem causar disfuncdo testicular ou interrupcdo da
espermatogénese, resultando em problemas como infertilidade e ou ma qualidade dos
espermatozoides (ASARE et al., 2012).
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ApoGs a liberagdo das espermaétides para a luz dos tubulos seminiferos, elas sdo
deslocadas para a cabeca do epididimo. As principais func¢fes do epididimo sdo o transporte
de espermatozoides, o desenvolvimento de motilidade espermética e da capacidade de
fertilizacdo dos espermatozoides, bem como a criagdo de um ambiente luminal propicio e
especializado para o processo de maturacdo através das atividades absortivas e secretoras do
epitélio do epididimo (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006).

Para adquirir a capacidade de reconhecimento e fertilizacdo do odcito, 0s
espermatozoides de mamiferos precisam passar pelo processo de maturacdo, que ocorre
durante a passagem através do epididimo (CUASNICU et al., 2002). Alteracdes no tempo do
transito espermatico no epididimo podem causar alteragdes de maturacdo, assim como alterar

0 nimero de espermatozoides disponiveis para a ejaculacdo (KLINEFELTER, 2002).

2.4.3 Anormalidades morfolGgicas nos espermatozoides

A morfologia do espermatozoide seminal é o resultado final de um processo
altamente complexo de modificacGes celulares que ocorrem durante a espermiogénese,
anormalidades morfoldgicas, podem estar envolvidas com a disfungdo espermatica (AUGER
et al., 2001). A avaliacdo da concentracdo espermatica e da motilidade, juntamente com a
morfologia compde informacdes Uteis para o diagnostico de infertilidade masculina, sendo a
morfologia espermética o pardmetro mais informativo (GUZICK et al., 2001). Alguns estudos
demonstram a relacdo entre o aumento de morfologia anormal espermatica e 0 aumento de
casos de infertilidade em humanos e animais (ALM et al., 2006; CASEY et al., 1995;
GUNALP et al.,2001).

A administracdo de drogas durante o periodo critico de desenvolvimento testicular
pode interferir na morfologia espermatica (AUGER et al., 2001). As nanoparticulas tém
demonstrado causar efeitos toxicos ou adversos sobre a espermatogénese (LAN; YANG,
2012) e alteracBes na morfologia esperméatica (GROMADZKA-OSTROWSKA et al., 2012;

BAKI et al., 2013) resultando em comprometimento da fertilidade.

2.4.4 Regulagdo hormonal da espermatogénese
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A regulagdo endocrina da espermatogénese é realizada em um ciclo de feedback
negativo classico, envolvendo interagdes entre o hipotdlamo, a pituitéria e os testiculos (eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal). A producdo de espermatozoides, é dependente da
estimulacdo das gonadotrofinas hipofisarias LH e FSH, secretadas em resposta a liberacdo do
horménio GnRH (hormonio liberador de gonadotrofinas). A testosterona e o estradiol,
possuem efeito de feedback negativo a nivel do hipotalamo (controle da secrecdo de GnRH) e
da pituitaria (limita a secrecdo de LH e FSH). Em resposta ao FSH, ha ainda a producao de
inibina pelo epitélio seminifero fazendo feedback negativo sobre a producdo de FSH
(O’DONNELL et al., 2006).

Um nivel adequado de horménios sexuais é fundamental para a espermatogénese, o
FSH estimula a producédo da proteina de ligacdo de androgeno pelas células de Sertoli que é
essencial para manter a concentracao de testosterona em niveis altos o suficiente para iniciar e
manter a espermatogénese (BAI et al., 2010). As concentra¢Ges plasmaticas de LH regulam a
esteroidogénese testicular dentro das células de Leydig (YOSHIDA et al.,, 1999). A
testosterona alcanca e estimula os Orgdos efetores androgénicos por via sanguinea, nesses
0rgéos é transformada em diidrotestosterona (DHT) pela enzima Sa-redutase, ou é, em maior
parte, convertida em estradiol pela acdo da enzima aromatase (LITTLETON-KEARNEY &
HURN, 2004).

Os disruptores enddcrinos em doses extremamente pequenas, podem imitar, bloquear
ou ainda interferir na atividade hormonal normal (SCHETTLER et al., 1999). A possibilidade
de nanomateriais atuarem como disruptores endocrinos permanece como uma questdo

importante e relevante a ser avaliada (LU et al., 2013).

2.4.5 Comportamento e orientagdo sexual

Nos ratos, a interacdo sexual é iniciada por fémeas em estro que aceitam ou ndo a
aproximacgdo de machos sexualmente ativos (ERSKINE, 1989). O sinal olfatorio inicia um
importante papel nesta deciséo das fémeas. Possivelmente o sistema acessorio olfatorio esta
envolvido na transmissdo central de muitos feromonios que causam mudangas na
neuroendocrinologia reprodutiva e no comportamento (SAKUMA, 2008). Para responder aos

estimulos de uma fémea receptiva, além das caracteristicas visuais e auditivas, 0s machos
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necessitam principalmente de estimulacdo olfatéria e de concentra¢cBes adequadas de
horménios testiculares (HERNANDES-GONZALES; GUEVARA; AGAMO, 2008).

Exposicdo a testosterona principalmente produzida nas gbénadas, pode modular a
fisiologia do cérebro e aumentar a probabilidade dos machos executarem comportamentos
tipicos masculinos (CHARLIER; BALL; BALTHAZART, 2008). Além disso, os hormdnios
esteréides podem influenciar o comportamento sexual, aumentando ou diminuindo a sintese,
liberacdo e eficacia de determinados neurotransmissores, com funcdes e localizacdes neurais
especificas, por exemplo, agonistas colinérgicos demonstraram facilitar a ejaculacao
(BITRAN; HULL, 1987).

A avaliacdo da orientacdo sexual, parte do pressuposto que o macho escolhe um
parceiro que possa lhe proporcionar recompensa sexual adequada, e quando este, passa mais
tempo na vizinhanca de uma fémea receptiva do que na vizinhanca de um macho, tem
comportamento heterossexual (MATUSZCZYK; LARSSON, 1993). A preferéncia do macho
por uma fémea receptiva é alterada pelo status de testosterona do macho (HETTA;
MEYERSON, 1979). Os receptores de testosterona, quando expostos a esse esterdide
dimerizam-se, ligam-se a um elemento de resposta especifico, que regula a transcricdo de
genes. A modulacdo da transcricdo de genes ird afetar a fisiologia celular bem como a
resposta de um organismo a um ambiente e a expressao de um comportamento sexual
(CHARLIER et al., 2013)

Embora a testosterona altere o padrdo de preferéncia sexual dos machos (HETTA,
MEYERSON, 1978), a orientacdo sexual € um processo que envolve uma complexa interacdo
entre fatores genéticos, bioldgicos e sdcio-culturais (HU et al., 1995). Ha relatos que outros
fatores como variagdes genéticas (HU et al., 1995; HAMER et al., 1993) e diferencas na
estrutura cerebral entre homossexuais e heterossexuais estdo ligados a alteragcbes na
preferéncia sexual. (SWAAB; HOFMAN, 1990; LEVAY, 1991).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

O objetivo geral desse estudo foi avaliar in vivo a possivel interferéncia da
administracdo de baixas doses de AgNPs em ratos pré-puberes, sobre a competéncia funcional
de células esperméticas na vida adulta, bem como sobre o desenvolvimento reprodutivo,

comportamental e enddcrino da prole.

3.2 Objetivos especificos

Avaliar os possiveis efeitos de baixas doses orais de AgNPs administradas em ratos
pré-pubere sobre:
e Aspectos seminais dos espermatozoides presentes na cauda do epididimo dos animais,
quanto a:
> Integridade acrossomal,
» Integridade da membrana plasmatica;
» Atividade mitocondrial;
> Dano ao DNA;
e Idade e peso a puberdade (separacdo balanoprepucial);
e Contagem espermatica, producdo espermatica diaria por testiculo e tempo de transito
no epididimo;
e Anormalidades morfoldgicas nos espermatozoides;
e Concentragdes séricas hormonais de testosterona, estradiol, FSH e LH;

e Comportamento e orientacdo sexual.
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4 METODOLOGIA

4.1 Manejo dos animais

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos, recém desmamados,
avaliados da pré-puberdade a idade adulta. Os animais foram separados em 3 grupos de
tratamento, sendo 2 testes e 1 controle. Os grupos formados por 10 animais foram colocados
em caixas de polipropileno distintas, com 5 animais em cada caixa, totalizando 30 animais. Os
ratos foram adquiridos do Biotério Central da Pontificia Universidade Catolica do Parana.

Os machos foram acompanhados desde o 21° dia até o 102° dia de idade. O periodo
de lactacdo se estendeu até o 22.° dia ap6s 0 nascimento, e ap0Os esse periodo 0s animais
tiveram &gua e ragdo comercial ad libitum. Os tratamentos iniciaram-se no 23° dia de idade e
encerraram-se no 59° dia, com duracdo de 36 dias de tratamento. ApOs o periodo de
tratamento, 0s animais continuaram sendo mantidos em caixas e observados até o 102° para
realizacdo dos experimentos de comportamento e orientacdo sexual. Durante todo o periodo
experimental os animais foram mantidos em fotoperiodo de igual duracdo de dia e noite. O
periodo e protocolo experimental para o tratamento estdo em conformidade com o sugerido
por Stoker (2000) a EDSTAC (Endocrine Disrupting Screening and Testing Advisory
Committee) que compreende a avaliacdo de efeitos desreguladores endécrinos no periodo pré-
pUbere e a puberdade.

Para realizagdo do experimento, 0s animais foram anestesiados com a associagéo de
cloridrato de quetamina (dose de 0,04 mL/100g de peso vivo) e cloridrato de xilazina (dose de
0,02 mL/100g de peso vivo) para a colheita de sangue, sémen e testiculo, em seguida
eutanasiados por decaptacdo. Os animais foram entdo congelados e depois entregues a
empresa especializada, responsavel pela coleta e eliminagdo desse tipo de material. O
protocolo experimental foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com

animais da Unicentro, sob parecer 016/2012.

4.2 Exposicdo as Nanoparticulas de sais de prata (AgNPs)
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A administragdo das AgNPs teve inicio no 23° dia de idade dos ratos, onde todos o0s
animais foram pesados para homogeneizagdo dos lotes e determinacdo das quantidades orais
diarias. As pesagens diarias foram realizadas até a concluséo da fase de exposic¢éo, aos 59 dias
de idade, ap6s o periodo de tratamento, 0s animais passaram a ser pesados em dias alternados
até 102°, para avaliar a evolucdo do peso corporal. Foram utilizadas AgNPs com tamanho de
60 nanOmetros, concentracdo de 0,02 mg/mL, provenientes do fabricante Sigma-Aldrich
(730815). A substancia foi administrada por via oral (gavagem) uma vez ao dia, sempre pela
manhd, diariamente. O grupo controle recebeu apenas agua (Mili-Q) como tratamento, ja nos
grupos tratados as doses de AgNPs foram de 0,015 mg/Kg/dia e de 0,030 mg/Kg/dia. As
AgNPs foram diluidas em dgua Mili-Q para alcancar as referidas doses.

Diariamente, a diluicdo era feita no momento do fornecimento aos animais para
garantir que ndo houvesse interferéncias do diluidor na integridade do produto. Desta forma,
foram calculados os volumes a serem administrados aos animais a partir das doses definidas,
conforme o peso diario e feita a diluicdo da quantidade necessaria para cada grupo de
tratamento, sendo que o volume oral diario de AgNPs ingerido pelos animais foi de 0,25

mL/100g de peso vivo.

4.3 Determinacao das doses de AgNPs

Kim et al. (2010) intoxicando ratos por via oral, durante um periodo de 90 dias,
concluiu que para as AgNPs, com tamanho de 56 nanémetros, a NOAEL (No observable
adverse effect level) que corresponde a maior dose administrada em um estudo de toxicidade
na qual ndo se observa nenhum efeito adverso, foi definida em 30 mg/kg e a LOAEL (Lowest
observable adverse effect level) que corresponde a menor dose administrada na qual se
observa um efeito adverso foi definida em 125 mg/kg. A partir da NOAEL deduzida nesse
estudo definiu-se as doses para o experimento em 0,015 mg/Kg/dia e 0,030 mg/Kg/dia. A
dose de 0,030 mg/Kg/dia é 1000 vezes menor do que a NOAEL e a dose de 0,015 mg/Kg/dia
¢ 2000 vezes menor. Com isso procurou-se demonstrar a possibilidade de alteracdes
reprodutivas, mesmo em uma dose muito menor do que aquela definida pela NOEL,

comprovando assim a toxicidade da substancia.
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4.4 Andlise do tamanho das Nanoparticulas de sais de prata (AgNPs)

O aparelho Dynamic Light Scattering (DLS) é utilizado para analisar o tamanho
médio de nanoparticulas, bem como sua distribuicdo e estabilidade em diferentes meios
(DHAWAN; SHARMA, 2010). Para verificar se as diferentes doses utilizadas e o meio de
diluicdo causavam algum efeito sobre o tamanho das AgNPs e consequentemente sobre sua
estabilidade, submeteu-se a substancia a este aparelho.

