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Resumo

A libertagdo de contaminantes ambientais, em resultado de diversas actividades
humanas, pode ser uma das causas da reducéo de fertilidade masculina registada nas
Ultimas décadas. De facto muitos destes poluentes funcionam com disruptores
enddcrinos, mimetizando ou antagonizando a ac¢ao de hormonas endogenas, tendo um
efeito adverso na salde humana e na vida selvagem, em especial na fertilidade. Por
outro lado, verificou-se que alguns poluentes ambientais, como o pesticida DDT e as
dioxinas, podem induzir toxicidade por ac¢do directa nas células testiculares, estando a
mitocéndria possivelmente envolvida. Apesar destas evidéncias ndo existe um estudo
focado na caracterizacdo bioenergética das mitocondrias testiculares de animais
expostos a estes compostos. Assim, neste trabalho foram investigadas possiveis
alteracbes nos parametros bioenergéticos de mitocondrias de testiculo apds a
exposi¢ao in vivo e in vitro a DDE (metabolito do DDT) e TCDD (membro mais potente
do grupo das dioxinas), tentando desvendar se a mitocondria esta envolvida na
toxicidade induzida por estes compostos. No estudo in vivo ratos machos adultos foram
sujeitos a uma injeccao intraperitonial de DDE ou TCDD, enquanto que no estudo in
vitro estes compostos foram aplicados directamente nas mitocondrias testiculares. Por
outro lado, realizou-se também o estudo comparativo do efeito in vitro das mesmas
doses de DDE e TCDD em mitocondrias de figado, correntemente utilizadas como
modelo toxicolégico para outros érgdos, para averiguar se podem ser usadas para
avaliar o efeito de xenobioticos no sistema reprodutor.

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os poluentes ambientais DDE e
TCDD afectam directamente diversos parametros bioenergéticos das mitocéndrias,
revelando um impacto negativo ao nivel do sistema fosforilativo. Embora o estudo in
vivo ndo tenha revelado diferencas significativas na bioenergética testicular, o estudo in
vitro permitiu confirmar as tendéncias observadas e validar este sistema de estudo. Ja o
estudo comparativo do efeito do DDE e TCDD sobre mitocéndrias de testiculo e figado
permitiu concluir que estes dois 6rgdos apresentam uma sensibilidade e um padrao de
resposta diferentes, indicando que as mitocondrias testiculares devem ser usadas como
modelo toxicol6gico primério para uma correcta avaliagdo dos efeitos de toxicos

ambientais na espermatogénese e fertilidade masculina.



Abstract

The release of environmental contaminants as a result of various human activities
can be a cause of reduced male fertility observed in the past decades. In fact, many of
these pollutants can act as endocrine disruptors, mimicking or antagonizing the action of
endogenous hormones, and having an adverse effect on human health and wildlife,
especially in terms of fertility. Moreover, some of these environmental pollutants, such as
the pesticide DDT and dioxins, can induce toxicity though a direct action on testicular
cells, with the possible involvement of mitochondria. Despite these evidences, there is
no study focused on the characterization of mitochondrial bioenergetics in the testis of
males exposed to these compounds. Thus, this study investigated possible changes in
bioenergetic parameters of testis mitochondria after exposure in vivo and in vitro to DDE
(a metabolite of DDT) and TCDD (the most potent dioxin), to determine if mitochondria
are involved in the toxicity induced by these compounds. In the in vivo study adult male
rats were subjected to intraperitoneal injections of TCDD and DDE, while in parallel in
vitro studies these compounds were applied directly on isolated testis mitochondria. On
the other hand, we have also carried out a comparative study regarding the in vitro effect
of the same doses of DDE and TCDD on liver mitochondria, commonly used as a
toxicological model for other organs, to see if these organelles can be used to evaluate
the effect of xenobiotics in the male reproductive system.

The results indicated that the environmental pollutants, DDE and TCDD, directly
affect directly several parameters of testicular mitochondrial bioenergetics, revealing a
negative impact in phosphorylation system. Although no significant differences were
observed in vivo, the in vitro study confirmed the trends observed and validated this
approach. The comparative study of DDE and TCDD effects on testis and liver
mitochondria also showed that these two organs have different sensitivities and patterns
of response, indicating that testis mitochondria should be used as primary toxicological
model for a proper evaluation of the effects of environmental toxicants on

spermatogenesis and male fertility.
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Capitulo 1

Introducéo




_ A Mitocondria Testicular como Novo Modelo Toxicolégico para Avaliar Correctamente o Efeito de
Poluentes Ambientais na Reprodug&o Masculina: Estudo comparativo do Impacto do DDE
e TCDD na Bioenergética Mitocondrial de Testiculo e Figado

1. Introducéo

1.1. O Sistema Reprodutor Masculino

A manutencdo de uma espécie animal passa pelo seu sucesso reprodutor, sendo
0 inicio de uma nova geracdo marcado pela juncdo dos gametas feminino e masculino
(McLaren, 2003). A producédo de espermatozoéides (gametas masculinos) d4-se ao nivel
do testiculo através de um processo designado espermatogénese. Os mamiferos
possuem um par de testiculos, sendo cada um revestido por uma capsula de tecido
conjuntivo denso, a tdnica albuginea. Septos dividem o parénquima testicular em
I6bulos, sendo cada lébulo constituido por varios tlbulos seminiferos enrolados e
unidos por tecido conectivo (Holstein et al., 2003). Os tubulos seminiferos comunicam
com a rete testis que transporta os espermatozoides até aos ductos eferentes. Estes
fazem a ligagdo entre o testiculo e o epididimo, uma estrutura tubular essencial para a
maturacdo dos gametas. Do epididimo os espermatozoéides séo libertados para o vas
deferens e libertados para o exterior durante a ejaculacdo através da uretra do pénis. O
sémen ejaculado é constituido ndo s6 pelos gametas masculinos mas também por um
conjunto de secrecdes que tém origem em glandulas anexas como a prostata e as

vesiculas seminais (de Kretser & Kerr, 1994; Holstein et al., 2003) (Fig. 1).
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Figura 1 — Sistema reprodutor masculmo do rato e estrutura do testlculo
Adaptado de Schauf et al., 1990 e http://www.biologycorner.com/bio3/anatomy/
rat_urogenital.html

1.1.1. O Testiculo
O testiculo é constituido pelos tlibulos seminiferos e pelas regides intertubulares.
Os tubulos seminiferos de um testiculo de mamifero adulto sdo compostos por epitélio

seminifero e tecido peritubular (lamina propria). O epitélio seminifero é constituido por
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células germinais em diferentes estagios de desenvolvimento, localizadas em
invaginacfes das células de Sertoli (Holstein et al., 2003). Este tipo celular permite a
criacdo da barreira hemato-testicular, formada por tight junctions entre células de Sertoli
adjacentes, separando o epitélio seminifero em compartimento basal e compartimento
adluminal, e constituindo uma delicada fronteira entre células dipléides e hapléides
(Peterson & Soder, 2006). A barreira hemato-testicular permite que o sistema imunitario
ndo reconheca os antigénios presentes na superficie das células germinais haploides,
fazendo do testiculo um érgéo imunologicamente privilegiado (Mruk & Cheng, 2004).
Além da formacd@o da barreira testicular, as células de Sertoli tém fun¢bes muito
importantes na espermatogénese tais como conferir suporte fisico e nutritivo as células
germinais, traducdo dos sinais hormonais, fagocitose de restos celulares e células
germinais apoptoéticas e criacdo de um nicho privilegiado para a auto-renovacdo das
células espermatogoniais (Holstein et al., 2003). O tecido peritubular é constituido por
camadas de células peritubulares e por depésitos de substancias como
glicosaminoglicanos e acido hialurénico, que possibilitam as contrac¢bes peristalticas
dos tubulos seminiferos essenciais para o transporte dos espermatozéides (Holstein et
al., 2003; Mruk & Cheng, 2004)

Nas regibes intertubulares existem grupos de células de Leydig, vasos
sanguineos, fibras nervosas, macrofagos, fibroblastos, células de tecido conectivo e
vasos linfaticos. Também se podem encontrar linfocitos livres no espaco intertubular por
exemplo em caso de degeneracao do tubulo seminifero, infeccfes e reac¢des alérgicas
(Holstein et al., 2003) (Fig. 2).

Espermatideos
alongados

Espermatideo
redondo

Espermatocito

Célula de Sertoli secunddrio

Espermataocito
primario
Espermatogénia
Célula peritubular
Célula de Leydig

Célula inflamatoria .
Vaso sanguineo

Figura 2 — Os diferentes tipos celulares presentes no tdbulo seminifero. Adaptado
de Ramén Pifion, 2002, Junqueira & Carneiro, 2003
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1.1.2. Espermatogénese

A espermatogénese € 0 processo através do qual uma populacdo complexa e
interdependente de células germinais origina gametas masculinos (Holstein et al., 2003)
(Fig. 3). Este processo envolve a diferenciacdo de uma espermatogonia dipléide num
espermatozéide hapldide e tem lugar nos tabulos seminiferos do testiculo. Na espécie
humana a espermatogénese inicia-se na puberdade, apés um longo periodo
preparatorio de “pré-espermatogénese”. No entanto noutras espécies (como no rato)
ndo existe qualquer periodo preparatério, sendo o processo iniciado pouco depois do
nascimento, podendo observar-se espermatozdides nos tubulos seminiferos logo aos
50 dias de idade (de Kretser & Kerr, 1994; Holstein et al., 2003). Na espermatogénese
de mamiferos € possivel distinguir trés fases: espermatogoniogénese, meiose e

espermiogénese (Holstein et al., 2003).
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Figura 3 — Esquema da espermatogénese. Adaptado de de Rooij & Russell,
2000; Franca et al., 1998; Mays-Hoopes et al., 1995.

Na fase de espermatogoniogénese ocorre divisdo mitética das espermatogonias,
gue se auto-renovam mantendo o reservatério estaminal ou se diferenciam para originar
espermatozoides (Ehmcke et al., 2006). Quando as espermatogénias se dividem, as
células resultantes permanecem ligadas por pontes citoplasmaticas, levando a
formacdo de uma é&rea de continuidade citoplasmética. Estes pontos de contacto
possibilitam a partilha de substancias entre células adjacentes, permitindo uma

sincronizacao das actividades celulares (de Rooij & Russell, 2000), mantendo-se até as
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fases finais de diferenciacdo do espermatozoide (Holstein et al., 2003). O estadio de
meiose € caracterizado por alteragdes na configuracdo da cromatina dos
espermatocitos, ocorrendo nesta fase importantes fendbmenos como a replicacdo do
ADN, condensacdo dos cromossomas, emparelhamento dos cromossomas homaélogos
e crossing-over. Os espermatideos resultantes do processo de meiose sofrem um
processo de citodiferenciacdo pos-meibtica durante a fase de espermiogénese. Este
processo engloba a condensagdo da cromatina nuclear, reducdo do volume
citoplasmético e desenvolvimento de estruturas especificas como o acrossoma e o
flagelo. Ap6s a diferenciacdo os espermatideos maduros libertam-se do epitélio
seminifero através de um processo denominado espermiacao

O processo de espermatogénese é ciclico e pode ser dividido artificialmente em
estadios ou associa¢cdes celulares. O nimero de estadios é caracteristico da espécie,
sendo que no rato podem ser observados 14 (I-XIV) estadios (Fig. 4). Um estadio
corresponde a associacdes especificas entre células germinais no epitélio seminifero,
isto porque a organizacdo dos varios tipos celulares ndo é aleatoria. O ciclo
espermatogénico engloba o conjunto dos estadios, e a sua duracdo, dependente da
espécie, corresponde ao tempo que uma célula demora a percorrer todos os estadios
(no rato é de 12,9 dias). Os estadios encontram-se organizados sequencialmente ao
longo do comprimento do tdbulo seminifero, denominada onda espermatogénica,

fazendo com que numa secg¢do de corte apenas existam células de um estédio.
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Figura 4 — Estagios do ciclo espermatogénico do rato. Adaptado de Franga et al.,
1998.
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Contudo, podem ocorrer zonas de transicao entre estadios sucessivos, sendo possivel
observar dois a trés estadios no mesmo corte (Franca et al., 1998; Sauders, 2003).

A espermatogénese € um processo pouco eficiente no que respeita ao controlo de
gualidade, jA que, a quantidade de células germinativas perdidas e o ndmero de
espermatozoides mal formados é extremamente elevado (Holstein et al., 2003). E
também um processo redundante, uma vez que a resposta a influéncias ambientais
(como o aumento de temperatura testicular), doengas, falta de nutrientes, agentes
terapéuticos, drogas, hormonas e seus metabolitos, substancias toxicas e radiacdo é
idéntica. Sob influéncia de condi¢cbes negativas, o testiculo responde com a reducédo da
espermatogénese através de reducdo do nimero de espermatideos maduros, e com a
producdo de espermatideos anormais, auséncia de espermiacéo, alteracdes da meiose,
paragem da espermatogénese no estadio de espermatdcito primario, diminuicdo da
multiplicacdo ou apoptose das espermatogonias (Hikim et al., 2003; Holstein et al.,
2003).

A completa maturacdo dos espermatozoides s6 ocorre ap0s a passagem através
do epididimo. O epididimo ¢é estrutural e funcionalmente diferente dos tdbulos
seminiferos, sendo as suas maiores funcdes o transporte de espermatozoides, sua
maturacao (a mais evidente alteracdo observada é a aquisicdo de motilidade) e o seu

armazenamento (Robaire & Viger, 1995)

1.1.2.1 Regulacdo Hormonal da Espermatogénese

Uma espermatogénese e fertilidade normais dependem de interac¢des paracrinas
entre células sométicas e células germinais, e da regulacdo endocrina exercida pelo
eixo hipoldmo-hipofisario (Sauders, 2003). A hormona chave no controlo hormonal é a
hormona libertadora de gonadotropinas (GnRH), um peptideo produzido por neurénios
especializados do hipotalamo. Os pulsos de produgcdo de GnRH sinalizam, através do
sistema porta hipotalamo-hipofisario, a producao da hormona foliculo estimulante (FSH)
e da hormona luteinizante (LH) pelas células da glandula pituitaria anterior (ou hipofise
anterior), que actuam no testiculo e regulam o potencial espermatogénico (Fox, 2003;
Walker & Cheng, 2005). As gonadotropinas FSH e LH tém trés funcdes primarias na
gonada masculina: estimulacdo da espermatogénese, estimulacdo da secrecdo
hormonal e manutencdo da estrutura do testiculo (Fox, 2003). Apenas as células
somaticas do testiculo possuem receptores para gonadotropinas (Sauders, 2003). A

hormona LH liga-se a receptores na superficie das células de Leydig, estimulando a
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producdo de androgénios como a testosterona, que se difundem através da corrente
sanguinea. Por sua vez a hormona FSH liga-se a receptores existentes nas células de
Sertoli e esta envolvida, por exemplo, na proliferacdo das células de Sertoli e na
regulagdo quantitativa da espermatogénese (Walker & Cheng, 2005). Por ultimo,
registe-se que o testiculo exerce um feedback negativo sobre a secrecdo de
gonadotropinas da producéo de testosterona e de inibina B (Fig. 5) (Fox, 2003).

