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Objectives: Acrylamide (AA) has many applications in the 
��������ȱ �������¢ǯȱ ��ȱ���ȱ����ȱ ��� �ȱ ��ȱ��ȱ�ȱ ������������ȱ
��¡�����ȱ ��ȱ �������ȱ ���ȱ ��ȱ ����������ȱ  ���ȱ ����ȱ ��ȱ ������ǯȱ
The objective of this study was to investigate the protective 
�ě���ȱ��ȱśȬ����������¢���ȱ����ȱ ǻśȬ���Ǽȱ�������ȱ��ȱ �������ȱ
����������ȱ���ȱ����Ȭ��¡����¢ǯ
Design: Experimental study
��Ĵ���Ǳ King Fahd Medical Research Center, King Abdulaziz 
University, Jeddah, Saudi Arabia
Intervention: Animals were orally gavaged  with AA at a 
����ȱ��ȱŚśȱ��Ȧ��Ȧ��¢ȱ���ȱę��ȱ�����������ȱ��¢�ȱ���ȱśȬ���ȱ
 ��ȱ��������ȱ������������¢ȱ��ȱ� �ȱ��ě�����ȱ�����ǰȱŘśȱ���ȱśŖȱ
��Ȧ��Ȧ��¢ǯȱȱȱ
Main Outcome Measures: �ě���ȱ ��ȱ ������¢���ȱ �����ȱ
�����ǰȱ��ȱ������������ȱ�������ȱ��ȱ���ȱ������ǰȱ��ȱ�����ȱ����¢ȱ
in blood leukocytes, on serum testosterone level and on 

���Ř�ŗȱ�¡��������ȱ��ȱ�����ȱ���ȱ������ȱǻ�şǼȱ���������
Results:ȱ �����ȱ ����¢ȱ ����������ȱ ��ȱ �����ȱ ������¢���ȱ
��� ��ȱ ����Ȭ��¡����¢ȱ ��ȱ ���ȱ ����ȱ ��ȱ �����ȱ �����ȱ  ���ȱ
increased tail movement, while ELISA of serum testosterone 
showed severe reduction in testosterone level, which was 
��������ȱ�¢ȱ�����������ȱśȬ���ȱ���������ǯȱ�����ȱ��ȱ���Ř�ŗȱ
��� ��ȱ�ȱ � �Ȭ����ȱ������ȱ�������������ȱ ��ȱ�������ȱ �����ȱ�şȱ
 ���ȱ ��������ȱ ��ȱ �������ȱ ������ȱ �şǯȱ śȬ���ȱ ǻśŖȱ ��Ȧ��Ǽȱ
�������ȱ���ȱ�����ȱ��ȱ�����ȱ���Ř�ŗǰȱ����������¢ȱ����������ȱ��ȱ
����������ȱ ���ȱ ���������ǯȱ �����ȱ ���������¢ȱ �¡���������ȱ
showed multinucleated giant cells and tubular atrophy in 
���ȱ������ȱ�����ȱ��ȱ���������ǯ
Conclusion: ��ȱ ���ȱ ����ȱ ����ǰȱ��ȱ ������ȱ ��¡��ȱ �ě����ȱ ��ȱ
male rat that can be reduced by concomitant treatment with 
5-ASA, which might be considered as an antidote to AA 
��¡����¢ȱ��ȱ�������ȱ��ȱ��ȱ���������ǯȱ

INTRODUCTION
Acrylamide (AA) is an important compound in the 

production of polyacrylamide which is used in a variety 
��ȱ ����������ǯȱ ���¢���¢�������ȱ ���ȱ ����ȱ ��ȱ �� ���ȱ
���������ȱ���ȱ�������ȱ ����ȱ���������ȱ���ȱ����ę������ǰȱ
paper industry, petroleum industry to enhance oil 
recovery and greatly used for chromatography and 
���������������ȱ��ȱ�¡����������ȱ��������ǯȱ��ȱ�������ȱ
is also used in the production of grouts and soil 
stabilizersǽŗǾǯ

Acrylamide has also been considered as “probably 
carcinogenic to humans” by the International Agency 
for Research on Cancer (IARC)ǽŘǾǯȱ��ȱ��ȱ ���ȱ��� �ȱ��ȱ�ȱ
�������¡�����ȱ�����ȱ�����ȱ���ȱ������ȱ�¡������ǯȱ��ȱ���ȱ

���ȱ����ȱ�������ǰȱ���ȱ��ȱ����������ȱ�ě���ȱ�����ȱǻ����Ǽȱ
���ȱ�������¡��ȱ�ě���ȱ���ȱ����ȱ��������ȱ��ȱ��ȱ��� ���ȱ
ŖǯŘȬŗŖȱ��Ȧ��ȱ���¢ȱ �Ȧ��¢ǰȱ���ȱ����ȱ��ȱ���ȱ�����ȱ������¢ȱ
exposureǽřǾǯȱ��ȱ���ȱ����ȱ����ȱ��� �ȱ��ȱ������ȱ������������ȱ
��¡����¢ȱ��ȱ���������¢ȱ�������ǯ

In a recent study conducted by Kermanl-Alghoraishi 
et alǽŚǾǰȱ��ȱ���ȱ ����ȱ ��������ȱ ��ȱ �ě���ȱ ���ȱ��������ȱ
��������¢ȱ ��ȱ ������¢���ȱ ��������£��ȱ ��ȱ ����ǯȱ ��ȱ ����ȱ
decreased sperm vitality and caused abnormal motility 
in a sub-chronic study conducted by Song et alǽśǾǯȱ ȱ ��ȱ
���ǰȱ��ȱ ��ȱ��� �ȱ��ȱ�ě���ȱ ���ȱ������ȱ�����������ȱ
��ȱ ���ȱ �����ǰȱ �����ę�����¢ȱ �ě���ȱ ����ȱ ����ȱ �����ȱ
������������ȱ���ȱ�������¢ȱ������ȱ��¢���ȱ�����ǯȱ�������ȱ
lines of evidence suggest that AA biological activity is 
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mainly due to adduction with protein, while its primary 
�������¢ȱ ���ȱ���ȱ��ȱ���¢������ǰȱ�����¢ȱ���ȱ��ȱ���ȱ������ȱ
metabolite glycidamideǽŜǾǯȱ ���ȱ � �ȱ ����ȱ ���������ȱ
pathways that have been elucidated for AA metabolism 
are glutathione conjugationǽŝǰŞǾ and epoxidation to 
glycidamide (GA)ǽŞǰşǾǯȱ ���¢ȱ �������ȱ ����ȱ ��������ȱ
on the role of cytochrome P450 in the metabolism of 
��ǰȱ ��ȱ����������ȱ �¢��������ȱ�ŚśŖȱŘ�ŗǽŗŖǰŗŗǾǯȱ�������¢ǰȱ
�����ȱ���Ř�ŗȱ ��ȱ��������ȱ��ȱ�������ȱ���ȱ���������ȱ
of glycidamide from AAǽŗŘǾǯȱ ��ȱ  ��ȱ ��������ȱ ��ȱ
cause the release of free radicals, which decrease 
the oxidative defense system in the cell, leading to 
the development of cancerǽŗřǰŗŚǾǯȱ �����ȱ ��������ǰȱ ��ȱ ��ȱ
therefore important to identify protective applications 
against the actions of AA, both to prevent immediate 
and long-term damage from low- level environmental 
�¡�������ȱ���ȱ��ȱ�������ȱ��ȱ��ȱ���������ǯȱśȬ���ȱ���ȱ
been reported previously to have a potent antioxidant 
���ȱ ����Ȭ��Ě�������¢ȱ �������¢ȱ ����ȱ ���ȱ ��������ȱ
��ȱ��ȱ���ȱ��ȱ����������ȱ��ȱ�������������ȱ�¢������ȱ���Ȧ
or lipoxygenase activitiesǽŗśǾǯȱ ��ȱ ��������ǰȱ ���ȱ ���ȱ
been shown to improve semen characteristics and 
restore fertility in patients with ulcerative colitis who 
��ě����ȱ����ȱ����������¢ȱ�����ȱ����Ȭ����ȱ���������ȱ ���ȱ
sulfasalazine (SSZ)ǽŗŜǾǯȱ����ǰȱ������������ȱ��ȱ����������ȱ
�������ȱ ����ȱ ���ȱ śȬ���ǰȱ �����ę�����¢ȱ �������ȱ �����ȱ
shape abnormalities, with histopathological analysis 
of seminiferous tubules and Leydig cells indicating 
�����ę����ȱ����������ȱ ����ȱ����������ȱ �������ȱ ������ȱ
damageǽŗŝǾǯȱ�����ȱ��������ǰȱ�����ȱ� �ȱ����ȱ������ȱ��ȱ����ȱ
are strongly supportive that 5-ASA is able to protect 
���ȱ ������ȱ ����ȱ ���Ȭ��������ȱ ������ǰȱ ��ȱ ������ȱ
������ȱ��ȱ��¡����¢ǯȱ��ȱ ��ȱ���������ȱ�¢�������£��ȱ����ȱ
5-ASA could have a protective role in AA-induced 
������������ȱ��¡����¢ȱ��ȱ����ȱ����ǯȱ���������ǰȱ���ȱ�����ȱ
aim of this study was to investigate the potential 
����������ȱ �ě����ȱ ��ȱ śȬ���ȱ ��ȱ��Ȭ�������ȱ ����������ȱ
���ȱ����Ȭ��¡����¢ǯ

MATERIALS AND METHODS
General Materials
����ȱ���TMȱ��ȱ ǻ��	�ȱ �����ǰȱ �����¢ȱ ǁȱ şşǯşśȱƖǰȱ ǀȱ

ŖǯŖśƖȱ ����������ȱ ��ȱ ���¢���ȱ ����Ǽȱ  ��ȱ ��������ȱ ����ȱ
Pharmacia Biotech (Upsala, Sweden) and 5-ASA 
şśƖȱ  ��ȱ ��������ȱ ����ȱ �����Ȭ�������ȱ ǻ���������ǰȱ
	�����¢Ǽǯȱ ������������ȱ �����ȱ ���ȱ  ��ȱ ���������ȱ
����ȱ������ȱ �����������TM (Windham, USA) and rat 
�¢��������ȱ �ŚśŖȱ Ř�ŗȱ �����ȱ ���ȱ  ��ȱ ��������ȱ ����ȱ
USCNLIFETMȱ ǻ�����ǰȱ �����Ǽǯȱ ���ȱ �����ȱ ���������ȱ
���ȱ ���������ȱ  ���ȱ ���������ȱ ����ȱ �
�ȱ ���������¢ȱ
supplies (Analar®, England) and were of molecular 
������¢ȱ�����ǯ

Animals and Dosage Formulation
This was an experimental study in which a total of 