No procedimento, aliquotas de 20 ul das nanoparticulas puras e nas dilui¢bes
correspondentes as duas doses utilizadas no experimento foram colocadas em 4 mL de agua
Mili-Q na cubeta do aparelho, homogeneizadas e analisadas (MURDOCK et al., 2008).

4.5 Testes Funcionais do sémen

Os testes funcionais realizados no presente experimento foram avaliacdo da
integridade acrossomal, avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, avaliacdo da
atividade mitocondrial e avaliagdo da integridade do DNA dos espermatozoides. Para as
analises espermaticas, os animais foram previamente anestesiados com associacdo de
cloridrato de quetamina e cloridrato de xilazina, feita uma incisdo com lamina de bisturi na
cauda do epididimo, de onde foram colhidos 20 pl de sémen e colocado em eppendorf,
identificados com o niimero do animal, contendo 200 pl do diluidor TRIS (Hidroximetil-
amino metano). O sémen diluido caracterizou a amostra. Os procedimentos seguiram a

metodologia abaixo descrita para cada teste funcional.

4.5.1 Integridade acrossomal

Para a avaliacdo da integridade acrossomal foi utilizada a Coloracdo Simples Fast-
Green/Rosa-Bengala (POPE; ZHANG; DRESSER, 1991). Para tanto, uma aliquota de cada
amostra (5 pl) foi adicionada ao Corante Simples de Pope (5 pl), sendo a mistura incubada

por 60 segundos em mesa aquecida a 37°C. Apdés a incubagéo, foram feitos esfregacos sobre
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laminas de microscopia, 0s quais foram analisados em microscopio éptico em imersdo (1000
X). Foram contadas 200 células por Iamina, classificadas em acrossomo integro, onde a regido
acrossomal apresentou coloracdo levemente mais escura que a regido pos-acrossomal e
acrossomo nao-integro, onde a regido acrossomal apresentou coloracdo levemente mais clara

que a regido pos-acrossomal.

4.5.2 Integridade da membrana plasmatica

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, foi utilizada a coloracdo de
Eosina-Nigrosina (E/N), descrita por Barth e Oko (1989). Nesta coloracdo, por alteracfes na
permeabilidade das membranas dos espermatozoides, a eosina consegue penetrar nas células
corando-as de rosa. Os espermatozoides com membranas integras ndo permitem a entrada do
corante, portanto, contrastando com o plano de fundo tomado pela coloracdo escura da
nigrosina, as células aparecem brancas. A coloracdo consiste em misturar uma aliquota de
sémen (5 pl) ao corante, na propor¢do de 1:1, e realizar esfregagos sobre laminas de
microscopia, deixando secar em temperatura ambiente. Apds a confeccdo, as laminas foram
analisadas em microscépio Optico em imersdao (1000x). Foram contadas 200 células por
lamina, classificadas como células com membrana integra (ndo coradas) e ndo-integra

(coradas).

4.5.3 Atividade Mitocondrial

Segundo Hrudka (1987), a enzima Citocromo C-Oxidase (CCO) tem um papel
fundamental no processo de respiracdo celular e metabolismo energético das células, além
disso, € pré-requisito para a funcdo osmotica e sintética, motilidade e manutencéo da estrutura
celular. A técnica citoquimica é baseada na oxidagdo da 3,3'-diaminobenzidina (DAB) pelo
Complexo Citocromo C, o que inclui a CCO, atraves de uma reacdo em cadeia na qual o
reagente é polimerizado e se deposita nos locais onde ocorre a reagdo, ou seja, se restringe a

mitocondria. Esta deposicdo pode ser identificada através de microscopia convencional pela
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sua coloracdo marrom. Desta maneira, é possivel descrever o declinio espontaneo da CCO
ocasionado por tratamentos fisicos e/ou quimicos aos que 0s espermatozoides sdo submetidos.

Para realizacdo desta técnica, o0 DAB foi previamente preparado na concentracdo de
1mg/mL em PBS e congelado. No dia do teste, este foi descongelado em banho seco a 37°C,
protegido da luz. A seguir, uma aliquota de 10uL de amostra foi incubada com 300uL de
DAB, a 37°C, por uma hora. Apos incubacdo, foram feitos esfregacos em lamina de vidro pré-
aquecidas e estas fixadas em formol a 10% por 10 minutos. As laminas foram secas no ar sob
protecdo da luz. A atividade citoquimica da mitocondria espermatica foi avaliada segundo
descrito por Hrudka (1987). Desta maneira, as laminas foram observadas em microscopio de
contraste de fase sob aumento de 400x. Foram contados 200 espermatozoides/lamina, e

classificados de acordo com o grau de coloracdo da peca intermediaria em 4 classes:

Classe I: células espermaticas com peca intermediaria totalmente corada indicando
alta atividade mitocondrial (DAB I).

e Classe II: células espermaticas com mais da metade dos segmentos corados (ativos)

indicando atividade mitocondrial média a alta (DAB I1).

e Classe IlI: células espermaticas com menos da metade dos segmentos corados (ativos)

indicando alto comprometimento da atividade mitocondrial (DAB I11).

e Classe IV: células espermaticas com peca intermediaria totalmente descorada

indicando auséncia de atividade mitocondrial (DAB V).

4.5.4 Integridade do DNA espermatico (Ensaio do Cometa)

Para avaliar a integridade do DNA dos animais, foi realizado o teste do cometa,
utilizando o protocolo proposto por Vendramini, Robaire e Miraglia (2012). Nesse protocolo,
as células sdo embebidos em gel de agarose, as fitas de DNA sdo lisadas e fragmentadas e 0s
fragmentos séo carregados por eletroforese formando um cometa (DUYDU et al., 2012). O
ensaio do cometa &€ um meio sensivel de medir de danos no DNA em nucleos de
espermatozoides individualmente, possibilitando determinar se todas as células dentro de uma
populagéo demonstram o mesmo grau de dano (CODRINGTON; HALES; ROBAIRE, 2004).
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No dia do teste, os espermatozoides coletados da cauda do epididimo foram
descongelados em banho-maria, uma aliquota de 12 ul de espermatozoides de cada animal foi
adicionada a 120 ul de agarose LMPA (Agarose Low Melting Point) 0,5% e em seguida 120
ul do homogeneizado foi pipetado sobre a lamina pré-preparada de agarose NMPA (Agarose
Normal Melting Point) 1,5%, as laminas foram colocadas na geladeira por 10 minutos para a
solidificacdo do gel. Para evitar dano ao DNA espermatico pela presenca de luz, os passos
sequintes foram realizados no escuro. Ao retirar da geladeira, foram pipetados 1,5 ml da
solucdo de lise previamente gelada (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA and 10 mM Tris—HCI; pH
10) contendo 10% de dimetilsulfoxido, 1% de Triton X-100 e 40 mM de ditiotreitol sobre as
laminas e deixado na geladeira, no escuro por 1h. As laminas entdo foram lavadas com agua
destilada por 5 minutos e mergulhadas em solugéo de proteinase K, (proteinase 0,1mg/mL em
solucdo de lise de estoque constituida de 2.5M NaCl, 100mM EDTA, 10mM TRIS), foram
entdo deixadas por 3h no escuro em estufa, a 37°C . Ap6s nova lavagem com agua destilada
gelada, as laminas foram mergulhadas em solucdo alcalina (1 mM EDTA, 0.05 M NaOH, pH
12.1) recém preparada e gelada, por 45 minutos no escuro. Essa solucéo entdo foi dispensada
e as laminas lavadas duas vezes por 5 minutos com tampédo TBE (0.89 M Tris, 0.89 M &cido
borico e 0.5 M EDTA, pH 8). As laminas foram transferidas para a cuba de eletroforese
contendo TBE (4 mm de altura), selecionada a poténcia de 16 V e a corrida foi mantida por 20
minutos. Apds a eletroforese, as laminas foram lavadas com &lcool a 70% gelado e secas a
temperatura ambiente. Realizou-se a coloragdo com Brometo de Etidio (1,5ml de TBE + 2l
de Brometo/lamina) e apds trés lavagens de 15 minutos com TBE, as laminas foram
analisadas em microscopio com fluorescéncia, sendo contadas 50 células/lamina e avaliadas
02 laminas por animal.

Os espermatozoides foram avaliados conforme o grau de fragmentagdo do DNA:
Classe I: espermatozoides que ndo apresentaram fragmentacdo no DNA

Classe I1: espermatozoides com pouca fragmentacdo no DNA

Classe I11: espermatozoides com extensiva fragmentacdo no DNA

Classe 1V: espermatozoides com alta fragmentagdo no DNA.

4.6 Determinacdo da idade e peso a puberdade (Verificacdo da separacao

balanoprepucial)
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Para determinacdo da idade a puberdade, foi utilizada como método a avaliacdo da
separacdo balanoprepucial, que € a separacdo da mucosa prepucial e exteriorizacdo da glande
peniana. A monitoracdo da separacdo balanoprepucial foi iniciada no 30° dia de idade para
todos os animais, realizada uma vez ao dia, no momento da pesagem, até a constatacdo da
separacgdo da pele e exposicdo completa da glande (PARKER, 2006), visto que a puberdade é
considerada como um fenémeno continuado que mostra como marco de referéncia o total

descolamento balanoprepucial. Neste momento foi determinada a idade e o peso a puberdade.

4.7 Contagem espermatica, producdo espermatica didria por testiculo e tempo de

transito no epididimo

O testiculo direito de cada animal foi retirado e congelado em nitrogénio liquido. No
dia do referido teste, o testiculo foi inicialmente pesado em uma balanca de precisdo analitica
e depois homogeneizado em 5 mL de NaCl 0,9% contendo Triton X 100 0,5%, seguido por
sonicacdo durante 30 segundos. Depois de uma diluicdo de 10 vezes, uma amostra de cada
animal foi transferida para camaras de Neubauer procedendo a contagem de espermatozoides.

A contagem do total das células resultou em um ndmero de espermatozoides por
testiculo, e gerou um dado de concentracao de espermatozoides por ml. Esse dado foi dividido
pelo peso dos testiculos de cada animal para se chegar ao nimero de espermatozoides por
grama de testiculo. Para determinar a producdo espermatica diaria testicular (PED), a
concentracdo espermética/mL de cada animal foi dividida por 6,1, que é o numero de dias que
0s espermatozoides estdo presentes no epitélio seminifero.

Para determinacdo do tempo de transito no epididimo, este foi separado do testiculo e
em seguida do tecido adiposo e dividido em cabeca, corpo e cauda. Todos 0s segmentos
foram pesados separadamente em uma balanca de precisdo analitica, cada parte foi seccionada
em pequenos fragmentos com [&mina de bisturi, seguidos de homogeneiza¢do em 5 mL de
NaCl 0,9% contendo Triton X 100 0,5% e sonicagao por 30 segundos. Ap6s uma diluicdo de
10 vezes, cada amostra foi transferida para cdmaras de Neubauer para a contagem de
espermatozoides. O tempo de transito de espermatozoides através do epididimo foi
determinado pela divisdo do nimero de espermatozoides em cada segmento por PED (ROBB,;
AMMAN; KILLIAN, 1978; MOURA et al., 2006).
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4.8 Verificacdo de anormalidades morfoldgicas nos espermatozoides

Para verificacdo de anormalidades morfoldgicas nos espermatozoides, uma aliquota
de 10 pl de sémen diluido vinte vezes foi adicionada a 10 pl de diluidor TRIS (Hidroximetil-
amino metano) sob uma lamina de microscopia. Ap6s homogeneizacdo, foi colocada uma
laminula sobre a amostra, presa com esmalte ao seu redor e procedeu-se a observacdo em
microscopio oOptico, sob aumento de 400 vezes. Foram contadas 200 células por lamina e
observou-se nos espermatozoides, a presenca das seguintes caracteristicas: cauda enrolada,
cauda dobrada, cauda fortemente enrolada, cauda fortemente dobrada, cabeca solta, peca
intermedidria, gota protoplasmatica proximal, gota protoplasmatica distal. As anormalidades
morfologicas foram classificadas segundo Blom (1973), citado por Silva, Dode e Unanian
(1993).

Foram observadas as anormalidades possiveis de visualizacdo para espermatozoides
de ratos no grupo controle e nos grupos tratados. Considerou-se o0 grupo controle como
padrdo de normalidade, para comparacdo com 0s grupos tratados. Apos contagem, os dados

passaram por tratamento estatistico.

4.9 Concentracdes séricas hormonais: Testosterona, Estradiol, FSH e LH

No dia da realizacdo do experimento, apds a colheita de sémen e tecidos, 0 sangue
dos animais foi retirado por puncdo cardiaca. O sangue de cada animal foi centrifugado a
5000 rpm por 10 minutos e o soro foi separado e armazenado em criotubos a -80°C. Esse
material foi encaminhado para o Laboratorio de Endocrinologia da Universidade Federal de
Sdo Paulo, onde todas as analises hormonais foram realizadas, conforme metodologia descrita

a sequir.