Os androgénios e em particular a testosterona sdo essenciais para a manutencao
da espermatogénese. As concentracdes intratesticulares de testosterona no rato adulto
sdo aproximadamente 50 a 100 vezes superiores as encontradas no sangue (Walker &
Cheng, 2005). Para que a testosterona exerca as suas fung¢des € necessario que se
ligue a receptores de androgénios, que no testiculo sdo apenas expressos no nucleo
das células peritubulares e das células de Sertoli. Uma vez que o receptor dos
androgénios ndo € expresso nas células germinais, os efeitos da testosterona na
regulacdo da espermatogénese sao sinalizados pela modulacdo dos produtos
produzidos pelas células de Sertoli (Sauders, 2003). O mecanismo de sinalizacdo pela
testosterona é semelhante ao de outras hormonas esterdides, iniciando-se com a
difusdo da hormona através da membrana plasméatica até a um receptor intracelular.
Apods a sua ligacdo, o receptor sofre modificacdes conformacionais adquirindo afinidade

pelo ADN, podendo atrair proteinas co-activadoras e influenciar a transcricdo genética

(Walker & Cheng, 2005).

Hipotalamo

I Pituitaria
I anterior

Pituitaria l
posterior I

|\ Células de i\
Serioli

Figura 5 — Regulacdo hormonal da espermatogénese. Adaptado de Fox, 2003;

Meinhardt et al., 1999.
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1.2. O metabolismo do testiculo

A fertilidade e funcionamento testicular estdo dependentes da regulacdo hormonal
mas também do normal funcionamento das células, relacionado com o seu nivel
energético. No testiculo adulto a sobrevivéncia das células germinais depende do
metabolismo de hidratos de carbono, quer por via anaerdbica (glicélise) quer por via
aerdbia (fosforilacdo oxidativa). Contudo os diferentes tipos celulares diferem nos
substratos preferencialmente usados (Bajpai et al.,, 1998; Nakamura et al., 1984;
Robinson & Fritz, 1981). As espermatogdnias no compartimento basal tém facil acesso
aos componentes da corrente sanguinea como a glicose, mas as células germinais no
compartimento adluminal obtém energia essencialmente a partir de lactato e piruvato
proveniente das células de Sertoli (Boussouar & Benahmed, 2004). Enquanto
espermatogonias, espermatozdides maduros e células de Sertoli apresentam alta
actividade glicolitica, espermatideos e espermatocitos produzem ATP principalmente
por fosforilagdo oxidativa. Isto pode ocorrer por uma questdo de disponibilidade de
substratos, ja que o fluido do tubulo seminifero é rico em lactato e pobre em glicose,
como comprovado pelo facto de os espermatdcitos possuirem maquinaria para produzir
energia pelas duas vias, mas utilizarem preferencialmente o lactato (Ramalho-Santos et
al., 2009).

Por outro lado, a espermatogénese ocorre ao longo de um gradiente de pressdes
de oxigénio, em consequéncia da presenc¢a de vasos sanguineos exclusivamente nas
regides intertubulares e da entrada do oxigénio nos tlbulos seminiferos apenas por
difusdo (Wenger & Katschinski, 2005). Este gradiente poderia sugerir o uso de vias
metabdlicas diferentes pelas células germinais, ja que as espermatogdnias parecem ter
facil acesso a oxigénio e, por outro lado, os espermatdcitos estéo sujeitos a pressdes de
oxigénio muito baixas. Contudo parece que a disponibilidade de substratos imposta pela
compartimentacdo dos tubulos seminiferos, juntamente com a exigéncia de ATP, leva

as células a uma adaptacao diferente (Ramalho-Santos et al., 2009).

1.2.1. A Mitocbndria e o0 seu papel preponderante na producéo de energia

As mitocbndrias sdo organelos intracelulares, que através da fosforilacdo
oxidativa, representam o maior local de producdo de ATP ao nivel da célula eucaribtica
(Kakkar & Sigh, 2007). Estes organelos sdo extremamente dindmicos podendo o seu

formato, nimero e distribuicdo variar consoante o estado funcional da célula e tipo de
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tecido onde se encontram (Bereiter-Hahn et al., 2008; Boneh, 2006; Collins & Bootman,
2003; Callins et al., 2002). Embora as mitocéndrias tenham sido descritas ainda antes
de 1900, a sua importancia e implicacdes para a vida e morte de um organismo nao foi
Obvia. A descoberta do envolvimento de defeitos e disfungbes mitocondriais num
elevado e variado nimero de doengas (como a doenca de Parkinson, a Diabetes
Mellitus e no processo de envelhecimento) fez despertar o interesse por este organelo.
O papel central que desempenha nos fendmenos de apoptose revela também
implicacdes para a oncobiologia, senescéncia e morte de um organismo (Kakkar &
Singh, 2007). Actualmente sabe-se ainda que estes organelos exercem importante
funcdes nas vias de sinalizagdo metabdlica, armazenamento e libertagcdo de célcio,
producdo de NADPH, sintese de ADN, RNA, proteinas e termogénese (Pedersen,
1999).

O conhecimento béasico da estrutura e funcionamento da mitocondria mudou de
forma extraordinaria ao longo dos anos (Frey & Mannella, 2000; Skulachev, 2001),
contudo este organelo continua a ser dividido em 4 compartimentos bem definidos:
membrana externa, membrana interna, espaco intermembranar e matriz mitocondrial
(Wallace & Starkov, 2000). As membranas mitocondriais possuem naturezas distintas, o
gue lhes confere caracteristicas diferentes e cria o espaco intermembranar. A
membrana interna possui uma elevada area de superficie, permeabilidade limitada e
alberga os 4 complexos multiproteicos responsaveis pela fosforilagdo oxidativa, que
constituem a cadeia respiratdria (Fariss et al., 2005; Wallace & Starkov, 2000). A matriz
mitocondrial € um compartimento aquoso onde se encontra o ADN mitocondrial
(ADNmt) e varias enzimas solGveis envolvidas em eventos mitocondriais importantes,
como no ciclo de Krebs e na B-oxidagéo de lipidos (Wallace & Starkov, 2000).

A producdo de energia na mitocdndria através do processo de fosforilagdo
oxidativa envolve um fluxo de electrbes ao longo da cadeia respiratdria mitocondrial, em
particular, dos complexos enzimaticos | a IV, acoplada a uma extrusdo de protdes que
sdo depois utilizados pelo complexo V (ATP sintase) para a sintese de ATP (Fig. 6).
Assim de forma resumida, o complexo | (NADH-ubiquinona oxidoreductase) e o
complexo Il (succinato-ubiquinona oxidoreductase) aceitam electrdes provenientes do
NADH e do Succinato respectivamente, consistindo nos dois pontos de entrada de
electrbes na cadeia respiratoria a partir de intermediarios do ciclo de Krebs. Os
electr6es sdo depois enviados para a molécula de ubiquinona e transferidos para o

complexo Il (ubiquinol-citocromo ¢ oxireductase). Dai os electrbes sdo enviados para o
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complexo IV (citocromo c-oxigénio oxidoreductase), onde reduzem o oxigénio molecular
(aceitador final de electrbes) a agua. (Boneh, 2006; Kakkar & Sigh, 2007; Pedersen,
1999).

Espaco intermembranar
H+ H+ H+

+ 4+ + +

Membrana
mitocondrial
interna

< 0, H;O
NADH ~ NAD® Succ Fum . roE
N g lé/ ADP

Ciclo de . _ =
\ 4 O,+le— 0, 4

\ rebs
Matriz mitocondrial

Figura 6 — Representacdo esquematica dos varios complexos envolvidos na
fosforilacdo oxidativa (complexos I-IV e ATP sintase). Adaptado de Brookes,
2005; Kakkar & Sigh, 2007; Pederson, 1999. NADH - Nicotidamida adenina
dinucleétido, forma reduzida; NAD* — Nicotinamida adenina dinucleétido, forma oxidada;
Succ — Succinato; Fum — Fumarato; Q — Ubiquinona; Cit ¢ — Citocromo c; e — electéio; H"
— protdo; O, — anido superéxido; ROS — espécies reactivas de oxigénio.

A energia envolvida na transferéncia de electrbes através da cadeia respiratéria
permite aos complexos |, Il e IV catalisar a translocacdo de protbes através da
membrana mitocondrial interna para o espaco intermembranar, resultando na formagéao
de um gradiente electroquimico (UH") (Kakkar & Sigh, 2007; Pedersen, 1999). Este
gradiente electroquimico de protdes € a forma primaria de energia gerada pela
mitocbndria e ¢é constituido pela componente eléctrica (potencial eléctrico
transmembranar — AY), resultante da diferenca de cargas entre o espago
intermembranar e a matriz, e pela componente quimica (gradiente de pH — ApH),
resultante da diferenca de pH entre estes dois espagos (Wallace & Starkov, 2000). A
energia contida no gradiente é utilizada pela ATP sintase para levar a cabo a sintese e
libertacdo de ATP (Kakkar & Sigh, 2007) através da re-entrada por bombas protdnicas
do complexo V, de protBes para a matriz, podendo este processo ocorrer com maior ou
menor eficiéncia.

Contudo a producéo de ATP pela mitocéndria é acompanhada pela producdo de
espécies reactivas de oxigénio (ROS) potencialmente perigosas para a célula. Durante
a transferéncia de electrdes ao longo da cadeia respiratéria pode ocorrer fuga de

electr6es (nomeadamente os complexos | e Ill), que por sua vez reagem directamente
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com o oxigénio ou com outros aceitadores de electrdes e geram radicais livres (Fig. 6)
(Fariss et al., 2005; Orrenius et al., 2007). Embora em baixas concentracbes ROS
possam ser importantes em mecanismos de sinalizacao celular (Orrenius et al., 2007) e
para uma normal fertilidade (Fisher & Aitken, 1997), quando em excesso estao

by

associados a uma funcdo anormal dos espermatozéides e a infertilidade masculina
(Agarwal et al., 2003). Assim, as mitocdndrias necessitam de uma proteccao constante
contra estas espécies, realizada através de uma ampla rede de defesas antioxidantes
enzimaticas e ndo enzimaticas. Quando a producdo excessiva de ROS ndo é
acompanhada pelos mecanismos de defesa antioxidantes, ocorre uma situacdo de
stress oxidativo, podendo causar danos no ADN, peroxidagdo lipidica, inactivacdo de

proteinas e o desencadear de morte celular (Ott et al., 2007).

1.2.1.1. As Mitocbndrias Testiculares

Durante o processo de espermatogéenese as mitocondrias das células germinais
sofrem gradualmente uma série de alteragbes morfoldgicas, sendo possivel identificar
trés tipos de mitocdndrias: forma ortodoxa (espermatogoOnias e espermaticitos em
leptéteno), forma intermédia (espermatdcitos em zigbteno, espermatideos e
espermatozéides) e forma condensada (espermatdcitos em paquiteno e espermatdcitos
secundarios) (de Martino et al., 1979; Meinhardt et al., 1999), como representado na
Figura 7. Foi ainda observada uma interessante associacao entre a diferente morfologia
observada e o estado metabdlico nas diferentes fases da espermatogénese, sendo
sugerindo que a forma condensada esta associada a uma alta eficacia fosforilativa (de
Martino et al., 1979)

Espermatogonias u
l Leptéteno [ Zigbteno ‘ [ Paquiteno Dipléteno
——

Ortodoxa Intermédia Condensada |“tEmedlﬂ

Figura 7 — Diferenciagdo mitocondrial durante o desenvolvimento das células
germinais. Adaptado de Meinhardt et al., 1999.

Além das alteracdes estruturais observadas, varias proteinas mitocondriais séo
diferentemente expressas durante fases distintas da espermatogénese. Também é

importante referir que existem isoformas especificas de proteinas mitocondriais no
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testiculo (tais como o citocromo ¢ e a subunidade VIb-2 da citocromo ¢ oxidase (COX) -
complexo 1V), bem como a expressao preferencial de determinadas proteinas nas
mitocéndrias deste 6rgdo face a outros (Meinhardt et al., 1999). Estes factos evidenciam
0 quanto o testiculo € um 6rgdo Unico em termos metabdlicos e podem em parte
explicar as vias metabdlicas preferencialmente usadas pelos diferentes tipos de células
germinais.

E ainda importante referir que a producdo de hormonas esterdides ocorre ao
nivel das mitocéndrias das células de Leydig, sendo necessario que estas se encontrem
energizadas, polarizadas e a respirar activamente para que ocorra a biossintese de
hormonas (Allen et al., 2006).

