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RESUMO

O manganés € um metal essencial para o desenvolvimento e diversas fun¢des do
organismo. O contato dos seres vivos com esse elemento pode ocorrer através da
exposicdo oral e ocupacional, uma vez que esta amplamente presente no ambiente
devido a sua grande utilizac&o industrial. Entretanto, apesar de ser fundamental para
0 organismo, 0 manganés se torna toxico em concentracbes acima dos niveis
fisiolégicos e pode afetar diversos sistemas organicos, entre eles, o reprodutivo.
Baseado nessa toxicidade e em sua capacidade de atravessar a barreira
placentaria, o presente estudo teve como obijetivo verificar o efeito de concentracdes
realistas de manganés sobre a morfologia do sistema reprodutor ap0s exposi¢ao
cronica e multigeracional. Sendo assim, sessenta camundongos Swiss (geracao FO)
foram expostos ao cloreto de manganés (MnCl,) nas doses de 0 (controle), 0,013,
0,13 e 1,3 mg/kg/dia, por 60 dias. Em seguida, foram isolados para acasalamento e
a prole (geracdo F1) foi exposta durante o periodo intrauterino, de amamentacéao e
por mais 60 dias ap6s o desmame. Ao término do experimento os animais foram
eutanasiados e os testiculos e ovarios passaram por processamento histologico para
avaliacdo de parametros histomorfométricos e estereoldgicos. Além disso, foi
realizado esfregaco em lamina a partir da excisdo da cauda do epididimo para
andlise da morfologia espermatica. Em relagdo ao sistema reprodutor masculino, a
maioria das alteracdes ocorreu na geracdo F1, como reducdo da porcentagem de
espermatozoides morfologicamente normais e alteracbes nos tubulos seminiferos,
sendo que houve aumento do volume e do comprimento tubular nos grupos tratados,
como forma de compensar a reducdo do diametro e retomar as condi¢cdes
fisiologicas. JA4 o sistema reprodutor feminino ndo apresentou alteracdes
significativas no didmetro dos foliculos ovarianos, porém houve reducédo do volume
do ovario. Dessa forma, € possivel concluir que a exposi¢cdo multigeracional a doses
baixas de Mn pode afetar parametros morfol6gicos do sistema reprodutor, sugerindo
que esse elemento pode promover uma reducdo do desempenho reprodutivo e
fertilidade.

Palavras-chave: reproducao; histomorfometria; estereologia.



ABSTRACT

Manganese is an essential metal for the development and fulfillment of various
organism functions. The contact of living beings with this element may occur through
oral and occupational exposure, since it is widely present in the environment due to
its large industrial use. However, despite being fundamental to the organism,
manganese becomes toxic at concentrations above physiological levels and can
affect several organic systems, including the reproductive one. Given such toxicity
and the ability of manganese to cross the placental barrier, the present study aims to
verify the effect of realistic manganese concentrations on reproductive system
morphology after chronic and multigenerational exposure. Therefore, sixty Swiss
mice (generation FO) were exposed to manganese chloride (MnCl,) at doses of O
(control), 0.013, 0.13 and 1.3 mg/kg/day for sixty days. They were then isolated for
mating, and the offspring (generation F1) were exposed during both the intrauterine
period and the breastfeeding period, as well as during the following sixty days after
weaning. At the end of the experiment, the animals were euthanized and their
testicles and ovaries underwent histological processing to evaluate
histomorphometric and stereological parameters. Moreover, a slide smear was
performed from the epididymis tail excision for sperm morphology analysis.
Regarding the male reproductive system, most of the changes occurred in the F1
generation, such as a reduction in the percentage of morphologically normal sperm
and changes in the seminiferous tubules, with an increase in their volume and length
in order to compensate for their reduction in diameter and thus return to the
physiological conditions of yore. On the other hand, the female reproductive system
showed no significant changes in the diameter of the ovarian follicles, although a
reduction in the volume of the ovarian has occurred. It can be concluded that
multigenerational exposure to low doses of Mn may affect the morphological
parameters of the reproductive system, suggesting that manganese may reduce both

fertility and reproductive performance.

Keywords: reproduction; histomorphometry; stereology.
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1 INTRODUCAO

O manganés (Mn) € um metal essencial para o funcionamento do organismo
humano, atuando no desenvolvimento e manutencdo de diversos sistemas
(ASCHNER; ASCHNER, 2005). Nos dias atuais, 0s seres Vvivos estao
constantemente expostos a esse metal no ambiente, devido a sua ampla utilizacao
no meio industrial (WHO, 2011), o que agrava a possibilidade de contaminacéo
(MILLALEO et al., 2010). Tal exposicao pode levar a toxicidade de sistemas como o
cardiovascular, o nervoso e o reprodutor (CROSSGROVE; ZHENG, 2004).

Embora a neurotoxicidade provocada pelo Mn seja extensamente estudada
(MARTINEZ-FINLEY et al., 2013; NEAL; GUILARTE, 2013; OKADA et al., 2016), a
guantidade de informacdes sobre sua toxicidade reprodutiva ainda é baixa.
Entretanto, sabe-se que este metal causa alteracdes nos niveis dos hormdnios
sexuais (CHANDEL; JAIN, 2017; SILVA et al., 2018), além de anormalidades
morfofuncionais nas gbnadas (ELBETIEHA et al., 2001, MOHAMMED et al., 2018;
SILVA et al., 2018) e nos gametas (ADEDARA et al.,, 2017; SENGUPTA et al.,
2015).

Além do mais, pouco se sabe sobre os efeitos que doses realistas de Mn,
semelhantes aquelas encontradas no ambiente, poderiam provocar sobre a
morfologia do sistema reprodutor. Alteragcdes morfoldgicas nas gbnadas podem levar
a reducdo da fertilidade e do desempenho reprodutivo devido ao seu papel
funcional, como a producdo dos gametas e de hormonios sexuais essenciais para a
manutencdo da reproducdo. O fato do Mn atravessar a barreira placentaria
(FRASER et al., 2014; ZOTA et al., 2009) é outro fator que evidencia a importancia
do estudo, uma vez que a exposicado materna ao metal pode levar a malformacdes
embrionérias, inclusive no sistema reprodutor. Buscando identificar possiveis efeitos
nocivos, o presente trabalho objetivou avaliar o impacto de concentragdes realistas
de Mn sobre a morfologia do sistema reprodutor, especialmente das génadas, apos

exposicao cronica e multigeracional.
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2 MANGANES

O manganés (Mn) € um metal de transicdo que ocorre naturalmente no solo,
agua, rochas e alimentos de origem vegetal (IMnl, 2019; WILLIAMS et al., 2012),
sendo o 12° elemento mais abundante da crosta terrestre (ROCHA, AFONSO,
2012). E um elemento traco representado pelo simbolo Mn, com nimero atémico 25,
e massa atbmica de 54,94. Pode se apresentar em 11 estados de oxidacéo (-3 ao
+7) (GERBER et al., 2002), sendo o ion Mn** a forma mais estavel (ROCHA;
AFONSO, 2012). Esse metal pode ser encontrado na forma inorganica, como cloreto
de manganés (MnCl,) e di6xido de manganés (MnQO,), e organica, como o0 MMT
(tricarbonil metilciclopentadienil manganés) (WILLIAMS et al., 2012).

O Mn é amplamente utilizado na sociedade contemporanea. Uma de suas
mais importantes aplicacfes se d& na industria metallrgica e por isso grande parte
do Mn presente no ambiente € resultante de fontes antrépicas de liberacdo (WHO,
2011). E utilizado na fabricacdo de aco devido a sua capacidade desoxidante
(NASCIMENTO; GONZALEZ, 2018; IMnl, 2019); na producao de ferro, por aumentar
sua resisténcia a corrosdo; na producado de ligas de cobre, utilizado para
desoxidacdo e aumento da resisténcia mecanica; ou juntamente com outros metais,
como zinco, magnésio, ouro, prata e bismuto, atuando como elemento de liga (IMnl,
2019). Seu uso ndo-metalirgico mais importante € na fabricacdo de pilhas secas,
como despolarizador. Também é utilizado na producdo industrial de cosméticos,
fertilizantes, fungicidas, vidros, ceramicas e produtos farmacéuticos (IMnl, 2019;
ROCHA; AFONSO, 2012; RUPPENTHAL, 2013), além de ser utilizado na forma de
MMT como aditivo na gasolina (WHO, 2011).

O Mn é um elemento traco essencial ao organismo, encontrando-se
predominantemente armazenado nos 0ssos, rins, figado e pancreas (SCHROEDER
et al., 1966). Fisiologicamente, é requerido para o metabolismo de aminoacidos,
proteinas e lipideos (ASCHNER; ASCHNER, 2005). Entretanto, uma de suas
principais fun¢des € atuar no metabolismo de carboidratos, sendo responsavel pela
ativacdo de enzimas gluconeogénicas, como a piruvato carboxilase, e a sintese de
mucopolissacarideos (ZLOTKIN et al.,, 1995). Existem diversas enzimas Mn-
dependentes, incluindo certos tipos de transferases, oxidorredutases, hidrolases,
isomerases e ligases; ha também metaloenzimas que apresentam o Mn como seu

constituinte, como arginase, glutamina sintase e Mn superoxido dismutase (MNnSOD)
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(ASCHNER; ASCHNER, 2005). Além disso, o Mn contribui para o desenvolvimento e
funcionamento do tecido désseo e conjuntivo, e dos sistemas digestorio, neural,
reprodutivo e imune; auxilia na absorcdo do calcio; participa dos mecanismos de
defesa antioxidante; e atua no processo de coagulacdo e hemostasia juntamente
com a vitamina K (ASCHNER; ASCHNER, 2005; ASCHNER et al., 2007; ERIKSON;
ASCHNER, 2003).