4.9.1 Testosterona
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A testosterona foi quantificada no soro dos animais dos dois grupos tratados e do
controle, através do imunoensaio de eletroquimioluminescéncia Elecsys® Testosterone 1l
Immunoassay, Cobas, Rocheo. O ensaio baseia-se em um teste principal competitivo,
utilizando um anticorpo monoclonal de alta atividade, especificamente dirigido contra a
testosterona. A testosterona endogena é liberada da amostra pelo 2-bromoestradiol e compete
com o derivado de testosterona adicionado ao ensaio marcado com o complexo de ruténio,
pelos sitios de ligagcdo no anticorpo biotinilado (figura 1).

Inicialmente a amostra foi incubada com um anticorpo monoclonal biotinilado
testosterona especifico, formando-se um imunocomplexo, cuja quantidade depende da
concentracdo do analito na amostra. Apds adicdo de microparticulas revestidas com
estreptavidina e de um derivado de testosterona marcado com um complexo de ruténio, 0s
sitios de ligacdo do anticorpo biotinilado foram ocupados pelo analito da amostra formando
um complexo, que se torna ligado a fase sdlida atraves da interagdo da biotina e da
estreptavidina. A reacdo de mistura € aspirada para a célula de medicdo, onde as
microparticulas sdo magneticamente capturadas sobre a superficie do eletrodo. Substancias
ndo ligados sdo removidos pelo ProCell. A aplicacdo de uma corrente elétrica ao eletrodo
induz uma emissdo quimioluminescente que é medida por um fotomultiplicador. Os
resultados sdo determinados por meio de uma curva de calibracdo, que é especificamente

gerada pela calibracdo de 2 pontos, e numa curva principal incluida no codigo de barras do

reagente.
Anti-Testosterone-SMA -~ Bi SA-micra
. particle
9 min 6 it
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Figura 1 - Principio do teste Elecsys Testosterone Il Immunoassay. Fonte: Bula do Kit
comercial Testosterone Il. Cobas, Roche®.

4.9.2 Estradiol
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Para quantificagédo do estradiol no soro dos animais, foi utilizado o kit comercial
Estradiol I, Cobas, Roche®. Assim como o kit utilizado para a testosterona, € um
imunoensaio de eletroquimioluminescéncia. O ensaio possui 0 mesmo principio descrito para
a testosterona, com excecdo que inicialmente a amostra é incubada com um anticorpo
biotinilado especifico anti-estradiol formando um imunocomplexo, a partir desse passo, a

técnica segue a metodologia descrita acima.

49.3FSHELH

O ensaio para a dosagem sérica de FSH e LH foi realizado através do kit comercial
Milliplex® MAP Rat Pituitary Panel, que utiliza a tecnologia Luminex® xMAP®, da EMD
Millipore. Este ensaio envolve um processo que cora internamente microesferas de
poliestireno com dois corantes fluorescentes. Atraveés de concentracdes precisas desses
corantes, podem ser criados 100 conjuntos coloridos distintos de esferas, cada um dos quais é
revestido com um anticorpo de captura especifico. Ap6s o analito de uma amostra teste ser
capturado pelas esferas, ocorre uma detecgdo biotinilada do anticorpo. A reacdo de mistura é,
em seguida, incubada com o conjugado Estreptavidina-ficoeritrina (AS-PE reporter, emite
sinal fluorescente), para completar a reacdo na superficie de cada microesfera. As
microesferas passam rapidamente através de um laser que excita 0s corantes internos,
marcando um conjunto de microsferas. Um segundo laser excita PE, o corante fluorescente,
na molécula reporter. Finalmente, processadores de sinais digitais a alta velocidade
identificam cada microesfera individualmente (o codigo de cor especifico para o ensaio) e

quantificam o resultado do bio-ensaio baseados em sinais reporter fluorescentes.

4.10 Avaliacgéo da orientacgéo sexual

A orientacédo sexual foi realizada com um aparelho, constituido de uma arena circular
de madeira com diametro de 94 cm, circundada por uma parede metalica de 14,5 cm de altura

(figura 2). Acoplado a arena, existem 2 compartimentos localizados nas extremidades laterais
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diametralmente opostas, denominados de caixas incentivos, medindo 25 x 25 x 14,5 cm. Estas
caixas alojam, respectivamente, um macho e uma fémea (os ratos “iscas”); que sdo isoladas
da arena por uma tela de arame e ficaram fechadas por uma placa de acrilico removivel. O
chédo da arena é dividido, por segmentos de reta, em 32 partes aproximadamente iguais: as
duas partes proximas tanto da caixa de incentivo do macho quanto da fémea sdo denominadas
de é&rea | do macho ou da fémea; as 6 partes subsequentes sdo pintadas de cinza e
denominadas de area Il; e finalmente as 16 partes localizadas na regido central da arena sao
denominadas de éarea indiferente. Este aparelho foi inicialmente proposto por Hetta e
Meyerson (1979), sendo posteriormente modificado por Dahlgren, Matucszczyk e Hard
(1991).

Os testes foram realizados aos 97 dias de idade dos animais, na fase escura do ciclo
claro/escuro, uma vez que ratos Wistar sao mais ativos a noite. A Unica iluminacdo da sala foi
realizada através de lampada infravermelha. A observacdo foi feita por dois observadores
posicionados proximos as caixas incentivo, sendo que um contou o tempo de permanéncia nas
areas | e Il do macho e o outro das areas | e Il da fémea. Para o estudo da orientacdo sexual
dos machos, sdo utilizadas fémeas especialmente preparadas para cada pareamento,
denominadas ratas iscas. A rata isca € previamente ovariectomizada (trés semanas antes) e
tem cio induzido por manipulacdo hormonal, na qual se administram 50 pg/Kg de cipionato
de estradiol 54 horas antes do inicio do teste e acetato de medroxiprogesterona 2 mg/Kg 6
horas antes do teste.

Foram colocados nas respectivas caixas incentivo um rato macho isca e a rata fémea
ovariectomizada com cio induzido, sendo que as placas de acrilico foram mantidas, evitando o
contato entre os compartimentos. A seguir foi introduzido na arena o rato a ser avaliado,
dando-se inicio a um periodo de habituagdo de 5 min. Apds este periodo o rato foi
posicionado no centro da arena (area indiferente) e as placas de acrilico das caixas incentivo
foram retiradas, porém a tela de arame impediu o contato direto dos animais testados com 0s
ratos “iscas”, pois o incentivo considerado € o odor que os animais “iscas” exalam. Iniciou-se
entdo, a observagdo da motivacdo sexual do rato, por 20 minutos. Durante este periodo foi
cronometrado o tempo de permanéncia do rato na area | do macho, na area Il do macho, na
area | da fémea e na area Il da fémea; o tempo que o animal permaneceu na area indiferente
ndo foi cronometrado.

O escore de preferéncia sexual foi calculado subtraindo-se o tempo total que o
animal fica na zona do macho do tempo total que ele permanece na area da fémea. Assim, a

pontuacdo positiva significa preferéncia deste animal pelo sexo feminino e pontuacédo
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negativa significa preferéncia pelo sexo masculino. Decorrido o tempo de observacéo, o rato
teste foi retirado da arena que recebeu higienizacdo com uma solucdo de &lcool a 5% e entdo
outro rato teste foi colocado na arena. A observagdo dos animais experimentais e controle foi

feita intercaladamente.
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Figura 2 - Desenho esquematico do aparelho utilizado para a avaliacdo da orientacdo sexual.

Planta baixa da arena e visualizacdo lateral da parede metalica. Fonte: SANTOS, 2011.

4.11 Avaliacdo do comportamento sexual

A observacdo do comportamento sexual foi feita aos 101 dias de idade dos animais, na
fase escura do ciclo claro/escuro dos ratos, uma vez que estes sao mais ativos durante a noite.
A iluminacdo da sala foi feita através de luz infravermelha. Foram utilizadas fémeas
especialmente preparadas, denominadas “ratas iscas”. A rata isca foi previamente
ovariectomizada e tratada trés semanas ap0s a castracdo com 50 pg /Kg de cipionato de
estradiol e 2 mg/kg de acetato de medroxiprogesterona, 54 e 6 horas, respectivamente, antes
do inicio dos testes.

Cada rato a ser estudado foi colocado individualmente em uma caixa de observacdo 5
minutos antes da rata preparada para o pareamento, para adaptar-se a nova situacéo. A seguir,

a fémea foi introduzida na caixa de observacao, registrando-se 0s seguintes parametros:
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» Presenca ou ndo de monta nos dez minutos subsequentes. Os animais que nao
apresentaram monta nesse periodo foram retirados do experimento;

« Presenca ou ndo de ejaculacdo nos quarenta minutos subsequentes;

« Laténcia para a primeira monta;

* Laténcia para a primeira intromisséo. Infere-se a ocorréncia de intromisséo peniana
da presenca conjunta dos seguintes sinais: monta com duragdo superior a dois segundos,
lordose da fémea e limpeza genital do rato apos a monta;

« Laténcia para a ejaculacdo. A ejaculacgdo é caracterizada pela ocorréncia de monta e
intromisséo, seguidas pelo levantar do tronco do macho e imobilidade por alguns segundos;

« Nimero de montas incompletas (sem intromissdo) até a ejaculacéo;

» NUmero de intromissdes até a ejaculacéo;

» NUmero total de montas (soma das montas incompletas e intromissées);

« Laténcia para a primeira monta pés-ejaculagéo;

« NUmero de ejaculacbes apds a primeira intromissao observado por um periodo de
trinta minutos.

A partir desses parametros sdo obtidos dados; como frequéncia de intromissdes por
minuto, frequéncia de montas por minuto, eficiéncia da taxa copulatéria e indice de atividade
sexual, que em conjunto refletem o comportamento sexual dos animais do grupo controle e
dos grupos tratados com AgNPs (FELICIO; PALERMO-NETO; NASELLO, 1989).

4.12 Andalise estatistica

Os resultados desse estudo foram avaliados e julgados por métodos estatisticos
paramétricos ou ndo paramétricos segundo a avaliagdo prévia da normalidade, pelo teste de
Kolmogorov-Smirnov, e da homogeneidade das variancias pelo teste de Bartlett. Todas as
analises foram realizadas com auxilio do programa Statistica 7.0 (Statsoft Inc) e Graphpad
Prism 5,0, sendo que foi considerada diferenca estatistica quando p<0,05 e p<0,01. Quando os
dados apontaram para uma metodologia paramétrica, foi empregada a analise de variancia
(ANOVA) e os testes de comparagdo entre medias, como o teste de Tukey. Ja quando os
dados apontaram para uma metodologia ndo paramétrica, foi empregada a analise de variancia
ndo paramétrica, como o teste de Kruskal-Wallis e as comparac6es pelos testes de Friedman e
Mann-Whitney.
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5 RESULTADOS

Para verificar possiveis alteracfes reprodutivas causadas nos animais pelas AgNPs,
foram realizados testes funcionais no sémen dos animais, conjuntamente com a avaliagéo de
diversos pardmetros que auxiliam na andlise da capacidade reprodutiva, incluindo
determinacdo de idade e peso a puberdade, contagem espermatica, producdo espermatica
diaria por testiculo, tempo de transito no epididimo, verificacio de anormalidades
morfologicas nos espermatozoides, perfil sérico de hormdnios sexuais, avaliagdo do
comportamento e da orientacdo sexual dos animais. Foi avaliada também a evolucdo do peso
corporal dos animais, para verificar possiveis interferéncias, além de uma analise das AgNPs,
para avaliar estabilidade frente as doses utilizadas.

Inicialmente cada grupo era composto por 10 animais, porém durante a execugdo do
experimento houve a perda de dois animais do grupo tratado com a dose de 0,015 mg/Kg,
ficando esse grupo com 08 animais. Além disso, para os procedimentos referentes a contagem
espermatica, producdo espermatica diaria por testiculo e tempo de transito no epididimo
houve problemas com a identificacdo dos tecidos, alterando o nimero de animais avaliados
nos grupos. Ja para os experimentos de comportamento e orientacdo sexual o nimero de
animais avaliados em cada grupo foi 07 para otimizar a realizacdo dos testes. Em nenhum dos
casos houve prejuizo para avaliacdo dos dados pelas analises estatisticas.

Todos os dados estdo apresentados em tabelas com seus respectivos valores de
Média + Erro Padrdao da Média (EPM), Intervalos de confianca (IC) quando paramétricos e
como Mediana e Intervalo interquartilicos, quando ndo paramétricos. Em caso de dados
paramétricos foi aplicado ANOVA, seguido do pds-teste de Tukey e em caso de dados ndo

paramétricos foi aplicado Kruskal — Wallis, seguido do pds-teste de Dunn.