1.2.2. A mitocondria como modelo toxicolégico

As caracteristicas estruturais e funcionais das mitocbndrias tornam-nas
particularmente sensiveis ao impacto de poluentes ambientais. De facto, sabe-se que
um grande numero de substancias naturais, comerciais, farmacéuticas e ambientais,
manifestam a sua toxicidade por interferirem com a bioenergética mitocondrial (Wallace
& Starkov, 2000). A identificacdo da mitocondria como o alvo primario ou secundario da
toxicidade induzida por diversos compostos, conduziu a que este organelo seja hoje
amplamente aceite como um bio-sensor efectivo e de confianca para prever a
seguranca de medicamentos e xenobidticos. Este modelo foi validado também pela
possibilidade de se estabelecer uma correlagdo entre as concentragdes de substancias
no plasma, associadas a toxicidade no organismo, e os dados fornecidos pelos estudos
mitocondriais, sugerindo a sua utilidade na avaliagdo do risco humano e ambiental
(Pereira et al., 2009). Além disso, muitos dos dados obtidos usando a mitocéndria como
modelo toxicolégico sdo concordantes e complementares aos obtidos em culturas de
células e modelos animais (como por exemplo os resultados obtidos para Berberina por
Pereira et al., 2007 e para Doxorubicina por Oliveira & Wallace, 2006; Sardéo et al.,
2009). Os testes usando mitocéndrias ou particulas submitocondriais séo mais rapidos,
faceis, baratos e envolvem um menor nimero de animais que os testes in vivo ou com
culturas de células e poderdo predizer os efeitos desses quimicos numa grande
variedade de espécies, visto que as proteinas dos complexos da cadeia respiratéria sdo
altamente conservadas durante a evolucéo (Pereira et al., 2009).

A toxicidade mitocondrial a poluentes ambientais € frequentemente avaliada em

tecido hepatico devido ao facto deste 6rgdo apresentar uma alta taxa metabdlica e estar
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envolvido no metabolismo de xenobidticos (Mota et al., 2009). Além disso, os
parametros bioenergéticos do figado estdo bem documentados e, por ser um 6érgdo
particularmente rico em mitocdndrias, o rendimento do isolamento é elevado, permitindo
um numero elevado de ensaios (Ferreira et al., 1997). Contudo, estudos anteriores
usando mitocbndrias testiculares mostraram que estas apresentam parametros
bioenergéticos diferentes de mitocéndrias extraidas de outros tecidos, como o figado,
apresentando por exemplo um baixo consumo de oxigénio para aproximadamente o
mesmo valor de potencial eléctrico maximo (Amaral et al., 2009; Mota et al., 2009).
Estas observagdes sugerem que ao contrario de estudos anteriores, a mitocondria
testicular deve ser considerada como um modelo toxicologico primario para estudar o
efeito de poluentes ambientais na espermatogénese e fertilidade masculina (Mota et al.,
2009; Tavares et al., 2009).

1.3. Impacto de poluentes ambientais na fertilidade

Num elevado numero de estudos recentes observaram-se fortes evidéncias de
gue varios contaminantes ambientais podem ter efeitos adversos na salde humana e
da vida selvagem (Saradha & Mathur, 2006). Estes compostos libertados por diversas
actividades humanas incluem poluentes organicos persistentes (POPs), como
diclorodifeniltricloroetano (DDT), dibenzo-p-dioxinas policloradas (PCDDs), bifenilos
policlorados (PCBs) e dibenzofuranos policlorados (PCDFs); mas também metais
pesados e ftalatos (Tavares et al., 2009; Tiido et al., 2005).

Evidéncias apontam para que alguns destes poluentes ambientais tenham um
impacto negativo sobre a reproducdo humana, podendo estar envolvidos em desordens
reprodutivas, como cancros testiculares, hipospadias e criptorquidismo, e na diminuigdo
da qualidade espermatica registados nos ultimos anos (Carlsen et al.,, 1992;
Skakkebaek et al., 2001; Toppari et al., 1996). Actualmente nos paises desenvolvidos
cerca de 15% dos casais tém problemas de fertilidade, sendo cerca de metade dos
casos atribuidos ao homem, através de uma baixa motilidade e/ou concentracdo de
espermatozoides (Tavares et al., 2009). A influéncia negativa na funcionalidade dos
espermatozéides por contaminantes ambientais pode ocorrer por indugcdo de danos no
ADN nuclear, aumento da producdo de espécies reactivas de oxigénio (ROS) e stress
oxidativo (Rignell-Hydbom et al., 2005; Saradha & Mathur, 2006) ou por acc¢fes
indirectas, ao mimetizarem o efeito de algumas hormonas, designando-se de

disruptores enddcrinos. A exposicao paterna a niveis elevados de POPs foi associada a
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uma diminuicdo no nascimento de rapazes, enquanto que exposicfes moderadas
podem levar a um desvio do racio dos sexos num sentido ou noutro. Desconhecem-se
0S mecanismos que levam a esta alteracdo havendo no entanto indicacdes de que a
propor¢cdo de espermatozoides ejaculados contendo o cromossoma Y pode estar
alterada (Tiido et al., 2005). Além destes efeitos directos, alguns estudos associam
estas substancias a alteracdes transgeracionais, possivelmente por alteragéo do padréo
de metilacdo das células germinais, podendo estas ser transmitidas até a quarta
geracdo, o que torna o impacto futuro nas populagbes humanas e animais ainda mais
preocupante (Anway et al., 2005; Anway & Skinner, 2006)

Embora tenham sido feitos esfor¢cos para reduzir a emissdo de poluentes
ambientais nos Ultimos anos, um extenso programa de investigacdo € necessario para
compreender a amplitude deste problema e permitir o desenvolvimento de estratégias
de prevencdo e intervencdo (Toppari et al.,, 1996), uma vez que estes compostos
caracterizam-se por serem altamente persistentes no ambiente. Outras caracteristicas
como resisténcia a degradacdo bioldégica e quimica e elevada lipossolubilidade
permitem a sua bioacumulagcédo ao longo das cadeias alimentares (Aneck-Hahn et al.,
2007; Tiido et al., 2005). Alguns dos estudos realizados nos Ultimos anos focam os
efeitos dos poluentes ambientais DDE (1,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil)etileno) e do

TCCD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina) no sistema reprodutor masculino.

1.3.1. DDT e seu metabolito DDE

O DDT (diclorodifeniltricloroetano) foi wusado na agricultura, durante
aproximadamente 30 anos, como um comum pesticida e para controlar doencas
transmitidas por insectos como a malaria e febre-amarela (Ferreira et al., 1997; Leavens
et al., 2002). Devido a sua natureza lipofilica e resisténcia a biodegradagéo, o DDT €
bioacumulado nas cadeias alimentares e persiste no ambiente, podendo ser acumulado
nos sedimentos e solo e ser transportado até longas distancia pelo ar ou agua (Aneck-
Hahn et al., 2007; Clarkson, 1995; Tebourbi et al., 2006; WHO, 2004). Os seus efeitos
adversos sobre os ecossistemas naturais levaram a tenha sido banido nos anos 70 na
maioria dos paises industrializados. Contudo este insecticida ainda € usado em alguns
locais do mundo para controlar os vectores transmissores de doencas (Leavens et al.,
2002; WHO, 2004). Embora a exposicdo a DDT possa ocorrer mais directamente em
individuos envolvidos na producdo e aplicacdo deste insecticida, estima-se que 90% do

DDT acumulado na populacédo geral provém da alimentacdo (WHO, 2004). Devido as
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suas propriedades, nao existe actualmente no planeta um Unico organismo vivo que nao
contenha DDT no seu organismo; residuos de DDT tém sido encontrados mesmo em

animais que vivem em areas desertas ou no oceano profundo (Turusov et al., 2002).
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Figura 8 — Estrutura quimica do DDT (A) e do DDE (B). Adaptado de Kelce et
al., 1995

Diversos estudos apontam para que o DDT e o seu metabolito DDE (1,1-dicloro-
2,2-bis(p-clorofenil)etileno) possam causar efeitos adversos no sistema reprodutor
masculino (Fig. 8) (Leavens et al., 2002; Song et al., 2008). A maioria dos estudos foca
a accdo de “disruptor enddcrino” destas substancias, o DDT mimetizando a accao de
estrogénios e o DDE antagonizando os receptores dos androgénios (Kelce et al., 1995;
Rosselli et al., 2000). Por exemplo, em espécies selvagens estdo descritas anomalias
reprodutivas, tais como o desenvolvimento de gonadas masculinas com caracteristicas
femininas em répteis e peixes, € um menor espessamento na casca de ovos de aves e
outras espécies oviparas (Aneck-Hahn et al., 2007). A exposi¢do de ratos machos
adultos a DDT induz toxicidade reprodutiva, levando a uma diminuicdo do peso dos
orgdos reprodutores e a uma reducdo da motilidade e nimero de gametas no lumen
dos tdbulos seminiferos e no epididimo. Além disso, este composto provoca uma
diminuicdo da producédo de testosterona e um aumento dos niveis de FSH e LH (Ben
Rhouma et al., 2001). J& em relagdo ao metabolito DDE, a exposic¢ao in Utero e durante
a puberdade conduz a alteragbes no desenvolvimento dos 6rgdos sexuais masculinos
em ratos (Kelce et al., 1995; You et al., 1998). Por outro lado, a exposicdo a DDE em
ratos adultos conduz apenas a uma reducdo do peso de glandulas anexas (vesicula
seminal e prostata ventral) sem qualquer alteracdo no desenvolvimento dos 6rgéos
reprodutores e na concentracdo de espermatozoéides no epididimo (Kelce et al., 1995;
Leavens et al., 2002; Makita et al., 2003a; Makita et al., 2003b; Romero, 1998).

Em humanos, a maioria dos estudos apresenta resultados inconclusivos em
relacéo ao efeito adverso do DDE sobre a fertilidade masculina e possiveis anomalias
no sistema reprodutor (como Bathia et al., 2005; Dalvie et al., 2004; Longnecker et al.,

2002; Longnecker et al., 2007; Rignell-Hydbom et al., 2004), contudo alguns estudos
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fornecem indicacBes que apontam nesse sentido (como Aneck-Hahn et al., 2007; de
Jager et al., 2006; Tiido et al., 2005; Tiido et al., 2006).

Estudos recentes usando culturas primarias de células de Sertoli como modelo
toxicoldgico in vitro, evidenciam que o DDE pode afectar o sistema reprodutor por ac¢ao
directa sobre as células somaticas do testiculo. No estudo de Xiong et al. (2006)
verificou-se que a exposi¢cdo a DDE podia diminuir a viabilidade das células de Sertoli e
afectar a expressao de varios genes marcadores de funcionalidade, como a transferrina
e proteina de ligacdo aos androgénios (ABP). A exposicdo a DDE induzia também
morte celular por apoptose, sugerindo que as alteragbes apoptoticas seriam mediadas
pela mitocdndria, visto que se observou elevagédo dos niveis de ROS, diminuicdo do
potencial de membrana, libertacdo de citocromo ¢ para o citosol e elevacdo dos niveis
de proteinas envolvidas na cascata apoptotica (Bax, Bak e formas clivadas de
procaspase 3 e 9) (Song et al., 2008). Estes resultados sugerem que a geracdo de ROS
pode ter um papel critico na iniciacdo da apoptose induzida por DDE, ja que as
alteracBes observadas foram em parte bloqueadas por um agente antioxidante (N-
acetyl-I-cysteine). Estes estudos vao ao encontro de indicacdes fornecidas por trabalhos
anteriores onde a exposicdo a DDT ja tinha sido associada a inducdo de morte celular
por apoptose (Perez-Maldonado et al., 2004; Tebourbi et al., 1998), quebras no ADN
(Hassoun et al., 1993) e peroxidacdo lipidica (Barros et al., 1994).

Outros estudos indicam que o DDT e o DDE podem ter efeitos directos sobre
mitocondrias de figado. Enquanto o DDT estd associado a uma inibicdo da ATP
sintase/ATPase, o DDE demonstrou ndo provocar efeitos ao nivel deste sistema. Porém
a exposicao a DDE provoca outras alteragdes nas mitocondrias de figado, como uma
diminuicéo da respiracdo e do potencial de membrana gerado por estas (Ferreira et al.,
1997; Moreno & Madeira, 1991). Em alta concentragdo provoca também danos na
integridade das membranas mitocondrias, podendo isto estar relacionado com
alteracdes de fluidez associadas ao forte caracter hidrofébico do DDE (Antunes-Madeira
et al., 1993; Ferreira et al., 1997).

Assim, surgem varias evidéncias de que o DDE, além de afectar o sistema
reprodutor masculino por alteracdes na regulacdo hormonal, pode ter uma ac¢do mais
directa sobre as células testiculares, estando a mitocéndria possivelmente envolvida na

toxicidade induzida por este composto.
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1.3.2. Dioxinas e TCDD

As dioxinas sdo uma classe de contaminantes ambientais altamente toxicos e
amplamente dispersos que incluem PCDDs, PCDFs e PCBs. De uma forma simplificada
o termo dioxina é usado para referir compostos que exercem 0s seus efeitos ligando a
receptores aril-hidrocarboneto (AhR). O TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina) é o
membro mais potente da classe das dioxinas sendo por isso normalmente usado para
estudar os seus efeitos em ensaios toxicol6gicos (Dhooge et al., 2006; Mandal et al.,
2005). Estes contaminantes ambientais sdo produzidos de forma n&o intencional, por
exemplo por processos de combustdo, incineragdo e processos industriais,
dispersando-se pela atmosfera, solo e 4gua. Embora as concentra¢cdes ambientais de
dioxinas sejam geralmente baixas, estes compostos de elevada estabilidade,
metabolizacdo lenta e natureza lipofilica, tendem a acumular-se nos organismos,
principalmente no tecido adiposo. Aproximadamente 80% da exposicdo humana a
dioxinas ocorre através do consumo de alimentos contaminados (Grassman et al.,
1998).

Os efeitos provocados pela exposicdo a dioxinas ja foram observados em varias
espécies selvagens, domésticas e laboratoriais; evidenciando alguma variabilidade
entre espécies. A exposicdo a TCDD estd associada a toxicidade em de diversos
sistemas e 6rgdos como figado, coracao, pele; sistema imunitario, sistema nervoso e
sistema reprodutor. A ac¢do de disruptor endécrino do TCDD também é reconhecida,
estando relatadas diversas alterag6es em sistemas enddcrinos (Birnbaum & Tuomisto,
2000; Pocar et al., 2005). Por outro lado também esta descrita uma maior incidéncia de
tumores apos a exposi¢do a TCDD, levando a que fosse classificado como um agente
cancerigeno em humanos (Ray & Swanson, 2009).