řŖȱ ������ȱ����ȱ �������Ȭ�� ��¢ȱ ����ȱ ���ȱ ����ǯȱ ����ȱ

were purchased from King Fahad Medical Research 
Center (KFMRC) in Jeddah, KSA, and allowed to 
acclimatize in the experimental environment for 
�����ȱ��¢�ȱ������ȱ������ȱ����������ǯȱ���¢ȱ ���ȱ������ȱ
4-5 per polycarbonate cage with wood shaving as 
�������ǯȱ�������ȱ  ���ȱ ����������ȱ �����ȱ ����������ȱ
�����������ȱ��ȱŘŘȱƹȱŘǚ�ȱ���ȱ��������ȱ�������¢ȱ��ȱŚŖȱȬȱ
ŜśƖȱ���ȱŗŘȱ���ȱȦȱŗŘȱ���ȱ�����ȱȦȱ����ȱ�¢����ȱ����������ȱ
���ȱ�¡����������ȱ������ǯȱ���ȱ����ȱ ���ȱ���ȱ���������¢ȱ
chow, which was supplied by Grain Silos and Flour 
�����ȱ ������£�����ȱ ǻ������ǰȱ 
��Ǽǯȱ ���ȱ  ����ȱ ��ȱ
�������ȱ��Ĵ���ȱ ���ȱ�����ȱ������ȱ�����ȱ ���ȱ����ȱ���ȱ��ȱ
���������ȱ�����¢ȱ��ȱ ����ǯȱȱ
����ȱ ���ȱ��¡ȱ ����ȱ���ȱ���ȱ ������ȱŘŖřȱȬȱŘřŗȱ��ǯȱ

The dose of AA used to produce testicular damage was 
Śśȱ��Ȧ��Ȧ��¢ǲȱ��������ȱ����ȱ����ȱ ��ȱ�����ȱ���ȱ����¢ȱ
dietary exposure (of AA) it was reported previously 
to induce a testicular toxicity with minimal neuro-
����������ȱ�������ǯȱ��ȱ ��ȱ�ě������ȱ��ȱ���������ȱ�ȱ������ȱ
testicular and geno-toxic response over a short period 
of time to be able to study the mechanism of AA-
induced reproductive toxicity and to investigate the 
����������ȱ�ě���ȱ��ȱśȬ���ǯȱ���ȱ������ȱ���������ȱ ���ȱ
������¢ȱ ��������ȱ ����¢ȱ �����ȱ ���������ȱ  ����ǯȱ śȬ���ȱ
 ��ȱ��������ȱ��ȱ� �ȱ��ě�����ȱ�����ǰȱŘśȱ���ȱśŖȱ��Ȧ��ǰȱ��ȱ
�ȱ������¢ȱ��������ȱ����������ȱ��ȱŗŖƖȱ���ȱ������ǯȱ���ȱ
�������ȱ�����ȱ ��ȱ�������ȱ ���ȱŗȱ��ȱ��ȱ���������ȱ ����ǯȱ

Study Design
���ȱ����¢ȱ ��ȱ���������ȱ ���ȱę��ȱ���������ȱ������ȱ

���ȱ ���ȱ �������ȱ �������ȱ �����ǰȱ  ���ȱ ę��ȱ �������¢ȱ
������ȱ �������ȱ ��ȱ ����ȱ �����ȱ ǻ�ȱ ƽȱ śǼǯȱ�������ȱ ���ȱ
�����¢ȱ �������ȱ  ���ȱ ŗȱ ��ȱ ��ȱ Śśȱ ��Ȧ��ȱ ���¢������ǰȱ
using a metallic needle curved-ball ended (size PS-
ŘŖǼȱ ��ȱ ������ȱ ����������ȱ ������ǯȱ ������������¢ȱ ����ȱ
 ���ȱ �������ȱ  ���ȱ ŗȱ ��ȱ ��ȱ śȬ���ȱ via intraperitoneal 
���������ǯȱ���ȱ����ȱ ���ȱ�¡�����ȱ��ȱ��ȱ���ȱśȬȱ���ȱ���ȱ
ę��ȱ �����������ȱ ��¢�ǯȱ ���ȱ ������ȱ  ���ȱ ��������ȱ ���ȱ
mortality or any behavioral changes once daily during 
���ȱ ������ȱ ������ǯȱ ������ȱ ���¢ȱ  �����ǰȱ  ����ȱ ���ȱ
food consumption were measured twice during the 
�¡��������ǯȱ�����ȱę��ȱ��¢�ȱ��ȱ�¡������ǰȱřȱ��ȱ��ȱ�����ȱ
was collected from retro-orbital sinus in plain tubes, 
and then the rats were killed by cervical dislocation 
�����ȱ �����ȱ ����������ǯȱ ���ȱ ����������ȱ ��ȱ �����ȱ  ��ȱ
���������ȱ ��ȱ ����ȱ ����ȱ ���ȱ �����ȱ ����¢ǯȱ ���ȱ �����ȱ
testis of all animals were isolated and weighed for 
�������ȱ�¡����������ȱ����������ǯȱ

All experiments were undertaken with the consent 
��ȱ���ȱ������ȱ������ȱ�����Ĵ��ȱ��ȱ����������ȱ ���ȱ���ȱ
����������ȱ���ȱ���ȱ�¢ȱ���ȱ��������ȱ������ȱ����ǯ

Methods
Preparation of hepatic and testicular S9 fractions
Preparation of liver and testes microsomal supernatant 
�şǰȱ ��ȱ��������ȱ���������ȱ��ȱ���ȱ������ȱ��ȱ���������ȱ
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and ParkeǽŗŞǾǯȱ ȱ �������ȱ  ���ȱ �����ę���ȱ �¢ȱ ��������ȱ
�����������ȱ �����ȱ �����ȱ ����������ǯȱ ���ȱ �����ȱ ���ȱ
testes were immediately excised and placed in tubes 
��������ȱ��ȱ���ȱ�����ȱ�����ę����ȱ���ȱ�������ǰȱ��������ȱ
����ȱ ���ȱ �����ȱ ���ȱ �������ȱ ���ȱ ��ȱ Śǚ�ȱ ���ȱ�����ȱ ����ȱ
���������ǯȱ ������ȱ  ���ȱ ������ȱ ����������¢ȱ ��ȱ ���Ȭ
����ȱ ŗǯŗśƖȱ ǻ Ȧ�Ǽȱ ������¢ȱ ��������ȱ 
��ȱ ��ȱ ������ȱ
�¡����ȱ �����ȱ ���ȱ  ���ȱ ���Ĵ��ȱ ��¢ȱ ������ȱ  �������ǯȱ
������ȱ ���ȱ�������ȱ������ȱ��ȱ�ȱ�����ȱ������ȱ��ȱ
��ȱ
ǻ����ȱ ����ȱ���ȱ �����ȱ��������ȱ��ȱ�������ȱŘśƖȱ���ȱřśƖȱ
����������Ǽȱ��ȱ�������ȱ������ȱ����������ǯȱ�����ȱ����ȱ
the coarse homogenates were transferred to a motor 
������ȱ ��Ĵ��ȱ ��������ȱ ��������£��ȱ �����ȱ �ȱ ��Ě��ȱ
������ȱǻ�ǯȱ�����ȱ���������ȱ�	ǰȱ	�����¢Ǽǯȱ���ȱ�������ȱ
were homogenized on ice keeping homogenization 
to the minimum required to produce a smooth 
����������ǯȱ�����ȱ������ȱ ���ȱ�������ȱ��ȱ�������ȱ����ȱ
�����Ȭ��ǯȱ �¡���ȱ 
��ȱ ��ȱ �����ȱ ��ȱ ��������ȱ ��ȱ ���� ȱ
full homogenization without exceeding the target 
����������ȱ ����������ǯȱ ����ȱ ���ȱ �����������ȱ  ���ȱ
��������ȱ ��ȱ �ȱ ŘśƖȱ ����������ȱ ���ȱ ���ȱ �����ȱ ���ȱ řśƖȱ
����������ȱ���ȱ���ȱ������ȱ�¢ȱ�����ȱ���Ȭ����ȱŗǯŗśƖȱǻ Ȧ�Ǽȱ

��ǯȱ����ȱ���ȱ�����������ȱ ���ȱ�����������ȱ��ȱşŖŖŖȱ�ȱ
���ȱŘŖȱ���ȱ��ȱŚǚ�ȱ�����ȱ�ȱ����ȱ�����ȱ����������ȱǻ�����ǰȱ
ř
ŗŞȬ	�����¢Ǽȱ��ȱ������ȱ������ǰȱ������ǰȱ������������ȱ
���ȱ �¢�������ǯȱ ���ȱ �����������ȱ ǻ�şǰȱ ����������ȱ
supernatant) was decanted and aliquots inserted into 
ŗǯśȱ��ȱ�����ȱ���ȱ������ȱ��ȱȬŞŖǚ�ȱ�����ȱ��������ǯȱȱ
�������ȱ �������������ȱ ��ȱ ǻ�şǼȱ  ��ȱ ����������ȱ

by Total Protein method (TP method) which is a 
����ę������ȱ ��ȱ ���ȱ ������ȱ ��������ǽŗşǾǯȱ ���ȱ  ����ȱ
���������ȱ  ��ȱ ������������¢ȱ ���������ȱ �����ȱ ����ȱ
�������ȱ���������ȱ��������ȱ��������¢ȱ�¢����ȱǻ���Ǽǯȱ

Estimation of CYP2E1 concentration in testis and liver 
S9 fractions by ELISA

All reagents and standards were prepared and 
�������������ȱ ���������ȱ ��ȱ ���ȱ �������ȱ ��������ǯȱ �����ȱ
���������ȱ������ȱ���������ȱǻŗŖǰȱśǰȱŘǯśǰȱŗǯŘśǰȱŖǯŜŘśǰȱ���ȱŖǯřŗŘǼȱ
����ȱ���ȱ���������ȱ��������ȱǻŘŖȱ��Ȧ��Ǽǰȱ ����ȱ���ȱ������ȱ
diluent serves as the zero standard and the undiluted 
��������ȱ ������ȱ ��ȱ ���ȱ�������ȱ �������������ȱ ǻŘŖȱ��Ȧ��Ǽȱ
��ȱ ���ȱ ���Ř�ŗǯȱ ���ȱ ���������ȱ ��������ȱ ��ȱ �����������ȱ
���ȱ���Ř�ŗǰȱ��������ȱ�¢ȱ��������TMȱ��ǯȱǻ�����Ǽȱ����ȱ
 ����ȱ ���ȱ ���ȱ ��ȱ ���������ǯȱ ȱ ŗŖŖȱ+l of all standards, 
���ȱ�������ȱ ���ȱ������ȱ��ȱ���ȱ����¢ȱ�����ǯȱ�����ȱŘȱ�ȱ
of incubation at 37º C, the liquid was removed from 
����ȱ ���ȱ ������ȱ ������ǯȱ���ȱ �������ȱ�����������ȱ
of detection reagent-A working solution were added 
��ȱ����ȱ ���ȱ���ȱ���ȱ�����ȱ ��ȱ���������ȱ���ȱŗȱ�ȱ��ȱřŝȱ
ķ�ǯȱ ����ȱ ����ȱ  ���ȱ  ��ȱ ���������ȱ ���ȱ  �����ȱ �����ȱ
times by the kit washing solution using an automatic 
����������ȱ  �����ȱ ǻ���śŖǰȱ ������Ȭ���Ǽǯȱ �����ȱ ����ȱ
 ������ȱ ����ǰȱ ���ȱ �����ȱ  ��ȱ ��������ȱ ���ȱ ���Ĵ��ȱ
�������ȱ �����ȱ �����ȱ �� ���ǯȱ ����ȱ ŗŖŖȱ +l of detection 
reagent-B working solution were added to each well, 