5.1 Evolucéo do peso corporal

O desenvolvimento corporal dos animais foi avaliado através da evolugdo do peso
individual durante todo o experimento. Os animais foram pesados diariamente desde o
desmame aos 23 dias até os 59 dias de idade, depois foram pesados em dias alternados, até a

conclusédo do experimento, momento em que tinham 102 dias de vida.
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O objetivo dessa avaliacdo foi constatar se as AgNPs comprometeram de alguma
maneira o desenvolvimento destes animais. Através da figura 3 e pela anélise estatistica,
analise multivariada de variancias para medidas repetidas pelo procedimento de modelo linear
generalizado, pode-se observar que a substancia ndo causou alteracdes no metabolismo dos
animais tratados quando comparados ao controle (p=0,53), que pudessem prejudicar o
desenvolvimento corporal normal destes. Esse comportamento torna mais facil a interpretaco
das varidveis estudadas na sequéncia, pois restringe as causas sobre os problemas de

desenvolvimento reprodutivo observados.
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Figura 3 - Grafico de evolugdo do peso corporal do grupo controle e dos grupos tratados com
AgNPs nas doses de 0,015 mg/Kg e 0,030 mg/Kg do 23° ao 102° dia de idade dos animais.

5.2 Analise do tamanho e distribuicdo das AgNPs
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As AgNPs foram analisadas pelo aparelho Dynamic Light Scattering. As AgNPs
puras revelaram ter um diametro médio de 86,1 nm, ja diluidas em agua Mili-Q nas doses de
0,015mg/Kg e 0,030 mg/Kg obtiveram diametros de 86,8 nm e 87 nm respectivamente. As
trés analises demonstraram boa polidispersividade, as AgNPs puras apresentou 0,330, a dose
de 0,015mg/Kg apresentou 0,340 e a dose de 0,030 mg/Kg apresentou 0,346 de
polidispersividade, demonstrando que ha homogeneidade no tamanho das nanoparticulas e
baixa taxa de aglomeracdo. Este resultado demonstra que ndo houve alteracdo no tamanho

médio das AgNPs diluidas, ndo alterando assim sua estabilidade frente as doses utilizadas.

5.3 Testes Funcionais

5.3.1 Integridade acrossomal

Para a avaliacdo da integridade acrossomal foi utilizada a Coloracdo Simples Fast-
Green/Rosa-Bengala (POPE et al., 1991). As laminas foram analisadas em microscopio
convencional em imersao (1000x), foram contadas 200 células por Iamina, classificadas como
acrossomo integro e ndo integro, conforme figura 4.

A tabela 1 traz os dados da analise estatistica, demonstrando que houve diferenca
estatistica significativa de ambos os grupos tratados em relacdo ao controle, tanto para o
acrossomo integro quanto para o acrossomo nao integro (p= 0,0003) para 0s grupo tratados
com 0,015 mg/Kg e 0,030mg/Kg de AgNPs. Assim, pode-se visualizar a presenca de dano a
integridade do acrossomo dos espermatozoides nos grupos tratados, que tiverem um maior
numero de células com a integridade acrossomal comprometida quando comparados ao

controle.
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Tabela 1 — Teste da integridade acrossomal (Coloracdo Pope). Acrosomo integro e nao
integro (Mediana, Intervalo interquartilico) no grupo controle e nos grupos tratados com
AgNPs.

Grupos Acrossomo Integro Acrossomo N&o Integro
Controle (n=10) 197,50° 2,50°

(188,00 — 200,00) (0,00 — 12,00)
0,015 mg/Kg (n= 8) 189,50" 10,50°

(180,00 — 198,00) (2,00 — 20,00)
0,030 mg/Kg (n=10) 187,00° 13,00°

(183,00 — 189,00) (11,00 —17,00)

a, b Dados com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,01)
(Kruskal — Wallis, Teste de Dunn)

5.3.2 Integridade da membrana plasmatica

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmatica, foi utilizada a coloragédo de
Eosina-Nigrosina (E/N). As laminas foram analisadas em microscopio éptico em imersao
(1000x). Foram contadas 200 células por lamina, classificadas como células com membrana
integra (ndo coradas) e ndo-integra (coradas), conforme figura 5.

Através da tabela 2, pode-se verificar que houve diferenca estatistica de ambos 0s
grupos tratados com AgNPs em relacdo ao controle para a membrana plasmatica integra e ndo
integra (p<0,0001). Nota-se assim, que nos grupos tratados com AgNPs houve um ndmero
maior de células com auséncia de integridade da membrana plasmatica em relagdo ao grupo

nao tratado.
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Tabela 2 — Teste da integridade da membrana plasmatica (Coloragdo Eosina/Nigrosina). E/N
integro: membrana plasmatica integra, E/N ndo integro: membrana plasmatica ndo integra

(Mediana, Intervalo interquartilico) no grupo controle e nos grupos tratados com AgNPs.

Grupos E/N Integro E/N No Integro
Controle (n=10) 198,50° 1,502
(197,00 - 200,00) (0,00 — 3,00)
0,015 mg/Kg (n=8) 194,00° 6,00
(191,00 - 196,00) (4,00 — 9,00)
0,030 mg/Kg (n=10) 192,00 8,00°
(189,00 - 197,00) (3,00 — 11,00)

a, b Dados com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,01)
(Kruskal — Wallis, Teste de Dunn)

5.3.3 Atividade mitocondrial (DAB)

Para verificacdo da atividade mitocondrial foi utilizada a coloracdo DAB. As laminas
foram observadas em microscopio de contraste de fase sob aumento de 400x. Foram contados
200 espermatozoides/lamina, e classificados de acordo com o grau de coloracdo da peca
intermediaria em 4 classes: DAB |, DAB II, DAB 11l e DAB IV, como apresentado na figura
6.

A tabela 3 demonstra que todas as classes tiveram diferenca estatistica significativa nos
grupos tratados em relagédo ao controle. A classes DAB | teve p< 0,0001 para ambas as doses,
a classe DAB Il teve p =0,0002 para ambas as doses, a classe Il teve p= 0,0111 para ambas
as doses e a classe DAB 1V, teve p = 0,0034 para ambas as doses. Considerando, conforme a
metodologia, que essa coloragdo permite avaliar a atividade mitocondrial dos
espermatozoides, percebe-se na tabela, que para o DAB I, que corresponde a uma alta
atividade mitocondrial, houve diminuicdo do numero de espermatozoides com essa
classificagdo, em ambos os grupos tratados em relacdo ao controle. Ja para DAB Il, DAB IlI
e DAB 1V, que correspondem respectivamente a atividade mitocondrial média a alta, alto
comprometimento e auséncia de atividade; houve um aumento do numero de espermatozoides
contendo essas classificagdes em ambos os grupos tratados em relacdo ao controle. Esses
dados em conjunto convergem para demonstrar que 0s grupos tratados com AgNPs nas doses
de 0,015 mg/Kg e 0,030 mg/Kg tiveram danos na peca intermediaria dos espermatozoides,

diminuindo sua atividade mitocondrial, quando comparados ao controle.
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Tabela 3 - Teste da atividade mitocondrial (Coloracdo DAB). DAB | a DAB IV (Mediana,

Intervalo interquartilico) no grupo controle e nos grupos tratados com AgNPs.

Classes Controle 0,015 mg/Kg 0,030 mg/Kg
(n=10) (n=8) (n=10)
DAB | 198,00 186,00° 191,00°
(196,00 — 199,00) (174,00 — 194,00) (178,00 — 197,00)
DAB Il 2,00% 5,00 4,50
(1,00 — 4,00) (3,00 — 7,00) (2,00 - 6,00)
DAB IlI 0,00 2,00° 1,50°
(0,00 — 1,00) (0,00 — 8,00) (0,00 — 7,00)
DAB IV 0,00 5,0 1,00
(0,00 — 0,00) (0,00 — 22,00) (0,00 — 12,00)

a,b Médias com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p< 0,01)
a,c Médias com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p< 0,05)
(Kruskal — Wallis, Teste de Dunn)

5.3.4 Integridade do DNA (Ensaio do Cometa)

Apos realizar o ensaio do cometa, para verificar se a substancia causou danos a
integridade do DNA dos espermatozoides, ndo foram identificadas diferengas nos niveis de
fragmentacdo do DNA entre os animais do grupo controle e dos grupos tratados, sendo que a
Classe 1, definida como espermatozoides que ndo apresentam fragmentacdo no DNA, foi

predominantemente visualizada nas laminas. N&o foram aplicadas analises estatisticas.
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Figura 4 - Laminas de coloracao de Pope (integridade acrossomal). Em A, acrossomo integro

e em B, acrossomo néo integro.

Figura 5 — Laminas de Coloracéo Eosina Nigrosina (Integridade da membrana plasmatica).
Em A, espermatozoide com membrana plasmatica integra e em B, espermatozoide com
membrana plasmatica ndo integra.
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Figura 6 — Laminas de coloracdo DAB (atividade mitocondrial). Em A, espermatozoide
classificado como classe I, em B como classe I, em C como classe 11l e em D como classe
V.
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5.4 Determinacao do peso e idade & puberdade

Para determinacdo do peso e idade a puberdade, foi utilizada como método a
avaliacdo separagdo balanoprepucial. A monitoragdo foi iniciada no 30° dia de idade para
todos os animais de todos os grupos, e realizada até a constatacdo da puberdade. Nesse
momento, os dados de peso e idade foram registrados para comparacao estatistica.

A tabela 4 apresenta a mediana da idade em dias, juntamente com o intervalo
interquartilico e também o peso médio + EPM dos animais. Os dados demonstraram que para
a idade a puberdade houve diferenca estatistica (p<0,0001) para ambos 0s grupos tratados em
relacdo ao controle, demonstrando que os animais tratados atingiram a puberdade mais
tardiamente quando comparados ao controle (figura 7).

Jé& para o peso a puberdade houve diferenca estatistica (p=0,011780) do grupo tratado
com a dose de 0,030 mg/Kg em relacdo ao controle, demonstrando que este grupo atingiu a
puberdade com um peso maior em relacdo ao controle. Ja para o grupo tratado com a dose de

0,015 mg/Kg nao houve diferenca estatistica (p=0,251070) em relacdo ao controle (figura 8).

Tabela 4 — Idade em dias (Mediana, Intervalo interquartilico) a puberdade e peso em gramas
(Médias + EPM, [IC 95%]) a puberdade no grupo controle e nos grupos tratados com AgNPs

Grupos Idade (dias) Peso (g)
Controle (n=10) 40,00° 179,63 + 4,21°
(40,00 — 40,00) (170,1111 - 189,1489)
0,015 mg/Kg (n=8) 43,00° 189,68 + 3,47°
(42,00 — 43,00) (181,4618 - 197,8882)
0,030 mg/Kg (n=10) 43,00 197,82 + 4,64°
(42,00 — 43,00) (187,3249 - 208,3151)

a, b Dados com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,01)
¢, d Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,05)
Idade(dias): Kruskal — Wallis, Teste de Dunn  Peso (g): ANOVA, Tukey
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5.5 Contagem espermatica, producdo espermatica diaria por testiculo e tempo de
transito no epididimo

5.5.1 Peso médio do testiculo e do epididimo

O testiculo direito, juntamente com o epididimo de cada animal foi retirado e
congelado em nitrogénio liquido no dia da eutanasia dos animais. No dia da avaliacdo dos
parametros citados acima, ambos foram descongelados. O epididimo foi dividido em cabeca,
corpo e cauda e estes segmentos pesados separadamente, os testiculos também foram pesados.

Para o peso dos testiculos ndo houve diferenca significativa dos grupos tratados com
as AgNPs em relacdo ao controle (p=0,937616, ANOVA).

Ja para o peso dos segmentos do epididimo houve diferenca significativa para o
corpo do epididimo para o grupo tratado com 0,015 mg/Kg de AgNPs (p=0,007172) e para 0
grupo tratado com 0,030 mg/Kg de AgNPs (p= 0,014648) em relagcdo ao grupo controle
(tabela 5). Os dados demonstram que 0s animais tratados apresentaram o corpo do epididimo
mais leve que o controle. Para o peso da cabeca (p=0,515017, ANOVA) e da cauda
(p=0,367942, ANOVA) do epididimo ndo houve diferenca significativa para ambos 0s grupos
tratado.

Tabela 5 — Peso médio do corpo do epididimo (em gramas) no grupo controle e nos grupos
tratados com AgNPs (Média = EPM)

Grupos Corpo do epididimo
Controle (n=9) 0,065 + 0,006
0,015 mg/Kg (n=6) 0,038 + 0,005"
0,030 mg/Kg (n=10) 0,044 + 0,004°

a, b Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,01)
a,c Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,05)
(ANOVA, Tukey)

5.5.2 Contagem espermatica: numero de espermatozoides por testiculo e por grama de

testiculo
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Apos ser pesado, o testiculo foi homogeneizado em 5 mL de NaCl 0,9% contendo
Triton X 100 0,5%, seguido por sonicagdo durante 30 segundos. Depois de uma diluigdo de
10 vezes, uma amostra de cada animal foi transferida para cdmaras de Neubauer procedendo a
contagem de espermatozoides. A contagem do total das células resultou em um nimero de
espermatozoides por testiculo, e gerou um dado de concentragdo de espermatozoides por ml.
Essa concentracdo por ml foi dividida pelo peso dos testiculos de cada animal para se chegar
ao numero de espermatozoides por grama de testiculo. Os dados de numero de
espermatozoides por testiculo (p=0,304236, ANOVA) e por grama de testiculo (p= 0,198060,
ANOVA) foram analisados estatisticamente e constatou-se que ndo houve diferenca
significativa dos grupos tratados em relagéo ao controle.

