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Resumo:

Investigamos os efeitos do EWH no dano induzido por chumbo na motilidade espermatica,
espermatogénese e estresse oxidativo. Ratos Wistar machos foram divididos em quatro grupos, tratados
por 30 dias com: &) Né&o tratado (injegdes intramusculares - im de solucdo salina); (b) Acetato de chumbo
(1) (Pb (CH3COO) 2), primeira dose de 10 g / 100g pc, doses subsequentes de 0,125 g / 100g pc (im),
¢) Hidrolisado (EWH, gavagem, 1g / kg / dia); d) Chumbo mais hidrolisado. Analisamos a motilidade
espermaética, producéo didria de espermatozéides por testiculo, nimero de espermatozéides e tempo de
transito no epididimo, integridade da membrana espermatica e bioguimica (niveis de espécies reativas de
oxigénio, peroxidaco lipidica e capacidade antioxidante total) nos testiculos e epididimos. A motilidade
dos dados e a integridade da membrana espermatica s0 expressas como mediana [minimo maximo]
analisadas pelo teste de Kruskal - Wallis, os dados sdo expressos como média + SEM, analisados pela
ANOVA, vaoresdep
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HIDROLISADO DA CLARA DE OVO PREVINE DANOS REPRODUTIVOS SOBRE
EXPOSICAO AO CHUMBO EM BAIXAS DOSES

1 INTRODUCAO

O chumbo (Pb) € um metal pesado t6xico amplamente utilizado no setor industrial na
fabricagcdo municdes, baterias, soldas, e também encontrado na dgua potdvel. A exposi¢cao
ocupacional e este metal é a forma mais frequente a que o ser humano estd exposta, e de
maneira aguda ou cronica afeta de forma diferente os sistemas do organismo. Ha relatos de
danos promovidos por este metal em baixas doses sobre o sistema nervoso, sistema renal,
sistema cardiovascular e sistema reprodutor (PATRICK, 2016; FIORESI et al,. 2014).

No sistema reprodutor € bem conhecido que a exposi¢do ao Pb induz a toxicidade
reprodutiva masculina com astenospermia e oligospermia correlacionada a concentragao de
Pb no sangue. Este tipo de exposicdo também evidenciou em animais reducdo significativa
nos pesos de testiculos e do epididimo acompanhado de maior estresse oxidativo em testiculo
(SAINATH et al, 2011).

Uma vez que o Pb é um metal que acarreta importantes alteracdes em varios sistemas,
tanto em modelos de animais como em humanos, a busca pela redu¢cdo da incidéncia da
contaminacdo e tratamentos para reversao de seus efeitos sdo essenciais. Em modelos animais
expostos ao Pb o uso de alimentos funcionais ou complementos dietéticos como a espirulina
demontraram efeitos hepatoprotetores e antioxidantes (GARGOURI et al, 2016).
Recentemente tem se dado uma atencdo maior para substancias naturais, sabe-se que certos
peptideos derivados do ovo e andlogos sintéticos desempenham atividades bioldgicas e com
capacidades antioxidantes, a este respeito o hidrolisado da clara de ovo (EWH) obtido a partir
da hidrélise enzimatica da clara do ovo com pepsina resultou em um componente com potente
atividade antioxidante. Esses peptideos bioativos foram identificados previamente e h4 relatos
in vivo sobre sua capacidade de reduzir a hipertensao, hiperlipidemia e estresse oxidativo em
ratos espontaneamente hipertensos (MIGUEL et al. 2006; MORENO et al. 2015; GARCES-
RIMON et al. 2016). Nesse contexto investigamos os efeitos do EWH sobre o dano induzido
por exposicao cronica ao Pb nos parametros espermaticos e estresse oxidativo de ratos.