covered with the plate sealer and incubated for another 
ŗȱ�ȱ��ȱřŝȱķ�ǯȱ�����ȱ�ȱ�������ȱę��ȱ�����ȱ����������ȱȦȱ ���ȱ
����ȱ���ȱ���ȱ ����ǰȱȱşŖȱ+l of substrate solution was added 
to each well, the plate was covered and incubated for 
řŖȱ�������ȱ��ȱřŝȱ ķ�ȱ�����ȱ �����ȱ����������ǯȱ������¢ȱśŖȱ
+l of stop solution were added to each well and the 
absorbance (optical density) of the stopped reaction 
mixture of all wells was measured at 450 nm using a 
����� ���ȱ ����������ȱ ������ȱ ǻ���ȬŞŖŖǰȱ ������Ȭ���Ǽǯȱ
For the results calculation the duplicate readings for 
each standard were averaged and the average zero 
standard optical density was subtracted from all 
�������ȱ ǻ���������ȱ ���ȱ �������Ǽǯȱ �ȱ �����������ȱ �����ȱ
 ��ȱ��������ȱ�¢ȱ���Ĵ���ȱ���ȱ����ȱ����������ȱ���ȱ����ȱ
calibrator (X-axis) against the known concentrations 
ǻ�Ȭ�¡��Ǽȱ��ȱ���ȱ���Ř�ŗ���ȱ���ȱ����ȱę�ȱ����ȱ�������ȱ���ȱ
points on the graph was determined by regression 
����¢���ȱ �����ȱ ���������ȱ �Ĝ��ǰȱ �¡���ȬŘŖŖŝǯȱ �������ȱ
���Ř�ŗȱ ��������������ȱ  ���ȱ ����������ȱ ����ȱ ���ȱ
�����������ȱ �����ȱ ��ȱ ��Ȧ��ǯȱ ���ȱ ��������ȱ ����ȱ  ���ȱ
����¢£��ȱ�¢ȱ���Ȭ �¢ȱ����¢���ȱ��ȱ��������ȱ ǻ�����Ǽȱ
���ȱ �ȱ �Ȭ�����ȱ ��ȱ ǀȱ ŖǯŖśȱ ��ȱ ����ȱ ��ȱ ���ȱ ���������ȱ ���ȱ
�����������ȱ�����ę�����ǯ
Caudal Sperm Count: Two +l from each caudal 
������ȱ ����������ȱ ǻ�������ȱ ŗǱŘŖǼȱ  ��ȱ �����ǰȱ ���ȱ
sperm number was manually counted using a Makler 
��������ȱ �������ȱ ǻ��ęȱ �������ȱ �����������Ǽǰȱ ��ȱ �ȱ
�����ȱ��ȱ���ȱ�������ǯȱ��ȱ����ȱ��ȱ������������ȱřȱȬȱŚȱ������ȱ
 ���ȱ�������ȱ���ȱ�����ȱ����ȱ ��ȱ����ǯȱ���ȱ���������ȱ
number was multiplied by the dilution factor (20) and 
����ȱ �����������ȱ �����ȱ �������������ȱ ��ȱ��������Ȧ��ȱ ��ȱ
����������ǯȱ��������ȱ ��ȱ����������ȱ�����ȱ�ȱ�����ǰȱ
��ȱŗŖŖŖȱ�����ȱ����������ȱ��ȱ�ȱŘŖȱ�����ę������ǯ

Preparation of testis for histological examination: 
���ȱ ������ȱ  ���ȱ ��������¢ȱ ę¡��ȱ ��ȱ ����Ȃ�ȱ ��������ȱ
ǻŝśȱ ��ȱ ���������ȱ �������ȱ ������ȱ ����ǰȱ Řśȱ ��ȱ ��ȱ ŚŖƖȱ
formaldehyde and 5 ml glacial acetic acid), for  one 
����ȱ���ȱ����ȱ�������ȱ���ȱ����������¢ȱ��Ĵ���ǯȱ�������ȱ
 ���ȱ �������ȱ ę¡��ȱ ���ȱ �������ȱ ŘŚ�ȱ ��ȱ ȱ ȱ ŗŖƖȱ �������ȱ
��ě����ȱ��������ǽŘŖǾǯ
����� ���ȱ ę¡�����ǰȱ �������ȱ  ���ȱ ����ȱ ���������ȱ

�����ȱ ��������ȱ ���������¢ȱ ����������ȱ ���ȱ ��������¢ǯȱ
����Ě¢ȱ �������ȱ  ���ȱ ��������ȱ ��ȱ ����Ĝ�ȱ ������ǰȱ
sectioned perpendicular to the longest axis of the testis 
at approximately 3-5+m thickness and stained with 

�����¡¢���ȱǭȱ�����ǯȱȱ�������ȱ��������ȱ ���ȱ�������ȱ
 ���ȱ ��¡����Ȭ��������£��ȱ ¡¢����ȱ ǻ���Ǽȱ ���ȱ  ���ȱ
�¡������ȱ�����ȱ�����ȱ���������¢ȱǻ�����ǰȱ��ŗŖŖŖǼȱ��ȱ
���ȱ���������ȱ�����ę������ȱ���ȱ��������������ȱ������ȱ
 ���ȱ������������ȱ ���ȱ�ȱ�����ȱ��ȱȬŗŞŖȱ������ǯ
������ȱ ����ȱ ���ȱ ���������������ȱ ǻ�����ȱ ����¢ǼǱȱ

Alkaline comet assay was performed according to the 
protocol of Hartmann et alǽŘŗǾ, and was analyzed using 
Loat’s Comet Assay Software with extended dynamic 
�����ȱ �������ȱ ǻ����Ǽǯȱ�ȱ �����ȱ��ȱŘȱ+l of whole blood 
�����ȱ����ȱ���ȱ����ǰȱ ��������¢ȱ���������ȱ��ȱ����ȱ�����ǰȱ

����������ȱ�ě����ȱ��ȱśȬ����������¢���ȱ����ȱ��ȱ���¢������ȱ��¡����¢ȱ��ȱ���ȱ������ȱ���ȱ�����ȱǯǯǯ
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 ��ȱ ��¡��ȱ  ���ȱ ŗŖŖȱ +�ȱ ��ȱ ŗƖȱ ǻ�� ȱ �������ȱ �����Ǽȱ
�������ǰȱ�����ȱ��ȱ ��ȱ������ȱ��ȱřŝǚ�ǯȱ�������ȱ��ȱŝś+L of 
agarose mixture was performed in a dimmed light using 
Trevigen comet slides, which are specially treated to 
promote adherence of low melting point agarose, then 
������ȱ ���ȱ������ȱ��ȱ���ȱ���ȱŞȱ�������ȱ��ȱ���� ȱ�������ȱ
��ȱ�������¢ǯȱ�����ȱ����ǰȱ�ȱ������ȱ����ȱ�¢���ȱ ��ȱ���������ȱ
�¢ȱ ���������ȱ ���ȱ ������ȱ ��ȱ ����ȱ �¢���ȱ ��ě��ȱ ǻŘǯś�ȱ
����ǰȱ ŗŖŖȱ��ȱ ����ǰȱ ŗŖȱ��ȱ ����ȱ ����ǰȱ ŗƖȱ ������ȱ
����¢�ȱ �����������ǰȱ �
ȱ ŗŖȱ ���ȱ ŗƖȱ ������ȱ �ȬŗŖŖȱ ���ȱ
ŗŖƖȱ����ȱ�����ȱ����ȱ������ȱ���Ǽȱ���ȱřŖȱȬȱŜŖȱ�������ȱ
��ȱ Śǚ�ǯȱ ���ȱ �¡����ȱ ��ě��ȱ  ��ȱ ������ȱ �ěȱ ���ȱ ������ȱ
and they were immersed in freshly prepared alkaline 
��������ǰȱǻřŖŖȱ��ȱ���
ȱ�������ȱ���ȱŗ��ȱ����ǰȱ�
ȱ
ŗŚȱ���ȱ���� ��ȱ��ȱ����ȱ������ȱ���Ǽȱ���ȱŘŖȱȬȱŜŖȱ�������ȱ
��ȱ����ȱ�����������ȱ��ȱ���ȱ����ǰȱ��ȱ�� ���ȱ���ȱ���ȱ
and hydrolyze sites of damage, and then slides were 
removed from the alkaline solution with gentle removal 
��ȱ�¡����ȱ��ě��ȱ��ȱ������ǯȱ������ȱ ���ȱ����ȱ�����������ȱ
to a horizontal electrophoresis apparatus (CH420, 
�
Ǽȱ���ȱ��������ȱ��������ȱ�����ǯȱ���������������ȱ ��ȱ
���������ȱ���ȱŘŖȱ�������ȱ��ȱŗ����ȱȦȱ��ǰȱřŖŖȱ��ǰȱ��ȱ��ȱ
ice bath and under dim light to minimize light induced 
���ȱ ������ǯȱ ������¢ȱ �����ȱ ������ȱ �������ȱ ��ȱ �¡����ȱ
electrophoresis solution, the slides were placed in Tris 
��ě��ȱ ǻ�
ȱŝǼȱ ���ȱŗŖȱ�������ȱ ��ȱ��������£�ȱ������ǰȱ ���ȱ
����ȱ ��������ȱ ��ȱ ��������ȱ �������ȱ ���ȱ ę��ȱ �������ȱ
��ȱ ��������ȱ �������������ȱ ��ȱ ���ȱ ���ȱ ����������ȱ
���¢�������ǯȱ������ȱ ���ȱ����ȱ�������ǰȱ���ȱ�����ǰȱ���ȱ
����ȱ �������ȱ  ���ȱ ŗ+�Ȧ��ȱ ��ȱ ��������ȱ �������ȱ ���ȱ
ę��ȱ �������ǰȱ ����� ��ȱ �¢ȱ  ������ȱ ���ȱ ę��ȱ �������ȱ
 ���ȱ���������ȱ ����ǯȱ����¢���ȱ��ȱ �����ȱ ����ȱ ��ȱ����ȱ
�¢ȱ����Ƚ�ȱ ������ȱ���ȱ �����ȱ����¢ȱ ���� ���ȱ ���ȱ����ȱ
���ȱ��������ȱ ���ȱĚ���������ȱ����������ǰȱ��¢����ǰȱ
��Ȭśŗǻ�����Ǽǯȱ��������ȱ �������ȱ����ȱ ��ȱ ����ȱ ����¢ȱ ��ȱ
��¢��������ȱ ǻ����ȱ �
�ȱ ������������ǰȱ ���Ǽǯȱ ��ȱ  ��ȱ
�������������ȱ ���ȱ���������ȱ ����ǯȱ ���ȱ�����������ȱ��ȱ
negative control, control rat whole blood was used, 
alkaline comet assay was performed, and the average 
����ȱ ��������ȱ  ��ȱ ����������ǯȱ ���ȱ ���ȱ �����������ȱ
��ȱ ��ě�����ȱ ��¢��������ȱ ���������ȱ ǻŖǯŖŘśȱ Ȭȱ ŗŖ��Ǽǰȱ
glycidamide was incubated with the whole rat blood 
for four hours at 37º C and then alkaline comet assay 
 ��ȱ���������ǰȱ���ȱ����¢���ȱ��ȱ �����ȱ ����ȱ ��ȱ����ǯȱ
The percentage of cell viability and comet cells were 
����������ǯ