5.5.3 Producdo espermatica diaria

Para determinar a producdo espermatica diaria testicular, a concentracdo
espermatica/mL de cada animal foi dividida por 6,1, que é o nimero de dias que 0s
espermatozoides estdo presentes no epitélio seminifero. Feita a analise estatistica, comprovou-
se que nao houve diferenca estatistica significativa (p<0,319790, ANOVA) entre 0s grupos

tratados e o grupo controle.

5.5.4 Reservas espermaticas

A avaliacdo das reservas espermaticas foi feita no epididimo através da contagem de
espermatozoides em cada segmento. Para isso, cada segmento do epididimo foi
homogeneizado em 5 mL de NaCl 0,9% contendo Triton X 100 0,5%, seguido por sonicacdo
durante 30 segundos. Depois de uma diluicdo de 10 vezes, uma amostra de cada animal foi
transferida para camaras de Neubauer procedendo a contagem. Para essa andlise foi
preconizada a divisao cabeca+ corpo e cauda.

Conforme a tabela 6, para o segmento cabeca + corpo do epididimo ndo houve
diferenca estatistica significativa (p=0,439332, ANOVA) nos grupos tratados em relacdo ao

controle. J& para a cauda do epididimo houve diferenca estatistica (p=0,022141) do grupo
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tratado com 0,015 mg/Kg de AgNPs, apresentando uma menor concentracdo de
espermatozoides, em relacdo ao controle. Para o grupo tratado com 0,030 mg/Kg de AgNPs,
ndo houve diferenca estatistica (p=0,552051, ANOVA) significativa para a reserva

espermatica na cauda do epididimo em relacdo ao controle.

Tabela 6 - Reservas espermaticas da cabeca+corpo do epididimo (sptz x 10°) e da cauda do

epididimo (sptz x10°) no grupo controle e nos grupos tratados com AgNPs (Médias + EPM).

Grupos Cabeca + corpo do epididimo  Cauda do epididimo (10°)
(10°)

Controle (n=9) 220,00 £ 24,27 344,44 + 39,48°

0,015 mg/Kg (n=7) 155,71 + 51,68 190,00 + 24,20°

0,030 mg/Kg (n=10) 193 + 26,88 293,00 + 37,00°

c¢,d Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,05)
(ANOVA, Tukey) Sptz: espermatozoide

5.5.5 Tempo de transito espermatico

O tempo de transito de espermatozoides através do epididimo foi determinado pela
divisdo do numero de espermatozoides em cada parcela pela producdo espermatica diéria.
Para essa analise foi preconizada a divisao cabeca + corpo e cauda.

A analise estatistica demonstrou que ndo houve diferenca significativa para os
segmentos cabeca + corpo do epididimo entre os grupos controle e tratados (p= 0,313452,
ANOVA). Ja para o segmento cauda houve diferenca estatistica (p=0,013925) do grupo
tratado com 0,015 mg/Kg de AgNPs, evidenciando que os espermatozoides ficaram menos
tempo neste segmento do epididimo quando comparado ao controle, enquanto que o grupo

tratado com 0,030 mg/Kg de AgNPs nao diferiu estatisticamente do grupo controle (tabela 7).



56

Tabela 7 - Tempo de transito espermético (dias) nos segmentos cabeca+corpo e cauda do
epididimo no grupo controle e nos grupos tratados com AgNPs (Médias + EPM).

Grupos Cabeca + corpo do epididimo Cauda do epidimo
(dias) (dias)
Controle (n=9) 6,33 £ 0,62 10,27 £ 1,22°
0,015 mg/Kg (n=7) 4,32 +£1,82 5,10 + 0,87°
0,030 mg/Kg (n=10) 4,47 £ 0,64 7,16 +£1,13°

c,d Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,05)
(ANOVA, Tukey)

5.6 Verificacao de anormalidades morfoldgicas nos espermatozoides

Para verificacdo de anormalidades morfoldgicas nos espermatozoides, uma lamina
contendo uma aliquota de sémen diluido em TRIS (Hidroximetil-amino metano) de cada
animal foi observada sob microscépio dptico, sob aumento de 400 vezes. Foram contadas 200
células por lamina e observou-se nos espermatozoides, a presenca de danos que caracterizam
anormalidades. Das anormalidades apresentadas na metodologia, foi possivel visualizar
cabeca solta, cauda dobrada e cauda fortemente dobrada, assim como fazer uma anélise das
anormalidades morfoldgicas totais.

A tabela 8 demonstra que para a anormalidade cabeca solta houve diferenca
estatistica significativa (p= 0,0087) dos dois grupos tratados em relacdo ao grupo controle.
Para as outras anormalidades visualizadas, cauda dobrada e cauda fortemente dobrada néo
houve diferenca estatistica significativa de ambos os grupos em relacdo ao controle. As
anormalidades cabeca solta, cauda fortemente dobrada e cauda dobrada juntas, formaram o
dado de anormalidades morfoldgicas totais, que diferiu estatisticamente (p=0,0086) nos dois
grupos tratados com AgNPs em relacdo ao controle, evidenciando que houve um numero

maior de espermatozoides apresentando as anormalidades citadas nesses grupos.
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Tabela 8 — Anormalidades morfoldgicas nos espermatozoides. Anormalidades totais e cabeca
solta (Mediana, Intervalo interquartilico) no grupo controle e nos grupos tratados com
AgNPs.

Grupos Anormalidades morfoldgicas Cabega solta
totais
Controle (n=10) 7,00° 4,00°
(0,00 — 8,00) (0,00 — 8,00)

0,015 mg/Kg (n=8) 15,00 14,00°
(12,00 — 51,00) (12,00 —50,00)

0,030 mg/Kg (n=10) 22,00° 20,00°
(15,00 — 32,00) (14,00 — 27,00)

a, b Dados com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,01)
(Kruskal — Wallis, Teste de Dunn)

5.7 Concentracdes séricas hormonais: Testosterona, Estradiol, FSH E LH

A quantificacdo de testosterona, estradiol, FSH e LH no soro dos animais nao
revelou diferencas estatisticas significativas através da ANOVA, entre o grupo controle e 0s
grupos tratados com as doses de 0,015 mg/Kg e 0,030 mg/Kg de AgNPs. A andlise estatistica
revelou p= 0,144123 para a testosterona, p= 0,137143 para o estradiol, p=0,450015 para o
FSH e p=0,645297 para o LH.

5.8 Avaliacdo da orientagéo sexual

O escore de preferéncia sexual foi calculado subtraindo-se o tempo total que o
animal fica na zona do macho do tempo total que ele permanece na area da fémea. Assim, a
pontuacdo positiva significa preferéncia deste animal pelo sexo feminino e pontuacgdo
negativa significa preferéncia pelo sexo masculino.

Conforme a tabela 9, pode-se visualizar que houve diferenca estatistica (p<0,0003)
do grupo tratado com 0,015 mg/Kg de AgNPs em relacdo ao grupo controle. Essa diferenca

pode tambem ser constatada pela pontuacdo negativa no escore desse grupo, indicando que
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houve preferéncia sexual dos animais pelo sexo masculino. Para o grupo tratado com 0,030
mg/Kg de AgNPs ndo houve diferenca estatistica significativa em relacéo ao controle.

Tabela 9 — Preferéncia Sexual e tempo de permanéncia (segundos) no grupo controle e dos
grupos tratados com AgNPs na area do macho e na area da fémea e escore de preferéncia
sexual (Médias £ EPM).

Tempo (segundos)

Parametros Controle (n=7)  0,015mg/Kg (n=7)  0,030mg/Kg (n=7)
Tempo de Permanéncia na  10750+3116  1111,0 + 35,56 9400 + 18,13
area | do Macho

Tempo de Permanéncia na 54300+ 2574 25160 + 22,74 24390 + 32,35
area Il do Macho

Tempo Total na Area do  35050+3814  3627,04 51,17 3379,0 + 46,85
Macho

Tempo de Permanéncia na 15900+ 40,68  1377,0 + 25,24 1463,0 + 34,68
area | da Fémea

Tempo de Permanéncia na 5169 0+2728 20690 + 21,69 2147,0 + 28,89
area Il da Fémea

Tempo Total na Area da 3759043177  3446,0 + 3512 3610,0 + 49,98
Fémea

Sexual o AR 231,0 + 95,53°

a, b Dados com letras diferentes na mesma linha diferem estatisticamente (p< 0,01) ANOVA, Tukey

5.9 Comportamento sexual

Para a avaliagho do comportamento sexual, cada animal foi colocado
individualmente em uma caixa de observagdo 5 minutos antes da introducdo da fémea, para
adaptar-se a nova situacdo. A seguir, a fémea foi introduzida na caixa de observacdo e 0s

animais observados por um periodo de 10 minutos. Em caso de presenca de monta dentro
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desse periodo, os animais foram observados por mais 30 minutos, registrando-se diversos
parametros citados na metodologia.

Ap0s analise estatistica verificou-se que ndo houve diferenca estatistica significativa
entre os dois grupos tratados com AgNPs e o controle (p<0,25324, ANOVA), demonstrando
que a substancia ndo afetou as intromissdes, 0 nimero e a frequéncia de montas e ejaculacdes,

néo prejudicando assim o comportamento sexual dos animais.
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6 DISCUSSAO

No presente estudo foi avaliada a possivel interferéncia da administracdo de baixas
doses de AgNPs em ratos pré-puberes, sobre a fungdo espermatica na vida adulta. Outros
parametros foram paralelamente avaliados no sentido de verificagdo de possiveis alteracdes
enddcrinas, comportamentais e em tecidos reprodutivos masculinos. O objetivo foi simular
uma possivel contaminacao pela absorcao de pequenas quantidades, devido ao uso continuo e
esporéadico desses compostos em produtos de higiene corporal e antissepsia médica.

As AgNPs demonstraram comprometer a funcionalidade espermética dos animais em
estudo, bem como a sua morfologia, causaram algumas alteracGes teciduais e
comportamentais e ndo revelaram prejudicar o padrdo enddcrino. Inmeros podem ser 0s
mecanismos que corroboraram para estes resultados, pretende-se agora discuti-los para
compreender a toxicidade desta substancia.

6.1 Evolucéo do peso corporal

A evolucdo do peso corporal foi acompanhada através de pesagens durante todo o
periodo experimental. Observou-se que a substancia ndo causou alteracBes no metabolismo
dos animais tratados com as AgNPs, que pudessem refletir no seu desenvolvimento corporal
normal. Park et al (2010) obtiveram o mesmo resultado intoxicando ratos e ratas por via oral,
com AgNPs na dose de 1 mg/Kg, de varios tamanhos (22 nm, 42 nm, 71 nm e 323 nm). Ja
Shahare, Yashpal e Singh (2013) demonstraram que AgNPs na faixa de 3 a 20 nm, quando
administradas oralmente nas doses de 5, 10, 15 e 20 mg/kg em ratos albinos Swiss, causaram
diminuicdo significativa (p <0,05) no peso corporal em todos 0s grupos tratados. Esse mesmo
estudo demonstrou que as AgNPs danificaram as microvilosidades de células epiteliais, bem
como glandulas intestinais, diminuindo a capacidade de absorcdo do epitélio intestinal. Ha
trabalhos que demonstram que para as AgNPs, quanto menor o tamanho das nanoparticulas,
maior € o seu potencial de toxicidade (LIU et al., 2010; PARK et al., 2011) e ha evidéncias
gue para o intestino particulas menores sdo captadas mais facilmente (DESAI et al., 1996;
MORISHITA et al., 2004). Isso pode estar relacionado com o resultado encontrado para

AgNPs de 60 nm nesse estudo, 0 peso corporal pode nao ter sofrido prejuizo em virtude do
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tamanho maior das nanoparticulas, em compara¢do com utilizadas no estudo de Shahare,
Yashpal e Singh (2013). As AgNPs de 60 nm podem ndo ter atravessado a parede intestinal,

nao causando danos as microvilosidades do intestino.

6.2 Analise do tamanho das AgNPs

A andlise do tamanho das AgNPs feita através do aparelho Dynamic Light
Scattering, demonstrou que ndo houve alteracdo de tamanho e nem da distribuicdo de
tamanho na comparacéo entre as nanoparticulas puras e nas diluicdes realizadas para alcancar
as doses utilizadas no experimento. Segundo Montes-Burgos et al. (2010) em
nanotoxicologia, € importante saber o estado das nanoparticulas utilizadas, em particular
parametros como o seu tamanho e distribuicdo de tamanho das particulas no meio que se esta
utilizando, pois podem ocorrer alteracfes da substancia inicial resultando em agregacdo ou
mudanca na distribuicdo de tamanho, caracteristicas que podem ter efeito significativo sobre a
dose escolhida e interpretacdo dos resultados obtidos posteriormente.

