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Qualidade seminal e histomorfometria dos drgéos reprodutivos de ovinos tratados com
fluoreto de sédio

Seminal quality and reproductive histomorphometry of ram lambs treated with sodium fluoride

Andreane Filappi'™* Danivia Prestes' Ricardo Rocha' Deila Rosely Schosller" Carlos Bondan
José Francisco Bragang¢a'v Marcelo Cecim!

RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar as
caracteristicas espermaticas, os indicadores do metabolismo
oxidativo do sémen, o diametro dos tabulos seminiferos e a
altura do epitélio testicular, do epididimario e do canal deferente
de ovinos tratados com fluoreto de sédio. Foram utilizados 12
ovinos, com idade aproximada de cinco meses. Os animais
foram divididos em grupo controle, o qual recebeu diariamente
sal iodado (5g de NaCl animal® + 0,2mg | kg* matéria seca),
e tratado, que recebeu sal iodado adicionado de fluoreto de
sédio (4,7mg F kg de peso corporal). Aos 150 dias de
tratamento, foram realizadas coletas de sémen e, em seguida,
os animais foram eutanasiados. Na comparagao entre o grupo
controle e o tratado, ndo foram observadas diferengas no
percentual de motilidade, vivos : mortos e morfologia
espermatica, na concentragdo da glutationa reduzida seminal,
no teor de zinco seminal, no peso testicular, na morfometria e
na histologia do testiculo, na cauda do epididimo e no canal
deferente. A concentracdo de substancias reativas ao acido
tiobarbitirico (TBARs) e o teor de cobre no sémen foram
menores (P<0,05) no grupo tratado. Conclui-se que a
administracdo cronica de fllor para ovinos jovens ndo afeta a
capacidade reprodutiva de uma forma geral. Entretanto, os
dados sugerem que o fltor pode reduzir a lipoperoxidagédo e
os teores de cobre que sd@o essenciais para a capacitagdo
espermatica e a fertilizagao.

Palavras-chave: fltor, ovino, reproducéo, histologia, TBARs,
glutationa reduzida.

ABSTRACT

The objective of the present study was to evaluate
different reproductive parameters of ram lambs treated with

sodium fluoride. Spermogram, indicators of seminal oxidative
profile, seminiferous tubules diameter and cell height of the
testicular epithelium, epididimus and vas deferens were analyzed.
Twelve 5-month-old ram lambs were used. They were allocated
into one of two experimental groups: The control, which received
daily iodized salt (5g NaCl animal* + 0.2mg | kg* DM); and
the treated, which received (5g NaCl animal* + 0.2mg | kg*
DM + 4.7mg F kg® BW). After 150 days of treatment, animals
went through a complete andrological exam, and were
euthanized on the next day. No differences were observed in
sperm motility, dead: alive ratio and morphology between the
control and treated group. Also, seminal concentration of
reduced glutathione and zinc, as well as, testicular weight,
histology and morphometry of testicles, caudal portion of
epididimus and vas deferens did not differ between groups. The
seminal concentration of thiobarbituric acid reactive substances
(TBARSs) and seminal copper levels were lower (P<0.05) in the
treated group. We conclude that chronic fluoride administration
to lambs does not affect reproductive capacity as a whole.
However, the data suggest that fluoride can induce a reduction
in seminal lipoperoxidation and copper levels with are essential
for sperm capacitation and fertilization.

Key words: fluoride, sheep, reproduction, histology, TBARs,
reduced glutathione.

INTRODUCAO

A intoxicacdo cronica de fltor (F) em
ruminantes pode ser observada no caso de consumo
continuo de suplementos minerais contendo alto teor
de F, consumo de &gua rica em F e pastejo em forragens
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contaminadas com F, adjacentes as industrias
(UNDERWOOD & SUTTLE, 1999). Pesquisas tém sido
realizadas a fim de avaliar os diferentes efeitos
bioldgicos relacionados a exposigdo cronica ao F,
incluindo fluorose dental e fluorose esquelética
(CHINOY & SEQUEIRA, 1989). No entanto, os efeitos
do F sobre a reprodugdo, acarretando reducdo da
fertilidade, s&o conflitantes (L1 etal., 1987; GHOSH et
al., 2002).

