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RESUMO

JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS: A importincia da avaliagio do
testiculo e do epididimo de ratos tratados com nicotina se deve
ao fato desta estar relacionada com o alto {ndice de infertilidade
em pacientes fumantes. A isso se alia o fato de nos tltimos anos a
qualidade do esperma humano e da sua fertilidade potencial terem
diminuido significativamente. O objetivo deste estudo foi analisar
histopatologicamente os possiveis efeitos da nicotina na morfolo-
gia epididimdria e testicular de ratos, bem como correlacionar as
alteracdes do tecido epididimdrio e testicular observada com o pro-
cesso de infertilidade, sob a andlise critica da morfologia tecidual.
METODO: Ratos Wistar machos adultos divididos em grupo tra-
tados com solugio fisiolégica e grupo tratado com nicotina, ambos
por via subcutinea. A seguir, foram coletadas amostras do epidi-
dimo e do testiculo, as quais foram processadas histologicamente,
coradas em HE, para a andlise da influéncia da nicotina.
RESULTADOS: A andlise macrosc6pica do epididimo e testiculo
dos ratos tratados com nicotina nio apresentaram alteragoes. No
estudo microscépio o epididimo e o testiculo apresentaram con-
gestdo e hemorragia.
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CONCLUSAO: A administracio de nicotina, na dose e durante
o periodo utilizado neste experimento, foi capaz de promover im-
portantes alteracdes vasculares no epididimo e testiculo, podendo
comprometer a fertilidade em ratos machos.

Descritores: Epididimo, Nicotina, Ratos, Testiculo.

SUMMARY

BACKGROUND AND OBJECTIVES: The importance of evalu-
ation of testis and epididymis of rats treated with nicotine is based on
its relation to the high rate of infertility in smokers. This is concerned
to the fact that in recent years the quality of human sperm and fertil-
ity potential has markedly decreased. The objective of this study is
to evaluate histopathologically the possible effects of nicotine on epi-
didymal and testicular morphology in rats. To establish a correlation
from the observation of the epididymis and testicular tissue to the
infertility process, under critical view of tissular morphology.
METHOD: Adult male Wistar rats were divided into groups
treated with saline or nicotine subcutaneously. Next, samples were
collected from the epididymis and testis, which were processed his-
tologically and stained by HE, for the analysis of the influence of
nicotine.

RESULTS: There were no evidence of changes in testis and epidid-
ymis on macroscopic observation. The microscopy showed testis
and epididymis with congestion and hemorrhage.
CONCLUSION: Nicotine administration, in dose and period used
in this experiment can play significant role on vascular changes in the
epididymis and testis that might impair fertility in male rats.
Keywords: Epididymis, Nicotine, Rats, Testicle.

INTRODUGAO

A nicotina é uma das muitas substincias absorvidas por fumantes
ativos e passivos e que estd evidenciada como sendo o agente far-
macolégico de agio aguda mais importante, o qual ¢ tao viciante
quanto téxico & maioria dos 6rgios’.

O tabagismo pode produzir efeitos deletérios sobre o organismo,
causando diferentes maleficios 4 satide, sendo as alteragoes do apa-
relho respiratério as mais importantes, como por exemplo, a do-
enga pulmonar obstrutiva cronica (DPOC). E também a maior
causa de incidéncia do cAncer de pulmio, guardando relagao com
os indices crescentes e consumo de cigarros. Em outros 6rgaos, as
doengas associadas ao tabaco sdo variadas, tanto no tabagismo ativo
quanto no passivo, podendo ser citadas as neoplasias de vérios dr-
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gdos e tecidos, vasculopatias periféricas, insuficiéncia coronariana,
impoténcia sexual, além da maior incidéncia de infecgbes respira-
torias agudas em criangas™.

Dentre essas, pode-se comprovar neste estudo as alterages circula-
térias como a congestdo e hemorragia no epididimo, que pode ser
explicado pelo fato da nicotina diminuir o fluxo sanguineo por libe-
racio de catecolaminas e norepinefrina, produzindo vasoconstrigio.
No figado, a nicotina pode contribuir negativamente na redugio
de processos isquémicos, persistindo a disfuncio hepatocelular?,
bem como a cirrose hepdtica’.