O tamanho das nanoparticulas encontrados pelas analises foram maiores do que o
descrito pelo fabricante, mas para determinar o tamanho da particula, consta na bula do
produto que a técnica utilizada foi TEM (Microscopia eletrénica de transmissdo). Técnicas
diferentes podem resultar em diferentes tamanhos de nanoparticulas (DHAWAN; SHARMA,
2010).

Além do fato das técnicas serem diferentes, o tamanho de particula obtido por
Dynamic Light Scattering é geralmente maior do que o medido por outras técnicas, tais como
TEM. Isto pode ser atribuido ao fato de DLS medir a distribuicdo de tamanho de um conjunto
de particulas em solugdo e produzir um didmetro médio hidrodindmico, incluindo assim

algumas camadas de solvente (HRADIL et al., 2007).

6.3 Testes Funcionais

6.3.1 Integridade acrossomal
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Utilizando a coloracdo de POPE para verificar a integridade acrossomal dos
espermatozoides, constatou-se que 0s grupos tratados com AgNPs tiverem um maior nimero
de espermatozoides com acrossomo ndo integro quando comparados ao controle. O
acrossomo € a parte do espermatozoide responsavel pela reacdo acrossomal, que € 0 processo
que permite a penetracdo do espermatozoide na zona pelicida do 6vulo, para que ocorra a
fertilizacdo (MAKHLUF et al., 2006). Os espermatozoides utilizam enzimas acrossomais
para penetrar a zona mais espessa da zona peliucida em mamiferos. No entanto, a reacédo
acrossomal ndo libera apenas enzimas, mas altera o perfil apical da cabeca do espermatozoide,
promovendo afilamento na borda da célula e favorecendo a penetracdo no dvulo, que €
dependente de um impulso fisico, facilitado pelo aumento da motilidade (BEDFORD, 1998;
STAUSS; VOTTA; SUAREZ, 1995).

Anormalidades morfoldgicas ou no tamanho do acrossomo 0s tornam menos capazes
de se ligar a zona pellcida, comprometendo a fertilizacdo do 6vulo (GARRETT; LIU;
BAKER, 1997; MENKVELD et al., 1996). A reacdo acrossomal tem grande importancia na
reproducdo, alguns estudos demonstram que esse parametro bem como a capacidade da zona
pellcida de induzir a reacdo acrossomal, deve ser avaliado em processos de fertilizacdo in
vitro, por serem preditores da capacidade de fertilizacdo (LIU; BAKER, 2003;
ESTERHUIZEN et al., 2001).

Makhluf et al. (2006) avaliaram a possibilidade de nanoparticulas magnéticas
revestidas com alcool polivinilico, afetarem a funcionalidade de células espermaticas bovinas.
Entre os testes realizados, foi avaliada a capacidade de o espermatozoide submeter-se a reacéo
acrossomal, utilizando um meio de incubacdo mTALP (Tyrode's Albumin-Lactate-Pyruvate)
com condi¢cbes de capacitacdo com e sem as nanoparticulas magnéticas. Os autores
concluiram que as nanoparticulas magnéticas penetraram espontaneamente nas células
espermaticas, ligando-se ao acrossomo, mas ndo afetaram a capacidade do espermatozoide
submeter-se a reacdo acrossomal e a motilidade dos mesmos, duas caracteristicas importantes
para o sucesso da fertilizag&o.

Para as AgNPs, ndo foram encontrados estudos relatando a toxicidade da prata na
forma de nanoparticulas para a reagdo acrossomal e para a integridade do acrossomo. No
entanto, tem se relatado que as AgNPs estdo envolvidas com a geracao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (CARLSON et al., 2008; HUSSAIN et al., 2005; LIU et al., 2010; PARK et
al., 2011; SU et al., 2009) e 0 excesso de tais espécies podem afetar negativamente parametros
como a motilidade e a morfologia (AGARWAL; IKEMOTO; LOUGHLIN, 1994) bem como

a habilidade de fertilizacdo do espermatozoide, incluindo a reacdo acrossomal (ICHIKAWA



63

et al., 1999; CHEN et al., 2013) sendo um possivel mecanismo para o0 aumento do nimero de

acrossomos comprometidos nos grupos tratados.

6.3.2 Integridade da membrana plasmatica

Para a avaliacdo da integridade da membrana plasmaética dos espermatozoides, foi
utilizada a coloracdo de Eosina-Nigrosina (E/N), em que foi avaliada a presenca de
membranas integras, sem a entrada do corante e membranas ndo integras, com presenca de
corante dentro das células. Os resultados mostraram que nos grupos tratados com AgNPs
houve um ndmero maior de espermatozoides com membranas ndo integras, quando
comparados ao controle.

A viabilidade de um espermatozoide esta ligada a sua motilidade e também a fato de
possuir uma membrana plasmatica intacta, uma vez que esta € crucial para interacfes entre 0s
espermatozoides e outras células em seu ambiente. Por isso a maioria dos ensaios de
viabilidade avalia se a membrana plasmatica estd intacta ou ndo, utilizando corantes
impermeaveis (que ndo penetram na membrana intacta) e penetrantes (penetram na membrana
ndo intacta) alternadamente ou em combinagdo (HOSSAIN et al., 2011).

Pawar e Kaul (2012) examinaram se diferentes concentracdes de nanoparticulas de
oxido de titénio (TiOy) alteram a funcionalidade do espermatozoide de bufalo, incluindo a
integridade da membrana espermatica através de um teste hipo-osmotico (HOST - Hypo-
osmotic Swelling Test), que avalia se ocorre enrolamento das caudas dos espermatozoides.
Nas primeiras 3 horas de incubacdo do esperma com a solugdo hipo-osmética ndo houve
efeito significativo das diferentes concentraces de nanoparticulas de TiO, sobre a integridade
da membrana, mas apos 6 h de incubacéo, a integridade da membrana dos espermatozoides
em todas as concentracbes (1, 10 e 100 pg/ml) mostrou diminuicdo significativa, em
comparagdo com os controles (12,7%, 16,5% e 26%, respectivamente).

Estudos tém demonstrado que as AgNPs afetam a integridade da membrana
plasmatica de diferentes tipos celulares (BRAYDICH-STOLLE et al., 2005; HUSSAIN et al.,
2005; LIU et al., 2010; PARK et al., 2011). Park et al. (2010b) estudando a toxicidade de
AgNPs sobre macrdfagos peritoniais de rato, propds um mecanismo de acdo sobre a
membrana. A fagocitose das AgNPs estimularia a geracdo de espécies reativas de oxigénio,

ativando por sua vez macrdfagos, que induziriam a secrecdo de TNFa (Fator de Necrose
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Tumoral alfa), responsavel por causar danos a membrana celular e apoptose. Todos esses
resultados seriam causados pela ionizacdo das AgNPs em células, através de um mecanismo
do tipo cavalo de troia.

O cavalo de troia tem sido citado em trabalhos como um dos mecanismos
responsaveis pela toxicidade das AgNPs sobre membranas e sobre a célula (LUBICK, 2008;
LUOMA, 2008; PARK et al., 2010; STENSBERG et al., 2011). Nesse mecanismo, uma vez
que a nanoprata esteja ligada a célula, poderia liberar ions prata livres diretamente para as
membranas e para dentro do maquinario celular (LUOMA, 2008) resultando no
desencadeamento do processo inflamatério (PARK et al., 2010a).

Ndo h& relatos na bibliografia da toxicidade das AgNPs diretamente sobre a
membrana plasmatica do espermatozoide. Outros tipos de nanoparticulas, como as de titanio,
demonstraram comprometer a integridade da membrana espermatica. Ha varios relatos
comprovando a toxicidade das AgNPs para diferentes tipos de membranas celulares e
envolvendo mecanismos como o cavalo de trdia. No presente estudo verificamos prejuizo de
integridade da membrana plasmatica para espermatozoides, somando assim mais um tipo

celular que é afetado pelas AgNPs.

6.3.3 Atividade mitocondrial (DAB)

A avaliagdo da atividade mitocondrial dos espermatozoides foi feita através da
coloragdo DAB e verificou-se que nos animais tratados com as duas doses de AgNPs houve
prejuizo na atividade mitocondrial. Para 0 DAB |, que corresponde a uma alta atividade
mitocondrial, houve diminui¢cdo do nimero de espermatozoides com essa classificacdo, em
ambos 0s grupos tratados em relacdo ao controle. Ja para DAB Il, DAB Ill e DAB 1V, que
correspondem respectivamente a atividade mitocondrial média a alta, alto comprometimento e
auséncia de atividade; houve um aumento do numero de espermatozoides contendo essas
classificagbes em ambos o0s grupos tratados em relacdo ao controle. A mitocondria é
localizada na peca intermediaria do espermatozoide e sua fungdo € produzir energia
necessaria para a movimentagdo do flagelo, que gera a motilidade do espermatozoide, uma
caracteristica importante para o transporte de material genético para o sitio de fertilizacdo
(HUNG et al., 2008).
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Alguns estudos tém demonstrado que as AgNPs causam danos a mitocondria em
espermatog6nias, linhagem celulares derivadas do figado e neuroenddcrinas (BRAYDICH-
STOLLE et al., 2005; HUSSAIN et al., 2005; HUSSAIN et al., 2006). O ion prata demonstra
causar alteracbes na membrana da mitocéndria, causando anormalidades morfoldgicas,
edema, aceleragdo na respiragdo mitocondrial, além de aumentar a permeabilidade
mitocondrial através da interacdo com grupos sulfidril que fazem parte das proteinas de
membrana mitocondriais (ALMOFTI et al., 2003).

Mirshokraei et al. (2011) avaliaram os efeitos de coldides de nanoprata, em varias
concentracdes, sobre parametros de motilidade nos espermatozoides de ras em diferentes
tempos. Foi constatado que a substancia deprime a maioria dos parametros de motilidade
avaliados, sendo que na concentracdo de 10 ppm de nanoprata, 0s espermatozoides foram
totalmente inativados. Segundo os autores, essa depressao, esta diretamente ligada a atividade
mitocondrial, podendo induzir infertilidade, através do efeito citotoxico da nanoprata.

Nanoparticulas de selénio demonstraram ter um efeito protetor sobre as mitocondrias
na peca intermediaria dos espermatozoides de bodes. Os animais foram tratados com ragéo
suplementada com nanoparticulas de selénio e comparados com o grupo controle, sem
suplementacdo. Apds o tratamento, observou-se através de microscopia eletrénica de
transmissdo, que os espermatozoides dos animais controle apresentavam mitocondrias com
forma anormal, com presenca de lacunas e extensa vacuoliza¢do, enquanto que 0 grupo
tratado com as nanoparticulas ndo apresentou essas anormalidades. No entanto, é conhecido
que o selénio atua na manutencdo da fertilidade masculina, o que foi comprovado também
para esse elemento em forma de nanoparticula (LI-GUANG et al., 2010).

A nanoprata ja demonstrou causar prejuizo para a motilidade de espermatozoides e
consequentemente para as mitocondrias (MIRSHOKRAEI et al., 2011). Para as AgNPs de 60
nm avaliadas nesse estudo, a atividade mitocondrial dos espermatozoides também se mostrou
comprometida pela substancia, evidenciado sua toxicidade para essa importante organela

celular.

6.3.4 Integridade do DNA (Ensaio do Cometa)

Para avaliar a integridade do DNA dos espermatozoides utilizou-se 0 ensaio do

cometa. Apos realizar as analises dos grupos intoxicados pelas AgNPs e o do grupo controle



66

ndo foram identificadas diferencas nos niveis de fragmentacdo do DNA entre 0s animais do
grupo controle e dos grupos tratados, sendo que a Classe |, definida como espermatozoides
que ndo apresentam fragmentacdo no DNA, foi predominantemente visualizada nas laminas.
O dano ao DNA espermatico em combinacdo com prejuizos a parametros classicos de
qualidade espermatica como espermatozoides anormais e motilidade, estdo relacionados com
a reducdo da fertilidade masculina (MORRIS et al., 2002).