2 METODOLOGIA

Foram utilizados ratos Wistar machos mantidos em ambiente com temperatura e
umidade constantes e ciclo claro-escuro de 12 horas, com livre acesso a ragdo e a dgua em
gabinete proprio. O uso e cuidado desses animais experimentais foram realizados de acordo
com os principios €ticos da pesquisa com animais, estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA-1991). O protocolo experimental foi avaliado e aprovado
pelo Comité de FEtica em Experimentacio e Uso de Animais da Unipampa
(CEUA/UNIPAMPA: 035/2016). Os animais foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos e tratados por 30 dias com: a) Controle (Untreated): injecdes intramusculares — im de
solucdo salina; b)Pb: Acetato de chumbo -primeira dose de 10 pg / 100g pc e doses
subsequentes de 0,125 pg / 100g pcim; ¢) EWH: solucdo salina im e EWH nas doses de 1 g/
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kg / dia por gavagem); d) Pb-EWH: ambos tratamentos. Ao final dos 30 dias, os ratos foram
anestesiados e eutanasiados.

Para a andlise da motilidade espermatica, os espermatozdides foram retirados por
lavagem interna do ducto deferente direito e colocados sobre uma placa aquecida a 34° C,
uma aliquota de 10 pL transferida para uma lamina e analisada em microscopia de luz
(400X). Foram analisados 100 espermatozoéides e classificados quanto a sua motilidade em:
moveis com movimento progressivo, moveis sem movimento progressivo e imoveis segundo
protocolo de Perobelli et al. (2010). A integridade de membrana foi realizada pela remocao
dos espermatozdides do canal deferente direito com injecdo de 1 mL de fluido tubular
humano pré-aquecido a 37° C, e determinada pelo teste hipo-osmético (HOS). Este ensaio foi
realizado por mistura de espermatozdides com solugdo hipo-osmdética (1:5) e incubado a
mistura a 37 °C durante 45 min e 100 células por animal foram analisadas em microscépio
optico, onde foi considerado dano na membrana aqueles espermatozdides com cauda reta,
segundo protocolo de Lomeo & Giambersio, (1991).

Os estresse oxidativo foi avaliado em plasma, cérebro, préstata ventral, ducto
deferente, testiculo e epididimo com a andlise dos niveis de peroxidagdo lipidica por meio das
substancias reativas ao 4cido tiobarbitdrico (TBARS) segundo Ohkawa et al. (1979), os niveis
de espécies reativas de oxigénio (ROS) foi determinado conforme descrito por Loetchutinat et
al. (2005) e a capacidade antioxidante total foi medida pelo ensaio
FerricReducing/Antioxidant Power (FRAP) Assay segundo Benzie et al. (1996).

A motilidade e integridade da membrana espermética estdo expressas como mediana
[minimo — méximo] e analisadas pelo teste de Kruskal — Wallis, a contagem espermatica,
ROS, TBARS e FRAP estio expressos como média + erro padrdo da média (SEM) e
analisados por ANOVA, valores de p<0,05 foram considerados significativos.

3 RESULTADOS e DISCUSSAO

O hidrolisado da clara de ovo preveniu a redugdo dos espermatozéides mdoveis com
movimento progressivo promovida pela exposicdo ao Pb (Untreated: 53 (48-61), Pb: 24 (18-
67)*, EWH: 59 (48-74), Pb+EWH: 48 (26—70)# - *ysUntreated e #vst), assim como preveniu
o aumento dos espermatozdides méveis sem movimento progressivo (Untreated: 20 (13-25),
Pb: 38.5 (26-51)", EWH: 17.5 (13-37), Pb+EWH: 22 (16-49)#) e imodveis (Untreated: 26 (22-
32), Pb: 34.5 (6—53)*, EWH: 21 (13-27), Pb+EWH: 25 (14—50)#) induzidos pela exposi¢do a
metal (Figura 1).
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Figura 1 — Efeito da exposicdo ao Pb e co-tratamento com EWH na motilidade
espermatica.
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A exposicdo ao Pb por 30 dias também foi capaz de diminuir o numero de
espermatozoides testicular e epididimal (corpo e cauda) e o EWH preveniu este dano (Tabela
1). Estes achados corroboram com Rizzetti et al. (2016) que observou efeito similar em
exposicdo por 60 dias ao cloreto de mercurio (HgCl,) em ratos e da mesma maneira o EWH
também preveniu os efeitos danosos do metal, mostrando assim seus beneficios preventivos
sob acdo de diferentes metais toxicos.