No coragio e no bago, pode alterar o contetido noradrenalinico’,
além de provocar alteragoes histoquimicas, as quais também foram
observadas no figado, pulmées, estdmago, rins e testiculos®.

Por outro lado, a nicotina também pode provocar outros malefi-
cios, diminuindo a atividade de diversas fun¢oes como a respira-
¢o, a circulagio do sangue, o controle de temperatura, a digestdo e
as funcdes reprodutivas, tendo em vista o fato de a nicotina poder
proporcionar infertilidade nos usudrios de cigarros e afins.

No entanto, pode-se observar uma tendéncia a ignorar os efeitos
mutagénicos decorrentes da nicotina e seus possiveis efeitos sobre
a produgio de células germinativas e também na maturagio dos
6rgaos reprodutivos’.

A literatura disponivel apresenta muitas evidéncias clinicas e expe-
rimentais que demonstram aumento de risco de infertilidade com
associagdo ao hdbito de fumar por acreditar que a nicotina, um
componente importante da fumaca do cigarro, influencie a angio-
génese e a fertilidade.

Os aparelhos reprodutores masculinos murino e humano sao se-
melhantes morfofuncionalmente, sendo compostos por dois tes-
ticulos, ductos genitais, glindulas acessérias e pénis. A fungao dos
testiculos ¢ produzir testosterona e espermatozéides. A testostero-
na, sob o efeito do horménio foliculo-estimulante (FSH) e do hor-
monio luteinizante (LH), é importante para a espermatogénese,
para diferenciacio sexual durante o desenvolvimento embriondrio
e para o controle da secrecio destas mesmas gonadotrofinas®.

Nos tltimos anos, a qualidade do esperma humano e da sua fertili-
dade potencial vem sofrendo alteragées. A infertilidade continua a
ser um grande problema na sociedade. Isto pode sugerir que a qua-
lidade do sémen foi alterada, em parte em consequéncia de efeitos
toxicos ambientais’.

Nos testiculos, segundo o estudo de Aydos e col.’?, o aumento de
coldgeno foi provocado pela ruptura de células mioides. A estru-
tura celular das células de Sertoli também foi alterada. Portanto,
segundo os autores a toxicidade da nicotina nos testiculos parece
ser mediada pelas células mioides peritubulares e células de Sertoli.
Assim, a nicotina poderia produzir disttirbios funcionais nas célu-
las de Sertoli em condi¢oes que podem ser, por exemplo, varicocele
e criptorquidia, além de causar alteracées nas células mioides que
podem estar envolvidas em alteracdo da funcdo das células de Ser-
toli e, portanto, em lesées de ttibulos seminiferos.

Estudo realizado com 2.198 mulheres da Finlindia que suspen-
deram o uso do anticoncepcional observou que quanto mais elas
retardam a gestagdo, mais significativo era o efeito do tabagismo,
mesmo na forma moderada. O efeito do tabagismo na fertilidade
pareceu depender, na maioria dos casos, da dose envolvida. Eles
concluiram que o tabagismo materno afetou a fertilidade mais que
o tabagismo paterno, o que significa que o aparelho reprodutor fe-
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minino ¢ mais vulnerdvel ao tabagismo que o sistema masculino''.
Achados semelhantes foram registrados por Bolumar e col.'* em
estudo multicéntrico.

O tabagismo masculino estd associado 4 modesta redugio na qua-
lidade do sémen, incluindo concentragio de espermatozdides,
motilidade, morfologia e efeito potencial na fun¢io espermatica,
além das alteragées nos niveis hormonais. Apesar de estudos nio
terem mostrado uma reducio na fertilidade masculina associada ao
tabagismo paterno, recomenda-se aos individuos que apresentam
sémen de qualidade marginal e histéria de infertilidade, que dei-
xem de fumar, pois alguns estudos mostram melhora da qualidade
do sémen com a interrup¢io do tabagismo'?.

Diferentes pesquisadores tém demonstrado, tanto em estudos ex-
perimentais como clinicos, os efeitos prejudiciais da nicotina sobre
o sistema genital masculino'*". Evidéncias epidemioldgicas carac-
terizaram que fumantes cronicos apresentam taxa elevada no de-
senvolvimento de impoténcia sexual, devido a lesées no endotélio
vascular e no sistema nervoso periférico, além de decréscimo no
ntimero de espermatozdides'®'®.