Sabe-se que as dioxinas podem induzir toxicidade por se ligarem ao receptor aril-
hidrocarboneto (AhR), sendo esta possibilidade fortemente suportada pela observacéo
de que ratinhos knock-out para o AhR sao resistentes a toxicidade induzida por dioxinas
(Fernandez-Salguero et al., 1996). O AhR no estado inactivo encontra-se no citosol
complexado a proteinas, mas apés a ligacdo do TCDD sofre uma transformacédo
conformacional, sendo translocado para o nucleo e dimerizando com o ARNT
(translocador nuclear do receptor aril hidrocarboneto). O complexo AhR-ARNT fica
assim activo e liga-se ao ADN em elementos de resposta a xenobioticos (XRE),
induzindo a transcricdo genética de varios genes e desencadeando uma resposta

celular (Fig. 9) (Pocar et al., 2005; Rosselli et al., 2000). Sabe-se que o AhR regula a
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transcricdo de muitos genes incluindo alguns envolvidos no metabolismo de &cidos
gordos, regulacao do ciclo celular, resposta imunitaria e metabolismo de xenobidticos
(Biswas et al., 2008); podendo também ter um ter um papel importante na fisiologia do
sistema reprodutor, como sugerido pela diminuicdo de fertilidade em ratinhos knock-out
para o AhR (Pocar et al., 2005).
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Figura 9 — Estrutura quimica do TCDD (A) e seu mecanismo de accéo
dependente do receptor AhR (B). Adaptado de Mandal et al., 2005; Pocar et
al., 2005; Rosselli et al., 2000.

Em relacdo aos efeitos do TCDD no sistema reprodutor, estudos com animais de
laboratério indicaram que os efeitos mais potentes deste composto ocorrem durante a
exposi¢cdo in utero e periodo de aleitamento, provocando anomalias no sistema
reprodutor masculino e feminino da descendéncia. Nos descendentes masculinos foram
detectadas diversas alteracdes como malformacgdes nos orgaos reprodutores, diminicdo
da concentracdo de espermatozdides e aumento do numero de espermatozéides
anormais, diminuicdo do peso dos Orgdos reprodutores e comportamento sexual
desmasculinizado (Fagi et al., 1998; Gray et al., 1995; Gray et al., 1997; lkeda et al.,
2005). Ja a exposicdo num periodo proximo e apés a maturacdo sexual ndo causa
alteracBes tdo evidentes na fertilidade maculina. Contudo em alguns estudos foi
detectada uma diminuicdo do peso do testiculo e glandulas anexas e diminuicdo na
producdo, motilidade e reacgdo acrossomica de espermatozdides, bem como alteragdo
nos niveis de FSH, LH e testosterona (Choi et al., 2008; el-Sabeawy et al., 1998;
Simanainen et al., 2004).

Muitos dos dados relativos a toxicidade das dioxinas no sistema reprodutor
humano provém de populagdes sujeitas a libertacbes acidentais, contaminacdo elevada
dos alimentos e exposicao ocupacional em diversas industrias. Nestas populagtes
apesar de muitos estudos serem inconclusivos ou indicarem uma auséncia de efeitos,

estdo descritas alteragbes na razdo dos sexos com maior probabilidade de gerar
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descendéncia feminina (Mocarelli et al.,, 2000), alteracdes nos niveis hormonais
(Kogevinas et al., 2001; Mocarelli et al., 2008) e reducdo da concentracdo e motilidade
de espermatozéides ap6s exposicdo na infancia (Mocarelli et al., 2008).

Recentemente surgiram evidéncias que o TCDD pode afectar o sistema
reprodutor por acgdo directa sobre as células testiculares. Em culturas primarias de
células de Sertoli foi observado que este composto pode modular a expressdo de
produtos secretados por estas células e interferir com a comunicag¢do intercelular,
podendo conduzir a uma perturbagédo na espermatogénese (Lai et al., 2005a). Também
se observou que o TCDD pode alterar o processo de esteroidogénese em culturas
priméarias de células de Leydig (Lai et al., 2005b). O que vai ao encontro de resultados
previamente obtidos com animais tratados com TCDD onde foram observadas
anomalias testiculares, como uma redugéo do volume e numero das células de Leydig
(Johnson et al.,, 1992) e alteracbes nas conexdes entre células de Sertoli e
espermatogonias (Rune et al., 1991).

Além disso, verificou-se que a exposi¢cado a TCDD induz stress oxidativo em varios
orgaos indicando que a mitocbndria pode ter um papel importante na toxicidade
induzida por TCDD. De facto observou-se um aumento na producdo de anido
superoéxido, peroxidacgao lipidica e danos no ADN em tecidos hepaticos e cerebrais de
animais expostos a dioxinas (Hassoun et al., 2001; Hassoun et al., 2000). Além disso
também se observou um aumento da produgcdo de ROS, alteragbes em varios
complexos, incluindo defeitos no complexo ATPsintase, e alteragbes em varios
parametros bioenergéticos em mitocéndrias de figado de ratinhos tratados com TCDD
(Senft et al.,, 2002a; Shertzer et al., 2006). No sistema reprodutor verificou-se que o
TCDD suscita o stress oxidativo em espermatozéides epididimais e no testiculo, uma
diminuicdo da actividade de enzimas sistema de defesa antioxidante e um aumento nos
niveis de peréxido de hidrogénio (Latchoumycandane et al., 2003).

O mecanismo biologico pelo qual o TCDD exerce estes efeitos no sistema
reprodutor ainda ndo estd completamente esclarecido. Enquanto diversos estudos
indicam que a toxicidade induzida por TCDD é mediada pelo AhR (como Fernandez-
Salguero et al., 1996; Fisher et al., 2005; Pocar et al., 2005; Senft et al., 2002b), outros
apontam para que o TCDD possa activar vias alternativas de resposta independentes
deste receptor (Ahmed et al.,, 2005; Biswas et al.,, 2008; Hassain et al., 1998;
Simanainen et al., 2004). Biswas et al. (2008) sugerem que o TCDD pode promover a

progressao de tumores por actuar directamente na transcricdo e stress oxidativo
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mitocondrial, indicando que a mitocéndria pode ser importante na toxicidade por vias

independentes do AhR.

1.4. Objectivos

Este trabalho teve como objectivo avaliar o impacto do DDE e TCDD na
bioenergética testicular através de estudos in vivo e in vitro, com injeccéo intraperitonial
de DDE/TCDD em ratos machos adultos ou aplicacdo directa destes dois compostos
em mitocdndrias, respectivamente. As possiveis alteracbes nos parametros
bioenergéticos serdo avaliadas usando eléctrodos de TPP® e oxigénio, permitindo
avaliar alteracdes na respiracao e no potencial eléctrico transmembranar mitocondriais.
Além disso realizar-se-a também quantificacdo do conteldo em nucleétidos de adenina
apos um ciclo fosforilativo e a andlise histologica de alguns tecidos. Apds avaliagéo
destes parametros pretende-se sugerir o mecanismo de accdo pelo qual estes
poluentes ambientais afectam a mitocondria de testiculo, tentando desvendar se a
toxicidade induzida por estes compostos ocorre por impacto directo nas mitocondrias ou
se tem de ser mediada por receptores.

Comparando os resultados dos estudos in vivo e in vitro, pretende-se avaliar se a
mitocondria testicular pode ser usada como um modelo toxicolégico para estudar o
efeito de toxicos ambientais no sistema reprodutor masculino.

Por outro lado, uma vez que é recorrente 0 uso de mitocondrias de figado como
modelo para outros 6rgaos, o estudo comparativo do efeito das mesmas doses de DDE
e TCDD sobre mitocdndrias de figado, ter& como objectivo verificar se estes dois érgaos
apresentam o mesmo tipo de resposta a estes compostos e permitir validar ou descartar
a utilizacdo deste tipo de mitocondrias na avaliacdo os efeitos de xenobibticos no

sistema reprodutor.
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2. Material e Métodos

2.1. Materiais e Reagentes

Todos os reagentes usados neste trabalho foram adquiridos a Sigma (San Louis,
EUA) excepto quando referido. As solu¢des foram preparadas com agua desionizada
ultra pura. Todos os reagentes e quimicos utilizados possuiam elevado grau de pureza.

DDE (1,1-dicloro-2,2-bis(p-clorofenil)etileno; 99,1% de pureza) foi dissolvido em
Dimetilsulféxido (DMSO) na concentracdo de 20 mg/ml. TCDD (2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina; 99% de pureza) foi adquirido & LGC Standards (Barcelona,
Espanha) e foi também dissolvido em DMSO nha concentracédo 66,7 pug/ml. A escolha do
DMSO como veiculo teve em conta o facto de o TCDD ser insoltuvel noutros solventes
organicos nao toxicos, bem como, poder ser injectado nos animais nos estudos in vivo
ou aplicado directamente as mitocondrias nos estudos in vitro. A solucdo stock de
Antimicina A (derivada de Streptomyces sp.) foi dissolvida na concentra¢do de 1 mg/ml
em DMSO. Todos os stocks de compostos descritos em cima, bem como as diluicdes

subsequentes, foram congelados e mantidos a -20°C até ao momento do uso.

2.2. Animais e sua Manutencéo

Os ratos Wistar machos adultos (9-16 semanas) utilizados neste trabalho foram
mantidos em condi¢cfes controladas de luz (ciclos de luz artificial de 12 horas/12 horas
de escuriddo), humidade (45%-65%) e temperatura (22-24°C), com livre acesso a
comida e &gua, no Biotério da Faculdade de Medicina da Universidade de Coimbra.
Este estudo foi feito de acordo com os principios de cuidado e uso de animais de
laboratério (do Requerimento Europeu para Investigacdo com animais vertebrados e do
procedimento interno para investigagdo com animais do Centro de Neurociéncias e

Biologia Celular).

2.3. Estudo in vivo
Os ratos foram divididos aleatoriamente em varios grupos de 5 animais: no
grupo DDE os animais foram injectados intraperitonialmente (IP) com uma unica dose
de 55 mg/kg de DDE; no grupo TCDD foram injectados também por via intraperitonial
com uma Unica dose de 50 pg/kg de TCDD. A dose de DDE usada foi baseada nos

niveis deste composto observados na natureza (Bentzen et al., 2008) e em estudos
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anteriores que avaliaram a sua interferéncia no aparelho reprodutor masculino (Kelce et
al., 1995; Leavens et al., 1998; Makita et al., 2003; Romero et al., 1998). A dose de
TCDD utilizada neste estudo foi também baseada em trabalhos que indicaram
alteragbes na capacidade reprodutora (Choi et al.,, 2008; Johnson et al.,, 1992;
Simanainen et al., 2004; Rune et al., 1991; Fisher et al., 2005; el-Sabeawy et al., 1998).

No grupo Controlo para cada um destes grupos (Controlo DDE e Controlo TCDD)
0os animais foram injectados com o mesmo volume de veiculo (DMSO) que os
respectivos animais tratados. O volume médio injectado aos animais do grupo DDE e
respectivo controlo foi de 766 pl, enquanto que, o volume médio injectado nos animais
do grupo TCDD e Controlo TCDD foi de 229 pl. Os animais foram sacrificados 24 horas
apos a injeccdo com estes poluentes ambientais e procedeu-se a avaliacdo dos
parametros bioenergéticos das mitocondrias de testiculo em relacdo aos respectivos

grupos controlo.

2.4, Estudo in vitro

Além dos animais usados no estudo in vivo, ja referidos, também foram usados 10
ratos Wistar machos para ensaios in vitro. O estudo in vitro pretendia avaliar se o DDE e
0 TCDD tinham efeitos directos sobre as mitocondrias de testiculo, independentemente
dos efeitos via receptores ja descritos para estes dois compostos. Para este estudo
foram também isoladas mitocdndrias de figado, em que o efeito das drogas era ja
conhecido, para validar ou descartar a utilizagédo deste tipo de mitocondrias em estudos
que pretendam avaliar o efeito e mecanismos de accdo de toxicos na reproducao.

A escolha das concentracdes de DDE, TCDD utilizadas nos ensaios foi baseada
em ensaios prévios in vitro com mitocdndrias de testiculo, correspondendo a minima
concentracdo da droga que induziu uma alteragdo no maximo potencial eléctrico gerado
por estas mitocdndrias. O DDE foi aplicado sobre as mitocondrias isoladas (0,8 mg de
proteina/ml) na concentracdo de 126 uM, ao passo que, o TCDD foi usado a uma
concentracdo de 0,828 pM. A Antimicina A foi utilizada numa concentragdo inferior a
normalmente usada para inibir completamente o complexo Il (0,01 pg/ml de Antimicina
A) (Ferreira et al., 2003; Tahara et al., 2009; Oliveira et al., 2000), determinada em
ensaios in vitro de mitocondrias isoladas de figado, e foi utilizada como controlo de
sensibilidade em relacdo as mitocéndrias isoladas de testiculo. Pretendia-se assim, ver
o efeito de uma ligeira inibicdo ao nivel do complexo Ill, sem ocorrer o blogueio

completo da cadeia respiratéria.
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2.5. Isolamento de Mitocdndrias Testiculares

A suspensdo de mitocondrias testiculares foi preparada por centrifugacéo
diferencial com base na metodologia descrita por Amaral et al. (2009). Os animais foram
sacrificados por deslocacdo cervical seguida de decapitacdo e os testiculos foram
dissecados imediatamente e mantidos sobre o gelo. Removeu-se cuidadosamente o
epididimo e o0 excesso de gordura que envolve esta estrutura. Apdés a pesagem dos
testiculos e respectivos epididimos, os testiculos foram descapsulados e fragmentados
com uma tesoura numa solucéo de isolamento contendo 250 mM de sacarose, 0,2 mM
de EGTA, 0,1 mM de EDTA, 5 mM de HEPES (pH 7,4; acertado com KOH). Apos
diversas lavagens com este meio para remover a maioria do sangue, o tecido testicular
foi ressuspendido em meio de isolamento contendo 0,1% BSA (sem &cidos gordos) e
homogenizado cuidadosamente com um homogenizador de vidro tipo “Potter-Elvehjem”
com um pistdo de teflon estreitamente ajustado, a 80 rotagBes por minuto. O
homogeneizado foi centrifugado a 750 x g durante 10 minutos a 4°C (Centrifuga Sorvall
RC6, rotor SS 34), sendo o sedimento, contendo nulcleos e detritos celulares,
descartado. O sobrenadante foi centrifugado a 12000 x g durante 10 minutos. O
sedimento (contendo as mitocondrias) foi ressuspendido cuidadosamente com um
pincel em meio de lavagem. O meio de lavagem é idéntico ao meio de isolamento mas
nao possui EDTA, EGTA e BSA. Este procedimento foi repetido mais duas vezes para
obter uma populagdo mais pura de mitocéndrias. O conteddo em proteina mitocondrial
foi determinado pelo método do Biureto usando concentragfes conhecidas de BSA a
0,4% como padrdo. A absorvancia das amostras e do padrdo foi determinada usando
um espectrofotometro (Bausch & Lomb, Spectronic 21), a 540 nm. As suspensdes de
mitocondrias de testiculo foram mantidas em gelo durante a determinagdo dos

parametros bioenergéticos.