Testosterone ELISA assay:ȱ ������ȱ ������������ȱ
determination of free testosterone in rat serum was 
performed by using an ELISA kit for competitive 
��£¢��ȱ ����������¢ǯȱ ���ȱ ��������ȱ  ���ȱ ��������ȱ
���ȱ Ȧȱ ��ȱ �������������ȱ ���������ȱ ��ȱ ���ȱ �������ȱ
��������ǯȱ�ȱ�����ȱ��ȱŘśȱ+l of each ready to use calibrators 
or standards with the following approximate 
��������������ȱ ǻŖǰȱ Ŗǯřśǰȱ ŗǯŚśǰȱ ŝǯŘǰȱ řŖǰȱ ���ȱŗśŖȱ��Ȧ��ȱ Ȭȱ

���¢ȱ�������ȱ����ȱ������������ȱ��ȱ�ȱ�����ȱ�����ȱ��ě��ȱ
 ���ȱ �ȱ ���Ȭ������¢ȱ ������������Ǽǲȱ ���ȱ ���ȱ �������ȱ
ǻŝǯŗ��Ȧ��Ǽǲȱ ���ȱ ���ȱ �����ȱ �������ȱ  ���ȱ ���������ȱ
����ȱ�ȱşŜȬ ���ȱ ����Ȭ����ȱ ������������ȱ�������¢ȱ������ȱ
�����Ȭ ���ȱ�����ǯȱ����ȱŗŖŖȱ+l of the conjugate working 
solution (free testosterone horseradish peroxidase 
conjugate) was added into each well and gently mixed 
���ȱŗŖȱ�������ȱ����� ��ȱ�¢ȱ����������ȱ��ȱřŝȱķ�ȱ���ȱ���ȱ
����ǯȱ�����ȱ ���ȱ����ȱ �����ȱ�����ȱ�����ȱ ���ȱ ���ȱ
��ě��ȱ ǻ��ě��ȱ ���ȱ�ȱ���Ȭ�����ȱ���������ȱ���ȱ�ȱ���Ȭ
mercury preservative) using an automatic micro plate 
washer (ELX50, Biotek-USA) that dispensed 300 +l of 
 ���ȱ��������ȱ���ȱ ���ȱ���ȱ�¢���ǯȱ�¡����ȱ ���ȱ��������ȱ
 ��ȱ�������ȱ���ȱ���ȱ�����ȱ��ȱŗśŖȱ+l of TMB substrate 
(tetramethyl benzidine and hydrogen peroxide in a 
����Ȭ����������ȱ ��ě��Ǽȱ  ��ȱ ����ȱ �����ȱ ��ȱ ����ȱ
 ���ǯȱ �����ȱ ŗŖȬŗśȱ �������ȱ ����������ȱ ��ȱ řŝȱ ķ�ȱ ���ȱ
reaction was stopped with the addition of 50 +�Ȧ ���ȱ
��ȱ ��������ȱ ��������ȱ ǻŗȱ�ȱ ��������ȱ ����Ǽǯȱ ���ȱ �������ȱ
density (450 nm) of each well was subsequently 
measured with multi-well micro-plate reader (ELX-
ŞŖŖǰȱ ������Ȭ���Ǽǯȱ ���ȱ ����ȱ ����������ȱ ���ȱ ����ȱ
��������ȱ ��ȱ����������ȱ���ȱ�����������ȱ�����ȱ���Ĵ��ȱ
on semi-log paper with the mean optical density on 
the Y-axis and the calibrator concentrations on the 
X-axis and the values of the unknown samples were 
����ȱ�������¢ȱ����ȱ���ȱ�����ǯȱ

Statistical analysis:ȱ ��ě�������ȱ ��� ���ȱ ��������ȱ
������ȱǻ����ȱƹȱ��Ǽȱ ���ȱ��������ȱ�¢ȱ���Ȭ �¢ȱ����¢���ȱ
��ȱ ��������ȱ ǻ�����Ǽǰȱ �����ȱ 	����ȱ ���ȱ �����ȱ ǭȱ
Graph Pad Instat, followed by Tukey-Kramer multiple 
����������ȱ����ǯȱ�ȱ�Ȭ�����ȱ����ȱ����ȱŖǯŖśȱ ���ȱ����ȱ��ȱ
���ȱ���������ȱ���ȱ�ȱ������������¢ȱ�����ę����ȱ��ě������ǯȱ

�������ȱ�����Ĵ��ȱ��������
The research was approved by the Biomedical 

������ȱ��������ȱ�����Ĵ��ȱ��ȱ���ȱ������¢ȱ��ȱ��������ǰȱ

���ȱ������£�£ȱ���������¢ǰȱ������ǰȱ�����ȱ������ǯ

RESULTS
�ě����ȱ��ȱ���ȱ��ȱ��ȱ�������ȱ�������ȱ��ȱ������¢���ȱ
sperm count
����ȱ �������ȱ  ���ȱ ��ȱ ǻŚśȱ ��Ȧ��Ȧ��¢Ǽȱ ��� ��ȱ

�����ę����ȱ���������ȱ��ȱ�����ȱ�����ȱ��ȱ����������ȱ��ȱ
������ȱ�������ȱ�����ȱǻ���ǯŗǰȱ�ȱǀȱŖǯŖśǼǰȱ��ȱ ��ȱ�¡������ǯȱ

� ����ǰȱ ��ȱ ������������¢ȱ �����ę����ȱ ������ȱ ��ȱ
epididymal sperm count was detected for rats treated 
with AA and both doses of ASA when compared to AA 
control group which suggested that both doses of ASA 
��ȱ����ȱę��ȱ��¢�ȱ��������ȱ�¡������ȱ�����ȱ���ȱ�������ȱ
����ȱ����ȱ���ȱ��¡��ȱ�ě����ȱ��ȱ��ȱ��ȱ�����ȱ�����ȱ�����ǯȱ
��ȱ���������ȱ���ȱǻŘśȱ��ȱśŖȱ��Ȧ��Ǽȱ ��ȱ������������ȱ
by IP injection concomitantly with oral gavage of AA 
���������ǰȱ ���ȱ���ȱ������ȱ��ȱ�ȱ�������ǯ
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Fig. 2: Representative light microscopy of transverse sections of testes 
��������ȱ����Ǳȱǻ�Ǽȱ�������ǰȱǻ�ǼȱśŖȱ��Ȧ��ȱ���ǯȱ����ȱ ���ȱ�������ȱ���ȱ
śȱ�����������ȱ��¢�ǯȱ���ȱ��� ȱ������ȱ ���ȱ������ȱ��������¢ǯȱ��������ȱ
�������ȱ ���ȱ
ǭ�ȱ�����ȱ���ȱ��� ��ȱ�����ȱ�����ȱ���������¢ǯ

����������ȱ�ě����ȱ��ȱśȬ����������¢���ȱ����ȱ��ȱ���¢������ȱ��¡����¢ȱ��ȱ���ȱ������ȱ���ȱ�����ȱǯǯǯ

Fig. 1: Total sperm count per gram of cauda after AA and ASA 
���������ǯȱǻ����ȱ ���ȱ�¡�������ȱ��ȱ����ȱƹȱ��ǰȱ�ȱƽȱśǼǯȱ���ȱ�¢����ȱ
����������ȱ�����������ȱ�����ę�����ȱǻ�����Ǽȱ����ȱ������ȱ�������ǱȱȘǰȱ�ȱ
ǀȱŖǯŖśǰȱ����� ��ȱ�¢ȱ����¢Ȭ
�����ȱ��������ȱ����������ȱ����ǯȱ���ȱ��ȱ
Ƹȱ���ȱ������ȱ ���ȱ��������ȱ��ȱ��ȱ�������ǯ

Histopathology
In the control group seminiferous tubules and 

spermatogenesis appeared normal with apparent 

�������ȱ�����ȱ�������ǯȱ����ǰȱ�����ȱ ��ȱ�ȱ�����ȱ��������ȱ
��ě�����������ȱ ��������ȱ  ���ȱ ���ȱ �������������ȱ ����ȱ
the basement membrane and ending at the lumen with 
���ȱ��������£��ǯȱ��ȱ��������ȱ����ȱ�������ȱ ���ȱśȬ���ȱ
���ȱ���ȱ������ȱ��� ��ȱ������ȱ������ǰȱǻ���ǯȱŘ�ǰȱ�Ǽǯȱ
��ȱǻ���ǯȱř�Ǽȱ����ȱ�������ȱ���ȱ������ȱ��� ��ȱ������ȱ

testis histology, evidence of morphological changes 
in the testicular histology was observed in the AA-
treated rats, including germ cell degeneration and 
atrophy to the seminiferous epithelium of rat testis, 
with disruption in the normal looking appearance of 
���ȱ������ǯȱ��ȱ��������ǰȱ�ȱ���������ȱ��ȱ���ȱ�������ȱ�����ȱ
reserve was observed, and in many tubules vacuolations 
were observed in-between cells of seminiferous tubule 
ǻ���ǯȱř�Ǽǯȱ��Ȭ���������ȱ��ȱ����ȱ ���ȱ��ȱ���ȱŘśȱ��Ȧ��ȱ
5-ASA, did not completely remove the acrylamide-
induced testicular changes, but the observed damage 

Fig. 3: Representative light microscopy of transverse sections for 
general architecture of testes, indicating the AA toxicity and the 
����������ȱ�ě���ȱ��ȱ���ǰȱ��������ȱ����ȱ�������ǰȱ��ȱ���ȱ���ȱ�������ȱ
����ǯǻ�Ǽȱ ��� �ȱ ������ȱ ��������ȱ ����ȱ �������ȱ ���ȱ ȱ ǻ�Ǽȱ ��� �ȱ ������ȱ ��ȱ
��ȱ ǻŚśȱ ��Ȧ��Ǽ�������ȱ ���ǰȱ  ���ȱ ����������ȱ ��ȱ ������ȱ ������������ȱ
appearance of the tubules with germ cell degeneration and reduction 
��ȱ�����ȱ�������ȱ ���ȱ��������ȱ��������ȱ��ȱ��ě�����ȱ��£�ȱǻ���ȱ���� �Ǽǯȱ
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3
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Fig 3 : ǻ�Ǽȱ��� �ȱ ���ȱ����ȱ����������ȱ �ě���ȱ��ȱ���ȱ��ȱ �ȱ����ȱ��ȱ
Řśȱ��Ȧ�� on the testicular toxicity caused by AA, note the slight 
restoration of normal histological structure of the testis with 
increased sperm reserve in the lumen of the tubule  with some 
residual damage in the form of atrophy and germ cell degeneration, 
ǻ�Ǽȱ��� �ȱ���ȱ������ȱ����������ȱ�ě���ȱ��ȱ���ȱ��ȱ�ȱ����ȱ��ȱśŖȱ��Ȧ��ȱ
on the testicular toxicity caused by AA, the tubules almost appearing 
normal with normal histology and restoration of luminal sperm 
�������ȱ ���ȱ������ȱ����ȱ�����ǯȱ��������ȱ�������ȱ ���ȱ
ǭ�ȱ�����ȱ���ȱ
��� ��ȱ�����ȱ�����ȱ���������¢ǯ

 ��ȱ ��������¢ȱ ����ǰȱ  ���ȱ �ȱ �����ę�����¢ȱ ����ȱ ������ȱ
to the germ cell population in most of the tubules, 
��������ȱ�����ȱ ���ȱ�����ȱ�����ȱ��ȱ������ȱǻ���ǯȱř�Ǽǯ