A administragdo de F resulta em sua
absorgdo e em seu transporte, via corrente sangiinea,
para os tecidos e 6rgdos, podendo causar mudancas
estruturais e funcionais (CENESIZ et al., 2005). No
sistema reprodutivo dos machos, € possivel que a rota
do F proveniente do sangue seja o citoplasma das
células epiteliais e, posteriormente, o ejaculado
(ZAKRZEWSKA et al., 2002). A permeabilidade da
barreira testicular pode ser atravessada durante uma
longa exposicdo ao F, causando danos
espermatogénicos e resultando em interrupgdo da
espermatogénese (SUSHEELA & KUMAR, 1991).

Mudancgas na qualidade espermatica
induzidas pelo F sdo descritas in vivo e in vitro em
algumas espécies como rato, camundongo, coelho,
cobaia e homem (WAN et al., 2006). Entretanto, os
resultados experimentais sdo divergentes. Algumas
descricBes indicam que o F ndo afeta a qualidade
espermaética de ratos (SPRANDO etal., 1997; COLLINS
etal., 2001) e camundongos (DUNIPACE et al., 1989).
Em outros experimentos, sugere-se que o F pode reduzir
aqualidade espermatica e a fertilidade (GHOSH et al.,
2002; BATAINEH & NUSIER, 2006; WAN et al., 2006;
HUANG et al., 2007). Uma das hipoteses é que isso
ocorra devido a intensificacdo da geragdo de radicais
livres e da peroxidacgdo lipidica e a alteragdo do sistema
antioxidante, em decorréncia dos efeitos téxicos do F
(PATEL & CHINOY, 1998). Esta discrepancia entre
resultados ainda pode ser devido a diferengas entre as
espécies utilizadas como modelo experimental e no tipo,
na duragdo e na dosagem do tratamento (LI etal., 1987;
DUNIPACE etal., 1989).

Em ovinos, quase todos os experimentos
conduzidos para avaliar a a¢do do F sobre o sistema
reprodutivo foram realizados in vitro (ZAKRZEWSKA
et al., 2002). Nesse contexto, o presente estudo teve
por objetivo avaliar as caracteristicas espermaticas, 0s
indicadores do metabolismo oxidativo do sémen, o
diametro dos tGbulos seminiferos e a altura do epitélio
testicular, do epididimario e do canal deferente de
ovinos tratados com fluoreto de sddio.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 12 ovinos, machos,
mesticos das ragas Texel x lle de France, com idade
aproximada de cinco meses e peso vivo de 22 a 25kg.
Os animais foram mantidos em baias com piso ripado e
receberam como dieta base o equivalente a 3% do peso
vivo de feno de alfafa e 4gua ad libitum. Ap6s o periodo
de adaptagdo de 15 dias, os animais foram divididos
em grupos: controle (n=6) e tratado (n=6). O primeiro
grupo recebeu sal iodado (5g de NaCl animal™ + 0,2mg
I kg matéria seca) e o segundo recebeu sal iodado
adicionado de fluoreto de sodio (4,7mg F kg™ de peso
corporal). Os sais foram diluidos em agua destilada e
administrados por meio de sonda oro-esofagica,
diariamente, por um periodo de 150 dias. A dose foi
ajustada a cada 14 dias, de acordo com o peso dos
ovinos. Quinzenalmente, os ovinos foram avaliados
clinicamente quanto ao aspecto dentario para verificar
possiveis alteracdes caracteristicas de fluorose.