2.6. Isolamento de Mitocéndrias de Figado

A suspensao de mitocondrias de figado foi preparada com base na metodologia
descrita por Moreno et al. (2007). Logo apés o sacrificio dos animais, o figado foi
imediatamente colocado em meio de isolamento contendo 300 mM de Sacarose, 10 mM
de Hepes, 1Im M de EGTA e 0,1% BSA sem &cidos gordos (pH 7,4; acertado com
KOH). Apo6s a pesagem do figado este foi fragmentado em meio com o auxilio de uma

tesoura e foram efectuadas diversas lavagens para remover a maioria do sangue. O
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tecido foi homogenizado com um homogenizador de vidro tipo “Potter-Elvehjem” com
um pistdo de teflon, a 1500 rota¢des por minuto. O homogeneizado foi centrifugado a
750 x g durante 10 minutos a 4°C (Centrifuga Sorvall RC6, rotor SS 34), a pelicula de
gordura superficial foi aspirada e o sobrenadante transferido para um novo tubo. Este foi
depois centrifugado a 12000 x g durante 10 minutos. O sedimento (fraccdo mitocondrial)
foi ressuspendido cuidadosamente com um pincel em meio de lavagem. O meio de
lavagem é idéntico ao meio de isolamento mas néo possui EGTA e BSA. Seguidamente
centrifugou-se e ressuspendeu-se mais duas vezes em meio de lavagem a semelhanca
do que se fez para o testiculo. O conteido em proteina mitocondrial foi também
determinado pelo método do Biureto e as suspensfes de mitocdndrias de figado foram

mantidas em gelo durante a determinacao dos parametros bioenergéticos.

2.7 Avaliacdo do Rendimento do Isolamento Mitocondrial pelo Método da Citrato

Sintase

Para assegurar que a interpretacao dos resultados nao fosse distorcida devido a
um conteudo mitocondrial diferente entre as amostras (o teste do Biureto apenas
permite avaliar a amostra em termos de proteina e ndo concretamente em
mitocéndrias), determinou-se a actividade da citrato sintase, de acordo com Coore et al.
(1971). Os sedimentos de mitocondrias de testiculo e de figado conservadas a -80°C
foram descongeladas e incubadas (50 pg) com 1 ml de meio contendo 100 mM de Tris,
200 pM de Acetil-CoA e 200 uM de acido 5,5V-dithiobis-2-nitrobenzoico (DTNB). A
absorvancia da suspenséao foi continuamente medida a 412 nm, com agitagédo e a 30°C
usando um espectrofotometro (Jasco V-560 UV/VIS). Apos a definicdo de uma linha
basal foi adicionado 100 uM de oxaloacetato. Apds 100 segundos, foi adicionado 20 pl
de Triton-X100 a 10% e medida a actividade total da citrato sintase. Neste protocolo é
avaliada a formacgédo de um produto colorido resultante da condensacédo do DTNB e da
coenzima A. A absorvancia das amostras foi determinada recorrendo ao software

Spectra Manager.

2.8. Potencial Eléctrico Transmembranar Mitocondrial

O potencial eléctrico transmembranar mitocondrial (AW) foi estimado com base na
actividade do catido lipidico tetrafenilfosfonio (TPP*) (adquirido a Merk, Darmstadt,

Alemanha), com recurso a um eléctrodo de TPP® associado a um eléctrodo de

Pagina 25 [N



_ A Mitocondria Testicular como Novo Modelo Toxicolégico para Avaliar Correctamente o Efeito de
Poluentes Ambientais na Reprodug&o Masculina: Estudo comparativo do Impacto do DDE
e TCDD na Bioenergética Mitocondrial de Testiculo e Figado

referéncia saturado em Ag/AgCl (Kamo et al.,, 1979). Nao se fez a correccdo para a
ligacdo passiva do TPP" a membrana mitocondrial, uma vez que neste estudo nio é
essencial determinar os valores absolutos de AY, mas sim identificar alteractes
relativas.

Para o calculo do AY, assumiu-se o volume da matriz mitocondrial como 1,1 pl/mg
de proteina. O meio de reacc¢do para mitocéndrias de testiculo continha 65 mM de KCI,
125 mM de sacarose, 10 mM de Tris, 20 uM de EGTA, 2,5 mM de KH,PO, (pH 7,4;
acertado com KOH), suplementado com BSA (20ug/ml). O meio de reaccdo de
mitocéndrias de figado continha 130 mM de Sacarose, 50 mM de KCI, 5 mM de Hepes,
100 uM de EGTA, 5 mM de KH,PO,, 2,5 mM de MgCl, (pH 7,3; acertado com KOH). As
reaccOes foram realizadas a 27°C com ambos os eléctrodos colocados na camara, em
1 ml de meio de reaccdo suplementado com 2 pM de TPP*, 5 mM de succinato
(substrato para o Complexo Il) e 2 uM rotenona (inibidor do Complexo 1), com agitag&o
constante.

No estudo in vivo a reaccéo foi iniciada com 0,8 mg de mitocéndrias (Fig. 10, Al).
Apenas se procedeu a avaliacdo dos parametros bioenergéticos estudando o complexo
I, visto que este complexo se mantém estavel durante mais tempo e devido ao baixo
rendimento do isolamento de mitocondrias de testiculo. No estudo in vitro com o0s
compostos DDE e TCDD, a reaccéo foi iniciada com a adigdo das mitocondrias. Uma
vez que apos a adicao de Antimicina A, se observou que o potencial transmembranar
mitocondrial demorava muito tempo a estabilizar, optou-se por realizar uma pré-
incubacdo com este composto antes da energizacdo das mitocéndrias com succinato.
Assim, as mitocondrias foram colocadas no meio de reac¢ao na presenca de rotenona e
de Antimicina A, sendo energizadas com succinato apds a estabilizacdo do potencial
(Fig. 10, B1).

Os parametros bioenergéticos determinados foram: o potencial maximo, o
potencial de despolarizacdo, o potencial de repolarizacéo e a despolarizacdo induzida
por ADP para cada um dos ensaios. Também se determinou a lag-phase de cada
ensaio, ou seja, 0 tempo necessario para que o potencial eléctrico mitocondrial retorne
ao estado estacionério inicial, correspondendo a fase de fosforilagdo do ADP (Fig. 10,
AleBl).

Sempre que necessario, lavou-se a membrana do eléctrodo e a camara de

reacgdo com uma suspensao de proteina. Isto permite remover residuos dos compostos
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mantendo o tempo de resposta e a sensibilidade do eléctrodo, e evita também a

contaminacgdo dos ensaios posteriores com 0s compostos usados anteriormente.

2.9. Consumo de Oxigénio Mitocondrial

O consumo de oxigénio e o potencial eléctrico transmembranar mitocondrial foram
registados simultaneamente, como representado na Figura 10. O consumo de oxigénio
das mitocéndrias de testiculo e de figado foi monitorizado polarograficamente com um
eléctrodo de oxigénio tipo Clark (Yellow Springs Instruments, OH) (Estabrook, 1967)
conectado a registador (Kipp & Zonen, BD) numa camara aberta com agitagédo
magnética, a 27°C.
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Figura 10 — Registos representativos dos diferentes ensaios realizados. A —
Ensaio controlo normal (iniciado com proteina); B — Ensaio controlo pré-incubacéo
(iniciado com succinato); 1 — Registo representativo das alteragdes do potencial
eléctrico mitocondrial medidas com o eléctrodo de TPP"; 2 — Registos
representativos das alteracdes no consumo de oxigénio mitocondrial usando um
eléctrodo de oxigénio

O estadio respiratério 2 foi monitorizado durante alguns minutos antes da adicédo
de 25 pM de ADP as mitocbndrias de testiculo e 100 uM de ADP as de figado,

induzindo o estadio respiratério 3. Esta baixa concentracao usada nas mitocondrias de
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testiculo foi escolhida com o objectivo de evitar a saturacdo da maquinaria fosforilativa
mitocondrial, para que uma situacao fisioldgica possa ser mimetizada (de Martino et al.,
1979). O estadio respiratorio 4 corresponde ao estado estacionario do consumo de
oxigénio atingido apos a fosforilagdo de ADP. O indice de controlo respiratério (ICR) foi
determinado como a razdo entre a respira¢cdo mitocondrial no estadio 3 (consumo de
oxigénio na presenca de substrato e ADP) e estadio 4. A razdo ADP/O, um indicador da
eficiéncia do sistema fosforilativo, representa o numero de moléculas de ADP
fosforiladas por atomo de oxigénio consumido, sendo expressa pela razdo entre a
guantidade de ADP adicionada (nmol) e o consumo de oxigénio durante o estadio 3
(natomsO) (Chance & Williams, 1956).

2.10. Analise Histoldgica - Coloracado com PAS/H

Apoés observagdo macroscopica os orgaos foram fixados em reagente de Bouin
durante 24 horas e processados para incorporacdo em parafina, apés diversas lavagens
com etanol a 70%. Foram realizadas seccdes de tecido de 5 um, usando um micrétomo,
gue foram colocadas em laminas revestidas com poli-L-lisina. Apds dois dias sobre uma
placa de aguecimento, para permitir uma melhor aderéncia ao vidro, as seccfes foram
desparafinadas em xilol e rehidratadas com concentracdes decrescentes de etanol
(100%, 99%, 95%, 70%). Todas as laminas foram coradas com Acido
Periddico/Reagente de Shiff e Hematoxilina (PAS/H). A aplicacdo de acido periodico e
reagente de Schiff, permite revelar a presenca de hidratos de carbono no tecido que
coram de vermelho, enquanto que a hematoxilina, corante basofilo que cora
substancias acidas de azul, em particular o ADN, permite identificar os nicleos das
células. As amostras foram desidratadas numa graduacdo crescente de etanol (70%,
95%, 99%, 100%) e xilol. As laminas foram depois montadas com meio de montagem
permanente Eukitt e procedeu-se a analise microscépica dos 6rgéos (Microscépio Leica
DM 4000B; camara Leica DFC480).

2.11. Quantificacdo de Nucledtidos de Adenina

A quantificagdo de nucledtidos de adenina (ATP, ADP e AMP) presentes no meio
de reaccdo no final do ensaio, teve como objectivo determinar se 0os compostos
analisados (DDE e TCDD) interferem com a conversdo destes nucleétidos. Assim, no

final de cada ensaio recolheu-se 500 pl de meio de reaccdo ao qual se adicionou 1 pl de
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Oligomicina (2 mg/ml em etanol) para inibir a actividade da ATPase, evitando alteracfes
nos niveis dos nucleétidos.

Os nucledtidos ATP, ADP e AMP no meio de reaccado de cada ensaio foram
extraidos adicionando 0,6 M de &cido perclérico suplementado com 25 mM de EDTA-Na
ao meio recolhido. Seguidamente, procedeu-se a centrifugacdo a 16 x g, durante 2,5
minutos, a 4°C (centrifuga eppendorf, 5415R), para precipitar as mitocondrias
rebentadas e algumas proteinas. Os sobrenadantes foram neutralizados com KOH 3 M
e Tris 1,5 M e centrifugados novamente. Apos a recolha do sobrenadante resultante, as
amostras foram mantidas a -80°C até ao momento da analise.

O contetdo em nucleotidos de adenina das amostras foi determinado através de
HPLC (cromatografia liquida de fase reversa de alta eficiéncia) de acordo com o
protocolo previamente descrito por Stocchi et al. (1985), utilizando um aparelho
Beckman-System Gold. O comprimento de onda de deteccéo usado foi de 254 nm, e a
amostra correu huma coluna Lichrosphere 100 RP-18 da Merk. Foi realizada uma
eluicdo isocratica com tampao fosfato 0,1 M de KH,PO,, (pH 6,5) e 0,1% metanol com
uma velocidade de fluxo de 1 mil/minuto. A solucdo de eluicdo foi filtrada e
desgaseificada com recurso a vacuo, evitando possiveis obstru¢cbes da coluna ou
interferéncias com a deteccao. A identidade do pico foi determinada comparando com o
tempo de retencdo dos padrdes. Procedeu-se ao calculo da concentracdo dos
nucleétidos por miligrama de proteina, da razdo ATP/ADP e da carga energética
determinada através da férmula: ATP+0,5ADP/(ATP+ADP+AMP).

2.12. Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada usando o programa SPSS (Statistical
Package for the Social Sciences Program), versdo 16.00, software para o Windows
(SPSS Inc., Chicago, IL, EUA). Antes dos testes estatisticos foi realizada a busca de
outliers e sua eliminacdo quando justificado. Verificou-se se todas as variaveis
apresentavam uma distribuicdo normal utilizando o teste de Shapiro-Wilk, mais
apropriado a analise de populagdes com um n baixo. Nas varidveis com distribuicdo
normal usaram-se testes t emparelhados para determinar diferencas entre animais
injectados e controlo. Nos casos em que os dados ndo apresentavam uma distribuicdo
normal foi usado o teste ndo paramétrico correspondente (teste de Mann-Whitney-

Wilcoxon para amostras emparelhadas). Os resultados foram apresentados no formato
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Média + Erro padrdo. As diferencas foram consideradas significativas quando

associadas a um valor de p<0,05.
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3. Resultados
3.1. Caracterizacdo dos Animais
Observou-se uma reducdo ligeira de peso nos animais (controlos e tratados), apés

24 horas da injeccdo mas nao foi possivel descriminar se este efeito se deveu ao stress

da injecc¢do, ao veiculo (DMSO) ou a uma variacdo entre balancas (Tabela I).