Interestingly, AA-treated rats exposed to a dose of 
śŖȱ ��Ȧ��ȱ śȬ���ǰȱ ��������ȱ ��ȱ ��ȱ ������ȱ ���������¢ȱ
protected from the AA-mediated toxicity, with nearly 
������ȱ ������������ȱ ����������ȱ ��ȱ ���ȱ ������ǯȱ ������ȱ
spermatogenesis was observed, with no multinucleated 
giant cells, no vacuolations, and no tubular atrophy 
ǻ���ǯȱř�Ǽǯȱȱ

Fig. 4: Representative light microscopy of transverse sections 
for Leydig cells of the testes, indicating the AA toxicity and the 
����������ȱ �ě���ȱ ��ȱ ���ȱ ��ȱ �����ȱ �����ǯȱ ǻ�Ǽȱ ��� �ȱ ��¢���ȱ �����ȱ
from control rat testis, with normal histology and color intensity, 
ǻ�Ǽȱ��� �ȱ��¢���ȱ�����ȱ����ȱ��ȱǻŚśȱ��Ȧ��Ǽȱ�������ȱ���ȱ������ȱ ���ȱ
severe atrophy and reduction in color intensity, (C) Shows Leydig 
�����ȱ ����ȱ ���ȱ �������ȱ ���ȱ��ȱ ���ȱ���ȱ ��ȱ �ȱ ����ȱ ��ȱ Řśȱ��Ȧ��ǰȱ
indicating the protective action of ASA on AA induced toxicity on 
��¢���ȱ�����ǯȱ����ȱ���ȱ������ȱ����������ȱ��ȱ�����ȱ ���ȱ��������ȱ��ȱ
�����ȱ������ȱ���ȱ�����ȱ��������¢ǯ

��ȱ��� �ȱ��ȱǻ���ǯȱŚ�Ǽȱ����ȱ�������ȱ���ȱ������ǰȱ��¢���ȱ
cells showed normal histology and color intensity, 

� ����ȱ ���ȱ���¢������ȱ ���������ȱ ǻ���ǯȱ Ś�Ǽȱ��¢���ȱ
cells showed severe atrophy and degeneration with 
���������ȱ��ȱ��£�ǰȱ�������ȱ��ȱ�����ȱ���ȱ�����ȱ��������¢ǯȱ
Importantly, at the dose of 25 mgl kg lday ASA, 

ǻ���ǯȱ Ś�Ǽȱ ���ȱ ��ȱ ���ȱ ����ȱ ��ȱ śŖȱ��������¢ȱ ǻ���ǯȱ Ś�Ǽȱ
of ASA, appeared to strongly prevent the Leydig cell 

3

3

4
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atrophy detected with acrylamide treatment, because 
��¢���ȱ�����ȱ��������ȱ������ȱ��ȱ�����ȱ������ȱ��ȱ����ǯȱ

It should be noted that at both doses of ASA 
protection was not complete, as some of the tubules 
�����ȱ ��������ȱ ��������ȱ ��������ȱ ��ȱ �������ǯȱ

� ����ǰȱ ���ȱ ����������ȱ �ě���ȱ ��ȱ ���ȱ śŖȱ ��Ȧ��ȱ ��ȱ
ASA was generally, more clear than with the dose of 
Řśȱ��Ȧ��ȱ���ǯȱ
� ����ǰȱ�������¢ȱ��ȱ����ȱ�����ȱ��ȱ
śȬ���ȱ ��ȱ���ȱ��������ȱ��ȱ����ȱę��Ȭ��¢�ȱ��������ȱ��ȱ
�¡��������ǯ

Fig. 5: ������������ȱ ������ȱ ��ȱ ������¢���ȱ ����ȱ ǻ�Ǽȱ �������ǰȱ ǻ�Ǽȱ ���ȱ������ȱ ǻŗŖƖǼȱ ���ȱ ǻ�Ǽȱ���ȱ �������ȱ ����ǰȱ ���������ȱ ��ȱ ������ȱ ����ȱ ����ȱ
���������������ȱ���ȱ�����������¢ȱ����¢£��ȱ�¢ȱ�����ȱ����¢���ȱ�¢����ǯȱȱ����ȱ��������ȱƽȱŖǯŖŖȱȬȱŖǯŖŗǯȱȱ

Fig. 6: ������������ȱ������ȱ��ȱ������¢���ȱ���������ȱ��ȱ������ȱ����ȱ����ȱ���������������ȱ���ȱ�����������¢ȱ����¢£��ȱ�¢ȱ�����ȱ����¢���ȱ�¢����ǯȱ
ǻ�Ǽȱ����ȱ�������ȱ ���ȱŚśȱ��Ȧ��ȱ��ǰȱ����ȱ��������ȱǻřŝǯśȱȬȱŚŚǼǰȱȱǻ�Ǽȱ����ȱ�������ȱ ���ȱŘśȱ��Ȧ��ȱ���ǰȱ����ȱ��������ȱǻŖǯŞȱȬȱŗǯŖǼǰȱȱ���ȱȱǻ�Ǽȱȱ����ȱ
�������ȱ ���ȱśŖȱ��Ȧ��ȱ���ǰȱ����ȱ��������ȱǻŖǯŞȱȬȱŗǯŗǼȱǯȱȱȱ

����������ȱ�ě����ȱ��ȱśȬ����������¢���ȱ����ȱ��ȱ���¢������ȱ��¡����¢ȱ��ȱ���ȱ������ȱ���ȱ�����ȱǯǯǯ

Fig 4 ȱǻ�Ǽȱ��� �ȱ��¢���ȱ�����ȱ����ȱ���ȱ�������ȱ ���ȱ��ȱ���ȱ���ȱ��ȱ
�ȱ����ȱ��ȱśŖȱ��Ȧ��ǰȱ����������ȱ���ȱ����������ȱ������ȱ��ȱ���ȱ��ȱ������ȱ
����ȱ�����ǯȱ����ȱ���ȱ������ȱ����������ȱ��ȱ�����ȱ ���ȱ��������ȱ��ȱ�����ȱ
������ǯȱ ��������ȱ �������ȱ ���ȱ
ǭ�ȱ �����ȱ ���ȱ ��� ��ȱ �����ȱ �����ȱ
���������¢ǯ

4

COMET assay in peripheral blood leukocytes 
In the control group, group treated with 5-ASA, 

and gum acacia group the measured tail movement 
 ��ȱ ǻŖǯŖŖȱ Ȭȱ ŖǯŖŖŗǼȱ ǻ���ǯȱ ś�ǰȱ�ǰȱ�Ǽǰȱ ����ȱ ��ȱ ����������ȱ
 ���ȱ�ȱ���¢ȱ�� ȱ�����ȱ��ȱ���ȱ������ǯȱ��ȱ����������ǰȱ
���ȱ �����ȱ �������ȱ  ���ȱ Śśȱ ��Ȧ��ȱ ��ȱ ǻ���ǯȱ Ŝ�Ǽȱ
������������ȱ ŞǯřƖȱ �����ȱ �����ȱ �����ȱ �����ǰȱ ǻ����ȱ
��������ȱ řŝǯśȱ Ȭȱ ŚŚǼǰȱ ����������ȱ ��ȱ �������ȱ ������ȱ ��ȱ
���ȱ������ǯȱ��Ȭ���������ȱ ���ȱŘśȱ��Ȧ��ȱ���ȱǻ���ǯȱ
Ŝ�Ǽǰȱ������������ȱŞǯŘƖȱ�����ȱ�����ȱ���ȱ�����������¢ȱ
�������ȱ���ȱ����ȱ��������ȱ��ȱ���ȱ��������ȱ�����ȱ��ȱ
ǻŖǯŞȱȬȱŗǯŖǼǰȱ ���ȱ��ȱ�������ȱ����������ȱ��������ȱ ���ȱ���ȱ
������ȱ���ȱ����ȱ���������ȱǻśŖȱ��Ȧ��ǰȱ���ǯȱŜ�Ǽǯȱȱȱȱȱȱȱȱ

�ě����ȱ ��ȱ ���ȱ ��ȱ ��ȱ �������ȱ �������ȱ ��ȱ �����ȱ
testosterone level 
��ȱ �¡������ǰȱ �ȱ �����ę����ȱ ���������ȱ ��ȱ �����ȱ

testosterone level was detected in rats treated with 45 
��Ȧ��ȱ��ȱ ���ȱ��������ȱ��ȱ���ȱ������ȱ�������ȱ�����ǰȱ

 ���ȱ ��ȱ ������������¢ȱ �����ę����ȱ ��ě�������ȱ ��������ȱ
��� ���ȱ ���ȱ �������ȱ �����ȱ ���ȱ ��ȱ Ƹȱ ���ȱ �������ȱ
�����ǯȱ �������ǰȱ �����ȱ  ��ȱ �ȱ ������������¢ȱ �����ę����ȱ
increase in the level of circulating testosterone hormone 
�����ȱ���ȱ��ȱ����ȱ���ȱǻŘśȱ��ȱśŖȱ��Ȧ��Ǽȱtreated rats 
 ���ȱ��������ȱ��ȱ��ȱ�������ȱ�����ȱǻ���ǯȱŝǼǯȱ����ȱ
again, ASA co-treatment appeared to prevent AA 
��¡����¢ǯȱ ����ȱ ��������ȱ ����ȱ ���ȱ �����������ȱ �ě���ȱ ��ȱ
AA on circulating testosterone levels can be ablated by 
�����������ȱ���ȱ���������ǯ
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Fig. 7:  ���������¢ȱ �ě���ȱ ��ȱ ���ȱ ��ȱ �����ȱ ������������ȱ
�������������ȱ��ȱ��Ȭ�������ȱ����ǯȱȱ����ȱ ���ȱ�¡�������ȱ��ȱ����ȱƹȱ��ǰȱ
�ȱƽȱśǯȱ���ȱ�¢����ȱ����������ȱ�����������ȱ�����ę�����ȱǻ�����Ǽȱ����ȱ
������ȱ �������Ǳȱ ȘȘȘǰȱ�ȱǀȱŖǯŖŖŗǰȱ ����� ��ȱ�¢ȱ����¢Ȭ
�����ȱ��������ȱ
����������ȱ ����ǯȱ ���ȱ ��Ĵ��ȱ ǻ�Ǽȱ ����������ȱ �����������ȱ �����ę�����ȱ
ǻ�����Ǽȱ ����ȱ��ȱ �������ǰȱ �ȱ ǀȱ ŖǯŖŗȱ ���ȱ ǻ�Ǽȱ ����������ȱ �����������ȱ
�����ę�����ȱǻ�����Ǽȱ����ȱ��ȱ�������ǰȱ�ȱǀȱŖǯŖŖŗǯ

�ě���ȱ��ȱ��ȱ���ȱ���ȱ��ȱ���Ř�ŗȱ�¡��������ȱ��ȱ�����ȱ
and testis S9 fractions
���Ř�ŗȱ ���ȱ ����ȱ ������ȱ ��ȱ ���ȱ ���������ȱ ��ȱ

AA-mediated toxicity, due to both the ability of this 
enzyme to readily become uncoupled and produce 