No final do periodo experimental, aos 150
dias de tratamento, foram realizadas duas coletas de
sémen, mediante eletroejaculagéo, com intervalo de oito
horas. A primeira amostra de sémen foi submetida a
centrifugacdo para obtencdo do plasma seminal para
posterior andlise de cobre (Cu) e zinco (Zn). Essas
determinagdes foram realizadas por Espectrometria de
Massa com Plasma Indutivamente Acoplado (ELAN®
DRC II- PerkinElmer SCIEX, Concord, Canad), de
acordo com a técnica recomendada por EATON et al.
(1995).

A segunda amostra de sémen foi fracionada.
Uma aliquota foi utilizada para avaliagdo das
caracteristicas seminais: motilidade progressiva,
viabilidade (vivos : mortos) e morfologia espermatica,
conforme metodologias citadas por SILVAet al. (1993).
A outra aliquota de sémen foi acondicionada em
nitrogénio liquido (-196°C), imediatamente apos a
coleta, sem adicdo de diluidores ou crioprotetores, para
posterior analise da lipoperoxidacéo e da concentracdo
da glutationa reduzida (GS). A peroxidacéo lipidica foi
determinada de acordo com 0 método de formacéo de
espécies reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS),
quantificada a partir da metodologia descrita por
OHKAWA et al. (1979). A determinacdo da
concentracdo da GS, por meio dos grupamentos tiois
ndo-protéicos (NPTH), baseou-se na redugdo do
ditionitrobenzeno, conforme descrito por ELLMAN
(1959). As analises bioquimicas foram realizadas por
meio de espectrofotometria.

Ao final do experimento, os animais foram
eutanasiados e partes do sistema reprodutivo foram
removidas para posterior analise. Os testiculos dos
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animais foram pesados e posteriormente o testiculo, a
cauda do epididimo e o canal deferente direito de cada
animal foram fixados em Solugdo de Bouin’s para
posterior exame histoldgico. As laminas foram coradas
com hematoxilina-eosina. A histomorfometria dos
orgdos foi efetuada mediante analise do diametro dos
tlbulos seminiferos e da altura do epitélio seminifero,
do epididimario e do canal deferente (MOURA et al.,
2006). Este procedimento foi realizado com ocular
micrométrica (Leica, Heildeberg, Alemanha) por meio
de microscépio de luz. Consideraram-se para a medigao
10 estruturas histoldgicas (com repeticéo), sendo que
a leitura foi efetuada em cinco campos (aumento de
100x), totalizando 100 estruturas analisadas. N&o foi
considerado na andlise o indice de retrac&o linear.

Os dados foram expressos em média *
desvio padrdo. As diferencas entre os grupos controle
e tratado foram analisadas pelo teste t de Student.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A dose de F utilizada neste experimento
(4,7mg F kg* de peso corporal) foi baseada em estudo
prévio realizado por KESSABI et al. (1986) em ovinos,
no qual foi capaz de produzir um quadro de fluorose
(dental e esquelética) nos animais. No presente
experimento, os ovinos tratados com F ndo
apresentaram alteragdes passiveis de fluorose. Todos
0s animais apresentaram apetite normal, crescimento
regular e bom estado corporal, atingindo condicdo de
abate ao final do experimento.

Na avaliacdo seminal ndo foi observada
diferenca (P>0,05) no percentual de espermatozdides
maveis, vivos e com defeitos entre os animais do grupo
controle e do tratado. A Unica anormalidade espermética
observada, em ambos os grupos, foi cauda enrolada
(Tabela 1). Esse defeito espermatico pode ter ocorrido
como um artefato de coleta, em consequiéncia de um
possivel choque térmico (SILVAet al., 1993). Estudos
em animais de laborat6rio demonstraram que 0 consumo
de NaF na &gua de beber (5, 10 e 150ppm) diminui a
qualidade espermatica (CHINOY etal., 1995; CHINOY
etal., 1997; PUSHPALATHAe et al., 2005; WAN et al.,
2006), bem como induz alteragdes histoldgicas no
epitélio seminifero (WAN et al., 2006). Em um
experimento in vitro com sémen ovino de animais de
producéo, foi observado decréscimo na motilidade
espermatica apos adigdo de diferentes concentragdes
de NaF (20, 100, 200umol L* e 0,1mol L?)
(ZAKRZEWSKA et al., 2002). Embora os efeitos
negativos do F sobre a qualidade espermatica sejam
relatados, os resultados experimentais diferem. ORTIZ-
PEREZ et al. (2003), em estudo realizado para avaliar a