Estudos experimentais com administragio de nicotina em cachor-
ros, coelhos, cobaias, ratos e camundongos mostraram atrofia testi-
cular com degradagao celular'”".

Estudo com ratos adultos frente 4 administracao de nicotina reve-
lou acentuada diminui¢do no peso dos epididimos, vasos deferen-
tes e atrofia celular em ambos os érgaos®. Apés a injecio de doses
gradativas de nicotina em camundongos observaram redugio nos
pesos dos testiculos e acimulo de gotas lipidicas nas células desse
orgao. Nas glindulas sexuais acessérias desses animais, os autores
verificaram acentuado decréscimo no peso fresco, sendo esse atri-
buido a escassez aguda de andrégenos®.

Entretanto, a exposi¢do a nicotina reduz nio apenas o peso do
testiculo, mas do ntimero de espermatdcitos e espermdtides. Isso
ocorre provavelmente devido 2 falta de gonadotrofinas hipofisérias,
o que ¢ fundamental para iniciar e concluir a espermatogénese e
esteroidogénese no testiculo. A nicotina ¢ um depressor do sistema
nervoso central, podendo inibir o estimulo neural essencial para a
liberagao das gonadotrofinas®'.

A hipétese do estudo em questdo é que a nicotina provoque necro-
se, e desencadeie no testiculo e no epididimo prejuizos no impor-
tante papel da espermatogénese e da maturagio espermdtica.

O objetivo deste estudo foi investigar por meio de técnicas histol6gi-
cas, os efeitos deletérios da nicotina nos testiculos e nos epididimos
de ratos expostos a nicotina por via subcutinea, aprofundando o
conhecimento de seus possiveis efeitos nocivos; assim, fundamentar
novas condutas que possam ser extrapoladas para a espécie huma-
na. Procurou-se correlacionar as alteragoes do tecido epididimdrio
e testicular observadas com o processo de infertilidade, sob a andlise
critica da morfologia celular. Desta forma, este estudo visa conhecer
melhor a a¢do da nicotina nos tecidos epididimdrio e testicular, para
que os seus efeitos deletérios, se existentes, possam ser diminuidos.

METODO

Estudo prospectivo, realizado no periodo de 2008 a 2010, estan-
do de acordo com os Principios éticos na Experimenta¢ao Animal
adotado pelo Colégio Brasileiro de experimentagio em Animal

(COBEA).

323



Lima VM, Barbieri RL, Aquila AD e col.

Foram utilizados 36 ratos Wistar (Norvegicus albinus), machos
adultos, da mesma linhagem, com peso médio de 300 g e seis me-
ses de idade.

Os ratos foram submetidos & marcacio por meio de caneta de colo-
racio vermelha; onde foi determinado rato 01 sem marca; rato 02
uma marca; rato 03 duas marcas estes eram da caixa 01; seguindo o
mesmo procedimento para os demais ratos e caixas (Figuras 1 a 3).

Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Ci-
éncias da Satide da UNINOVE (Figura 4), em foto periodo de 12h

Figura 1 — Rato sem marca.

Figura 2 — Rato com uma marca.
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Figura 3 — Rato com duas marcas.

Figura 4 — Ratos mantidos em caixas.
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e temperatura constante de 17° C, selecionados aleatoriamente por
sorteio em dois grupos, Grupos I e II com 18 animais cada.

No grupo I, os animais foram tratados com nicotina (Figura 5)
[Nicotina Sulfato L-1 Metil-2 (3-Piridil)-Pirrolidina Sulfato; grau
II; PM 422-6; SIGMA] pura, diluida em solugio fisioldgica na
concentragio de 2,5 mg/mL e na dose de 2,0 mL/kg/dia adminis-
trada por via subcutinea (SC) na regido abdominal uma vez ao dia
por 17 dias. Os animais do grupo II receberam solucio fisioldgica,
sendo considerado grupo controle.

Durante o experimento, os animais foram mantidos em caixas de po-
lietileno, recebendo ragio comercial Purina Labina’ e dgua ad libitum.