Tabela | — Peso corporal e peso dos 6rgaos reprodutores nos diferentes grupos de animais

Controlo DDE DDE Controlo TCDD TCDD
Peso corporal injecgdo (g) 279,60 + 7,84 278,00 + 6,67 322,00 + 9,402 293,00 + 4,669
Peso corporal sacrificio (g 265,00 + 10,56** 259,00 + 6,73** | 316,60+ 7,724 278,20 + 6,445**"
Peso Testiculos (g) ¢ 2,83+0,19 2,90 + 0,09 3,29+ 0,14 2,93+0,13
Peso Epididimos (g) « 0,43 £ 0,00 0,46 £ 0,04 0,48 £ 0,02 0,51+0,01

Dados representados no formato Média + Erro padrdo. Teste t para amostras emparelhadas. *p<0,05 em comparagao
com o grupo controlo respectivo para cada grupo de animais.

a - em relagdo ao peso do animal no dia da injec¢éo; b - em relacdo ao peso do animal controlo

+ Média da soma do peso dos dois testiculo; e Média do peso de cada epididimo

Nao foram observadas diferencas significativas no peso nos érgaos reprodutores
entre os animais tratados com DDE e TCDD e respectivos grupos controlo. Contudo, é
importante referir alteracbes macroscépicas observadas a superficie dos 6érgaos
reprodutores e de outros 6rgéos (como o figado), de animais injectados com DDE (Fig.
11 e 12). Foram observados aglomerados de cor branca e tamanho variavel, localizados
na capsula do testiculo, recobrindo o epididimo e na gordura envolvente dos érgaos

reprodutores, possuindo relevo e textura firme (Fig. 11). Nos animais controlo injectados

apenas com DMSO nao se observaram quaisquer alteracoes.

Figura 11 — Fotografias dos 6rgéos reprodutores de animais injectados com DDE.
A — Testiculo de um animal injectado com DDE e de animal injectado apenas com
o veiculo. De destacar a auséncia de aglomerados brancos no testiculo do animal
controlo; B — Detalhe dos aglomerados brancos (setas) sobre a superficie do
testiculo de outro animal injectado com DDE.
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Figura 12 — Fotografias com o aspecto de figados de animais injectados com
DDE. A — Figado de um animal injectado apenas com DMSO (veiculo) em
comparacao com o de um animal injectado com DDE. De destacar a auséncia
de aglomerados brancos (setas) no figado do animal controlo; B — Observacao
ao microscoépio 6ptico dos aglomerados de cor branca no rebordo do figado, na
superficie da capsula.

No figado dos animais injectados com DDE também foi possivel observar a
presenca aglomerados de cor branca na zona de jun¢ao entre os diferentes Iébulos e no
rebordo do érgdo (Fig. 12). De salientar a auséncia dos mesmos nos animais controlo

injectados apenas com o veiculo.

3.2. Andlise Histolégica
3.2.1. Org&os Reprodutores

ApOs observacdo macroscoépica dos aglomerados de cor branca na cpsula do
figado e epididimo de animais injectados com DDE, procedeu-se a analise histoldgica
desses tecidos e respectivos tecidos controlo. Apds a coloragdo com PAS/H foi possivel
verificar que estes agregados eram constituidos por aglomerados de células
inflamatorias (essencialmente neutréfilos e macréfagos) (Fig. 13 A e B). Na zona da
inflamacg&o foi possivel observar a existéncia de &reas ndo coradas de dimensfes
variaveis, correspondendo a locais de deposicdo de cristais de DDE que foram
dissolvidos durante o processamento para analise histologica (Fig. 13 C).

Na superficie dos epididimos dos animais injectados com DDE também foi
possivel observar aglomerados de cor branca. A andlise microscopica das areas
revelou o depaosito de cristais e elevado nimero de células inflamatérias. Por outro lado,
nao foi possivel observar zonas de inflamag&o nos epididimos dos animais injectados
apenas com DMSO (Fig. 14).
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Figura 13 — Cortes histolégicos de um dos aglomerados de cor branca presentes
na superficie do testiculo. A — Zona periférica do aglomerado onde é possivel
observar um elevado niimero de neutréfilos e macréfagos (B — maior ampliagéo)
C — Areas vazias (cor branca) resultantes da dissolucdo dos cristais de DDE
durante o processamento histolégico. Ampliagdo 1000x.

A - Controlo

Figura 14 — Cortes histolégicos da cauda de epididimos de animais controlo (A)
e tratados com DDE (B). Foi possivel observar que os aglomerados de cor
branca correspondiam a uma reaccédo inflamatéria localizada superficialmente,
constituida essencialmente por neutréfilos e macréfagos e cristais de DDE. Nao
se observaram células do sistema imunitario ou cristais no limen e no epitélio do
epididimo.
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3.2.2. Figado

Nos cortes histolégicos de figado foi possivel observar no animal injectado com
DDE a existéncia de zonas de inflamagéo, ao passo que, no animal controlo estas
estavam ausentes. As areas de inflamacdo possuiam um aspecto idéntico as
observadas nos 6rgéos reprodutores, com inimeras células do sistema imunitério e
cristais de DDE (Fig. 15).

A — Controlo

Figura 15 — Cortes histolégicos de figado de um animal controlo (A) e de um
animal tratado com DDE (B). Como no testiculo e epididimo, os aglomerados de
cor branca correspondiam a uma reaccdo inflamatéria localizada
superficialmente constituida essencialmente por neutréfilos, macréfagos e
cristais de DDE. As zonas de inflamacgé&o foram visualizadas no rebordo do 6rgéo
e na zona de juncgdo entre os diferentes I6bulos do figado nos animais injectados
com o composto. Ndo se observaram alteracdes microscopicas no tecido
hepético 24 horas ap6s injeccéo de DDE.

3.3 Avaliacdo do Rendimento do Processo de Isolamento Mitocondrial

Nao foram observadas diferencas estatisticas na actividade total da citrato sintase
das amostras, o que significa que o contetdo mitocondrial por miligrama de proteina era
idéntico entre os ratos injectados e respectivos controlos, e entre 0s animais usados no
estudo in vitro. Isto permite assegurar que as diferencas observadas na bioenergética

mitocondrial ndo se devem a um rendimento de isolamento diferente entre as amostras.
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3.4. Respiracéo e Potencial Transmembranar Mitocondriais
3.4.1. Estudo in vivo

N&o foram observadas diferencas estatisticas nos parametros bioenergéticos
dos animais tratados com DDE em relacdo aos animais controlo. Contudo existe uma
tendéncia para que as mitocbndrias testiculares dos animais injectados com DDE
tenham um potencial maximo e potencial de despolarizacdo mais elevados (p=0,084 e
p=0,085; respectivamente) do que os animais controlo (Tabela Il). Também néo se
observaram diferencas significativas na fung@o respiratéria e nos parametros do
potencial eléctrico transmembranar no grupo TCDD relag&o ao grupo controlo para este
composto (Tabela Il).

Tabela Il — Funcgéo respiratéria e pardmetros de potencial eléctrico transmembranar nos ratos
controlo e injectados com DDE e TCDD
Controlo DDE DDE Controlo TCDD TCDD

AY Max (-mv) 212,52 +2,30 215,62 + 1,76 216,87 £ 0,65 217,01 £ 0,96
AY Desp (-mv) 186,17 + 3,46 188,97 + 3,28 197,65+ 1,15 197,49 + 1,22
AY Rep (-mv) 26,33 £1,66 26,47 £ 1,81 18,20 + 1,72 20,39 £ 0,90
Desp induzida ADP (-mv) 209,26 £2,73 211,79 £ 2,27 213,41 + 0,65 214,07 £ 1,48
Lag-phase (s) 37,10 £ 7,98 33,90 £ 3,78 23,33 £4,21 23,83 + 3,68
Estadio 3 (natmsO/min/mgprot) 42,03 +11,95 51,65 + 8,24 40,06 £ 2,44 50,13 + 5,26
Estadio 4 (natmso/min/mgprot) 24,65 + 3,36 26,63 + 4,01 31,97 + 4,86 30,90 + 4,24
ICR 1,64 + 0,25 1,93 £ 0,07 1,29+0,14 1,75+ 0,47
ADP/O 2,19+0,25 2,50 +£0,39 1,53+0,18 1,75+ 0,35

Dados representados no formato Média + Erro padréo. Testes t para amostras emparelhadas. *p<0,05

3.4.2. Estudo in vitro
3.4.2.1. Testiculo

Para confirmar as tendéncias observadas no estudo in vivo e visualizar melhor o
efeito do DDE e TCDD sobre os parametros bioenergéticos, efectuaram-se ensaios
mitocondriais in vitro aplicando estes compostos directamente sobre as mitocondrias.
Além disso, testou-se também uma substancia com efeitos ja descritos em mitocéndrias
de figado e testiculo, Antimicina A, em concentra¢cdes baixas de forma a provocar uma
inibicdo parcial do complexo Il (minima concentracdo com efeito no potencial de

mitocéndrias de figado).
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Nos ensaios in vitro com mitocéndrias de testiculo tratadas com DDE (Tabela lll) o
potencial maximo foi significativamente mais elevado do que nos ensaios controlo
(p=0,026). Também se observaram diferencas significativas no potencial de
despolarizagdo e na despolarizagdo induzida por ADP (p=0,014 e p=0,029;
respectivamente). O DDE aumentou significativamente o tempo que as mitocondrias de
testiculo demoraram a repolarizar apés a adigdo de ADP, que é visivel pelo aumento da
lag-phase nas mitocondrias tratadas (p=0,001). Além disso, as mitocondrias tratadas
com DDE apresentaram velocidades de estadio 3 e 4 menores que as mitocondrias dos
ensaios controlo (p=0,011 para o estadio 3 e p=0,0644 para o estadio 4, representando

esta Ultima apenas uma tendéncia).

Tabela lll — Funcéo respiratéria e parametros de potencial eléctrico transmembranar
de mitocbndrias de testiculo tratadas in vitro com DDE/TCDD e ensaios controlo
Controlo DDE TCDD
AY Max (-mv) 213,28 +0,84 216,98 + 0,78* 212,72 +1,93
AY Desp (-mv) 194,25 + 1,49 200,68 + 1,54* 200,72 £1,18*
AY Rep (-mv) 211,32 +£1,22 210,54 +1,18 210,53+1,70
Desp induzida ADP (-mv) 19,34 +£0,72 16,30 + 1,24* 12,06 + 1,70*
Lag-phase (s) 30,26 +1,54 41,06 + 1,58* 68,50 + 13,47*
Estadio 3 (natmsO/min/mgprot) 60,57 +5,21 49,13 + 2,50* 49,82 +5,31*
Estadio 4 (natmsO/min/mgprot) 31,84 +2,18 29,00 £1,87 32,14 +1,85
Estadio 2 (natmsO/min/mgprot) 19,75 + 2,95 20,03 + 2,88 27,09 +1,27
+
(EZEi?g‘/’mzm /m(g:;::)posm 20,36 + 2,63 27,00 + 1,27
ICR 1,93+0,11 1,73 £0,11 1,54+0,13
ADP/O 1,40 +£0,08 1,21+ 0,07 1,11 +0,12

Dados representados no formato Média + Erro padrédo. Testes t para amostras emparelhadas. *p<0,05

As mitocOndrias tratadas in vitro com TCDD (Tabela lll) apresentaram um potencial
de despolarizacdo significativamente maior e uma despolarizacdo induzida por ADP
significativamente menor que a observada nos ensaios controlo (p=0,027 e p=0,021,
respectivamente). Além disso, observou-se um aumento significativo da lag-phase nas
mitocondrias tratadas com o composto (p=0,05). Quanto a funcdo respiratoéria,
observou-se que as mitocondrias expostas a TCDD apresentavam velocidades de
estadio 3 significativamente menores (p=0,020) e uma tendéncia para uma diminuigdo
do ICR (p=0,057).
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Os ensaios com Antimicina A foram comparados com ensaios controlo pré-
incubacdo em que se iniciou a reac¢cdo com substrato. Isto porque foram observadas
diferencas significativas em alguns parametros bioenergéticos de ensaios controlo
normais iniciados com proteina em comparagdo com ensaios controlo pré-incubacgéo
iniciados com o substrato (dados nao mostrados). Apdés a pré-incubacdo das
mitocondrias de testiculo com Antimicina A, observou-se diminui¢cdo significativa do
potencial de despolarizacdo e do potencial de repolarizacdo (p=0,036 e p=0,009;
respectivamente). Observou-se ainda uma tendéncia para uma menor velocidade do

estadio 3 nas mitocdndrias expostas a este composto (p=0,063) (Tabela IV).

Tabela IV — Funcdo respiratéria e parametros de potencial eléctrico
transmembranar de mitocondrias de testiculo tratadas in vitro com
Antimicina A e ensaios controlo

Controlo pré-inc Antimicina A
AY Max (-mv) 215,50 £ 1,16 209,94 £1,89
AY Desp (-mv) 202,72 £ 0,93 196,78 +1,70*
AY Rep (-mv) 214,02 £1,14 207,42 +£1,89*
Desp induzida ADP (-mv) 12,88 + 0,63 12,94 + 0,53
Lag-phase (s) 48,75 £ 3,93 47,44+ 4,18
Estadio 3 (natmsO/min/mgprot) 50,73 + 2,32 41,60 + 2,89
Estadio 4 (natmsO/min/mgprot) 36,13+ 1,73 29,33+2,13
Estadio 2 (natmsO/min/mgprot) 22,48 + 3,07 23,65+1,41
ICR 1,42 £ 0,06 1,44 + 0,05
ADP/O 1,12 +0,06 1,12+ 0,05
Dados representados no formato Média + Erro padrdo. Testes t para amostras emparelhadas.
*p<0,05
3.4.2.2. Figado

Verificou-se que com a adicdo de DDE (Tabela V), o potencial gerado pelas
mitocondrias de figado diminui de forma acentuada, sendo este valor significativamente
diferente do potencial maximo antes da adicdo do composto (p=0,003) e do potencial
maximo dos ensaios controlo (p=0,007). Também se observou uma diminuicdo
significativa do potencial de despolarizacdo e do potencial de repolarizacéo (p=0,003 e
p=0,012; respectivamente). Em relacdo a funcdo respiratéria, observou-se que as
mitocbndrias expostas a DDE apresentavam velocidades de estadio 3 e 4

significativamente menores (p=0,007 e 0,027; respectivamente). Ndo se apresentam
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valores para a lag-phase nos ensaios com DDE porgue em muitos deles as
mitocondrias ou ndo repolarizavam ou apresentavam uma repolarizagcdo minima,
dificultando a determinag&o deste parametro.