Tabela 1 - Média + desvio padrdo da motilidade, de
espermatozdides Vivos, da morfologia
espermaética, da concentracéo de espécies reativas
ao acido tiobarbiturico (TBARs), da glutationa
reduzida (GS), do cobre e do zinco no sémen de
ovinos alimentados com sal iodado (controle)
acrescido de fluoreto de sodio (4,7mg F kg™ de
peso vivo, tratado) durante 150 dias.

Parametro Controle (n=6)  Tratado (n=6)
Motilidade (%) 56,0 +20,7 51,7+ 26,4
Espermatozoéides vivos (%) 65,4 £ 28,5 68,9+3,8
Defeito total (%) 116 +8,.2 13,2+10,3
TBARs (nmol MDA mI™%) 0,77+0,2 0,37 £0,1*
GS (nmol L NPTH) 85+24 77408
Cobre (umol L) 12,5294 3,0+ 1,5%*
Zinco (umol L) 21,4+122 14,6 +8,9

*P<0,01; ** P<0,05.

qualidade seminal de homens consumindo diariamente
alta (13,4a27,4mg F dia®) e baixa dose de F (2-13mg F
diat), ndo observaram diferenca na percentagem de
motilidade, viabilidade e morfologia espermatica entre
0s grupos, mantendo-se 0s parametros dentro da
normalidade.

As concentracdes de TBARs, GS, Cu e Zn
encontradas no sémen dos animais deste experimento
estdo expressas na tabela 1. A concentracdo de TBARS
foi menor (P<0,01) no sémen dos animais tratados com
NaF, indicando reducdo da peroxidacdo lipidica.
KRECHNIAK & INKIELEWICZ (2005), investigando
a inter-relag8o entre a concentragéo de F e de radicais
livres em diferentes sistemas, verificaram que, na maioria
dos casos, ha correlagdo positiva (r=0,84) entre a
concentracéo de F e de TBARs. As espécies reativas
ao oxigénio (EROs) podem causar efeitos benéficos ou
prejudiciais a fungdo espermatica, dependendo da
natureza e de sua concentracdo. Em condicgdes
fisiologicas, os espermatozoides produzem pequenas
quantidades de EROs necessarias a capacitacdo e a
reacdo acrossomica (AGARWAL & PRABAKARAN,
2005).

Em relagdo a concentracdo da GS no sémen,
ndo foi constatada diferenca significativa (P>0,05) entre
0s grupos. Provavelmente, essa similaridade de
resultados esteja relacionada a concentracéo de TBARS
verificada. Uma vez que ndo houve incremento na
peroxidacdo lipidica, também ndo houve necessidade
de uma resposta adaptativa por parte da GS. Segundo
CHLUBEK (2003), elevados teores de F podem inibir a
geracdo de EROs. Esse fato pode justificar a baixa
concentracéo de TBARs verificada, neste experimento,
nos animais do grupo tratado. De acordo com a
literatura, a dose de F que foi utilizada é considerada
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elevada para a espécie ovina (UNDERWOOD &
SUTTLE, 1999). BHANUPRAKASH (2004) néo
verificou alteracdo no sistema antioxidante e na
peroxidagdo lipidica no sangue de homens com fluorose
e animais intoxicados experimentalmente com F. Por
outro lado, KALYANALAKSHMI et al. (2007)
observaram incremento na lipoperoxidagao e na redugdo
do potencial do sistema antioxidante celular no sangue
de ratos com fluorose. Nessa espécie, resultado similar
foi verificado por SHIVARAJASHANKARA et al.
(2001) no tecido testicular. Esta diferenca entre
resultados pode advir de alguns fatores como espécie
animal utilizada, dose, forma e tempo de ingestdo do F
(RZEUSKI et al., 1998). De acordo com ZAYAS et al.
(2000), em relacdo ao sistema reprodutivo, a
determinacéo de indicadores do metabolismo oxidativo
proporciona informacéo suplementar sobre a qualidade
da espermatogénese, contribuindo para o diagnéstico
de fertilidade. Nesse experimento, a avaliacéo do perfil
oxidativo do plasma seminal talvez tenha sido o
pardmetro mais sensivel para detectar as alteracdes
reprodutivas iniciais decorrentes da administracdo do
F