Fig. 8: ���Ř�ŗȱ�������������ȱ��ȱ�����ȱǻ�Ǽȱ���ȱ������ȱǻ�Ǽȱ�şǰȱ����� ���ȱ��ȱ���ȱ���ȱ���������ȱ��ȱ���ǰȱ��ȱ��������ȱ�¢ȱ�����ȱř�ȱ�����ȱ���ȱ����ȱ�����ǯ
���¢������ȱ ��ȱ������������ȱ�¢ȱ����ȱ������ȱ��ȱ�ȱ����ȱ��ȱŚśȱ��Ȧ��Ȧȱ��¢ȱ���ȱśȱ�����������ȱ��¢�ȱ��ȱ�����ȱ����ȱ����ǯȱ����ȱ���ȱ�¡�������ȱ��ȱ����ȱ
ƹȱ��ǰȱ�ȱƽȱśǼǯȱ���ȱ�¢����ȱ����������ȱ�����������ȱ�����ę�����ȱǻ�����Ǽȱ����ȱ������ȱ�������ǱȱȘȘǰȱ�ȱǀȱŖǯŖŗǰȱ����� ��ȱ�¢ȱ����¢Ȭ
�����ȱ��������ȱ
����������ȱ����ǯȱ���ȱ��Ĵ��ȱǻ�Ǽȱ����������ȱ��ȱ�����������ȱ�����ę�����ȱ����ȱ��ȱ�������ȱ���ȱǻ�Ǽȱ����������ȱ�����������ȱ�����ę�����ȱǻ�����Ǽȱ����ȱ
��ȱ�������ǰȱ�ȱǀȱŖǯŖŗǯȱȱȱȱ

���ȱ���ȱ ���ȱ���Ř�ŗȬ�����¢���ȱ����������ȱ��ȱ��ȱ��ȱ
the reactive molecule glycidamideǽŘŘǰŘřǾǯȱ �ȱ �����������ȱ
curve was constructed from mean absorbance versus 
concentration, using the least square regression 
��������ȱ  ���ȱ �����������ȱ ���Ĝ������ȱ ǻ�2) routinely 
ǅȱ �������ȱ ����ȱ Ŗǯşşşǯȱ��ȱ ��� �ȱ ��ȱ ǻ���ǯȱ Ş�Ǽǰȱ ���Ř�ŗȱ
��ȱ �¡�������ȱ ��ȱ ���ȱ�şȱ ��������ȱ ����ȱ�������ȱ ����ȱ �����ȱ
��ȱ �ȱ ������ȱ �������������ȱ ǻŖǯŚŚȱ ��Ȧ��ȱ �������Ǽȱ ����ȱ
��ȱ ���ȱ �������ȱ ������ȱ ǻŖǯŖŝŚȱ ��Ȧ��ȱ �������Ǽȱ ǻ���ǯȱ Ş�Ǽǰȱ
which is perhaps not surprising, given the important 
����ȱ ��ȱ ���ȱ �����ȱ ��ȱ ¡���������ȱ����������ǯȱ
� ����ǰȱ
 ������ǰȱ��ȱ������ȱ�ȱ�����ę����ȱ���������ȱ��ȱ���Ř�ŗȱ
ǻ�ȱ ǀȱ ŖǯŖŗǼȱ ������ȱ ��ȱ ���ȱ �����ȱ  ���ȱ ��������ȱ ��ȱ ���ȱ
normal control, the impact of AA- treatment was the 
reverse in the testes when compared to the control, 
 ���ȱ���Ř�ŗȱ��������������ȱ���������ȱ��ȱ��ȱ� �Ȭ����ȱ
 ���ȱ��������ȱ��ȱ���ȱ������ȱ�������ȱ ��ȱ ���ȱ������ǯȱ ��ȱ
������ȱ��ȱ�����ȱ����ȱ���ȱ��������ȱ��ȱ���Ř�ŗȱ������ȱ��ȱ
the liver was not due to liver weight changes, because 
��ȱ�����ę����ȱ��ě������ȱ ��ȱ��������ȱ ��ȱ �����ȱ �����ȱ
��� ���ȱ���ȱ������ǰȱ ���ȱ����ȱ�����ȱ �����ȱ��ȱşǯŝŝ��ȱ
ǻ���ǯȱşǼǯ

In the liver, co-treatment of AA-treated rats with 
���ȱȱ��ȱ�ȱ����ȱ��ȱŘśȱ��Ȧ��Ȧ��¢ȱ���ȱę��ȱ��¢�ȱ����ȱ���ȱ
��� ȱ��¢ȱ�����ę����ȱ��ě������ȱ ���ȱ��������ȱ��ȱ��ȱ
�������ȱ�����ȱ ǯȱ
� ����ǰȱ��ȱ�ȱ����ȱ��ȱśŖȱ��Ȧ��ȱ���ȱ
�����ȱ ��ȱ�ȱ�����ę����ȱ��������ȱǻ�ȱǀȱŖǯŖŗǼȱ��ȱ���ȱ�����ȱ��ȱ
���Ř�ŗȱ ���ȱ��������ȱ��ȱ��ȱ�������ȱ�����ǰȱ ����ȱ
indicates the strong reversing action of this higher 
����ȱ��ȱ���ȱ��ȱ���¢������ȱ�ě���ȱ��ȱ���Ř�ŗȱ�����ȱ��ȱ
���ȱ�����ǰȱ ���ȱ����������ȱ����ȱ��ȱ��ȱ����������ǯȱ����ȱ

8A 8B



March 201440

is again consistent with the hypothesis that ASA can 
�������ȱ���ȱ���ȱ���¢ȱ����ȱ���ȱ��¡��ȱ�ě����ȱ��ȱ��ǰȱ���ȱ
expands this to include other organs than the testes, 
����ȱ��ȱ���ȱ�����ǯ

In the testis, AA exposure caused induction of 
���Ř�ŗǻ�ȱǀȱŖǯŖŗǼȱ ���ȱ��������ȱ ��ȱ������ȱ �������ǯȱ
��ȱ��������ǰȱ�¡������ȱ��ȱ�������ȱ����ȱ��ȱ� �ȱ��ě�����ȱ
�����ȱ��ȱ���ȱ����ȱ���ȱ��� ȱ��¢ȱ�����ę����ȱ��ě������ȱ
����ȱ��ȱ�������ȱ�����ȱ��ȱ���ȱ������ǯ

DISCUSSION
In this study the potential role of the antioxidant 

5-ASA in protection of AA- induced reproductive 
toxicity following a sub-acute exposure to AA was 
���������ȱ ��ȱ ����ǯȱ �����������ȱ ���������ȱ ��ȱ śȬ���ȱ
 ���ȱ ���¢������ȱ  ��ȱ �ě������ȱ ��ȱ ����������ȱ ��Ȭ
mediated suppression in the blood testosterone level 
��ȱ ����ȱ �¡������ȱ �����ȱ ��ȱ ���ǯȱ ȱ ��ȱ ��������ǰȱ ���ȱ
co-treatment improved the histological appearance of 
the testis, reduced the tail movement in the detected 
�����ȱ �����ȱ ��ȱ ���ȱ �����ǰȱ ���ȱ ����������ȱ ���Ř�ŗȱ
���������ȱ��ȱ���ȱ�����ǯ

The result of this study indicate that, while a 
�����ę����ȱ ���������ȱ ��ȱ �����ȱ ��� ���ȱ ���ȱ Śśȱ��Ȧ
kg AA group and the normal control with respect 
��ȱ �����ȱ �����ȱ ���ȱ �����ǰȱ �����ȱ  ��ȱ ��ȱ �����ę����ȱ
��ě������ȱ����ȱ��ȱ�������ȱ�����ȱ��ȱ����ȱ������ȱ���ȱ
�����ǯȱ���ȱ ������ȱ ��ȱ ���ȱ �������ȱ ����¢ȱ ��ȱ ����������ȱ
 ���ȱ ���ȱ ��������ȱ �ě����ȱ ��ȱ���ȱ ��ȱ����������ȱ �������ȱ
patientsǽŘŚǾ, which reported a reduction in total sperm 
�����ȱ ��ȱ ��������ȱ ��ě�����ȱ ����ȱ ����������ȱ �������ǯȱ
After changing treatment from sulphasalazine to 
5-ASA, some improvement in spermatozoa function 
was noted, resulting in an improvement of fertility 

��ȱ �����ȱ ��������ǯȱ �������ȱ �Ȃ������ȱ et alǽŘśǾ reported 
����ȱ ŗřȱ ��� ȱ ����¢�����ȱ ��������ȱ ���ȱ �����ę�����¢ȱ
�� ��ȱ�����ȱ������ȱǻŜǯřȱ¡ȱŗŖ6Ǽȱ���ȱ�������¢ȱ����ȱşȬ����ȱ
����¢�����ȱ��������ȱǻŚŗǯŘȱ¡ȱŗŖ6Ǽǯȱ����������¢ǰȱ�����ȱ����ȱ
����ȱ�������ȱ���ȱ����ȱ����ȱ���ȱ����������ȱ�ě���ȱ��ȱ���ȱ
against testicular toxins is applicable to both humans 
and the model system used herein (i.eǯǰȱ����Ǽǯȱ

In contrast, other investigatorsǽŗŝǾ reported a 
�����ę����ȱ��������ȱ��ȱ�����ȱ�����ȱ�����ȱ��ȱǻŘśȱ���ȱśŖȱ
��Ȧ��Ǽȱ ��ȱ śȬ���ȱ ��ȱ ��������ȱ  ���ȱ ����������ȱ ǻŝǯśȱ
��Ȧ��Ǽȱ �����ǰȱ  ����ȱ  ��ȱ ����������ȱ ���������¢ȱ ��ȱ
�����ȱ �ȱ ���������ȱ ��ȱ �����ȱ �����ȱ �����ǯȱ
� ����ǰȱ ��ȱ
���ȱ��������ȱ����¢ǰȱśȬ���ȱ��ȱ�ȱ����ȱ��ȱŘśȱ��Ȧ��ȱ���ȱŗŖȱ
days was reported to improve sperm counts more than 
��ȱ�ȱ����ȱ��ȱśŖȱ��Ȧ��ȱ ������ȱ��������ȱ�������¢ǯȱ����ȱ
improvement in sperm count after a high dose of 5-ASA 
could be due to the established antiprostaglandin-
like activity of ASA, as was reported by Moskov et 
al,  and indeed ASA has been suggested as a potential 
treatment in some cases of unexplained oligospermia, 
as sperm improvement has been observed after 
antiprostaglandin therapyǽŘŜǾǯȱ ��ȱ���ȱ�������ȱ����¢ȱ���ȱ
������ȱ���ȱ���ȱ����ȱ��ȱ�����ę����ȱ�ě���ȱ��ȱ���ȱ��ȱ��Ȭȱ
�������ȱ����ȱ ���ȱ�������ȱ��ȱ�����ȱ�����ȱȦȱ�����ǰȱ�����ȱ
��ȱ���ȱ��ȱ����ǰȱ��ȱ�����ȱ��������ȱ��ȱ�¡������ȱ��ȱ���ǯ
�ȱ��������ȱ�������ȱ��ȱ����ȱ����¢ȱ ��ȱ���ȱ�ě���ȱ��ȱŚśȱ