N&o se observaram diferencas significativas nos parametros bioenergéticos nas

mitocondrias de figado tratadas in vitro com TCDD, em compara¢cdo com 0S ensaios

controlo (Tabela V).

Tabela V — Funcéo respiratéria e parametros de potencial eléctrico transmembranar
de mitocéndrias de figado tratadas in vitro com DDE/TCDD e ensaios controlo

Controlo DDE TCDD
AY Max (-mv) 217,79 + 1,30 203,28 + 4,92* 216,93 + 2,59
AWY Desp (-mv) 192,70 + 1,53 178,64 + 4,51* 195,70 + 1,19
AY Rep (-mv) 217,74+ 1,35 188,47 + 9,52* 216,71+ 1,68
Desp induzida ADP (-mv) 24,98 + 1,01 27,45+ 0,92 21,00 + 2,07
Lag-phase (s) 65,25+ 3,08  oeeeeeee 69,38 + 9,73
Estddio 3 (natmso/min/mgprot) 94,94 + 7,39 51,30 + 7,63* 80,05 + 11,96
Estddio 4 (natmso/min/mgprot) 27,64 +1,38 22,63 +2,21* 26,55 + 0,83
Estadio 2 (natmso/min/mgprot) 25,08 + 2,55 21,57 +3,71 15,31 + 3,09
+
(Enzfifc'f/’mzm /m(g:’?rgt‘)posm 16,42 + 0,98 26,14 + 0,54
ICR 3,50+ 0,27 2,92 +0,40 3,02+0,42
ADP/O 2,27 0,18 2,60 + 0,23 2,69 £ 0,23

Dados representados no formato Média + Erro padrdo. Testes t para amostras emparelhadas. *p<0,05

Os ensaios com Antimicina A também foram comparados com 0s ensaios controlo
pré-incubacdo, a semelhanca do que foi feito no testiculo. A Antimicina A afecta
diversos parametros bioenergéticos das mitocdndrias de figado (Tabela VI). Observou-
se que o potencial maximo e o potencial de despolarizacao das mitocondrias expostas a
Antimicina A foi significativamente mais baixo que nos controlos pré-incubacao (p=0,001
e p=0,005), assim como o potencial de repolariza¢édo (p=0,001). O periodo de lag-phase
foi significativamente maior (p=0,002) nas mitocondrias tratadas com este composto. A
Antimicina A diminui também a velocidade respiratéria do estadio 3 e 4 (p=0,003 e
p=0,05; respectivamente) e provoca ainda uma diminuicdo significativa do ICR

(p=0,039), em comparagdo com 0s ensaios controlo pré-incubacéo.
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Tabela VI — Funcdo respiratéria e parametros de potencial eléctrico
transmembranar de mitocdndrias de figado tratadas in vitro com Antimicina
A e ensaios controlo

Controlo pré-inc Antimicina A
AY Max (-mv) 213,90 + 1,15 209,36 + 1,67*
AY Desp (-mv) 194,05 + 1,68 190,14 + 2,20*
AY Rep (-mv) 213,99 + 0,88 208,08 + 1,94*
Desp induzida ADP (-mv) 19,83 + 1,05 19,22 + 0,97
Lag-phase (s) 86,85 + 6,49 126,15+ 12,17*
Estadio 3 (natms0/min/mgprot) 81,99 + 11,60 57,36 + 7,45*
Estadio 4 (natmso/min/mgprot) 27,95 + 2,57 21,09 + 0,90*
Estadio 2 (natmso/min/mgprot) 27,26 £ 2,03 21,94+ 1,45
ICR 3,18 + 0,39 2,73 +0,32*
ADP/O 2,18 0,23 2,21+0,34
Dados representados no formato Média + Erro padréo. Testes t para amostras emparelhadas.

*p<0,05

3.4.2.3. Comparacdao entre 6rgaos

As diferencas de comportamento do testiculo e do figado em relacdo aos
compostos estudados estdo esquematizadas na Figura 16. Esta tabela foi feita com
base em registos das mitocéndrias dos dois 6érgdos do mesmo animal.

Apo6s a adicdo da mesma dose de DDE a mitocondrias de testiculo e figado, o
efeito no potencial méximo é completamente oposto (Fig. 17; Gréafico A). Enquanto no
testiculo h4 um aumento significativo do potencial gerado pelas mitocondrias; no figado
ocorre uma diminuicdo significativa do potencial. Por outro lado, o potencial de
repolarizagéo no figado diminui significativamente com a adigdo de DDE, ao passo que
no testiculo o potencial de repolarizacdo € estatisticamente igual ao dos ensaios
controlo (Fig. 17; Grafico B). Além disso, no testiculo observou-se uma diminuigéo
significativa da despolarizacdo induzida por ADP apés adicdo de DDE, mas no figado
ndo ocorre uma alteracdo deste parametro em relacdo aos ensaios controlo (Fig. 17;
Gréfico C). Quanto a velocidade do estadio 3, o DDE provoca o mesmo padrdo de
alterac@es significativas nos dois érgaos, ocorrendo porém no figado uma diminuicédo
mais acentuada da velocidade (Fig. 17; Grafico D). Em relagéo a velocidade do estadio
4, no figado ocorre uma diminuicao significativa, enquanto no testiculo ha apenas uma

tendéncia para o decréscimo desta velocidade.
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Figura 16 — Figura resumo com os efeitos in vitro dos compostos DDE, TCDD e
Antimicina A nas mitocondrias de Testiculo e Figado.
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Figura 17 — Gréficos com a variacdo de pardmetros bioenergéticos, apés a adicdo
de DDE, no testiculo e no figado. A — Potencial Maximo; B — Potencial de
repolarizacéo; C — Despolarizagéo induzida por ADP; D — Velocidade do estadio 3.

Todas as colunas representam Média + Erro Padréo. Testes t para amostras emparelhadas.

Pagina 41 Y

* p<0,05.



_ A Mitocondria Testicular como Novo Modelo Toxicolégico para Avaliar Correctamente o Efeito de
Poluentes Ambientais na Reprodug&o Masculina: Estudo comparativo do Impacto do DDE
e TCDD na Bioenergética Mitocondrial de Testiculo e Figado

A adicdo da mesma dose por miligrama de proteina de TCDD a mitocéndrias de
testiculo e de figado, apenas provoca alteragbes significativas nos parédmetros
bioenergéticos das mitocondrias de testiculo. Assim, o TCDD causa uma diminuigdo
significativa da despolarizagédo induzida por ADP e da velocidade do estadio 3 e um
aumento significativo da lag-phase nas mitocondrias de testiculo (Fig. 18; Gréfico A, B
e C). H4 ainda uma tendéncia quase significativa para a diminui¢cdo do ICR neste érgao,
enquanto que, as mitocbndrias de figado tratadas com TCDD tém um ICR

estatisticamente igual aos ensaios controlo.

A Despolarizagdo induzida por ADP B Lag Phase
35,00
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2500 100,00
= 2000 I z *
_E_ ; * H Controlo % 80,00 .l. T H Controlo
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< T ki !
10,00 40,00
5,00 20,00
0,00 0,00
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C
100,00
80,00 T
50,00 * H Controlo

W TCOD
40,00

20,00

Estadio 3 {natomsO,/min/mgproteina)
—

o
[=3
[=1

Testiculo Figado

Figura 18 — Graficos com a variacdo de parametros bioenergéticos, apés a
adicao de TCDD, no testiculo e no figado. A — Despolarizagdo induzida por ADP;
B — Lag-Phase; C — Velocidade do estadio 3.

Todas as colunas representam Média+Erro padrdo. Testes t para amostras emparelhadas.
* p<0,05.

Por outro lado, a mesma dose de Antimicina A, provoca mais alteracbes nos
parametros bioenergéticos das mitocéndrias de figado do que nas de testiculo. Por
exemplo, o0 potencial maximo € significativamente menor e a lag-phase
significativamente maior nas mitocondrias de figado tratadas com Antimicina A; n&o
havendo alteracbes destes parametros no testiculo (Fig. 19; Grafico A e B). Ja o

potencial de repolarizacdo é significativamente menor em ambos o0s 4rgaos. A

velocidade do estadio 3 diminui significativamente nas mitocdndrias de figado tratadas
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com Antimicina A, ao passo que apenas tende a ser menor nas mitocondrias de
testiculo (Fig.19; Grafico C). A velocidade do estadio 4 tende também a ser menor no
figado o que poderé justificar uma alteracdo significativa do ICR nas mitocdndrias de
figado tratadas com Antimicina A, algo que nao se verifica no testiculo (Fig. 19; Grafico
D).
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Figura 19 — Gréficos com a variacdo de parametros bioenergéticos, apds pré-
incubacdo com Antimicina A, no testiculo e no figado. A — Potencial Maximo; B —
Lag-Phase; C — Velocidade do estadio 3; D — indice de Controlo Respiratério.

Todas as colunas representam Média+Erro padrdo. Testes t para amostras emparelhadas.
* p<0,05.

3.5. Quantificacdo de Nucleétidos de Adenina

Nao foram observadas diferencas significativas no conteddo dos diferentes
nucledtidos entre ensaios com animais injectados com DDE ou TCDD e os respectivos
grupos controlo. Contudo o padrdo de variacdo de concentracbes foi idéntico ao
observado em ensaios in vitro com mitocondrias de testiculo. Nestes ultimos
observaram-se diferencas significativas na concentracdo de alguns nucleétidos,
havendo uma diminui¢cdo na concentracdo de ATP nas mitocondrias tratadas com DDE
e uma diminui¢do dos niveis de AMP nas mitocondrias expostas a DDE e TCDD, em

relac@o aos ensaios controlo (Fig. 20; Grafico A e B).
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Por outro lado, os ensaios com mitocondrias de figado apresentam um padrao

de variacdo das concentracbes de ATP, ADP e AMP diferente do observado para as

mitocéndrias de testiculo quer nos ensaios in vivo quer nos ensaios in vitro. Embora a

Unica diferenca significativa observada seja um aumento da concentragdo de ADP para

as mitocéndrias de figado expostas a DDE, o padrdo de variagdo da concentracdo de

nucleodtidos é claramente diferente e nalguns casos até oposto ao observado em
testiculo (Fig. 20; Grafico C).
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Figura 20 — Gréficos com a variagdo na concentracdo dos nucleotidos ATP,
ADP e AMP no fim dos ensaios realizados com mitocondrias de testiculo e de
figado. A — Ensaios com mitocdndrias de testiculo de animais injectados in vivo
com DDE e TCDD e respectivos controlos; B — Ensaios in vitro com
mitocdndrias de testiculo expostas a DDE e TCDD em compara¢do com 0s
ensaios controlo; C — Ensaios in vitro com mitocéndrias de figado expostas a
DDE e TCDD em comparac¢ao com 0s ensaios controlo.

Todas as colunas representam Média+Erro padrdo. Os dados referentes aos graficos A
e B foram analisados com testes t para amostras emparelhadas e os do gréafico C com
testes ndo paramétricos equivalentes também para amostras emparelhadas. * p<0,05

N&o se observaram diferencas significativas para a razdo ATP/ADP e para a

carga energética entre ensaios controlo e DDE ou TCDD nos estudo in vivo e in vitro

para o testiculo e figado.
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4. Discussao

Os resultados obtidos neste trabalho indicam que os poluentes ambientais DDE e
TCDD tém algum impacto negativo na bioenergética mitocondrial das células de
testiculo. Indicando também que a mitocdndria testicular pode e deve ser usada como
modelo para uma correcta avaliacdo dos efeitos de toxicos ambientais na reproducéo,
uma vez que a extrapolacdo de resultados obtidos com outros tipos de mitocondrias
mais utilizadas em modelos toxicolégicos (homeadamente hepaticas) pode néo reflectir
0 gque se passa na génada masculina.

O protocolo de isolamento de mitocondrias testiculares permite a obtencédo de
uma populagdo heterogénea de mitocondrias provenientes dos varios tipos celulares
presentes no testiculo. Nao foi possivel realizar um estudo pormenorizado com
mitocdndrias isoladas de tipos individualizados de células, uma vez que o isolamento de
mitocéndrias funcionais de testiculo esta associado a um rendimento extremamente
baixo em termos de proteina mitocondrial. Assim, o testiculo foi analisado como um
todo, sendo a resposta das mitocondrias aos poluentes ambientais observada
representativa de todo o 6rgdo. Estudos futuros, pelo menos procurando diferenciar
entre mitocdndrias de células somaticas e células germinais, deverdo procurar
particularizar os resultados em termos dos tipos celulares presentes.

A dose aguda e o curto tempo de exposicdo a DDE e TCDD, ndo teve como
objectivo principal simular as condi¢bes a que animais e humanos estdo normalmente
expostos, mas sim determinar se as mitocondrias estdo envolvidas nas etapas iniciais
de toxicidade causada por estes compostos, observando-se o efeito directo sobre as
mitocéndrias independentemente dos efeitos mediados por receptores (receptor AhR,
receptor de estrogénios e receptor de androgénio). O possivel efeito do veiculo DMSO,
foi excluido neste estudo, visto que os parametros bioenergéticos das mitocéndrias dos
animais tratados foram sempre avaliados em comparagdo com o grupo controlo. Além
disso, embora a média dos volumes de DMSO injectado nos animais controlo para o
DDE e TCDD tenha sido muito diferente (766 pl e 229 pl, respectivamente) ndo se
observaram efeitos dependentes da dose, podendo-se inferir que apesar da perda de
peso no grupo controlo, o DMSO néo esta a interferir directamente nos resultados
obtidos.