A concentracdo de Cu no sémen foi menor
(P<0,05) no grupo tratado que no controle, enquanto
que a concentracao de Zn ndo diferiu (P>0,05) entre os
grupos. KHANDARE et al. (2005), analisando amostras
sangliineas de coelhos tratados com 150ppm de F na
agua de beber, observaram decréscimo do teor de Cu.
Ambos os elementos analisados (Cu e Zn) sdo
essenciais para a formagdo da enzima antioxidante
superoxido dismutase (SOD). A reducgdo de um destes
minerais pode reduzir a atividade da SOD
(UNDERWOOD & SUTTLE, 1999). No presente estudo,
a reducdo na concentragdo de Cu seminal constatada
nos animais tratados poderia induzir a uma menor
atividade desta enzima. Contudo, isso ndo pbde ser
avaliado devido a insuficiéncia de amostra.

Os resultados referentes a peso testicular e
histomorfometria do testiculo, cauda do epididimo e
canal deferente estéo expressos na tabela 2. Quanto ao

peso testicular, ndo houve diferenca entre 0s grupos.
Esse resultado corrobora o resultado obtido por
BATAINEH & NUSIER (2006), para 0s quais 0 peso
testicular dos ratos ndo foi afetado pelo tratamento
com 100 e 200ppm de NaF, durante 12 semanas.
Contudo, aumento no peso testicular foi observado
por GHOSH et al. (2002) em ratos tratados com NaF
(20mg kg de peso vivo por 29 dias). Esses autores
sugeriram que esse incremento deve-se ao acimulo de
fluido no testiculo, associado a dilatagdo dos tdbulos
seminiferos observada na avaliagdo histolégica. DAS
SARKAR etal. (2006), utilizando a mesma espécie, dose
e tempo de tratamento, observaram aumento de 34%
no peso testicular. Comparativamente a esses estudos
que utilizaram outra espécie animal (ratos), no presente
experimento, o peso testicular ndo foi alterado
possivelmente porque os animais eram jovens e
consumiram uma menor dose de F.

Quanto a histomorfometria dos testiculos,
ndo houve diferenca no diametro dos tabulos
seminiferos e na altura do epitélio basal entre os grupos.
Essa diferenca também n&o foi observada na altura do
epitélio da cauda do epididimo e do canal deferente.
WAN et al. (2006) observaram diminuic¢do no didmetro
dos tubulos seminiferos de ratos que receberam NaF
(150mg L) por 50, 100 e 120 dias. Além de uma dose
mais elevada de NaF administrada em um periodo maior,
0s ovinos do presente experimento estavam em periodo
pré-pubere e de puberdade inicial, sendo este um
periodo mais suscetivel aos efeitos do NaF,
diferentemente de outros estudos que utilizaram animais
adultos. Este fato corrobora a possibilidade de uma
maior resisténcia reprodutiva dos ovinos aos efeitos
do NaF.