��Ȧ��ȱ��ȱ��ȱ�����ȱ������������ȱ��������������ȱ ���ȱ
��������ȱ��ȱ���ȱ������ȱ�������ǯȱ��ȱ���ȱ�������ȱ����¢ǰȱ
blood was taken 24h after the last dose, and the result 
��� ��ȱ ����ȱ �����ȱ  ��ȱ �ȱ ���¢ȱ �����ę����ȱ ���������ȱ
in blood testosterone level following treatment with 
Śśȱ ��Ȧ��ȱ ��ǯȱ ���ȱ ���������ȱ ��ȱ �����ȱ ������������ȱ
following AA exposure is consistent with the 
reports of Yang et alǰȱ ��ȱ������������ȱ�ȱ �����ę����ȱ
reduction in testosterone concentration by using 
radioimmunoassay, in sera of AA-treated rats at a dose 
��ȱřŖǰȱŚśǰȱ���ȱŜŖȱ��Ȧ��Ȧ��¢ȱ���ȱę��ȱ��¢�ȱ����� ��ȱ�¢ȱ
three days of observationǽŘŝǾǯȱ ��������ǰȱ ������������ȱ
concentration in the culture medium of Leydig cells 
�����ȱ ����������ȱ ���ȱ ŘŚ�ǰȱ ���������ȱ �����ę�����¢ȱ ��ȱ
all AA-treated groups, indicating that testosterone 
���������ȱ  ��ȱ ���ȱ ��ȱ ��Ě�����ȱ ��ȱ ���¢������ǰȱ
presumably caused by the observed dose-dependent 
Leydig cell deathǽŘŝǾǯȱ��ȱ �ȱ ������ȱ ��ȱ ���������ȱ ��¢���ȱ
cell death, testosterone level in the testis is likely to be 
���������ǰȱ���������ȱ��ȱ�ȱ���������ȱ��ȱ���������������ǯȱ
The result of the current study further showed that 
����ȱ�����ȱ��ȱ���ȱ���ȱ�����ȱ�����ę����ȱ��������ȱ��ȱ���ȱ
level of circulating testosterone level when compared 
to the AA control, which indicated that 5-ASA was 
����������ȱ ��ȱ ��������£���ȱ ���ȱ ��¡��ȱ �ě���ȱ ��ȱ ��ȱ ��ȱ
��������ȱ ������������ȱ �������������ȱ ��ȱ �����ǯȱ ��ȱ
contrast, another study reported that 5-ASA could 
�����ȱ�ȱ���������ȱ��ȱ���ȱ�����ȱ��ȱ������������ǰȱ ���ȱŝǯśȱ
��Ȧ��ȱ ����������ȱ ��ȱ �����ȱ ��ȱ ���ȱ ����ȱ ���ȱ ŗŖȱ ��¢�ǰȱ
������ȱ ����ȱ������������ȱ ��ȱ�����ę�����¢ȱ���������ǰȱ

Fig. 9:  Mean liver weight of control, AA and ASA treated rats 
���¢������ȱ ��ȱ ������������ȱ �¢ȱ ����ȱ ������ȱ ��ȱ �ȱ ����ȱ ��ȱ Śśȱ��Ȧ
��Ȧȱ��¢ȱ���ȱśȱ�����������ȱ��¢�ȱ��ȱ�����ȱ����ȱ����ǯȱǻ����ȱ�¡�������ȱ��ȱ
����ȱƹȱ��ǰȱ�ȱƽȱśǼǯȱ

����������ȱ�ě����ȱ��ȱśȬ����������¢���ȱ����ȱ��ȱ���¢������ȱ��¡����¢ȱ��ȱ���ȱ������ȱ���ȱ�����ȱǯǯǯ
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���ȱ����ȱ ��ȱ���ȱ���������ȱ����� ���ȱ��ȱ����������ȱŗŖȱ
��¢�ȱ ���������ȱ ���ȱ Řśȱ��Ȧ��ȱ���ǯȱ ��ȱ ��ȱ ������ȱ�¢ȱ
the authors that the mechanism by which 5-ASA causes 
a reduction in testosterone level is not clear, although 
it is not clear if this is really a case of ASA causing 
a reduction, or failing to prevent the endosulfan-
mediated reductionǽŗŝǾǯȱ ���ȱ �� �����ȱ �����¡�����ȱ
capacity of 5-ASA exerted on the Leydig cells, could 
��ȱ���ȱ�����ȱ��ȱ���ȱ��Ě�����ȱ��ȱ������������ȱ�����ǰȱ��ȱ��ȱ
was reported previously that Leydig cell atrophy and 
death could be the cause of testosterone reduction in 
AA-treated ratsǽŘŝǾǯ

FurtherǽŘŞǰŘşǾ, it was reported that 7, 
ŗŘȬ������¢����£ǻ�Ǽ����������ȱ ���ȱ ���¢ȱ �����ȱ
polycyclic aromatic hydrocarbons are metabolically 
���������ȱ��ȱ������ȱ�����������ȱ��ȱ���ȱ��¢���ȱ�����ǯȱ����ǰȱ
���Ř�ŗȱ��ȱ����������ȱ��ȱ����ȱ�ȱ����ȱ��ȱ���ȱ���������ȱ
activation of various toxicants and carcinogens such 
as benzene, styrene, acrylonitrile, vinyl carbamate and 
many other halogenated hydrocarbon compoundsǽřŖǾǯȱ
�����ȱ ��������ǰȱ �����ȱ ����ȱ �������ȱ ����ȱ ���Ř�ŗȱ
expressed in Leydig cells, will potentiate the toxicity 
of these compounds with increasing their active toxic 
metabolites with excessive release of free radicals, 
�������ȱ ���������ȱ�¡�������ȱ������ȱ ��ȱ ���ȱ��¢���ȱ�����ǯȱ
Hence, the antioxidant activity of ASA might improve 
the Leydig cell toxicity after AA treatment leading to 
���������ȱ������������ȱ�����ǯ

The result of the current study indicated that AA 
��ȱ �ȱ ����ȱ �����ȱ ��ȱ Śśȱ ��Ȧ��ȱ ������ȱ �����������������ȱ
�������ȱ ��ȱ ���ȱ ������ȱ��ȱ ���ȱ����ǯȱ�����ȱ �������ȱ ������ȱ
disruption, reduction in the luminal sperm reserve, 
shedding of normal germinal epithelium in the 
lumen of the seminiferous tubules, maturation arrest 
in some tubules and multinucleated giant cells with 
������������ȱ ��ȱ ��� ���ȱ �����ȱ �����ȱ ��ȱ ���ȱ �������ǯȱ
Histopathological changes in rat testis after AA 
treatment were well-documented previously by Yang et 
alǽŘŝǰřŗǾȱ���ȱ���ȱ�������ȱ��ȱ����ȱ ���ȱ��������ȱ�����ȱ�������ǯȱ
��ȱ�������ȱ����ȱ��Ȭ�¡�����ȱ��ȱŘśȱ��Ȧ��ȱ���ȱ��� ��ȱ
�����ȱ ��ȱ ����������ȱ  ���ȱ �����ę����ȱ ��������ȱ ��ȱ ����ȱ
cell population in most of the tubules, compared to AA 
�����ǰȱ ��������ȱ ���ȱ �������¢ȱ ��ȱ ���ȱ ����ȱ ��������ǯȱ
This result is in agreement with Jaiswal et al, studyǽŗŝǾǯȱ
When male rats were exposed to endosulfan, together 
 ���ȱ�ȱ����ȱ��ȱŘśȱ��Ȧ��ȱ��ȱśȬ���ȱ��ȱ�ȱ����������ȱ����¢ȱ
the rats showed signs of recovery and improvement 
��ȱ ���������������ǯȱ ��ȱ ���ȱ �������ȱ ����¢ǰȱ ���ȱ����ȱ ��ȱ
śŖȱ��Ȧ��ȱ ��ȱ śȬ���ȱ ��ȱ����ȱ ��Ĵ��ȱ ��ȱ ��������ȱ ���ȱ
signs of AA-induced toxicity than with the dose of 25 
��Ȧ��ȱ��ȱśȬ���ǰȱ��������ȱ��ȱ����ȱ����ȱ������ȱ��ȱśȬ���ȱ
���ȱ�������¢ȱ ��ȱ���ȱ��������ǯȱ����ȱ����������ȱ������ȱ
of 5-ASA on AA induced histopathological changes 
might be due its antioxidant power to inhibit oxidative 
damage which depends on its ability to scavenge free 
radicals and by acting as a chain-breaking antioxidant 

with interference with the initiation and progression 
of lipid peroxidationǽŗŝǾǯȱ ���ȱ �����������������ȱ
property might improve signs of the accompanying 
��Ě�������¢ȱ �������ȱ ��ȱ  ���ǯȱ ��ȱ �ȱ ������ǰȱ ��ȱ
improvement in intratubular testosterone levels could 
������ǰȱ�������ȱ��ȱ��ȱ�����������ȱ��ȱ���������������ǯȱ
Another important factor that improves testosterone 
������ȱ��ȱ���ȱ�ě���ȱ��ȱśȬ���ȱ��ȱ��¢���ȱ����ȱ������¢ǯȱ��ȱ
causes atrophy of these cells with reduction in serum 
������������ȱ�����ǯȱśȬ���ȱ��������ȱ��¢���ȱ����ȱ������¢ȱ
and hence maintains normal testosterone level which 
�������ȱ��ȱ������ȱ���������������ǯ
����ȱ ���ȱ��� ��ȱ���ȱ����������ȱ�ě���ȱ��ȱśȬ���ȱ

��ȱ������ȱ ��������ȱ �¢ȱ��ȱ ��ȱ �����ȱ �¢�����¢���ǯȱ
ASA co-treatment results in dramatic reduction in 
������ȱ ����ȱ��������ǰȱ ����ȱ ���������ȱ �ȱ ���������ȱ
��ȱ ������¡��ȱ ������ǯȱ ���ȱ �¢��������ȱ  ��ȱ ����ȱ ��ȱ
and not  glycidamide is responsible for reproductive 
���ȱ������¡����¢ǯȱ���ȱ����ȱ������ǰȱ��¢ȱ��������ȱ����ȱ
causes increase in AA metabolism will improve the 
�����ȱ ��ȱ ������¡����¢ȱ ��������ȱ �¢ȱ��ǯȱ ��ȱ ����ȱ ����¢ȱ
śȬ���ȱ���ȱ����ȱ��� �ȱ��ȱ�¡���ȱ��ȱ���������ȱ�ě���ȱ��ȱ
���Ř�ŗȱ�¡��������ǰȱ ����ȱ�������ȱ��ȱ��ȱ�����������ȱ
in the level of genotoxicity when compared to the group 
����ȱ ��������ȱ ��ȱ �����ǯȱ ��������ǰȱ ��ȱ ����ȱ ��������ȱ
��������ȱ�¢ȱ��ȱ��¢ȱ������ȱ���ȱ������ǽřŘǾ,oxidation 
is an important mechanism of cell damage, which 
initiates a chain-reaction of lipid peroxidation that 
will spread through the membrane causing cleavage 
��ȱ �����������ȱ ��Ĵ¢ȱ �����ȱ ���ȱ ����������ȱ ��ȱ ��������ȱ
protein function leading to cell dysfunction and 
deathǽřřǾǯȱ śȬ���ȱ ����ȱ ��ȱ �ȱ ����ȱ �������ȱ ���������ǽřŚǾ, 
which characterizes its powerful antioxidant property, 
���ȱ�����ȱ��ȱ���ȱ����ę����ȱ�ě����ȱ��������ȱ ���ȱ��ȱ ��ȱ
������������¢ȱ�����ȱ ���ȱ��ǯ
�ȱ�����ȱę�����ȱ��ȱ���ȱ�������ȱ����¢ȱ ��ȱ���ȱ�ě���ȱ