Embora a exposicdo a DDT possa ocorrer mais directamente em individuos

envolvidos na produgcdo e aplicacdo deste insecticida, estima-se que 90% do DDT
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acumulado na populacdo geral provém da alimentacdo (WHO, 2004). O DDE,
metabolito mais comum do DDT, é ainda mais estavel no ambiente (Song et al., 2008;
Ando, 1982), estimando-se que o tempo de vida média do DDE no plasma seja de
aproximadamente 10 anos (Turusov et al., 2002). Estudos anteriores sugerem que o
DDE, além de afectar o sistema reprodutor masculino através de alteracdes na
regulacédo hormonal (Kelce et al., 1995; Rosselli et al., 2000), pode ter uma acc¢do mais
directa sobre as células testiculares (Song et al., 2008; Xiong et al., 2006), estando a
mitocondria possivelmente envolvida na toxicidade induzida por este composto. Os
primeiros estudos com aplicagdo directa de DDT e DDE em mitocondrias foram
realizados com recurso a mitocéndrias de figado, principal 6rgdo de desintoxicagdo do
organismo, e revelaram que estes compostos podem ter efeitos adversos sobre a
bioenergética mitocondrial (Ferreira et al.,, 1997; Moreno & Madeira, 1991). Estes
resultados foram confirmados por este estudo, embora a dose de DDE utilizada nos
ensaios in vitro com mitocéndrias de figado tenha sido superior a usada anteriormente.
Por outro lado, as indicacBes de que o DDE pode induzir apoptose por via mitocondrial
em culturas de células de Sertoli, podendo a geracdo de ROS ter um papel critico nesse
processo, realcam a necessidade de estudos utilizando mitocéndrias de testiculo (Song
et al., 2008).

Na superficie de érgdos de animais injectados com DDE foi possivel observar
aglomerados de cor branca e tamanho variavel. A andlise histol6gica permitiu concluir
gue estes aglomerados representavam zonas de inflamagéo, resultantes da deposicéo
do composto quimico (observavel como cristais). Como esperado, nao se observaram
outras alterag6es microscopicas no epididimo ou figado, dada a natureza do ensaio. De
facto, ndo se esperariam efeitos radicais na arquitectura testicular 24 horas apés
injeccéo.

Nos ensaios in vivo ndo foram observadas diferengas estatisticas nos parametros
bioenergéticos dos animais tratados com DDE em relagdo aos animais controlo.
Contudo observou-se uma tendéncia para que as mitocdndrias dos animais injectados
com DDE tivessem um potencial maximo e um potencial de despolarizacdo mais
elevados. Isto foi posteriormente confirmado, de forma inequivoca e estatisticamente
significativa, utilizando ensaios in vitro. Estes resultados foram completamente
inesperados, visto que no figado esta descrito que o DDE provoca uma diminuicdo do

potencial quando é adicionado a mitocdndrias isoladas (Ferreira et al.,, 1997). Para
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confirmar que estes efeitos ndo se deviam, por exemplo, a uma possivel contaminacéo
do stock de DDE ou a efeitos inesperados e inespecificos de DMSO nas mitocondrias
de testiculo, efectuou-se também um estudo in vitro com aplicagéo directa do composto
sobre mitocéndrias de figado, usando uma dose igual a utilizada nos ensaios com
testiculo in vitro. Os resultados obtidos com estas mitocdndrias vdo ao encontro dos
previamente descritos, ocorrendo uma diminui¢cdo drastica do potencial apés a adicdo
deste contaminante ambiental. Isto permitiu concluir que as mitocondrias destes dois
orgdos apresentam respostas opostas a mesma dose de DDE, comprovando a
necessidade da utilizacao de tecido testicular para testar os efeitos toxicolégicos neste
orgao.

Embora se possa especular sobre o possivel mecanismo de ac¢do do DDE nas
mitocbndrias de testiculo, este ndo pbde ser determinado experimentalmente. A
diminuicdo do “leak” a protdes pode ser um dos mecanismos envolvidos no aumento do
potencial pelas mitocdndrias de testiculo. A entrada de protdes na matriz sem envolver
a sintese de ATP pode ocorrer por interferéncia directa com a estabilidade das
membranas, pelo aumento do acoplamento entre as subunidades F; e Fy da ATP
sintase (normalmente fraco nas mitocéndrias testiculares como sugerido por Vazquez-
Memije et al., 1988) ou por inibicdo de transportadores, como as proteinas
desacopladoras (UCPs) cuja presenca funcional no testiculo foi previamente confirmada
(Amaral et al., 2008) ou inibicdo de canais de potassio sensiveis a ATP (cuja presenca e
funcionalidade ainda nao foi comprovada nas mitocéndrias testiculares; embora tenha
sido detectado neste 6rgao a expresséo de uma isoforma da subunidade SUR (SUR2)
destes canais por Inagaki et al., 1996). Uma vez que se observou uma respiracdo mais
lenta apos o tratamento das mitocondrias com DDE, e dado que o uso desta substancia
como substrato ser altamente improvavel, estas hip6teses foram descartadas na andlise
do aumento do potencial mitocondrial.

Além disso, em testiculo observaram-se diferencas significativas na despolarizacao
induzida por ADP (menor nas mitocondrias tratadas) e na lag phase (maior nas
mitocéndrias expostas a DDE), indicando que o DDE pode estar a causar uma inibicdo
do sistema fosforilativo, confirmado também pela diminuicdo dos niveis de ATP,
medidos por HPLC, ap0s um ciclo de fosforilagdo. Por outro lado no figado néo se
observaram estas alteracbes o que é concordante com os resultados utilizando

mitocéndrias de figado ja relatados por Ferreira et al. (1997). JA os parametros
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respiratdrios apresentam um comportamento idéntico nestes dois 6rgaos induzindo
velocidades de respiracdo no estadio 3 e 4 menores. Foi previamente sugerido (Ferreira
et al., 1997) que a inibicdo da respiracdo mitocondrial na presenca de DDE se deve a
uma inibicdo directa do complexo Il e da translocag¢édo do succinato para a mitocéndria,
ja que quando as mitocéndrias foram energizadas com substratos para o complexo |
ndo houve qualquer alteracdo na respiracdo mitocondrial. Ndo foi possivel confirmar se
0o mesmo se verifica em mitocéndrias de testiculo, uma vez que este estudo foi
direccionado para o complexo Il, deixando esta hipétese em aberto.

O TCDD, membro mais potente da classe das dioxinas, esta associado a toxicidade
em diversos sistemas e 6rgaos, incluindo o sistema reprodutor (Birnbaum & Tuomisto,
2000; Pocar et al., 2005). O mecanismo biologico pelo qual o TCDD exerce estes
efeitos ainda ndo é completamente conhecido. Estudos anteriores indicam que a
toxicidade induzida por TCDD pode ser mediada pelo receptor AhR (Fernandez-
Salguero et al., 1996; Fisher et al., 2005; Pocar et al., 2005; Senft et al., 2002), cuja
expressao no tecido testicular foi demonstrada (Schultz et al., 2003). Contudo outros
estudos sugerem que alguns efeitos no testiculo possam ser independentes do receptor
AhR, podendo ser originados pela accdo directa do TCDD noutros componentes
celulares (Simanainen et al., 2004). O testiculo ndo seria exemplo Unico desta acgao
directa, uma vez que o TCDD pode promover a progressdo de tumores por actuar
directamente na transcricao e stress oxidativo mitocondrial, indicando que a mitocondria
pode ser importante na toxicidade por vias independentes do AhR (Biswas et al., 2008).
Por outro lado, verificou-se que a exposicdo a TCDD induz stress oxidativo no sistema
reprodutor (Latchoumycandane et al., 2003), demonstrando a necessidade de estudar o
impacto do TCDD em mitocondrias testiculares.

Nos ensaios in vivo ndo foram observadas diferencas significativas nos pardmetros
bioenergéticos dos animais tratados com TCDD. No entanto, a utilizagdo in vitro deste
composto nas mitocondrias de testiculo revelou uma diminuicdo da despolarizagédo
induzida por ADP, um aumento da lag-phase, uma reducdo da velocidade do estadio 3
e uma tendéncia quase significativa para uma diminui¢cdo do ICR. Uma vez que ndo ha
alteracdo nos valores de potencial gerados pelas mitocéndrias expostas a TCDD, estes
resultados sugerem que este composto afecta a funcado mitocondrial ao nivel do sistema
fosforilativo. Os resultados deste estudo indicam que o TCDD tem efeitos directos sobre

mitocdndrias de testiculo, independentes dos receptores. A discrepancia de resultados
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in vivo e in vitro pode dever-se a biodistribuicdo do TCDD no organismo, uma vez que
este composto se acumula principalmente no tecido adiposo. A dose usada nos ensaios
in vitro parece nao afectar a bioenergética das mitocdndrias de figado. No entanto, se
recorrermos a literatura existente verificamos que os efeitos descritos para mitocondrias
de figado em ensaios in vivo voltam a ser diferentes dos observados em mitocondrias
de testiculo, com um ligeiro aumento do potencial, aumento da velocidade 3 e 4 e
também um aumento significativo do ICR, quando energizadas com substrato para o
complexo Il (Shertzer et al., 2006). A auséncia de efeitos do TCDD na bioenergética
mitocondrial do figado in vitro neste estudo sugere que a possivel resposta a este
composto neste 6rgdo possa ocorrer apenas para doses mais elevadas ou ser mediada
pelo receptor AhR.

Curiosamente, ao contrario do que acontece para o TCDD, a Antimicina A
(substancia cujos efeitos sdo bem conhecidos ao nivel do Complexo IIl) provoca mais
alteracBes significativas nos parametros bioenergéticos das mitocéndrias de figado do
gue nas de testiculo apresentando, no entanto, o mesmo padrdo de alteracbes
bioenergéticas, como era esperado. Assim, a ligeira inibicdo da cadeia respiratéria ao
nivel do complexo lll, provocou uma diminui¢cdo do potencial maximo gerado, aumento
da lag-phase e diminuicdo do potencial de repolarizagdo, bem como diminuicdo da
velocidade do estadio 3 e 4 e do ICR. Os ensaios com Antimicina A serviram assim
como um controlo positivo permitindo validar as diferengas observadas entre 6rgaos na
resposta aos poluentes ambientais.

Os estudos in vitro usando estes dois drgaos permitiram concluir que as
mitocondrias testiculares apresentam uma sensibilidade e um padrdo de resposta
diferente das mitocéndrias de figado quando expostas a DDE, TCDD e Antimicina A, em
varios parametros bioenergéticos. A ndo observacao de diferencas para DDE e TCDD
na razdo ATP/ADP dos niveis destes nucleétidos de adenina, apdés um ciclo
fosforilativo, é consistente com a auséncia de diferencas no ADP/O nos ensaios com
mitocdéndrias de testiculo e figado. Os ensaios in vitro foram muito Uteis porque
permitiram confirmar algumas das tendéncias observadas in vivo, o que valida este
sistema de estudo e realca a sua importancia para avaliar rapidamente o possivel efeito
de poluentes ambientais na fertilidade masculina. Além disso o sistema in vitro tem a
vantagem de permitir a observacdo do efeito directo sobre as mitocondrias permitindo

contornar alguns aspectos relacionados com o estudo in vivo, como a distribuicédo
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sistémica do composto, ou o tempo e custo envolvidos nos ensaios. Este estudo realca
mais uma vez a importancia de testar o efeito de um composto sobre as mitocondrias
de testiculo em vez de fazer inferéncias através dos seus efeitos noutros 6rgaos. Isto é
especialmente importante porque muitas vezes as mitocdndrias de figado sédo usadas
como modelo toxicoldgico para outros 6rgédos, como por exemplo no estudo de Hase et
al. (2008), em que se usaram mitocondrias de figado para avaliar os efeitos do herbicida
Atrazina em espermatozoides. Embora o nosso modelo seja representativo da resposta
de todo o testiculo, deve sem duvida ser considerado como um modelo mais adequado
para este tipo de analises.

E importante destacar que as concentracbes de DDE e TCDD usadas neste
estudo sdo muito superiores as que ocorrem nos tecidos na maioria dos organismos.
Além disso ndo podem ser feitas inferéncias directas dos resultados obtidos neste
modelo animal para a espécie humana. Contudo, sendo a mitocdndria um organelo
particularmente sensivel a poluentes ambientais, vital para os mecanismos de vida e
morte da célula, bem como para a fertilidade masculina; a influéncia de poluentes
ambientais nas mitocondrias de testiculo deve ser considerada como um bom indicador

inicial de toxicidade reprodutiva.
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5. Concluséao

Neste trabalho a utilizacdo de mitocdndrias testiculares como modelo
toxicoldgico foi amplamente validada, indicando que podem e devem ser usadas como
modelo primario para estudar o efeito de poluentes ambientais na espermatogénese e
fertilidade masculina. Os resultados indicaram que os poluentes ambientais DDE e
TCDD tém um impacto negativo na bioenergética mitocondrial das células de testiculo,
afectando ao nivel do sistema fosforilativo, por actuacao directa sobre as mitocondrias.
Pode concluir-se também que a mitocdndria pode estar envolvida nas vias de toxicidade
independentes de receptores anteriormente sugeridas para estes compostos.

As diferencas observadas na resposta e sensibilidade das mitocondrias dos dois
orgaos estudados quando expostas a DDE e TCDD evidenciam o facto de o testiculo
ser um 6rgao Unico em termos metabdlicos e indicam que as mitocéndrias de figado
podem néo ser adequadas para avaliar o impacto de poluentes ambientais no sistema
reprodutor, realgcando a importancia da mitocondria testicular como novo modelo
toxicoldgico.

No futuro seria interessante avaliar a produ¢do de ROS nas mitocéndrias apés a
exposicao a estes contaminantes ambientais, ja que esta descrito que estédo associados
a stress oxidativo, na tentativa de elucidar se o aumento do potencial mitocondrial apos
exposi¢cdo a DDE nas mitocondrias de testiculo esta associado a uma maior produgéo
de ROS. Seria também interessante elucidar os mecanismos de accao pelos quais
estes compostos afectam as mitocéndrias testiculares, avaliando por exemplo se a
diferente resposta entre 6rgdos se deve a um diferente contelddo lipidico das
membranas mitocondriais ou a diferentes componentes proteicos, ja referenciados por
outros autores. O conhecimento da existéncia de diferentes isoformas de proteinas nas
mitocéndrias de testiculo leva também a questionar a razdo do seu aparecimento e
funcionamento e demonstra que a mitocondria testicular deve ser encarada como
entidade unica. No entanto resta igualmente determinar eventuais diferencas entre

mitocéndrias de diferentes tipos celulares existentes no testiculo.
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