As principais formas de exposicdo ao Mn ocorrem por inalacdo e ingestao,
sendo que sua absorcao se da principalmente através do trato gastrointestinal e dos
pulmdes. A absorcdo do Mn varia de acordo com a quantidade de calcio e ferro
sérico, por compartilharem o mesmo transportador. Uma vez na circulagdo, o Mn é
transportado ligado a transferrina e, em menor proporcdo, a albumina
(BARCELOUX, 1999; MICHALKE et al., 2007; O’'NEAL; ZHENG, 2015). Além disso,
o Mn também pode ser carreado para o interior das células, o que facilita seu
acumulo em diversos tecidos. Esse carreamento ocorre por transportadores como
DMT-1 (Divalent Metal Transporter 1), que transporta o Mn®"; TfR (Transferrin
Receptor), capaz de transportar Mn®**, que se liga & transferrina no plasma; além do
transportador de colina, canais de Ca*" e transportadores de Zn (ZIP8 e ZIP14)
(MARTINEZ-FINLEY et al., 2013).

O 6rgao onde ha maior acumulo desse metal é o figado, podendo também se
acumular nos 0ssos, cérebro e pancreas. O Mn é eliminado primariamente pela via
fecal, através da liberacdo da bile no intestino. Em menores quantidades, sua
excrecao ocorre pela urina, leite e suor (MARTINEZ-FINLEY et al., 2013; O’'NEAL,;
ZHENG, 2015).

2.1 TOXICIDADE DO MANGANES

Embora necessario para o organismo, o Mn em excesso pode causar quadros
de toxicidade. Por estar abundantemente disponivel no ambiente, a probabilidade de
contaminacdo dos seres humanos também se torna grande. A principal forma de
intoxicacdo por esse metal se da através da exposi¢cdo ocupacional, seguido da
exposicao oral, através da agua e alimentos (CROSSGROVE; ZHENG, 2004;
O’'NEAL; ZHENG, 2015).

Primeiramente, a toxicidade do Mn ocorre no sistema nervoso central devido

a sua capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica, provocando o



16

desenvolvimento de sindromes parkinsonianas, como 0 manganismo
(CROSSGROVE; ZHENG, 2004; O'NEAL; ZHENG, 2015; WILLIAMS et al., 2012).
Além do mais, 0 Mn em excesso atinge outros tecidos, podendo causar: efeitos
cardiovasculares como hipotensédo, por agir como vasodilatador e inibicdo da
contracdo do miocérdio (BRUROK et al., 1999; JIANG; ZHENG, 2005); insuficiéncia
hepatica; modulacdo de enzimas hepaticas, resultando em aumento do colesterol
total e diminuicdo da sintese de bile (CROSSGROVE; ZHENG, 2004; SILVA et al.,
2018); encefalopatia hepatica (LONG et al., 2009); disfuncéo renal (SILVA et al.,
2018); irritacdo dos pulmdes; alteragbes no sistema reprodutor e na performance
reprodutiva (ELBETIEHA, 2001; MOHAMMED et al.,, 2018; SILVA et al., 2018;
WILLIAMS et al., 2012); além de efeitos embriotoxicos e fetotoxicos, uma vez que
este metal atravessa a barreira placentaria (ZOTA et al., 2009).

A nivel celular, o principal alvo do Mn € a mitocdndria, onde interage com
enzimas necessdrias para a sintese de ATP, como o complexo |, complexo Il e
F1ATPase. O Mn também interfere no transporte intramitocondrial de Ca®*, uma vez
que se liga aos sitios de ligacdo do Ca*" de carreadores importantes, como o
transportador uniporte de Ca**. O Ca*" intramitocondrial regula o indice de producéo
de ATP, através da ligacdo em sitios enzimaticos especificos, e ativa enzimas
envolvidas com o ciclo de Krebs, como a piruvato desidrogenase. O Mn, por seu raio
idnico similar ao Ca®* (MARBANIANG, 2012), pode se ligar a esses sitios com mais
afinidade do que o préprio Ca**. Além disso, uma vez que ocorre o influxo de Mn na
mitocondria, ndo existe um mecanismo eficiente de efluxo, o que leva ao seu
acumulo na organela (O’'NEAL; ZHENG, 2015; TARALE et al., 2016). Assim, 0 Mn
pode perturbar o funcionamento da cadeia de fosforilagcdo oxidativa, aumentando a
geracdo de radicais livres, o que provoca estresse oxidativo (CHANDEL; JAIN,
2017); ou ligar-se ao citocromo C, levando a perda do potencial elétrico mitocondrial
(TARALE et al., 2016).

Dessa forma, o Mn é essencial ao organismo quando presente em
guantidades fisioldgicas, porém seu excesso pode ser prejudicial. A Anvisa (2011)
determinou que o limite maximo seguro de Mn contido na agua mineral é de 0,4
mg/L, sendo que a Organizagdo Mundial da Saude afirma que tal limite estd acima
da quantidade realmente encontrada, sendo considerado seguro (WHO, 2011,
WHO, 2017). Porém, FRISBIE et al. (2012; 2015) constatou que mais de 50 paises

apresentam valores acima do recomendado na agua. No municipio de Sao José do
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Vale do Rio Preto, Rio de Janeiro, um laudo de um pogo artesiano que abastece
mais de 1500 pessoas mostrou que a quantidade de manganés presente
ultrapassava 1,7 mg/L (SCARINI, 2017).

No Brasil, a contaminacdo do meio ambiente pelo Mn se tornou ainda mais
importante apds os acidentes envolvendo rompimento de barragens de rejeitos de
mineragdo em Minas Gerais, Brasil. A Funda¢do SOS Mata Atlantica (2017) analisou
a qualidade da agua em 18 pontos da bacia do Rio Doce dois anos apds o
rompimento da Barragem de Fundao no distrito de Bento Rodrigues, municipio de
Mariana, MG e constatou que em 13 desses pontos a concentracdo de Mn estava
acima dos limites permitidos. Em 2019, um més apds o rompimento da barragem de
rejeitos da mineradora Vale, no complexo minerario do Cérrego do Feijao,
Brumadinho, MG, a Fundacéo analisou a qualidade da agua na bacia hidrografica do
Rio Paraopeba. Em todos os 20 pontos analisados, a concentragdo de Mn
apresentou-se acima dos limites maximos permitidos. Os laudos oficiais da
qualidade da agua foram elaborados pelo Instituto Mineiro de Gestédo das Aguas
(IGAM), Agéncia Nacional de Aguas (ANA), Servico Geolégico do Brasil (CPMR) e
Companhia de Saneamento de Minas Gerais (Copasa) (SOS Mata Atlantica, 2019).
Dessa maneira, a populagcéo brasileira, principalmente a que vive nas proximidades
das areas atingidas, esta exposta continuamente a elevadas concentracdes de Mn.
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3 SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

O sistema reprodutor masculino humano (FIGURA 1) é composto pelo
testiculo, 6rgédo responséavel pela producdo dos espermatozoides, e 6rgdos sexuais
acessorios, que protegem, nutrem e transportam os gametas apos terem deixado as
gbnadas. Esses sdao: epididimo, vesiculas seminais, prostata, glandulas
bulbouretrais, pénis e os ductos deferente e ejaculatério (VERONEZ, 2012). O
camundongo apresenta 0S mesmo 0rgaos sexuais e acessorios, além das glandulas
ampularias e prepuciais. S8o poucas as diferencas anatbmicas entre o sistema
reprodutor masculino humano e de roedores, sendo uma delas o fato da préstata
humana apresentar apenas um lobo, enquanto a murina apresenta quatro lobos
distintos. Além disso, o pénis de roedores apresenta estrutura 6ssea chamada
baculo, que permite ao macho penetrar a fémea antes da erecdo (KNOBLAUGH,
TRUE, 2012; SOUZA et al., 2014).

FIGURA 1 — ANATOMIA DO SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO.
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FONTE: Adaptado de Gartner; Hiatt, 2003.

Os testiculos localizam-se no saco escrotal, fora da cavidade abdominal,
mantendo-se suspensos pelo funiculo espermatico. Sao revestidos por tunicas
originadas das laminas que recobrem a parede abdominal, sendo elas a tunica

vaginal, composta por lamina visceral e parietal, e a tunica albuginea, da qual
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partem septos que dividem o testiculo em Iobulos. Dentro de cada l6bulo,
encontram-se tubulos contorcidos responsaveis pela produ¢do dos gametas, 0s
tubulos seminiferos (FIGURA 2) (JOHNSON et al., 2015; VERONEZ, 2012). Assim,
em termos morfofuncionais, € possivel dividir o testiculo dos mamiferos em
compartimento tubular e intertubular. O compartimento tubular é constituido pelos
tubulos seminiferos, representando a maior parte do parénquima testicular. No
compartimento intertubular estdo presentes o tecido conjuntivo, nervos, vasos
sanguineos e linfaticos. Neste espaco também se encontram as células de Leydig,
responsaveis pela sintese de testosterona, horménio essencial para a atividade
gametogénica e sexual do macho adulto (RUSSELL et al., 1990; RUSSELL, 1996;
VERONEZ, 2013;).

FIGURA 2 — ANATOMIA DO TESTICULO.

Cabega do
epididimo

Tanica vaginal
(camada visceral)
Corpo do
epididimo // Tunica vaginal

( \ (camada parietal)
Ductos eferentes —o \

Rede testicular %

(no mediastino)

Cauda do\

epididimo

Tubulos seminiferos

Lébulo

Septo

Tunica albuginea

FONTE: Adaptado de Kenhub, 2019.