Tabela 1 -Efeito da exposicdo ao Pb e co-tratamento com EWH na contagem
espermatica no testiculo e epididimo de ratos.

Parameters Control Pb EWH Pb-EWH
Sperm count
Testis
Sperm number (x10°) 139.2+4 92 113.5+2.21° 141.948.20 127.544 .83
Sperm number (x105/g) 89.18+4.39 69.35+2.40° 87.77+6.03 84.8%+3.68"
DSP (x105/testis/day) 22.82+0.80 18.61+0.36" 23.27%1.34 20.91+0.79
DSP (x10%/testis/day/g) 14.62+0.72 11.3740.39° 14.39+0.98 13.94£0.60"
Epididymis Caput/ Corpus
Sperm number (x10°) 140.5+9.00 82.18+3.63° 173.4+22.07 157.7+£18.207
Sperm number (x10° /g) 353.0047.82 260.816.54 400.44£19.43 379.949.40
Sperm transit time (days) 5.77+0.34 6.44+0.23 6.30+0.66 5.98+0.37
Epididymis/cauda
Sperm number (x10°) 250.01£5.69 143.448.17° 245.6115.48 231.3%12.35F
Sperm number (x10° /g) 829.9+32.41 499.1+21.20° 802.5+19.65 729.7455.56"
Sperm transit time (days) 7.00£0.43 7.02+0.22 6.6610.29 6.8410.35

DSP: producgdo didria de espermatozéides; DSPr: producdo didria de espermatozoides em relacdo ao peso do
testiculo. Os dados sdo expressos como média + SEM. Unidades: g: grama * p <0,05 vs controle; # p <0,05 vsPb

(teste de Kruskal-Wallis).
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A exposi¢do ao Pb também resultou em uma redugdo significativa na produgdo didria
de espermatozoides no testiculo que foi evitada pela administracio do EWH que restabeleceu
esta producdo (Untreated: 22.82 + 0.80, Pb: 18.61 + 0.36*, EWH: 23,27 + 1.34, Pb-EWH:
20.91 + 0.79"). Quanto aos parametros de estresse oxidativo analisados o co-tratamento com
EWH preveniu o aumento do estresse oxidativo apos a exposi¢do ao Pb (Figuras 2, 3 e 4).

Figura 2 - Medida de espécies reativas (ROS) por absorbancia em testiculo e epididimo entre os grupos de
ratos. Dados expressos em média+EPM e comparacgao feita pela ANOVA, * p< 0,05 Vs Ct; # p< 0,05 Vs Pb.
UF: unidade de fluorescéncia.
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Figura 3 - Medida da peroxidacdo lipidica em valores de malondialdeido (MDA) em testiculo e epididimo
entre os grupos de ratos. Dados expressos em média+EPM e comparacio feita pela ANOVA, * p< 0,05 Vs Ct; #
p< 0,05 Vs Pb.
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Figura 4 - Medida capacidade antioxidante total entre os grupos em valores de FRAP (Ferric
Reducing/Antioxidant Power) em testiculo dos ratos. Dados expressos em média+EPM e comparagdo feita pela
ANOVA, *p< 0,05 vs CT; # p < 0,05 vs Pb.
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Nosso estudo demonstrou que a exposi¢do ao chumbo causou toxicidade reprodutiva
masculina em ratos, o que ja € relatado também por Batra ef al. (2001), que examinaram o
acumulo sequencial de Pb em testiculos de ratos apds administracao oral de 10, 50 e 200 mg /
kg de Pb por 3 meses e encontraram aumento dependente da dose nos testiculos, estes
resultados corroboram os encontrados neste estudo indicando que o Pb € capaz de atravessar a
barreira hematointestinal e causar danos as células germinativas.

4 CONSIDERACOES FINAIS

O EWH pode representar uma poderosa alternativa natural para proteger o sistema
reprodutor masculino contra a toxicidade induzida por Pb.
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