As AgNPs tém demonstrado causar danos ao DNA em estudos in vitro em varias
linhagens celulares (ASHARANI et al., 2009; FOLDBJERG; DANG; AUTRUP, 2011;
HACKENBERG et al., 2011; PARK et al., 2011) incluindo linhagens de células testiculares.
Asare et al. (2012) avaliaram a toxicidade de AgNPs de 20 e 200 nm para o0 DNA utilizando
uma linhagem celular de carcinoma testicular humano (NT2) e células testiculares primarias
de ratos, através do ensaio do cometa. Os autores concluiram que as AgNPs de 200 nm
causaram aumento de quebras na fita de DNA de maneira concentracdo dependente.
Ressaltaram ainda que as nanoparticulas podem atravessar membranas nucleares facilmente,
interagindo com o DNA direta ou indiretamente, por mecanismos ainda nao totalmente
esclarecidos. No entanto, embora muitos estudos in vitro tenham sido realizados, os estudos in
vivo ainda demonstram ser escassos e por vezes contraditorios (GROMADZKA-
OSTROWSKA et al., 2012)

Gromadzka-Ostrowska et al. (2012) avaliaram a integridade do DNA espermatico de
ratos intoxicado por AgNPs, dividindo os animais em trés grupos, grupo Ag | (Nanoparticulas
(Np) de 20 nm, dose de 5 mg/Kg), Ag Il (Np de 20 nm, dose de 10 mg/Kg) e Ag Il (Np de
200 nm, dose de 5 mk/Kg), realizando anélises ap6s 24 horas, 7 e 28 dias da administracéo
intravenosa. Os resultados demonstraram que houve aumento na porcentagem de dano ao
DNA ap6s 24 horas no grupo | e no grupo Il, enquanto que para 7 e 28 dias bem como no
grupo Il em nenhum dos tempos, houve diferenca significativa na porcentagem de dano entre
0S grupos tratados e o controle. Segundo ou autores, 0 organismo removeu as AgNPs do
organismo e houve reparo no DNA comprometido, ja que apds as analises de 7 e 28 dias nao
foi verificado dano a integridade do DNA. Somado a isso, assim como para outros parametros
avaliados no estudo, as nanoparticulas de menor tamanho demonstraram ser mais toxicas ao
DNA.

No caso das AgNPs de 60 nm avaliadas nesse estudo, o tratamento com a substancia
durou 36 dias e o ensaio do cometa foi realizado ap6s 44 dias do fim dos tratamentos, para
que se pudesse realizar os experimentos de orientacdo e comportamento sexual. Como as

analises ndo foram realizadas no final do tratamento e nem logo apds as primeiras doses (24
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horas, por exemplo) é possivel que possa ter ocorrido dano e em seguida uma reparagdo do
DNA pelo organismo do animal. Aliado a isso, como o protocolo é de dificil execugdo, ndo
foi possivel identificar diferencas nos niveis de fragmentacdo do DNA além da Classe 1,
sendo possivel que outros niveis de fragmentacdo talvez presentes ndo puderam ser

identificados.

6.4 Determinacao do peso e idade a puberdade

Para a idade a puberdade houve diferenca estatistica dos dois grupos tratados em
relagdo ao controle, os animais tratados atingiram a puberdade mais tardiamente do que o
controle. J& para o peso a puberdade, somente o grupo tratado com a dose mais alta de 0,030
mg/Kg diferiu estatisticamente do controle, apresentando um maior peso ao ser detectada a
puberdade, quando comparado ao controle.

A puberdade é um processo complexo regulado pelo sistema enddcrino
(MARANGHI; MANTOVANI, 2012). Um dos parametros utilizado para determinar a
progressdo da puberdade é a separacao prepucial (KORENBROT; HUHTANIEMI; WEINER,
1977). O aumento da producdo de testosterona pelos testiculos € conhecido por ser
responsavel pela separacdo da pele do preplucio e exposicdo da glande do pénis
(KORENBROT; HUHTANIEMI; WEINER, 1977). No entanto, a exposicdo pré-pubere ao
AgNPs ndo causou alteracBes nos niveis séricos de testosterona, o atraso em dias e diferenca
no peso dos animais, podem ter sido resultante de algum outro evento ndo ligado a questdo
enddcrina.

Keene et al. (2002) demonstraram que a auséncia de receptores para o fator de
crescimento semelhante a insulina (IGF-I) resulta em atraso da separagdo balanoprepucial e
consequentemente na puberdade de ratos. No entanto, ndo foram detectadas diferencas
significativas nos niveis de concentra¢do plasmatica de testosterona entre os grupos controle e
0S que possuiam auséncia do receptor, evidenciando a falta de ligagdo do atraso da puberdade
com andrdgenos, neste caso.

O aumento de peso encontrado no grupo tratado com 0,030 mg/Kg de AgNPs pode
estar relacionado ao fato desses animais terem alcancado a puberdade mais tardiamente em

relacdo ao controle, proporcionando o aumento de peso. Embora o valor do peso encontrado
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para o grupo de 0,015 mg/Kg esteja proximo do grupo tratado com 0,030mg/Kg, ndo houve
diferenca estatistica em relagdo ao controle, para a dose mais baixa.

Em relacdo a estudos com nanoparticulas, Jackson et al. (2011) avaliaram a idade a
puberdade, através da separacdo balanoprepucial, em ratos que tiveram as mées intoxicadas
por nanoparticulas de carbono (Printex 90). Os autores observaram que a puberdade iniciou
em tempos similares nos grupos tratados e no controle, ndo ocorrendo prejuizo para a idade a
puberdade. Para as AgNPs ndo foram encontrados estudos para comparagdo, mas em nosso
experimento pode-se verificar que houve prejuizo para a puberdade em ratos intoxicados com

AgNPs, com tamanho de 60 nm.

6.5 Contagem espermatica, producdo espermatica diaria por testiculo e tempo de

transito no epididimo

Ao avaliar diversos parametros relacionados ao testiculo e ao epididimo, a
conclusdes foram que as AgNPs de 60 nm avaliadas nesse estudo, ndo alteraram o peso dos
testiculos, bem como o peso da cabega e da cauda do epididimo dos animais, houve apenas
diminuicdo do peso do corpo do epididimo em ambos os grupos tratados. A contagem
espermatica no testiculo e a producdo espermatica didria ndo sofreram alteracdo pela
substancia, enquanto que a reserva espermatica e o transito espermatico, ambos na cauda do
epididimo, demonstraram menor concentracdo e menor tempo de transito respectivamente,
nos animais tratados com a dose de 0,015 mg/Kg quando comparados ao controle.

Gromadzka-Ostrowska et al. (2012) avaliando AgNPs com tamanhos de 20 e 200 nm
e em diferentes doses (5mg/Kg e 10mg/Kg), atraves de injecdo intravenosa em ratos Wistar,
concluiram que em nenhuma das doses utilizadas houve diferenca no peso dos testiculos e dos
epididimos quando comparados ao controle e que nanoparticulas de 20 nm, na dose mais
baixa tiveram o efeito de diminuir a contagem de espermatozoides no epididimo (reserva
espermatica), apos 24h e 28 dias de exposicdo. Efeito semelhante ao obtido no presente
estudo, porém na metodologia do estudo citado ndo houve a segmentacdo do epididimo em
cabeca, corpo e cauda, sendo os dados evidenciados no epididimo como um todo. Para as
nanoparticulas de 60 nm houve uma diminuigdo no peso corpo do epididimo nos animais

tratados em comparagdo com o controle, que pode estar relacionada com o seccionamento
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dessa parte do epididimo, que é uma regido pequena e ndao bem delimitada, e por ter sido
realizado de forma aleatdria pode ter gerado a diminuicdo de peso observada.

Os parametros contagem espermatica no testiculo e a producdo espermatica diaria
ndo sofreram alteracdo pela AgNPs. Kyjovska et al. (2013) investigaram a influéncia de
nanoparticulas de didxido de titanio e de carbono (Printex 90) sobre a funcéo reprodutiva em
duas geragBes (F1 e F2), através da exposi¢cdo maternal das vias areas de ratas. Dentre 0s
parametros estudados estavam a producdo espermatica diaria (PED) e espermatozoides por
grama de testiculo. Os autores concluiram que a geracdo F1 que teve as maes expostas aos
dois tipos de nanoparticulas, ndo apresentaram alteracfes nos parametros citados, enquanto
que na geracdo F2 houve diminuicdo dos dois parametros para as nanoparticulas de titanio e
para as nanoparticulas de carbono, diminuicdo para PED e tendéncia a diminuicdo para
espermatozoides por grama de testiculo. Segundo os autores, podem ter ocorrido alteracdes
epigenéticas, que s6 se manifestaram na segunda geracdo. No caso das AgNPs a
administracdo foi feita através de gavagem diretamente nos ratos em estudo e ndo foram
encontradas alteracGes. Estudos futuros podem avaliar a toxicidade das AgNPs em uma
exposicdo pré-natal e investigar possiveis mecanismos epigenéticos.

Os grupos tratados com AgNPs de 60 nm, avaliadas neste estudo, apresentaram
diminuicdo de reserva espermatica e aceleracdo do transito espermatico. Para adquirir a
capacidade de reconhecimento e fertilizacdo do odcito, os espermatozoides de mamiferos
precisam passar por um processo de maturacdo, que ocorre durante a passagem dos mesmos
através do epididimo (CUASNICU et al., 2002). Alteracdes no tempo do transito espermatico
no epididimo podem causar alteracfes de maturacdo, assim como alterar o ndmero de
espermatozoides disponiveis para a ejaculacdo (KLINEFELTER, 2002).

O transporte dos espermatozoides através do epididimo esta ligado a atividade
contréatil na parede ductal (COSENTINO et al., 1984). Embora a testosterona tenha influéncia
sobre parametros espermaticas no epididimo (FERNANDEZ et al., 2007) as contra¢fes no
musculo liso do tubulo epididimal e o transito de espermatozoides sdo influenciados por
muitos outros fatores (ROBAIRE; HINTON; ORGEBIN-CRIST, 2006). Contratilidade do
tubulo do epididimo é influenciada por prostaglandinas (PGs). PGF,, aumenta a frequéncia e
amplitude das contragdes no epididimo proximal in vitro, ao passo que a PGE, diminui estas
contragbes (COSENTINO et al., 1984). Substancias como a oxitocina, e a vasopressina,
também aumentam a contratilidade do epididimo tanto in vitro (STUDDARD; STEIN;
COSENTINO, 2002; FILIPPI et al., 2002) como in vivo (WHITTINGTON et al., 2001,

MELIN, 1970). Estudos demonstram que a estimulacdo da atividade contratil pode resultar
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em aumento do nimero de espermatozoides ejaculados e do transporte espermaético para a
cauda do epididimo (FILIPPI et al., 2002; NICHOLSON; PARKINSON; LAPWOOD, 1999).

Como as AgNPs ndo causaram alteracdes nas dosagens de testosterona, poderia ter
ocorrido alguma alteracdo no padrao de contracdo do musculo liso do epididimo, trazendo o
aumento dessas contracdes, 0 que acarretaria em um tempo menor de transito espermatico.
Né&o foram realizados testes para verificar esta suposi¢do, portanto 0 mecanismo responsavel

para esse resultado néo esta definido.

6.6 Verificacdo de anormalidades morfoldgicas nos espermatozoides

No presente estudo, ambos 0s grupos tratados apresentaram anormalidades
morfoldgicas em relacdo ao grupo controle. As AgNPs j& demonstraram causar anormalidades
em espermatozoides de ratos Wistar em um estudo que comparou amostras de 24 horas apds
injecdo intravenosa das nanoparticulas com amostras apds uma e quatro semanas de
tratamento, sendo que ap6s esse periodo, todos o0s grupos tratados apresentaram
anormalidades morfoldgicas. Entre as anormalidades visualizadas nos espermatozoides,
estavam cabeca dobrada sobre o corpo, cabeca solta, cabeca ondulada e presenca de duas
cabecas em um sé corpo (GROMADZKA-OSTROWSKA et al., 2012). Em outro estudo, que
utilizou a gavagem para a administracdo das AgNPs, também com ratos Wistar e onde varias
doses da substancia foram testadas, houve diminuicdo da morfologia normal dos
espermatozoides nos grupos tratados quando comparados ao controle, resultado que
demonstrou ser dose dependente, pois na dose mais alta de 200 mg/Kg houve o maximo de
anormalidades morfologicas presentes nos espermatozoides. Segundo os autores, as AgNPs
poderiam estar afetando o DNA celular e como consequéncia causar mutacfes geneticas,
responsaveis pelas anormalidades morfoldgicas (BAKI et al., 2013).

Ja ha estudos demonstrando que as AgNPs realmente afetam o DNA causando danos
(ASHARANI et al., 2009; GROMADZKA-OSTROWSKA et al.,, 2012; FOLDBJERG;
DANG; AUTRUP, 2011) mas a sua ligacdo com as mutacOes genéticas e consequentemente
com as anormalidades morfologicas ainda ndo esta clara. No entanto, ambos os estudos
citados em concordancia com o presente, demonstram a toxicidade das AgNPs sobre a
morfologia dos espermatozoides.
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6.7 Concentracdes séricas hormonais: Testosterona, Estradiol, FSH e LH

As AgNPs demonstraram ndo provocar alteracdes endocrinas nos animais em estudo.
Para as analises de testosterona, estradiol, FSH e LH ndo houve diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos tratados e o grupo controle. Um nivel adequado de horménios
sexuais € fundamental para a espermatogénese, o FSH estimula a producdo da proteina de
ligacdo de andrdégeno pelas células de Sertoli que é essencial para manter a concentracdo de
testosterona em niveis altos o suficiente para iniciar e manter a espermatogénese (BAI et al.,
2010). As concentragbes plasmaticas de LH regulam a esteroidogénese testicular dentro das
células de Leydig (YOSHIDA et al., 1999). Em relacdo ao estradiol, a ampla gama de
receptores nas células testiculares e capacidade dos testiculos em converter irreversivelmente
andrdgenos em estrgenos através de um complexo enzimatico microssomal chamado
aromatase, deixam claro o seu papel fisiolégico na espermatogénese (CARREAU et al.,
2003).