Os tabulos seminiferos (FIGURA 3a) sédo compostos pelo epitélio seminifero,
[imen tubular e tunica prépria. No epitélio seminifero estdo presentes dois tipos
celulares: células de Sertoli e células germinativas (RUSSELL et al., 1990). As
células de Sertoli possuem varias fungdes, sendo a principal o estabelecimento da

barreira hematotesticular, através de juncdes de oclusdo, especializacbes
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ectoplasméticas, desmossomos e jun¢des comunicantes, criando um ambiente
imunologicamente privilegiado, ideal para a gametogénese (KOPERA et al.., 2010).
Também nutrem as células germinativas por meio da secrecao de lactato, produzido
a partir da glucose sérica e polipeptideos mitogénicos; provém suporte estrutural e
fatores de crescimento para as células em desenvolvimento; realizam a fagocitose
de células germinativas em degeneracdo e do excesso de citoplasma durante a
espermiogénese (BALARINI, 2013; FRANCA; RUSSELL, 1996; JOHNSON et al.,
2015), alem de apresentarem papel fundamental na formacdo embrionaria dos
testiculos, sequestrando as células germinativas e impedindo que entrem em meiose
(GRISWOLD, 1998). As células germinativas, por sua vez, sdo as responsaveis pela
espermatogénese, processo continuo e altamente organizado de divisdo celular.
Nesse processo, as espermatogonias, localizadas no compartimento basal do
epitélio seminifero, se diferenciam em espermatdcitos primarios, espermatécitos
secundarios, espermétides e, por fim, em espermatozoides (FIGURA 3b) (BALARINI,
2013; FRANCA et al., 2005; RODRIGUES, 2010).

FIGURA 3 - HISTOLOGIA DOS TUBULOS SEMINIFEROS.
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Os espermatozoides sado o0s gametas masculinos, células haploides
especializadas em uma Unica atividade funcional: garantir a liberacdo do material
genético masculino dentro do citoplasma do odcito, gameta feminino, visando a
formacdo de um zigoto (JOHNSON et al., 2015; SANTOS, 2017). Estruturalmente
séo divididos em cabeca, peca principal, peca intermediaria, peca terminal e cauda
(FIGURA 4). Na cabeca encontra-se o material genético altamente condensado e o
acrossomo, estrutura que contém enzimas hidroliticas envolvidas com o processo de
fertilizacdo. Na peca intermediaria estdo localizadas inumeras mitocondrias,
responsaveis pelo fornecimento de energia para a motilidade espermatica, enquanto
a cauda é responsavel pela locomocdo do espermatozoide a partir do movimento
flagelar (GARNER; HAFEZ, 2016; JOHNSON et al., 2015).

FIGURA 4 - ESTRUTURAS DO ESPERMATOZOIDE.
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FONTE: Adaptado de Gartner; Hiatt, 2003.

Apés sua diferenciacdo, o0s espermatozoides sdo direcionados para o
epididimo, onde passam pelo processo de maturacdo. Durante o transito
epididimario ocorre a modificacdo de mdltiplas caracteristicas, como a condensacao
da cromatina, remodelagem nuclear, aquisicdo da motilidade, reestruturagcdo do
acrossomo e alteragbes na composicao das proteinas da membrana plasmatica. Na

maioria dos mamiferos somente os espermatozoides que ja alcancaram a cauda do
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epididimo estdo efetivamente maduros e possuem o potencial de fertilizacao
(GARNER; HAFEZ, 2016; JOHNSON et al.; 2015; SANTOS, 2017).

O controle hormonal da producéo espermatica e demais funcdes reprodutivas
do sistema reprodutor masculino se da através do eixo hipotalamico-hipofiséario-
gonadal. O hipotdlamo produz GnRH, responséavel pela liberacdo do horménio
luteinizante (LH) e horménio foliculoestimulante (FSH) pela hipéfise, hormbnios que
agem diretamente nos testiculos. O LH € o principal regulador da estereoidogénese,
atuando sobre a sintese de testosterona pelas células de Leydig. O FSH, por sua
vez, atua no desenvolvimento e diferenciacdo das células de Sertoli, promovendo a

iniciacdo e manutencéo da espermatogénese (JOHNSON et al., 2015).
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4 SISTEMA REPRODUTOR FEMININO

4.1 ANATOMIA

O sistema reprodutor feminino, de maneira geral (FIGURA 5a), é constituido
internamente pelo utero, ovarios, tubas uterinas, vagina e, externamente, pela vulva.
Entretanto, ha algumas diferengas anatdmicas entre os mamiferos. Em humanos, os
orgaos eréteis femininos sao o clitoris, analogo do pénis, e os bulbos vestibulares,
homologos do bulbo e do corpo esponjoso do pénis. Ha também glandulas anexas,
sendo as glandulas vestibulares maiores e menores (BERNARDES, 2011). Os
camundongos e 0s humanos apresentam caracteristicas morfoldégicas semelhantes,
sendo que as principais divergéncias sado anatémicas (FIGURA 5b), enquanto os
parametros histolégicos e funcionais sdo mais similares (RENDI et al., 2012). As
diferencas mais relevantes estao descritas no texto.

O atero humano localiza-se na pelve, entre a bexiga e o reto; € um 6rgao
muscular, em forma de pera invertida (VERONEZ, 2012), que pode ser dividido em
porcoes: fundo, onde ocorre a implantacdo do embrido; corpo; istmo; e colo ou
cérvix, porcdo que conecta o Utero a vagina. A parede do Utero é composta por trés
estratos: perimétrio, camada serosa mais externa, continua com o periténio pélvico e
abdominal, sendo a parte remanescente da superficie anterior constituida por uma
adventicia; miométrio, camada muscular espessa, subdividida em trés estratos de
musculo liso; e endométrio, membrana mucosa formada por revestimento epitelial e
estroma (BATES; BOWLING, 2013; BERNARDES, 2011; VERONEZ, 2012). Porém,
vale ressaltar que roedores possuem Utero bicorno, apresentando septo medial e
cornos longos que se unem em um pequeno corpo uterino, diferente do observado
em humanos (GRAVINA et al., 2014; RUGH, 1968).

As tubas uterinas sdo tubos musculares compostos por quatro porcgoes,
sendo elas: porcéo intramural, situada na espessura da parede uterina; istmo,
porcdo estreitada; ampola, porcédo dilatada; e infundibulo, extremidade distal da
tuba. As tubas permitem o transporte dos odécitos para o Gtero a cada oocitacdo e
propiciam o sitio para a fecundacao do odcito pelo espermatozoide (SANTOS, 2009;
VERONEZ, 2012).
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FIGURA 5 - ANATOMIA DO SISTEMA REPRODUTOR FEMININO.
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Os ovarios sdo as gbnadas femininas, localizados na fossa ovérica,
posteriormente a bexiga, em humanos (VERONEZ, 2012) e lateralmente aos rins
nos roedores (RUGH, 1968). S&o estruturas pares, nodulosas, divididas em 3
regibes (FIGURA 6): cortex, porcdo delimitada pelo epitélio germinativo, que
apresenta o estroma e os foliculos ovarianos; medula, local de intensa
vascularizacdo e heterogeneidade celular; e hilo, regido por onde passam nervos e
vasos (FERNANDES et al., 2003; VERONEZ, 2012). Apresentam duas funcdes
principais: a producdo dos hormoénios sexuais femininos (estrogénio e progesterona)
e a liberacdo dos odcitos, os gametas femininos (BATES; BOWLING, 2013).
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FIGURA 6 - ESTRUTURAS DO OVARIO E FOLICULOS OVARIANOS.
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4.2 FOLICULOGENESE

Embora a duracdo da foliculogénese seja diferente em humanos e
camundongos, a maturacdo dos foliculos acontece de maneira similar, sob a
influéncia dos mesmo horménios. Assim como nos humanos, os foliculos ovarianos
dos roedores sdo classificados de acordo com seu diametro, quantidade de
camadas de células granulosas e presenca ou auséncia de espaco antral (RENDI et
al., 2012).

Os foliculos ovarianos sdo compostos internamente por um antro cheio de
liguido, onde estdo as oogobnias (as ceélulas germinativas femininas) e sao
circundados por uma camada interna de células granulosas e uma de células tecais,
mais externa (BATES; BOWLING, 2013).

Assim como no sistema reprodutor masculino, o controle das funcdes
reprodutivas femininas acontece através do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal.
Quando a mulher chega a idade reprodutiva, a liberacdo pulsatil de FSH e LH da

inicio ao ciclo sexual feminino. As gonadotrofinas levardo a sintese dos horménios
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sexuais pelo ovario e a determinacdo do foliculo dominante, destinado a oocitacédo
(BAERWALD et al., 2011).

O desenvolvimento dos odcitos em humanos se inicia na vida fetal, enquanto
nos roedores, a reserva de foliculos primordiais é formada no periodo neonatal,
sendo que apds 0 nascimento, 0s ovarios apresentam apenas oogbdnias (MCGEE,
HSUEH, 2000). Nos humanos, por volta da 72 semana de gestacédo, inicia-se a
diferenciacdo das células germinativas primordiais em oogbnias. A partir do 3° més
de gestacdo, as oogbnias entram em meiose e se convertem em 00citos primarios,
permanecendo retidas na fase de préfase até o inicio da oocitacdo. Esse odcito fica
envolvido por células foliculares pavimentosas chamadas células granulosas,
formando a estrutura do foliculo primordial, que permanece em repouso até a
puberdade. A partir dessa fase, os foliculos abandonam o estado quiescente e
entram em crescimento folicular, estimulado pelo FSH.