Processamento histolégico

Para a coleta das amostras, os animais foram submetidos a eutandsia
pela exposicio em cAmara de gés carb6nico (CO2) por um minuto,
suficiente para o sacrificio por parada respiratéria; a parada cardfaca
ocorria logo em seguida. Apés sucederam-se as etapas pertinentes a
obtengio das amostras, com abertura por incisdo da parede abdomi-
no-pélvica (Figura 6) excisio dos testiculos e epididimos dos animais

Figura 5 — Rato Wistar (Norvegicus albinus), recebendo nicotina por
via subcutinea.

Figura 6 — Incisio da parede abdominal do rato.
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e subsequente fixacio em solucdo de formol a 10% overnight ¢ em
seguida; imersos em solugio de etanol a 10%. A seguir, procedeu-se
as etapas relacionadas ao processamento com desidratacio e inclusio
em parafina, coloragio pela técnica hematoxilina-eosina (HE), para
evidenciar os componentes teciduais e exame em microscépio de luz
(Nikon Eclipse E 200). As lAminas foram analisadas e documenta-
das fotograficamente. Com estes procedimentos, por meio da andlise
da morfologia dos 6rgaos coletados, foi possivel evidenciar qualquer
tipo de influéncia que ocorreram nos testiculos e epididimos pelo
tratamento com a nicotina nos ratos submetidos ao experimento.
Estudo aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universida-
de Nove de Julho (UNINOVE), processo n° 000472/2007.

RESULTADOS

O epididimo e o testiculo ndo apresentaram alteragbes macroscépi-
cas significativas na coloragdo e no tamanho, nos animais tratados.

Andlise histopatolégica

Epididimo: todos os animais tratados com nicotina apresentaram
alteracio circulatéria de intensidade variada (Figuras 7 a 11).

O grupo de ratos submetidos ao tratamento de nicotina, o tecido
epididimdrio apresentou discreta congestdo, com excegio de dois
animais que também apresentaram focalmente discreta hemorragia.
Testiculo: os ratos submetidos ao tratamento de nicotina e solugio
fisioldgica apresentaram alteragdo circulatéria (Figuras 12 e 13),
tanto em periferia quanto no parénquima testicular. Pode-se ob-
servar também maturagio normal células de Leydig normais com
auséncia de hiperplasia ou hipertrofia, camada basal normal e es-
permatogénese preservada.

Figura 7 — Epididimo do Grupo tratado com nicotina.

Observar nas setas alteracio da trama vascular. Aumento de 40X. HE.

Figuras 8 e 9 - Epididimo do grupo tratado com nicotina.

Observar nas setas intensa alteragio da trama vascular. Aumento de 40X. HE.
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Figura 10 — Epididimo do grupo tratado com nicotina.
Observar nas setas pretas alteragio da trama vascular, setas brancas, con-

gestao. HE.

Figura 11 — Epididimo do grupo tratado com nicotina.

Observar na seta a hemorragia. Ambas aumento de 40X. HE.

Figuras 12 e 13 — Testiculo do grupo tratado com nicotina.

Observam-se nas setas dreas hemorrdgicas em regides parenquimatosas e periféri-

cas. Ambas aumento de 40X. HE.
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DISCUSSAO

O presente estudo encontrou subsidios pela importincia da inci-
déncia da alta prética de tabagismo entre a populagio. A impor-
tincia da avaliagdo do testiculo e do epididimo de ratos tratados
com nicotina se deve ao fato desta estar relacionada com o alto
indice de infertilidade em pacientes fumantes. A isso se alia o fato
de nos tltimos anos a qualidade do esperma humano e da sua fer-
tilidade potencial terem sofrido alteragoes. Assim, a infertilidade
se destaca como um grande problema para a sociedade, por existi-
rem importantes indicios sugestivos da alteragio da qualidade do
sémen, em parte em conseqiiéncia da ecotoxicidade ambiental.
Dessa forma, esta pesquisa poderd trazer importantes subsidios
que venham a contribuir para as diferentes pesquisas que tenham
por objetivo a descoberta de drogas que possam diminuir seus
efeitos deletérios fundamentando novas condutas que poderio
ser extrapoladas para a espécie humana.

Em relagio ao peso corporal, nossos dados foram diferentes dos
resultados obtidos no estudo de Favaro® no qual todos os grupos
em seu experimento obtiveram ganho de peso corporal ao final
do tratamento, o qual foi maior no grupo de nicotina. No pre-
sente estudo e no desenvolvido por Mahanem e col.?, os ratos
perderam peso no grupo tratado com nicotina, fato que pode
ser atribuido ao processo da manipulagio e das injecoes didrias.
Entretanto, nos animais tratados com nicotina, a perda de peso ¢
um fato que também ocorre em humanos®.