Baki et al. (2013) avaliaram a toxicidade de AgNPs sobre parametros espermaticos,
horménios sexuais e células de Leydig, testando diferentes doses (25, 50, 100 e 200 mg/kg)
através de administracdo via oral por gavagem, em ratos Wistar. Os resultados demonstraram
uma reducdo nos niveis sanguineos de testosterona e um aumento no nivel de LH, ambos em
doses elevadas, engquanto os niveis de FSH ndo apresentaram nenhuma reducdo significativa.
Os autores atribuiram a reducdo dos niveis de testosterona a reducdo das células de Leydig
nos animais tratados. O aumento de LH a um mecanismo de auto regulacdo do hipotadlamo em
resposta a diminuicdo de testosterona e a diminui¢do de FSH mesmo ndo sendo significativa,
a producgdo do horménio inibina pelas células de Sertoli.

Bai et al. (2010) demonstraram que nanotubos de carbono, ndo alteraram o0s niveis
plasmaticos de testosterona, LH e FSH em ratos e nem pardmetros como concentracao
espermatica e motilidade, apés aplicacbes intravenosas de 5 doses (5 mg/Kg cada) em
diferentes tempos, as analises hormonais foram realizadas aos 15, aos 60 e aos 90 dias, apds a
primeira dose. Ja Yoshida et al. (2008) demonstraram que nanoparticulas de carbono
administradas por via intratecal em 10 doses ao longo de 10 semanas aumentaram 0s niveis
séricos de testosterona, bem como causaram Vvacuolizacdo nos tabulos seminiferos e
diminuicdo na producdo espermaética diaria. Baseados em estudos prévios do grupo, 0s autores
sugeriram um possivel comprometimento das células de Leydig, como responsavel pelas

flutuacGes hormonais.
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Os disruptores enddcrinos sdao moléculas exdgenas que podem afetar a sintese,
secrecdo, transporte, metabolismo, ligacdo e acdo de hormonios naturais do organismo
(KAVLOCK et al.,, 1996). A possibilidade de nanomateriais atuarem como disruptores
enddcrinos permanece como uma questdo importante e relevante (LU et al., 2013). As AgNPs
de 60 nm avaliadas nesse estudo ndo alteraram os horménios sexuais, porem Baki et al.
(2013) observou tais alteragcdes em seu experimento para AgNPs. O estudo néo cita o tamanho
de AgNPs, mas utilizou doses mais altas que o presente estudo, € possivel que as doses de
0,015 mg/Kg e 0,030 mg/Kg utilizadas em nosso estudo nao foram altas suficientemente para
trazer alteracfes hormonais nos animais. Além disso, como visto nos estudos realizados por
Bai et al. (2010) e Yoshida et al. (2008) para as nanoparticulas de carbono, fatores como o
naumero de doses e a via de administracdo, dentre outros interferem com os resultados. Assim,
sd0 necessarios mais experimentos para concluir se as AgNPs causam ou ndo alteracdes

hormonais.

6.8 Orientacao sexual

Ao avaliar a orientagdo sexual dos animais tratados com AgNPs, verificou-se que o
grupo que recebeu a dose de 0,015 mg/Kg obteve pontuacdo negativa no escore de preferéncia
sexual, o que conforme a metodologia, confirma preferéncia desse grupo pelo sexo masculino.
Para o grupo tratado com 0,030 mg/Kg de AgNPs ndo houve diferenca estatistica significativa
em relacédo ao controle, que demonstrou preferéncia pelo sexo feminino. A orientacdo sexual é
um termo utilizado para caracterizar 0s aspectos relacionados com o comportamento sexual.
Os ratos mostram preferéncias de acasalamento consistentes por machos ou fémeas e a
orientagcdo sexual ou o padrédo de preferéncia refere-se a esse fendbmeno (MATUSZCZYK;
LARSSON, 1993).

O método da arena, para avaliagdo do comportamento sexual, parte do pressuposto
gue o macho escolhe um parceiro que possa Ihe proporcionar recompensa sexual adequada, e
quando este, passa mais tempo na vizinhanca de uma fémea receptiva do que na vizinhanca de
um macho, tem comportamento heterossexual (MATUSZCZYK; LARSSON, 1993). Estudos
demonstraram que a preferéncia do macho por uma fémea receptiva é alterada pelo status de
testosterona do macho (HETTA; MEYERSON, 1979). Os receptores de testosterona, quando

expostos a esse esterdide dimerizam-se, ligam-se a um elemento de resposta especifico, que
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regula a transcricdo de genes. A modulacdo da transcricdo de genes ird afetar a fisiologia
celular bem como a resposta de um organismo a um ambiente e a expressdo de um
comportamento sexual (CHARLIER et al., 2013).

Dahlgren, Matuszczyk e Hard (1990) investigaram a preferéncia sexual de uma prole
de machos nascidos de mées expostas a etanol na dieta, durante a gestacdo. Utilizando a arena
como modo de avaliagdo, os autores concluiram que os machos com mées expostas ao etanol,
ndo demonstraram preferéncia nem pelo macho e nem pela fémea, enquanto o grupo controle
apresentou preferéncia pela fémea. Segundo os autores, a auséncia de preferéncia pela fémea
receptiva nos grupos tratados poderia estar sendo causada por distirbios causados pelo etanol,
no desenvolvimento de elementos neurais envolvidos na preferéncia sexual durante o periodo
pré-natal, sensivel a testosterona.

Embora a testosterona altere o padrdo de preferéncia sexual dos machos (HETTA,
MEYERSON, 1979), a orientacdo sexual € um processo que envolve uma complexa interagdo
entre fatores genéticos, bioldgicos e sdcio-culturais (HU et al., 1995). H& relatos que outros
fatores como variacBes genéticas (HAMER et al., 1993; HU et al., 1995;) e diferencas na
estrutura cerebral entre homossexuais e heterossexuais (SWAAB; HOFMAN, 1990; LEVAY,
1991) estdo ligados a alteragcfes na preferéncia sexual.

Em nosso experimento as analises hormonais que incluiram testosterona, estradiol,
FSH e LH ndo apresentaram diferencas estatisticas significativas nos animais tratados em
relacdo ao controle. Resultados que demonstram que a pontuacdo negativa obtida no escore de
preferéncia sexual no grupo de 0,015 mg/Kg pode ter ocorrido nos animais por outro
mecanismo ndao hormonal e aparenta ndo ser dose dependente, ja que 0s animais tratados com

a dose maior ndo diferiam estatisticamente do controle.

6.9 Comportamento sexual

Para as AgNPs, avaliadas nesse estudo, ndo houve diferenca estatistica dos grupos
tratados em relacdo ao controle para o comportamento sexual dos animais, no entanto,
verificou-se que nos grupos tratados mais animais ndo realizaram montas nos dez primeiros
minutos do teste, em relacdo ao controle.

Moniz et al. (1999), utilizando a mesma metodologia do presente trabalho,

demonstraram que ratos expostos ao pesticida fenvalerato em periodo perinatal exibiram
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aumento no total do nimero de montas até a ejaculacdo e diminuicdo no numero de
ejaculagdes apos a primeira intromissao, sugerindo que houve uma reducdo na potencia sexual
dos animais expostos ao fenvalerato. Paralelamente a estes resultados, houve diminuicdo dos
niveis de testosterona, dos pesos das vesiculas seminais e da prostata, além de atraso na
descida dos testiculos dos animais. Segundo os autores, esses resultados em conjunto indicam
que houve uma desregula¢do no meio androgénico durante o periodo de exposicdo, causando
uma possivel reducdo na liberacdo de testosterona no periodo critico pos — natal.

Exposicdo a testosterona principalmente produzida nas génadas pode modular a
fisiologia do cérebro e aumentar a probabilidade dos machos executarem comportamentos
tipicos masculinos (CHARLIER et al., 2013). Além disso, os horménios esterdides podem
influenciar o comportamento sexual, aumentando ou diminuindo a sintese, liberacéo e eficacia
de determinados neurotransmissores, com funcdes e localizacBes neurais especificas, por
exemplo, agonistas colinérgicos demonstraram facilitar a ejaculacdo (BITRAN; HULL,
1987).

Um estudo feito com codornas (machos) demonstrou que apenas dois dias de
tratamento com capsulas subcutaneas de testosterona, sdo suficientes para desencadear
estagios iniciais da sequéncia copulatéria, como por exemplo, tentativas de monta e que sete
dias de exposicdo sdo necessarios para ativar a sequéncia completa, incluindo movimentos de
contato coaclais. Comportamento ndo observado em machos castrados ndo tratados
(CHARLIER; BALL; BALTHAZART, 2008).

Estes estudos deixam claro o papel da testosterona sobre o comportamento sexual.
Em nosso estudo as AgNPs ndo diminuiram os niveis de testosterona nos ratos, o que esté de
acordo com o fato de que n&o houve diferenca estatistica dos grupos tratados em relagéo ao
controle para o comportamento sexual dos animais. No entanto, 0os animais tratados obtiveram
um comportamento diferente dos animais do grupo controle, com mais animais néo realizando
montas nos dez primeiros minutos do teste. Isso pode ser devido a influéncia da substancia em
estudo em outros mecanismos que interfiram no comportamento sexual sem, no entanto,

alterar o padrdo hormonal nas doses utilizadas.
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7 CONCLUSAO

A exposicdo pre-pubere de ratos com baixas doses de AgNPs demonstrou
comprometer a funcionalidade espermatica dos animais. O comprometimento foi revelado
pela reducdo na integridade acrossomal, na integridade da membrana plasmatica e na
atividade mitocondrial dos espermatozoides, enquanto que dano a integridade do DNA n&o foi
visualizado.

Os animais tratados com a substancia apresentaram um atraso em dias, bem como
um maior peso ao atingir a puberdade. Ndo houve alteragdes na contagem espermaética e na
producdo espermatica diéria por testiculo, porém a reserva espermatica nos animais tratados
evidenciou uma reducdo na concentracdo dos espermatozoides e houve aceleracdo no tempo
de transito espermatico, ambos na cauda do epididimo. Ocorreram alteracdes na morfologia
espermatica dos animais e alteracdo na orientacdo sexual, onde animais tratados apresentaram
preferéncia sexual por machos. As analises hormonais revelaram que a substancia ndo alterou
0 padrdo endocrino.

Os resultados, em conjunto, demonstram que houve comprometimento da qualidade
seminal e de pardmetros reprodutivos, evidenciando que as AgNPs, mesmo em doses
extremamente baixas tem potencial para causar prejuizo a fertilidade masculina. Devido ao
fato de a exposi¢do humana e ambiental a este componente estar em crescimento exponencial,
possuindo aplicaces médicas, torna-se necessario a investigacdo dos mecanismos de
toxicidade reprodutiva e sistémica, para avaliar os riscos de exposicdes a curto e a longo

prazo, permitindo explorar os beneficios das AgNPs de forma segura.
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ANEXO B - Diluicdo Nanoparticulas de sais de prata (AgNPs)

Doses:
e 0,015 mg/Kg

e 0,030 mg/Kg

Concentracdo das AgNPs (Sigma Aldrich): 0,02 mg/Kg  Tamanho: 60 nm
e Utilizamos 0,25 mL/100 g de peso vivo na gavagem:
1) Dose de 0,015mg/1000 mg

Isto corresponde em 100g

0,015 mg ------- 10009

X oo 100g x=0,0015 mg

0,0015 mg/100g/0,25 mL

C=m/v C=0,0015/0,25

C=0,006 mg/mL (concentracdo para que dose de 0,015 mg/kg seja alcancada)

2) 0,030mg/ 1000g

0,030 mg -------- 10009
X mmmmmmmmm e 100g x=0,0030 mg
0,0030mg/ 1009/ 0,25mL

C=m/v C=0,0030/0,25
C=0,012 mg/mL (concentracdo para que a dose de 0,030 mg/Kg seja alcancada)

Exemplo de aplicacdo pratica:

Para administras as AgNPs para o total de 20 ratos, se o0s ratos pesarem em média 30 g:

20 x30: 600g 0,25 mL/100g
0,25 mL ------ 100g
e — 600g

X= 1,5 mL (volume total para cada dose a ser administrada)

1) Dose de 0,015 mg/Kg C=0,006mg/mL

Cl.V]_: Cz.Vz
0,02.V;=0,006.1,5 V1= 0,45 ml de AgNPs  Vagua=1,5-0,45=1,05 mL

2) Dose de 0,030 mg/kg C= 0,012 mg/Kg

0,02.V,=0,012.1,5
V1=0,9 mL de AgNPs  Véagua= 0,6 mL

A quantidade administrada na seringa ¢ conforme o peso tabelado de cada animal (0,25
mL/100g) de peso vivo. Ex: se o animal pesar 30 g recebera 0,075 mL de volume total.