O odcito cresce rapidamente, quadruplicando de tamanho, e as células
granulosas formam uma Unica camada de células cubdides, sendo que o foliculo
passa a ser classificado como foliculo primario unilaminar. Conforme essas células
continuam a se dividir, o epitélio simples se espessa, se tornando estratificado, e o
foliculo se transforma em um foliculo primario multilaminar, também chamado de
foliculo pré-antral. Nessa etapa, desenvolve-se entre as células foliculares e o o6cito
uma camada glicoproteica denominada zona pelldcida (BATES; BOWLING, 2013;
KIERSZENBAUM, 2008). A camada de células da granulosa passa a secretar o
liquido folicular, que apresenta altas concentragfes de horménios esteroides e se
acumula entre as células, formando pequenas cavidades que, apds a reorganizacao
celular, culminam na formacao de um antro. Enquanto ocorrem essas modificacoes,
células derivadas do estroma ovariano agrupam-se ao redor das células granulosas,
constituindo a camada de células tecais. A teca se diferencia em duas camadas: a
teca interna, composta por células produtoras de esteroides; e a teca externa, tecido
conjuntivo que encapsula o foliculo. Nessa fase, o foliculo é considerado um foliculo
secundario ou antral (GUYTON; HALL, 2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017;
KIERSZENBAUM, 2008).

Durante a reorganizacdo da camada granulosa, algumas células se agrupam
proximo a parede folicular; sdo as células do cumulus, que sustentam o 0d0cito

formando o complexo cumulo-ovocitario. Outro pequeno grupo de células se
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acumula ao redor do odcito formando a corona radiata, firmemente aderida a zona
pellcida, que ird acompanhar o odcito apds sua liberagéo.

O foliculo maduro, também chamado de foliculo pré-ovulatorio ou de Graaf, é
aguele que ir4 passar pelo processo de oocitacdo. Esse foliculo € definido pela
presenca seguintes caracteristicas: antro contendo liquido folicular; zona pellucida
revestida pela corona radiata; odcito circundado pela corona radiata, desprendido do
cumulo-ovocitario; término da meiose | antes da oocitacdo, resultando no odcito
secundario e aparecimento do primeiro corpusculo polar (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017; KIERSZENBAUM, 2008). Os diferentes estagios dos foliculos ovarianos séo

vistos na Figura 7.

FIGURA 7 - ESTAGIOS DOS FOLICULOS OVARIANOS E SUAS ESTRUTURAS.
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A cada més, uma gama de foliculos ovarianos comecam a crescer. A
quantidade elevada de FSH induz as células da granulosa a aumentarem o nimero
de receptores para FSH em suas membranas, o que as tornam mais sensiveis ao
horménio. As células tecais internas passam a expressar um numero crescente de
receptores para LH que, ao serem estimulados, resultam na sintese de
androstenediona, que é transportada para as células granulosas. Sob a acdo do
FSH, essas células convertem androgenos em estrogenos, que irdo dar suporte para
o desenvolvimento do oécito. O foliculo que expressar a maior quantidade de
receptores para FSH se torna o foliculo dominante, aquele que ir4 atingir a fase de

foliculo maduro e sofrer oocitacdo. O restante dos foliculos que iniciou o processo de
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maturacdo sofre involucéo atrésica e sdo eliminados. Os foliculos atrésicos séo
identificados por uma espessa membrana basal chamada membrana vitrea, uma
zona pelucida intacta, oocitos e células foliculares degenerados e macrofagos
invasores (BATES; BOWLING, 2013; GOUGEON, 2004; JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2017; KIERSZENBAUM, 2008; MYERS et al., 2004).

4.3 CICLO REPRODUTIVO

4.3.1 Ciclo menstrual

O ciclo sexual feminino, denominado ciclo menstrual, tem duracdo média de
28 dias e pode ser dividido didaticamente em trés fases: folicular, ovulatoria e IUtea.
A fase folicular é caracterizada pelo crescimento dos foliculos. Inicia-se no primeiro
dia do ciclo menstrual, quando os niveis baixos de estrogénio e progesterona levam
ao desprendimento do endométrio no processo de menstruacdo. Aproximadamente
6 dias depois, 0 Utero comeca a se preparar novamente para receber uma possivel
gravidez. A secrecdo de estrogenos é aumentada em resposta ao FSH, como ja foi
descrito, e o foliculo dominante é selecionado (ARAUJO et al., 2015; SOUZA, 2017).
A fase ovulatéria € marcada por niveis altos de LH e FSH. O aumento acentuado da
secrecao de LH (pico de LH) estimula a ruptura da parede do foliculo, promovendo a
liberacdo do odcito revestido por células do cumulus. O odcito € capturado pelas
fimbrias para o interior da tuba uterina, onde reinicia a meiose I. Uma das células
originadas retém a menor parte do citoplasma, tornando-se o primeiro corpusculo
polar. O odcito, que reteve a maior parte do citoplasma, inicia a segunda divisdo
meidtica, bloqueando-a na metafase; a meiose Il sé voltar4 a acontecer se houver a
fecundacdo (ADONA et al., 2015; SANTOS, 2009; SOUZA, 2017).

Durante o pico de LH, os niveis de estrogénio decaem, enquanto os de
progesterona continuam a aumentar. Quando a fase lutea se inicia, o foliculo
dominante forma o corpo liteo e secreta progesterona de maneira pulsatil, em
resposta ao LH. O estrogénio volta a ser secretado, e, juntamente com a
progesterona, inibe as gonadotrofinas, impedindo o desenvolvimento dos foliculos
ovarianos durante essa fase. Se o resultado da oocitacdo for um odcito fertilizado, o
embrido sera implantado no endomeétrio, onde iniciara a secregédo de gonadotrofina

coridénica, horménio que dé suporte ao corpo lateo e sua producdo hormonal. Se néo
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houver fecundacéo, o corpo lateo sofre involucdo cerca de 14 dias apds a oocitacao,
e se converte em corpo albicans. Essa degeneracéo provoca a queda dos niveis de
progesterona e estrogénio, o que leva a menstruacgéo, e reinicio do ciclo (BATES;
BOWLING, 2013; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2017; KIERSZENBAUM, 2008;
SANTOS, 2009; SOUZA, 2017).

4.3.2 Ciclo estral

O ciclo reprodutivo das fémeas de camundongos é denominado ciclo estral e,
apesar de ter duracdo muito menor, acaba por ser similar ao ciclo menstrual. E
didaticamente dividido em quatro fases: proestro, estro, metaestro (ou diestro I) e
diestro (ou diestro 1I) (MARCONDES et al., 2002). Assim como nos seres humanos,
a atividade ovariana esta sujeita as variacdes nos niveis dos horménios sexuais
(VILELA et al., 2007). No camundongo a puberdade tem inicio entre 21 e 28 dias; a
abertura vaginal ocorre entre 25 a 40 dias, e entre 6 e 8 semanas se inicia a
oocitacdo (BRAGA, 2017). Ao atingir a idade reprodutiva, a fémea apresenta
aumento nos niveis séricos de estradiol, levando a abertura vaginal e ao primeiro
estro. O estradiol provoca o pico de LH, que ocasionard a oocitacdo (CHORILLI et
al., 2009; GUERRA, 2013). Talvez a diferenca mais importante entre camundongos
e humanos no que diz respeito a oocitacdo é o fato de varios foliculos passarem
pelo crescimento simultaneamente em ambas as espécies, porém apenas um
foliculo dominante é selecionado em humanos, enquanto nos camundongos ocorre a
selecdo de diversos foliculos dominantes (RENDI et al., 2012).

O ciclo estral apresenta duracéo de 4 a 5 dias, sendo que cada fase dura em
média 24 horas. O proestro corresponde ao dia pré-ovulatério, sendo a fase na qual
ocorre o crescimento folicular sob a influéncia do FSH, havendo predominancia de
corpos luteos em degeneracdo e foliculos maduros, ocorrendo a secrecao de
estrogeno e o pico de LH, assim como nos humanos. A oocitagdo ocorre de 8 a 11
horas apés o inicio do estro, fase na qual a fémea estd sexualmente receptiva, no
periodo do cio. A fase luteinica ocorre no metaestro e diestro. No metaestro ha
diminuicdo dos niveis de estrogeno e inicio da secrecdo de progesterona pelos
corpos luteos, com grande proporcao de foliculos pré-antrais em crescimento. O
diestro é a fase na qual foliculos antrais sdo predominantes, e sdo encontradas as
maiores concentracdes de progesterona, sendo que 0s corpos liteos atingem seu

maior tamanho; caso ocorra a fecundacgéo, essa fase € prolongada (BRAGA, 2017,
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CHORILLI et al., 2009; COSTA, 2010; VIDAL, FILGO, 2017; VILELA et al., 2007,
YOSHIDA et al., 2009).
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5 TOXICIDADE REPRODUTIVA DO MANGANES

5.1 SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

O sistema reprodutor € muito sensivel as quantidades excessivas de Mn, e
sua toxicidade pode levar a consequéncias como: impoténcia sexual e perda de
libido (BATAINEH et al.,, 1998); diminuicdo da produgcdo de hormdnios do eixo
hipdfise-hipotalamico (FSH e LH) (CHANDEL; JAIN, 2017); queda dos niveis de
testosterona (ADEDARA et al., 2017; MOHAMMED et al., 2018; ZENG et al., 2015);
reducdo da massa de 6rgdos reprodutores andrégeno-dependentes (como epididimo
e prostata); anormalidades celulares no epitélio seminifero; alteragcées histolégicas
nos testiculos, como diminuicdo do diametro e comprimento dos tubulos seminiferos
(MOHAMMED et al., 2018; SILVA et al., 2018).