��ȱśȬ���ȱ��ȱ���Ř�ŗȱ���������ȱ��ȱ�����ȱ���ȱ������ǯȱ���ȱ
�������ȱ ��� ��ȱ ����ȱ ���Ř�ŗȱ ��ȱ �������¢ȱ �������ȱ ��ȱ
���ȱ ������ȱ ǻŖǯŖŝŚȱ ��Ȧ��ȱ �������Ǽȱ  ���ȱ �� ��ȱ ������ȱ
����ȱ���ȱ�����ȱǻŖǯŚŚȱ��Ȧ��ȱ�������Ǽǲȱ�������ǰȱ����ȱ����¢ȱ
������������ȱ���ȱ���ȱę���ȱ����ǰȱ����ȱśȬ���ȱ��ȱ���ȱ����ȱ
��ȱśŖȱ��Ȧ��ȱ������ȱ�ȱ�����ę����ȱ���������ȱȱǻ���������Ǽȱ
��ȱ���Ř�ŗȱ��ȱ���ȱ�����ȱ ���ȱ��������ȱ��ȱ��ȱ�������ǯȱ
����ȱ ��ȱ ������ȱ �ȱ �����ę����ȱ ���������ȱ ��ȱ ��£¢��ȱ
level when compared to the normal control, while in 
���ȱ ������ȱ ��ȱ ������ȱ �����ę����ȱ ��������ȱ ��ȱ ���Ř�ŗȱ
�����ȱ  ���ȱ ��������ȱ ��ȱ ���ȱ ������ȱ �������ǯȱ ȱ �����ȱ
ę������ȱ  ���ȱ �����¢ȱ ����������ȱ  ���ȱ ���ȱ ������ȱ ��ȱ
JiangǽřśǾǰȱ ��ȱ������ę��ȱ���ȱ��������ȱ��ȱ���Ř�ŗȱ����ȱ
in rat prostate and testis, by reverse transcription PCR, 
��������ȱ ���Ĵ���ȱ ���ȱ ���ȱ ����������ǯȱ ����ȱ ���ȱ
���������Ĵ���ȱ������ǰȱ�ŚśŖŘ�ŗȱ�������ȱ��ȱ��ȱ�������ȱ
��ȱ���¢ȱ�� ȱ�������ȱ��ȱ���ȱ������ǯȱ���ȱ��������ȱ��ȱ�ŚśŖȱ
Ř�ŗȱ��ȱ����������ȱ����������ȱ���������ȱ ���ȱ����������ȱ
��ȱ��ȱ ŖǯŗŘȱ����ȱ Ȧ��ȱ�������ȱ ����ȱ ���������ȱ ǁȱ ŘȬ����ȱ
ǻŖǯŘśȱ����ȱȦ��ȱ�������Ǽȱ�����ȱ�¢������ȱ���������ǰȱ ����ȱ
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 ��ȱ����ȱ��ȱ��ȱ��£¢��ȱ�������ǯȱ��ȱ��ȱ ���ȱ����������ȱ
����ȱ ���ȱ �¡��������ȱ��ȱ���Ř�ŗȱ ��ȱ�������ȱ ��ȱ ���ȱ �����ǰȱ
�����¢ȱ�����ȱ��ȱ���ȱ�����������ȱ���������ǯȱ
� ����ȱ
it is present in small amounts in non–hepatic tissues 
such as kidney, nasal mucosa, lung, ovaries, testis, 
small intestine, colon, umbilical vein endothelial 
cells, lymphocytes and the brainǽřŜǾǯȱ ����ȱ ę�����ȱ
is of considerable potential importance, because it 
probably explains to a large extent the genotoxic 
������ȱ ��������ȱ ��ȱ ���ȱ ������ȱ ����� ���ȱ��ȱ ���������ǯȱ
�����ȱ ���ȱ ��¢����������ȱ �����ę�����ȱ ��ȱ �ŚśŖȱ Ř�ŗȱ ��ȱ
testis remains unclear, the induction of this enzyme in 
testis might have important implications in testicular 
toxicity and functionǽŗŝǾǯȱ ���Ř�ŗȱ ��������£��ȱ �ȱ  ���ȱ
������¢ȱ ��ȱ ���������ȱ  ���ȱ ��ě�����ȱ ����������ȱ ����ȱ
as small and hydrophobic compounds, including 
potential carcinogensǽřŜǾǯȱ ���ȱ ����ȱ ������ǰȱ ���ȱ��������ȱ
���ȱ �����������¢ȱ ��ȱ ���Ř�ŗȱ ��ȱ ���ȱ ������ȱ ��¢ȱ ��ȱ ��ȱ
�����ę�����ȱ ��ȱ ���ȱ �������������ȱ ��ȱ �������������ȱ
���������ȱ��ȱ������¡��ȱ�����������ǯȱ�����ȱ��ȱ���ȱ ���Ȭ
��� �ȱ���ȱ����������ȱ����ȱ��ȱ���Ř�ŗȱ��ȱ���¡�������ȱ
of AA to its active metabolite glycidamideǽŗŖǰŘřǾ, as 
�ȱ �����������ȱ ��ȱ ���ȱ ��������ȱ ��ȱ ���Ř�ŗȱ ��ȱ ������ǰȱ
despite the apparently low level of expression, 
��������ȱ �ŚśŖŘ�ŗȱ ��������ȱ ���������ȱ ����������ȱ ��ȱ
testes by exposure to inducers that are environmental 
����������ȱ ����ȱ ��ȱ��ǰȱ��¢ȱ ��Ě�����ȱ �������ȱ �ě����ȱ
on spermatogenesis and hence on reproductionǽřśǾǯȱ
The result of the present study hints that glycidamide 
��ȱ���ȱ���¢ȱ������ȱ�����¢ȱ��ȱ���ȱ�����ȱ�¢ȱ���Ř�ŗȱ���ȱ
transferred by the blood to testis, but it also formed 
������¢ȱ��ȱ���ȱ������ȱ��ȱ�����ȱ�������ǯ

However, during this study the concomitant 
���������ȱ��ȱ��Ȭ�������ȱ����ȱ ���ȱ���ȱ����ȱ��ȱśŖȱ��Ȧ��ȱ
śȬ���ǰȱ������ȱ�����ȱ��ȱ���Ř�ŗȱ ��ȱ��������ȱ��ȱ���ȱ�����ȱ
when compared to AA control, which indicated that 
śȬ���ȱ���ȱ ������ȱ���Ř�ŗȱ ��ȱ ���ȱ �����ȱ���ȱǻ�����ȱ��ȱ
due to protein stabilization) as a consequence, increases 
����ȱ ��ȱ ��ȱ ����������ȱ  ���ȱ ����ȱ ���ȱ ���������ǯȱ
���ȱ ��ȱ �����¡�����ȱ �������¢ȱ ��ȱ ���ǰȱ ���ȱ ������ȱ
glycidamide will further be metabolized to inactive 
form and then excreted causing less genotoxicity and 
����ȱ ��������ȱ �ě���ǯȱ ����ȱ  ��ȱ ������¢ȱ ��������ȱ ��ȱ
����ȱ����¢ȱ��ȱ������ȱ��������ȱ�¢ȱ��ȱ��ȱ����������ȱ
�����ȱ �¢�����¢���ǰȱ ���ȱ �������������¢ȱ ��ȱ ���ȱ ������ǯȱ
In contrast, in the group exposed to AA alone, they 
��� ��ȱ�����ę����ȱ���������ȱ��ȱ���Ř�ŗȱ�����ȱ��ȱ�����ǯȱ
���ȱ ��������������ȱ ��ȱ ����ȱ ��ȱ ���ȱ �����ȱ ��ȱ ���Ř�ŗȱ ��ȱ
the liver is not impressively high compared to some 
other P450 isozymesǽřŜǾǰȱ����ȱ�����ȱ����ȱ��ȱ��ȱ����ȱę��ȱ
days of treatment might cause partial depletion of this 
��£¢��ȱ  ���ȱ �����ę����ȱ ���������ȱ ��ȱ ���ȱ �����ȱ ��ȱ ���ȱ
�����ǯȱ�������ȱ�¡���������ȱ��ȱ����ȱ��ȱ������ȱ��¢ȱ�����ȱ
inhibition of the enzyme it induced and this needs 
�������ȱ��������������ǯȱ
� ����ȱ��ȱ���ȱ������ǰȱ�������¢ȱ
���ȱ������ȱ��ȱ���ȱ�¡�������ȱ���Ř�ŗȱ��ȱ����ȱ����ȱ����ȱ��ȱ

���ȱ�����ǯȱ���������ǰȱ��ȱ�������ȱ����ȱ�������ȱ���ȱ�����ȱ
����ȱ��ȱ���ȱ�����ȱ��ȱ��ȱ��������£��ȱ�¢ȱ���Ř�ŗȱ��ȱ���ȱ
liver and the small part of AA transferred to testis acts 
as an enzyme inducer but it does not cause depletion 
��ȱ���ȱ��£¢��ȱ��ȱ��ȱ���ȱ�����ǯȱ���ȱ���������ȱ�¢ȱ ����ȱ
śȬ���ȱ �¡����ȱ ���ȱ �ě���ȱ ��ȱ ��������ȱ ȱ ȱ ���Ř�ŗ��ȱ ���ȱ
�����ȱ ��ȱ���ȱ �������¢ȱ �����ȱ ��ȱ ���ȱ������ǯȱ
� ����ǰȱ ��ȱ
seems likely that the antioxidant property of 5-ASA is 
the reason behind the reduced toxicity seen after ASA 
���������ǯȱ ���������ȱ ��ȱ���Ř�ŗȱ ��ȱ ����ȱ ���¢ȱ �ě������ȱ
in generating reactive oxygen intermediates such as 
superoxide radical and H2�2

ǽřŝǾǯȱ ����ǰȱ ���ȱ �����ȱ
��ȱ �����ȱ ���������ȱ ��ȱ ���Ř�ŗȱ ���ȱ �����ȱ ���������ȱ
��ȱ ����������ȱ  ���ȱ �������ȱ ���ȱ ���������ȱ ����ȱ
�������ȱ���ȱ��ȱ����������ȱ���ȱ������¡����¢ǯȱ

CONCLUSION
5-ASA has been shown to protect partially or 

completely AA-treated rats from the severe testicular 
���ȱ ������¡����¢ȱ ���������ȱ ����ȱ ��ȱ ���������ǯȱ ����ȱ
�����ȱ��ȱśȬ���ȱ ���ȱ�ě������ȱ��ȱ��������ȱ������ȱ��ȱ
����������ȱ�����ȱ������¢���ǯȱ���ȱ����ȱ��������ȱ������ȱ��ȱ
this study was the ability of 5-ASA to cause induction 
��ȱ���Ř�ŗȱ��ȱ�����ȱ���ȱ���ȱ�ě���ȱ��ȱśȬ���ȱ��ȱ���������ȱ
������¢ȱ ��ȱ ��¢���ȱ �����ȱ ��ȱ ���ȱ ������ǯȱ ����ȱ �������ȱ
���������¢ǰȱ��ȱ���ȱ������������ȱ�����ǯȱ�������ȱ�������ȱ��ȱ
AA and 5-ASA are needed to explore further molecular 
mechanisms involved in 5-ASA protection against AA 
����������ȱ��¡����¢ȱ��ȱ����ǯȱ
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