Assim, no presente estudo foi possivel evidenciar a agdo da nicoti-
na no processo de restaura¢io da estrutura tecidual normal com a
dose e o tempo de administragao aplicada, com a possibilidade de
padronizar esses dados para experimentos futuros, dentro dessa
mesma linha de pesquisa.

Outros estudos mostram o efeito da nicotina nos testiculos e epi-
didimos de ratos como Londonkar e col.?’ em estudo prospectivo
avaliou ratos machos (0,4 mg de nicotina/100 g de peso corpé-
reo, por via oral ou intraperitoneal por 30 dias, e observaram que
a nicotina causou uma redu¢io no peso do epididimo e canal
deferente, e consequentemente diminuindo a contagem de es-
permatozdides do epididimo. Guven e col.”> em estudo prospec-
tivo, avaliaram 20 ratos machos, sendo que 10 foram expostos a
fumaca contendo nicotina. A exposi¢io deu-se por 2h durante
60 dias e os demais ratos foram expostos ao ar ambiente e classi-
ficados como grupo controle. Degeneracio das células esperma-
togenéticas. A lamina basal do tibulo seminifero contorcido foi
engrossado e muito irregular. A inalacio da fumaca de cigarro
danificou o epitélio seminifero. Eles concluiram que os esperma-
técitos primdrios, bem como células de Sertoli parecem ser alvos
para o fumo. A inalacio de fumaga de cigarro pode causar lesées
especificas no desenvolvimento do espermatozéide, e pode ser
direta ou indiretamente tdxicas para a espermatogénese. Aydos
e col. " também em estudo prospectivo, com 40 ratos, sendo 20
submetidos a nicotina, com peso em media de 200 a 250 g, rece-
beram 0,4 mg de nicotina por 100 g de nicotina por peso durante
3 meses; observaram degeneragio entre as células de Sertoli e das
células germinativas, além disso, as espermdtides foram retidas ,
assim como goticulas lipidicas foram acumuladas no citoplasma.
Os acrossomas foram anormalmente configurados. Verificaram
alteragdes estruturais sobre as células germinais, peritubular e cé-
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lulas de Sertoli. Assim como Mahanem e col.”? em estudo pros-

pectivo com 24 ratos machos divididos em 4 grupos de 6 ratos,
com média de 250-350 g, receberam 0,5 mL (5 mg/kg por peso
corpéreo) durante 60 dias. Observaram diminui¢io na contagem
de espermatozéides do epididimo, no grau de motilidade e no
peso corporal. A degeneracio das células testiculares e perda ma-
cica de espermdtides e espermatdcitos destrutivos. Favaro® em es-
tudo prospectivo com 40 ratos machos, com 10 recebendo nico-
tina em tono de 0,125 mg de nicotina por 100 g de peso durante
90 dias, observaram ganho de peso corporal em todos no final
do tratamento, sendo maior ganho ponderal nos tratados com
nicotina. Em longo prazo o 4lcool e a nicotina, levou a atrofia
de 6rgaos sexuais como os testiculos e préstata, porém, no grupo
que recebeu apenas nicotina as alteragées foram menos drésticas.
O dlcool e a nicotina em associagao aumenta a possibilidade do
distarbio estrutural durante o periodo reprodutivo de ratos, cau-
sando diminui¢io da fertilidade masculina. Por outro lado, no
presente estudo os ratos submetidos ao tratamento com solugio
fisiolégica mantiveram-se normais em relagio & arquitetura com
pequenas dreas de congestdo. Entretanto, Lagunov col.?® expuse-
ram filhotes de ratos a 1 mg/kg de nicotina e observaram retengio
das espermdtides e hipospermia nos epididimos. Porém, a nicoti-
na nio apresentou efeito na morfologia dos testiculos bem como
do epididimo assim, como neste estudo.