A toxicidade provocada pelo Mn prejudica a defesa antioxidante dos érgaos,
tornando-os vulneraveis ao estresse oxidativo, o que pode causar disfuncdes
mitocondriais e, consequentemente, deformacfes espermaticas (PAHUNE et al.,
2013). Animais expostos ao Mn apresentam diminuicdo da producdo de
espermatozoides; alterag6es na motilidade e morfologia espermética (ADERARA et
al., 2017); e perda de potencial reprodutivo, através da reducdo da fecundidade e
fertilidade (ELBETIEHA, 2001).

Embora os estudos citados acima revelem os efeitos toxicos do Mn sobre o
sistema reprodutor de animais, ja é comprovado que 0 mesmo acontece em
humanos, quando expostos as concentracdes desse metal presentes no ambiente.
Jain et al. (2016) encontraram niveis séricos elevados de metais, entre eles o Mn,
em homens que apresentam azoospermia e oligospermia. Além disso, esse
elemento também tem sido correlacionado com fatores de diminuicdo da motilidade
(YANG et al., 2018) e apoptose em espermatozoides (WANG et al., 2016). Wirth et
al. (2007) e Yuyan et al. (2012) demonstraram a diminuigdo da qualidade do sémen
e potencial de fertilizacdo de espermatozoides apds exposi¢cdo ocupacional ao

manganeés.

5.2 SISTEMA REPRODUTOR FEMININO

A grande maioria dos estudos sobre a toxicidade reprodutiva do Mn é focada

no sistema reprodutor masculino. Entretanto, sabe-se que o Mn pode afetar o
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sistema reprodutor feminino de diversas maneiras. A exposi¢cdo cronica a doses
altas de Mn leva ao aumento do peso dos ovarios e do Utero (ELBETIEHA et al.,
2001); reducéao da fertilidade (LASKEY et al., 1982); reducdo do numero de foliculos
ovarianos; inducao de corpos luteos persistentes e atraso no dia da abertura vaginal
em ratas (SENGUPTA et al., 2015). A administracdo intraventricular do Mn em
fémeas no periodo pré-puberal pode estimular a liberagdo de LH, antecipando o
inicio da puberdade. Ocorre, também, o aumento dos niveis séricos de FSH e
estradiol (LEE et al., 2007; PINE et al., 2005).

Além disso, a exposicdo de fémeas prenhas ao Mn pode reduzir
significativamente o numero de implantacdes e a quantidade de fetos viaveis
(ELBETIEHA et al., 2001). Neste sentido, o estudo conduzido por Sanchez et al.
(1993) demonstrou que a exposi¢cdo ao Mn durante a gestacao leva ao aumento do
namero de natimortos, além de provocar retardos no crescimento e anencefalia.
Entretanto, ainda assim, a literatura acerca dos efeitos da exposicdao ao Mn na
funcionalidade do sistema reprodutor feminino € escassa.

Pesquisas realizadas com outros metais também mostraram efeitos nocivos
sobre o sistema reprodutor feminino. Fémeas expostas ao cadmio (Cd)
apresentaram acumulo deste metal no tecido endometrial (RZYIMSKI et al., 2014);
aumento do risco de cancer endometrial e endometriose (BORJA-ABURTO, 1999;
RZYIMSKI et al., 2014); alteracBes hemorragicas no utero e ovarios; e persisténcia
do processo ovulatorio (BARANSKI, 1987). J& a exposi¢cdo ao chumbo (Pb) pode
levar a abortos espontédneos, uma vez que é um potencial agente teratogénico
(RZYIMSKI et al., 2015). Silberstein et al. (2006) relacionaram a presenca de altos
niveis de chumbo nos foliculos ovarianos com baixos indices de gravidez. Também
foi observado aumento do numero de foliculos antrais que sofreram atresia, os quais
apresentavam células granulosas com nucleos picnéticos e hipertrofia das células
tecais (TAUPEAU et al., 2001). Outro metal danoso para o sistema reprodutor
feminino é o mercurio (Hg), cuja exposi¢do cronica € prejudicial a implantacdo de
embrides e ao desenvolvimento folicular, além de provocar malformacgtes

congénitas, infertilidade e inibicdo da oocitacdo (SCHUURS, 1999).
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6 JUSTIFICATIVA

Como foi apresentado, o Mn encontra-se naturalmente presente no
ambiente, sendo que a exposi¢cdo a esse metal, tanto aguda quanto crbnica, pode
levar a disfuncdes nos sistemas organicos. A OMS estabeleceu a quantidade hidrica
limite de Mn considerada segura, afirmando que as quantidades reais encontradas
estdo abaixo desses valores. Porém, ha estudos que mostram locais onde as
quantidades do metal extrapolam esses limites (FRISBIE et al., 2015; 2017). J& foi
comprovado que exposicdo ndo somente a quantidades elevadas de Mn, mas
também a concentracdes baixas, pode causar toxicidade ao organismo, como
mostram estudos em relacdo ao sistema nervoso (BATSCHAUER, 2018; OKADA et
al., 2016), sendo indicado que 0 mesmo ocorra com o sistema reprodutor (SOUZA et
al., 2019a).

Existe na literatura grande escassez de trabalhos que utilizem doses
realistas de Mn para avaliar os efeitos deste metal sobre a morfologia das gbnadas e
dos gametas, que, quando afetada, acarreta em alteracdes no sistema como um
todo, uma vez que esté diretamente ligada a funcéo celular. Além disso, o presente
trabalho também avalia os impactos do Mn através da exposicdo multigeracional, o
gue expde a prole em periodos criticos de seu desenvolvimento.

Sendo assim, foi possivel esclarecer se as doses realistas de Mn, as quais a
populacdo estd exposta através do meio ambiente, exercem efeitos téxicos sobre os
parametros morfolégicos do sistema reprodutor por meio da exposi¢cdo ao longo de
uma geracdo. As informacdes obtidas através deste trabalho poderdo ser
acrescentadas aquelas ja existentes sobre a toxicidade do Mn como forma de
mostrar que a presenca desse metal, mesmo em concentra¢cdes baixas, pode ser
prejudicial & saude reprodutiva do ser humano, utilizando camundongos como

organismo teste.
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7 OBJETIVOS

7.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposi¢céo cronica e multigeracional a doses realistas de

manganés sobre a morfologia do sistema reprodutor de camundongos Swiss.

7.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Verificar o impacto do Mn sobre a morfologia testicular através de analises
morfométricas e estereoldgicas.

2. Investigar as alteracdes causadas pelo Mn sobre a morfologia espermatica.

3. Analisar as consequéncias da exposicdo ao Mn sobre a morfologia ovariana,
através de analises morfométricas e estereologicas.

4. Comparar se existem diferencas entre as possiveis alteracbes encontradas
entre machos e fémeas nas diferentes geracoes.
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8 MATERIAL E METODOS
8.1 ANIMAIS

O modelo animal utilizado para as analises desta pesquisa foi o camundongo
Swiss. Os camundongos, fornecidos pelo biotério da Universidade Federal do
Parand, foram provenientes do projeto de mestrado de Amandia Ramos Batschauer,
intitulado “Avaliacdo do efeito neurotoxico do manganés na prole de camundongos
apo6s exposigao parental e direta”.

O projeto foi aprovado pelo Comité de Etica de Utilizacdo de Animais (CEUA)
da Universidade Federal do Parana (UFPR), parecer nimero 1015/2016.

8.2 DESENHO EXPERIMENTAL

8.2.1 Geracao FO

Foram utilizados 60 camundongos Swiss adultos (40 fémeas e 20 machos),
0s quais foram mantidos em caixas de polipropileno, separados por sexo. A racao e
a agua foram fornecidas ad libidum; a temperatura (23+£2°C) e o ciclo (12/12 horas,
claro e escuro) foram controlados.

Os animais foram pesados e divididos, randomicamente, em 4 grupos com 10
fémeas cada, e 4 grupos com 5 machos cada. Os grupos foram expostos ao cloreto
de manganés (MnCl, - Sigma-Aldrich®) por 60 dias, via gavagem, para a qual foi
realizada contencdo manual dos animais, com a sonda introduzida até o estbmago.
As doses utilizadas foram 0 (grupo controle), 0,013, 0,13 e 1,3 mg/kg/dia, e os
animais foram pesados semanalmente para o ajuste da dose.

A dose intermediaria (0,13 mg/kg/dia) foi escolhida baseando-se no valor
maximo de ingestdo hidrica de Mn permitido pela Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, 2011) e ANVISA (2011) de 0,4 mg/L. Foi considerado que um adulto de 70
kg toma em meédia 2 litros de agua por dia, o que equivale a 0,8 mg/L de Mn,
somado a 0,4 mg/dia que corresponde a ingestao por outras fontes, obtendo-se 1,2
mg/dia, ou seja, 0,017 mg/kg/dia. Assim, foi realizado o céalculo alométrico para
extrapolar esse valor para os camundongos, considerando seu metabolismo
(SANTANA, 2010), obtendo-se a dose de 0,13 mg/kg/dia. A mesma dose foi utilizada
por outros autores em trabalhos realizados anteriormente (ASCHNER et al.,1999;
BATSCHAUER, 2018; SOUZA, 2019; OKADA et al., 2016).
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Apés 60 dias de exposicdo, os animais, dentro de seus respectivos grupos,
foram separados em caixas para o acasalamento, na propor¢ao 1 macho para 2
fémeas. Essa distribuicdo foi mantida por 7 dias, com exposicdo continua ao MnCl,.
Diariamente, foi realizada a observagao do tamp&o seminal (“plug”) na vagina para
confirmacdo da coOpula. Em sequéncia, as fémeas que ndo copularam foram
anestesiadas com sevoflurano e eutanasiados por deslocamento cervical.