Neste estudo, no que se refere a histologia
dos orgdos reprodutivos, ndo foram verificadas
alteracOes referentes & integridade das estruturas
analisadas em todos os animais. Observaram-se
espermatozéides no limen dos tlbulos seminiferos,
na cauda do epididimo e no canal deferente. CHINOY
& SEQUEIRA (1989) mencionaram que a administragdo

Tabela 2 - Média + desvio padrdo do peso testicular e do didmetro do tibulo seminifero e da altura do epitélio do testiculo, do epididimo e do
canal deferente de ovinos alimentados com sal iodado (controle) acrescido de fluoreto de sodio (4,7mg F kg™ de peso vivo,

tratado) durante 150 dias,.

Parametro

Controle (n=6)

Tratado (n=6)

Peso Testicular (g)

Diametro tabulo seminifero (um)
Altura epitélio seminifero (um)

Altura epitélio epididimario (um)
Altura epitélio do canal deferente (um)

364 + 49,6 376 +108,7
208,4 £ 25,5 1959+58
65,0+1,2 63,729
23+0,5 24+0,5
26,1+8,3 234+79

Ciéncia Rural, v.38, n.9, dez, 2008.
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cronica de F (10 e 20mg NaF kg* de peso vivo, durante
30 dias) pode causar danos na histoarquitetura dos
o6rgdos reprodutivos, como denudagéo e vacuolizagdo
das células. KOUR & SINGH (1980), analisando a
histologia testicular de ratos tratados com NaF na dgua
de beber (500 e 1000ppm), durante trés meses,
verificaram alteracdes degenerativas nos tubulos
seminiferos, como atrofia e necrose. Em coelhos também
se observou atrofia e necrose dos tlbulos seminiferos,
utilizando doses de 10, 20 e 50mg F kg™ de peso vivo,
durante 100 dias, além de deficiente diferenciacéo e
maturacéo dos espermatdcitos (SHASHI, 1990).

A absorcdo do F e os efeitos toxicos
exercidos sobre o sistema reprodutivo podem ser
minimizados pela utilizagéo de calcio (CHINOY etal.,
1995). Esse elemento se liga ao F e atua como antidoto,
formando complexos insolliveis (EKAMBARAM &
PAUL, 2002; ZHOU et al., 2007). No estudo realizado
por CHINOY et al. (1997) em ratos, foi efetuado
inicialmente o tratamento com NaF (10mg kg de peso
corporal), durante 30 dias e, subseqlientemente,
tratamento com fosfato de célcio (62,5mg animal diat),
durante o mesmo periodo. O resultado demonstrou que
o célcio exerce influéncia benéfica, restabelecendo a
atividade de algumas enzimas especificas da cauda do
epididimo (adenosina trifosfatase e succinato
dehidrogenase). No presente estudo, o célcio ndo foi
intencionalmente administrado aos animais. Porém, o
feno de alfafa oferecido aos animais (3% do peso vivo)
revelou teores de 18,9g kg! MS de calcio. Assim, a
guantidade de Ca diariamente consumida pelos animais
era superior ao requerimento diario (2,4g kg MS) para
a espécie ovina (UNDERWOOD & SUTTLE, 1999).
Talvez essa seja uma hipotese para que os efeitos
toxicos do F sobre o sistema reprodutivo ndo tenham
sido tdo evidentes e intensos nesse estudo.

CONCLUSAO

A administracdo cronica de fldor para ovinos
jovens ndo afeta a capacidade reprodutiva de uma forma
geral. Entretanto, os dados sugerem que o flor pode
reduzir a lipoperoxidagao e os teores de cobre que séo
essenciais para a capacitagdo espermatica e a
fertilizac&o.

COMITE DE ETICA E BIOSSEGURANCA

A metodologia utilizada foi aprovada pela Comisséo
de Etica e Biosseguranga da Universidade Federal de Santa Maria
sob o parecer n® 49/2007 e os estudos com os animais foram
realizados de acordo com normas éticas.
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