Neste estudo os cortes histolégicos de fragmentos de tecido epi-
didimdrio e testicular de todos os ratos submetidos ao experimen-
to foram corados por HE apresentando a arquitetura preservada;
a qual é constituida por epitélio colunar ciliado, composta de
células basais arredondadas e células colunares. Observou-se a
superficie de das células colunares cobertas por longas e ramifi-
cadas microvilosidades de formas irregulares, os estereocilios. O
epididimo, assim como o testiculo é sustentado por tecido con-
juntivo e musculatura lisa. Os epididimos apresentaram alteragao
circulatdria, caracterizado pelo acimulo de hemdcias dentro dos
vasos, em processo denominado congestio, ocorrendo em tecido
periférico. Foi observada também alteracio de toda trama vas-
cular, o que ratifica ainda mais os efeitos da nicotina em relagio
ao fluxo sanguineo. Pode-se dizer que a congestio nesses casos
poderia estar relacionada ao processo de ablagio do 6rgao e nio a
efeitos deletérios da solucio fisioldgica.

Mahanem e col.?, em seu estudo observaram diminui¢do: no nud-
mero de espermatozdides do epididimo e no grau de motilidade.
No presente estudo, a contagem do niimero de espermatozoides
nao foi feita, por nao fazer parte dos objetivos, além de ndo ser
possivel confirmar esse ocorrido por ter realizado fixagio com for-
mol, o que dificulta a coloragio com outras técnicas, prejudican-
do a sua andlise morfoldgica.

Londonkar e col.?, em seu estudo pesquisando os efeitos da nico-
tina no epididimo, observaram redu¢io no peso do epididimo e
no canal deferente. Além disso, ratificou que a nicotina diminuiu
a contagem de espermatozdides no epididimo.

Opyeyipo e col.”, por sua vez verificaram os efeitos da nicotina
com dose de 0,5 mg/kg (dose baixa) e 1,0 mg/kg (dose alta) ad-
ministradas via oral em 40 ratos machos adultos durante 30 dias
de tratamento, o grupo controle receberam 0,2 mL de solugio
fisiolégica/kg. Houve diminuigio significativa (p < 0,05) em re-
la¢do ao peso do testiculo e epididimo de ratos para os dois trata-
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mentos enquanto que a diminuicio no peso da vesicula seminal
para ambos os grupos de tratamento néo foi significativa. A segio
histolégica revelou degeneragao testicular e desorganizagio na
citoarquitetura, como as mudancas observadas foram pronuncia-
das no grupo da dose elevada do que o grupo da dose mais baixa.
Nenhuma lesao foi observada no epididimo dos ratos.

No presente estudo os testiculos dos ratos submetidos pelo tratamen-
to de nicotina apresentaram alteragio circulatéria, congestao tanto
em periferia quanto no parénquima testicular, o que reforca a hipé-
tese da congestdo estd relacionado com efeitos deletérios da nicotina.
A nicotina em longo prazo pode levar a atrofia de érgaos sexuais
e préstata, porém para Fdvaro®, essas alteragdes nao ficaram tio
evidentes™.

Por outro lado, ao comparar as alteracoes causadas pela nicotina
nos testiculos, ele constatou degeneragio das células testiculares
e perda macica de espermatozéides e destruicao dos espermatdci-
tos, levando com isso alteragio acentuada nos espermatozéides®.
Os espermatécitos primdrios, bem como as células de Sertoli pa-
recem ser alvos para o fumo®. No estudo de Aydos e col.”® os
mesmos constataram que a nicotina conduz a degeneragio das
células de Sertoli.

A inalagdo de cigarro pode causar lesdes especificas no desenvol-
vimento do espermatozéide, e pode ser direta ou indiretamente
téxicas para a espermatogénese. Nesse estudo, foi observada dege-
neracio das células espermatogenéticas, e lamina basal do tibulo
seminifero contorcido engrossado e muito irregular®.

Pode-se dizer que tais achados obtidos nao apenas nesses estudos,
mas ainda aliados aos resultados por nés obtidos, podem con-
firmar os efeitos deletérios que a nicotina provoca em relagio 2
capacidade fértil masculina, podendo implicar em gasto na Satde
Pablica para a pesquisa e o tratamento de fertilidade do casal.

CONCLUSAO

A nicotina, na dose e durante o periodo utilizado neste experi-
mento, foi capaz de promover importantes alteracées vasculares
no epididimo e testiculo, podendo comprometer a fertilidade em
ratos machos.
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