A exposicao ao MnCl, foi mantida durante todo o periodo gestacional (21 dias) e

de amamentacéo (21 dias).

8.2.2 Geragao F1

Foi realizada a sexagem dos filhotes e, apds o desmame, a prole foi separada
em grupos para continuar a ser exposta ao MnCl, por mais 60 dias, na mesma
dosagem de seus progenitores. O esquema do desenho experimental esta

representado na Figura 8.

FIGURA 8 - DESENHO EXPERIMENTAL.
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(60 dias) (21 dias) (21 dias) (60 dias)
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J d'Fo (n=5) F1 (n=9)

FONTE: A Autora, 2019.

8.3 DISSECCAO E COLETA DOS ORGAOS

Ao final do experimento, os animais foram anestesiados com sevoflurano e
eutanasiados por deslocamento cervical. Dos machos, foram coletados os testiculos
e 0 epididimo para andlise espermatica; das fémeas, os ovarios. Os 6rgaos foram
pesados em balanca de precisdo (Shimadzu® AUY220), e cada material recebeu

tratamento de acordo com o método de analise a ser utilizado.
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8.4 ANALISE DOS ORGAOS MASCULINOS
8.4.1 Parametros esperméticos

Durante a disseccao, os animais das geracfes FO (n=5) e F1 (n=9) tiveram a
cauda do epididimo seccionada e colocada em 400 pl de meio Gamete Buffer

(COOK Medical®), a 37°C, por 5 minutos, para disperséo dos espermatozoides.

8.4.1.1 Morfologia espermatica

Foi feito esfregagco corado com o corante Single Prov® (Newprov) para
andlise das anormalidades na morfologia espermatica, cuja avaliacao foi realizada
em microscopio de luz, com objetiva de 40x. Foram contabilizados 200
espermatozoides por lamina/animal, onde foram avaliadas as alteracdes
morfolégicas da cabeca, peca intermediaria e cauda. Os espermatozoides foram

classificados em normais e anormais.

8.4.2 Histologia dos testiculos

Os testiculos (n=7), apds remocao e pesagem, foram fixados em ALFAC
(85% de alcool etilico 80%, 10% de formol 40% e 5% de acido acético glacial), por
24 horas. Em seguida, foram desidratados e diafanizados no processador de tecidos
Micron STP 120 (Thermo Scientific®). A desidratacdo foi feita em solucdes
crescentes de alcool etilico (70-100%). O material foi emblocado em Paraplast Plus
(Leica®), na mesa de inclusdo Micron EC 350 (Thermo Scientific®).

Foi realizada a seccédo das amostras em microtomo em cortes de 6 um, que
foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) e montadas em balsamo do Canada
(BIOTEC® reagente analiticos).

8.4.3 Parametros testiculares

As laminas histolégicas foram examinadas no microscopio de luz Olympus
BX41, para realizagdo das analises histomorfométricas e estereologicas dos
compartimentos tubular e intertubular, conforme proposto por Lima et al. (2018).
Para realizacdo das medicOes foram capturadas imagens com objetiva de 10x,
utilizando-se o software para analise de imagem Image Pro Plus 4.5® (Media
Cybernetics, Silver Spring, MD, EUA).
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8.4.3.1 Histomorfometria
8.4.3.1.1 Tubulos seminiferos

Para a morfometria, foram mensuradas 15 seccfes transversais de tubulos
seminiferos visando obter o diametro tubular, diametro luminal e altura no epitélio
(FIGURA 9) médio por animal. Foram escolhidos os tubulos com morfologia mais

circular possivel, e o estagio do epitélio seminifero ndo foi levado em conta.

FIGURA 9 — HISTOMORFOMETRIA DOS TUBULOS SEMINIFEROS.

1) Didmetro tubular. 2) Didmetro luminal. 3) Altura do epitélio.
FONTE: A Autora, 2019.

8.4.3.1.2 Células de Leydig

Foi realizada a medicdo de 150 nucleos de células de Leydig por testiculo a
partir de 10 seccdes diferentes do 6rgdo, a fim de avaliar indiretamente alteracdes
fisiologicas nessas células, como a producdo de testosterona, conforme realizado
por Predes et al. (2010).

8.4.3.2) Estereologia

Para a estereologia, foi obtida a proporcédo volumétrica e a densidade dos
tubulos seminiferos e da regiao de intertubulo a partir da sobreposicao de uma grade
de 266 pontos as imagens fotografadas, em aumento de 10x (Figura 10). Foram

utilizadas 10 imagens por amostra, totalizando 2660 pontos por animal.
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FIGURA 10 — ESTEREOLOGIA DOS TESTICULOS.

A792  128Dx1N24 |

FONTE: A Autora, 2019.

A partir disso, os pontos coincidentes com os tubulos e regido intertubular
foram contabilizados, sendo avaliado o percentual de pontos sobre cada
componente. Dessa forma, foi obtida a proporcdo volumétrica (Pv) de cada
compartimento, a partir da formula (COSTA, 2013; MORAIS et al., 2014):

% Pv = nUmero de pontos no tubulo ou interttbulo
2660

O volume dos constituintes do testiculo, em mL, foi calculado através da

formula:

Volume = %Pv tubulo (ou constituinte)
100 x volume total do parénquima testicular

Sabendo-se que a densidade do testiculo de mamiferos € em torno de 1
(COSTA, 2013; MORAIS et al., 2014), a massa do testiculo foi considerada igual ao
seu volume. O intervalo entre os cortes foi de 60 um.
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8.4.3.3 Comprimento total dos tubulos seminiferos

O comprimento total dos tubulos seminiferos foi calculado de acordo com a
seguinte férmula (DIAS, 2019; GOMES et al., 2011):

CTS = Volume do ttbulo seminifero/mR?

onde TTR?é a area de seccao do tubulo seminifero, e R é o diametro do tibulo/2.

8.5 ANALISE DOS ORGAOS FEMININOS
8.5.1 Histologia dos ovarios

As fémeas das geragfes FO e F1 tiveram seus ovarios removidos e pesados.
Os ovarios (n=5) foram submetidos aos processos de fixacdo, desidratacao,
diafanizacdo e emblocagem de acordo com o descrito no item 5.4.2. Em seguida, foi
realizada a seccdo das amostras em micrétomo em cortes de 6 um, as quais foram
coradas com HE e montadas em bélsamo do Canadad (BIOTEC® reagente

analiticos).

8.5.2 Parametros ovarianos

As laminas histolégicas a serem utilizadas para a realizacdo da
histomorfometria e da estereologia foram examinadas no microscépio de luz
Olympus BX41. Foram capturadas imagens com objetiva de 10x, utilizando-se o
software para andlise de imagem Image Pro Plus 4.5® (Media Cybernetics, Silver

Spring, MD, EUA) para realizacdo das medicdes.

8.5.2.1 Histomorfometria

Para a analise histomorfométrica, foi necessario realizar a classificacdo dos
foliculos ovarianos (Figura 9). De acordo com Rendi et al. (2012), os foliculos
ovarianos de camundongo sao classificados da mesma maneira que 0os humanos.
Considerando a variedade morfoldgica e de terminologias encontradas na literatura,
foi utilizada a classificacdo de acordo com Junqueira e Carneiro (2017) e
Kierszenbaum (2008). Classificagcbes muito parecidas foram utilizadas por outros
autores para camundongos (CLARKE, 2017; SOUZA et al.,, 2019b), sendo que,
apesar da nomenclatura diferir, existe similaridade dos caracteres morfologicos. A

classificagcao utilizada neste trabalho foi:
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Foliculo primordial: odcito revestido por Unica camada de células foliculares,
constituindo um epitélio escamoso simples.

Foliculo primario unilaminar: odcito revestido por Unica camada de células
foliculares, constituindo um epitélio cubico simples.

Foliculo primario multilaminar/pré-antral: od0cito revestido por mudltiplas
camadas de células granulosas e tecais, constituindo um epitélio cubico
estratificado, podendo apresentar pequenas areas de fluido folicular.

Foliculo secundario/antral: odcito revestido por epitélio cubico estratificado
com antro bem definido.

Foliculo maduro: odcito circundado por camada de células da corona radiata
revestido por epitélio cubico estratificado; presenca de células do cumulus;
antro grande e bem definido.

A classificacao folicular pode ser observada na Figura 11. Os foliculos foram

mensurados visando obter a morfometria folicular média de cada fase.
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A e B) Foliculo primordial. C) Foliculo primério unilaminar. D) Foliculos primarios

multilaminar/pré-antrais. E) Foliculo secundario/antral. F) Foliculo maduro.
FONTE: Adaptado de Histology Guide, 2019.

8.5.2.2 Estereologia

Para a estereologia dos ovarios, de maneira semelhante a técnica utilizada
para os machos, foi realizada a sobreposicdo de uma grade de 35 pontos sobre as
imagens capturadas, totalizando 350 pontos por animal/tratamento (Figura 12).
Foram estimados os volumes do cortex e medula ovarianos, bem como dos foliculos,
conforme proposto por Altunkayanak et al. (2016).
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FIGURA 12 — ESTEREOLOGIA DOS OVARIOS.
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FONTE: A Autora, 2019.

Foi utilizado o principio de Cavalieri (ALTUNKAYANAK et al., 2016; BORECKI
et al., 2009; MAYHEW, 1991) para calcular o volume, de acordo com a seguinte

formula;

Volume=tx a(p) x (ZP)

Onde t € a espessura do corte, a(p) a area de cada ponto na grade de
contagem, e ZP o total de ponto que cairam sobre o compartimento analisado. Para
esta andlise, ndo foi feita a distincdo entre o ovario esquerdo ou direito, sendo
empregado o principio estabelecido por Myers et al. (2004). O intervalo entre cada

corte utilizado foi de no minimo 40 pum.

8.6 RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (RIB)

Utilizou-se a metodologia descrita por Beliaeff e Burgeot (2002) e modificada
por Sanchez et al. (2013). Os resultados obtidos através da analise dos
biomarcardores de cada dose utilizada s&o divididos pelo seu grupo controle
correspondente. Foi feita logaritimizacdo para reducédo da variancia e, a partir dos
dados logaritimizados (Yi), calcula-se a média (1) e o desvio padrdo (s) para todas
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as analises. Aplica-se entdo a férmula Zi = (Yi - y)/s para cada tratamento, sendo a
diferenca entre o grupo tratado e controle (Zi — Z0) utilizada para obter o valor de A —
gue corresponde ao resultado integrado para cada biomarcador utilizado.

Em seguida, os resultados obtidos foram plotados em um grafico do tipo
radar, onde valores acima ou abaixo de zero (controle) indicaram o estimulo ou
inibicdo de determinado biomarcador. Por fim, para o calculo do indice RIB de cada

grupo, os valores de A foram convertidos em nimeros absolutos (S) e somados.

8.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram testados quanto a normalidade e avaliados através de
ANOVA de uma via ou Kruskal Wallis, seguido pelo pés teste de Dunnet ou Dunn's
quando aplicavel, todos os tratamentos foram comparados com 0 seu grupo controle
correspondente. Todos os dados foram apresentados como média + erro padrédo e
valores de p < 0,05 considerados significativos. Todas as analises foram feitas pelo

programa GraphPad Prism 6.0.
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9 RESULTADOS

9.1 SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

9.1.1 Andlise de morfologia espermética

A partir das analises espermaticas, foi possivel observar alteragcdes na
morfologia dos espermatozoides, nas regides da cabeca, peca intermediaria e cauda

nos diferentes tratamentos utilizados (Figura 13).

FIGURA 13 - MORFOLOGIA ESPERMATICA.
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A) Espermatozoide normal, com suas partes indicadas. B) Defeito na cabeca (cabeca de
eta). C-D) Defeito na peca intermediaria (seta) E) Defeito na cabeca (cabeca de seta) e na
cauda (colchete).
FONTE: A Autora, 2018.

Na geracdo FO ndo foram observadas alteracdes significativas na morfologia
espermatica em relacdo ao grupo controle (Figura 14). Na geracéo F1, por sua vez,
foi encontrada menor porcentagem de espermatozoides com morfologia normal nas
doses de 0,13 e 1,3 mg/kg/dia, e maior quantidade de espermatozoides com defeito
na peca intermediaria nas mesmas doses (Figura 14A-C). Em relacdo a cabeca e

cauda, ndo foram encontradas alteragdes (Figura 14B-D).
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FIGURA 14 — ANALISE DA MORFOLOGIA ESPERMATICA.
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A: Espermatozoides com morfologia normal. B: Defeito de cabeca. C: Defeito de pega intermediaria.
D: Defeito de cauda. n = 5 (geracéo FO0); 7 (geragdo F1). *p<0,05 (ANOVA de uma via — teste post
hoc de Dunnet).

9.1.2 Histomorfometria do testiculo

9.1.2.1 Tubulos seminiferos

A partir da analise histomorfométrica foi possivel obter os resultados
demonstrados na Figura 15. Os animais da geracdo FO n&o apresentaram
diferencas significativas entre os parametros e doses avaliadas. Entretanto, para os
animais da geracao F1, houve diminuicdo do didmetro tubular nas doses 0,013 e 1,3
mg/kg (Figura 15A), enquanto o diametro luminal foi reduzido somente na dose de

0,13 mg/kg (Figura 15C), e a altura do epitélio permaneceu inalterada (Figura 15B).
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FIGURA 15 — RESULTADOS DA HISTOMORFOMETRIA DO TESTICULO.

Diametro tubular Altura do epitélio Diametro luminal

Dose (mg/kg/dia) Dose (mg/kg/dia) Dose (mg/kg/dia)
3 Geragao F1 @ Geracgéo FO

A: Didmetro tubular. B: Altura do Epitélio. C: Didmetro Luminal. n = 5 (geracéo FO0); 7
(geragéo F1). *p<0,05; **p<0,01 (ANOVA de uma via — teste post hoc de Dunnet).
FONTE: A Autora, 2019.

9.1.2.2 Células de Leydig

E possivel observar que na geracdo FO, embora as alteracdes ndo sejam
significativas, a tendéncia do diametro nuclear das células de Leydig foi diminuir,

enquanto na geracdo F1 houve aumento do diametro, sendo significativo somente

na dose mais alta (Figura 16).

FIGURA 16 — RESULTADO DA HISTOMORFOMETRIA DAS CELULAS DE LEYDIG.
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n =5 (geracao FO); 7 (geracéo F1). *p<0,05 (ANOVA de uma via — teste post hoc de Dunnet).
FONTE: A Autora, 2019.
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9.1.3 Estereologia do testiculo

Na geracdo FO, houve reducgéo significativa do volume tubular apenas na

dose de 0,13 mg/kg/dia de Mn (Figura 17A), ndo havendo alteragcdes no volume

intertubular (Figura 17B). Na geracao F1, por sua vez, houve aumento do volume

tubular nas doses de 0,013 e 1,3 mg/kg/dia (Figura 17A) e aumento do volume

intertubular somente na dose 1,3 mg/kg/dia (Figura 17B).

FIGURA 17 — RESULTADOS DA ESTEREOLOGIA DO TESTICULO.
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A: Volume tubular. B: Volume intertubular. n = 5 (geracéo FO); 7 (geracdo F1). *p<0,05 (ANOVA de

uma via — teste post hoc de Dunnet).
FONTE: A Autora, 2019.

9.1.4 Comprimento total dos tibulos seminiferos

E possivel observar na Tabela 1 que, apesar de nido haver resultados

estatisticamente significativos, existe uma consideravel diferenca dos parametros em

relacdo ao valor médio. Tanto na geracdo FO como na geracdo F1 houve aumento

do comprimento em todas as doses.
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TABELA 1 — COMPRIMENTO TOTAL DOS TUBULOS SEMINIFEROS

Comprimento total dos tubulos semiferos (m)
Dose (mg/kg/dia)

Grupo experimental

0,013 0,13 1,3
Geracgao FO 1,19 £ 0,04 1,29 £ 0,15 1,33 £ 0,35 1,23 £ 0,12
Geragao F1 0,91 £ 0,06 1,23 £ 0,27 1,26 £ 0,77 1,41 £ 0,20

Média + Erro padrdo. ANOVA — teste post hoc de Dunnet/ Kruskal Wallis teste post
hoc de Dunn’s. n = 5 (geracéo FO0); 7 (geracédo F1)
FONTE: A Autora, 2019.

9.2 SISTEMA REPRODUTOR FEMININO
9.2.1 Histomorfometria dos foliculos ovarianos

Foram encontrados todos os tipos de foliculos ovarianos de acordo com a
classificacdo utilizada (FIGURA 18), sendo que os foliculos pré-ovulatorios
apresentaram-se em menor quantidade, o que se deve ao fato de as fémeas terem
sido eutanasiadas em diestro.

Ndo foram observadas alteracdes significativas em relagcdo a morfometria
folicular, como apontam os graficos abaixo (FIGURA 19). Nao houve um padrdo de
alteracdo do didametro dos foliculos, embora perceba-se que, na geracdo F1, os
foliculos primordiais, primarios e secundarios demonstram uma leve alteracdo no

didametro médio quando comparado com o controle.
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FIGURA 18 — TIPOS DE FOLICULOS OVARIANOS ENCONTRADOS.

A: Foliculo primordial. B-C: Foliculos primérios unilaminares. D: Foliculo primario
multilaminar. E-F: Foliculos antrais.
FONTE: A autora, 2019.

FIGURA 19 - RESULTADOS DA HISTOMORFOMETRIA DOS FOLICULOS OVARIANOS.

Foliculo primordial Foliculo primario unilaminar Foliculo primario multilaminar
301 604 200+
150+
204 40-
£ € 1004
E g £ 100
104 204
50
0- 0 04
RN S o 2 RPN S B P IO RN RGN
A o o & o R UM S UM
A) Dose (mg/kg/dia) B) Dose (mg/kg/dia) C) Dose (mg/kg/dia)
Foliculo secundario Foliculo maduro
400+ 600
3004
4004
£ i £
S 200 =
200
100+
0- o
S & 3 e DR om0 RN
99\ Qt\ [N Q?\ Qt\ [ Q-b\ Q'\\ %5 ?\ Q\\ AT
E
D) Dose (mg/kg/dia) ) Dose (mg/kgldia)

BB Geracdo FO B Geragéo F1



51

A: Foliculo primordial. B: Foliculo primério unilaminar. C: Foliculo primé&rio multilaminar. D: Foliculo
secundario. E: Foliculo maduro. n =5 (geracéo FO0); 5 (geragéo F1). *p<0,05 (ANOVA de uma via —
teste post hoc de Dunnet).

FONTE: A Autora, 2019.

9.2.2 Estereologia do ovario
O volume do ovario como um todo diminuiu significativamente apenas na

dose intermediaria, em ambas as geracoes (FIGURA 20A). Nao houve alteracdes

significativas no volume quando a medula e o cortex do ovario sdo observados de

maneira isolada (FIGURA 20B-C).

FIGURA 20 — RESULTADO DA ESTEREOLOGIA DO OVARIO.
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(ANOVA de uma via — teste post hoc de Dunnet).
FONTE: A Autora, 2019.

9.3 RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES (RIB)

Foram selecionados 6 parametros avaliados em cada sexo para realizar a
resposta integrada dos biomarcadores. Para os machos, foi escolhido o numero de
espermatozoides normais; diametro tubular; diametro nuclear das células de Leydig;

volume tubular; volume intertubular e comprimento total dos tibulos seminiferos. Ja
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para as fémeas, foi selecionado os resultados da morfometria folicular (foliculo
primordial; primario unilaminar; primario multilaminar; secundario e maduro), além do
volume do ovario. Dessa forma, é possivel avaliar que quanto maior o indice, maior
€ a alteracdo da dinamica dos parametros, como demonstrado na tabela 2. Sendo
assim, foi possivel determinar que ndo h& grandes variagbes entre os indices
encontrados nas fémeas da geragao FO e F1, exceto para a dose de 0,13 mg/kg/dia.
Entretanto, ha uma grande variacdo entre os machos ao comparar as diferentes
geracbes e doses utilizadas. A representacdo grafica da dinamica desses

parametros é demonstrada na figura 21.

TABELA 2 — INDICE DA RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES

Fémeas Machos
Geragéo FO Geragéo F1 Geragéo FO Geragéo F1
0 mg/kg 0 0 0 0
0,013 mg/kg 7,73 7,61 4,26 9,92
0,13 mg/kg 9,61 10,09 8,03 11,24

1,3 mg/kg 7,52 17,77 9,78 11,45




53

FIGURA 21 — REPRESENTAGAO GRAFICA DA RESPOSTA INTEGRADA DOS BIOMARCADORES.
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Andlise das fémeas e machos da geragdo FO e F1. O gréfico demonstra a oscilacdo dos
biomarcadores nos grupos tratados em relagdo ao grupo controle (linha base — azul). A area
abaixo do zero indica reducdo do biomarcador, enquanto os valores acima do zero indicam
inducdo do biomarcador. Linha vermelha: 0,013 mg/kg/dia; Linha verde: 0,13 mg/kg/dia;
Linha roxa: 1,3 mg/kg/dia; Spz normal: espermatozoides normais; CTS: comprimento total
dos tdbulos seminiferos.

FONTE: A Autora, 2019.
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10 DISCUSSAO

10.1 SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

De forma geral, as alteracbes morfoléogicas que ocorreram nos
espermatozoides podem ser explicadas levando-se em conta que a exposi¢cdo ao
Mn afeta o citoesqueleto (TOWLER, 2000; PARSONS-WHITE, 2008).
Consequentemente, essa interagdo pode modificar a morfologia celular e reduzir o
namero de espermatozoides com morfologia normal, como observado nos animais
da geracéao F1.

O Mn também pode interagir com outras organelas celulares, como a
mitocondria. O espermatozoide € uma célula repleta de mitocondrias, localizadas
principalmente na peca intermediaria, devido ao seu grande requerimento de energia
para o movimento flagelar (DUTTA et al., 2018). Ao adentrar na célula, o Mn, na
forma de Mn**, entra na mitocondria pelo transportador uniporte de Ca?*, para onde
tende a ser direcionado por atuar como constituinte da enzima MnSOD (GUNTER et
al., 2009). Entretanto, o efluxo de Mn pelo mecanismo independente de sdédio
(GAVIN et al., 1990; GUNTER et al., 2009) nédo parece ser eficaz o suficiente para
manter os niveis desse metal em quantidades ndo toxicas, gerando alteracdes
mitocondriais e defeitos na morfologia da peca intermediaria. O Mn%*, na matriz
mitocondrial, se liga aos sitios de ligacéo do Ca?*, que é responsavel pela ativacdo e
controle da fosforilacdo oxidativa através de sua ligacdo a diversas desidrogenases
participantes do ciclo do acido citrico e a ATP sintase (BALABAN, 2002; TERRITO et
al., 2001). O Mn** tem mais afinidade pelos sitios sensiveis ao Ca** do que o préprio
ion Ca e, ao se ligar, perturba a fosforilagdo oxidativa, reduzindo drasticamente a
producdo de ATP (GUNTER et al., 2006). A diminuicdo do ATP intracelular leva a
danos no axonema, perda da fluidez e integridade da membrana e aumento dos
defeitos morfolégicos de peca intermediaria (SIKKA, 1996).

Além disso, 0 aumento do numero de espermatozoides disfuncionais no
sémen induz ainda mais a producdo de radicais livres (DUTTA et al., 2018). A
principal espécie reativa de oxigénio produzida no espermatozoide € o radical
superoéxido (O2), o qual forma peroxido de hidrogénio (H,O,) através das reagdes de
dismutacdo. Na presenca de metais de transicdo, como Fe, Cu e, provavelmente,

Mn, o radical O, reage com o H,O, através da reacdo de Haber-Weiss, resultando
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no radical hidroxila (OH-), extremamente toxico e reativo (DUTTA et al., 2018). Esse
radical pode iniciar uma cascata de lipoperoxidacdo, a qual o espermatozoide é
muito suscetivel devido a composi¢cao de sua membrana, rica em acidos graxos poli-
insaturados (SIKKA, 1996; BISHT et al., 2017).

O estresse oxidativo também acomete a integridade do DNA nuclear e
mitocondrial. A fragmentagdo do DNA esta inversamente relacionada com a
qualidade do sémen, contagem, morfologia e motilidade espermatica (AITKEN et al.,
1998; AITKEN; KRAUSZ, 2001). Sendo assim, ao associar essas informacdes é
possivel sugerir que o0 Mn também possa promover alteracées nucleares e modificar
a morfologia da cabeca dos espermatozoides. Além do mais, a estabilidade do DNA
espermatico correlaciona-se com sua capacidade de fertilizacdo e sobrevivéncia do
embrido (AITKEN et al., 1998; AITKEN; KRAUSZ, 2001; AITKEN, ROMAN, 2008).

Em relagcdo a histomorfometria dos tubulos seminiferos, Ceolin (2010),
constatou que os parametros histomorfométricos estdo intimamente relacionados
com a atividade funcional do testiculo, bem como o comprimento total dos tabulos
seminiferos. Na geracdo F1 foi possivel observar diminuicdo do diametro tubular,
sendo tal medida uma abordagem tradicionalmente utilizada como indicador da
atividade espermatogénica (FRANCA; RUSSELL, 1998; PAULA et al., 2002). A
reducdo do didmetro dos tdbulos seminiferos também foi observada apds a
exposicao a outros metais, como cadmio (Cd) (CABRAL, 1996; SAKR; NOOH,
2013), chumbo (Pb) (AKINOLA et al., 2015), aluminio (Al) (PANDEY; JAIN, 2017) e
arsénio (As) (CARVALHO, 2009; LIMA et al., 2018).

Ja é constatado que o tratamento com doses altas de Mn diminui o didmetro
tubular, como ocorreu no estudo de Chandel e Jain (2017); porém, ndo existem
estudos comprovando tal alteracdo utilizando doses baixas de Mn, como no
presente trabalho. Sendo assim, é possivel estimar que o tratamento com Mn
promoveu a modificacdo de parametros morfométricos, como o diametro tubular e
luminal, o que pode interferir na capacidade espermatogénica do Orgdo. A
perturbacdo na espermatogénese também pode estar diretamente relacionada a
producdo de espermatozoides morfologicamente disfuncionais, como foi encontrado
no trabalho.

A andlise histomorfométrica das células de Leydig mostrou que houve
aumento do tamanho nuclear, o que pode indicar maior atividade de sintese e

processos fisiologicos, podendo-se sugerir um possivel aumento, por exemplo, na
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producdo de testosterona por essas células. Entretanto, o Mn, em experimentos in
vitro, afeta diretamente as células de Leydig (CHENG et al., 2003; CHENG et al.,
2005), levando a diminuicdo da sintese de testosterona, como também foi visto em
outros estudos utilizando doses altas do metal (BOUDOU et al., 2014; CHANDEL,
JAIN, 2017; LASKEY et al.,, 1985). As doses de Mn utilizadas neste trabalho
parecem ndo ter sido suficientes para afetar de maneira negativa a sintese do
horménio, sendo que esse possivel aumento de sua producdo na dose 1,3 mg/kg/dia
pode indicar uma resposta do testiculo as perturbacbes sofridas nos
espermatozoides e no diametro tubular, numa tentativa de estimular a
espermatogénese e amenizar os danos promovidos devido a exposi¢cao prolongada
ao Mn.

Os parametros estereologicos mostraram que houve diminuicdo do volume
tubular somente na dose intermediaria na geracdo FO, sendo que esses animais
foram pouco afetados. Porém, o aumento do volume tubular e intertubular na
geracado F1 pode indicar a ocorréncia de uma hipertrofia compensatoria (DIAS, 2019;
KOSCO et al., 1998). Esse mecanismo normalmente ocorre quando ha auséncia,
descida incompleta ou dano a um dos testiculos, sendo que o testiculo saudavel
consegue compensar a espermatogénese e producdo hormonal (KOFF, 1999). No
caso deste estudo, o tempo longo de exposicdo ao Mn pode ter levado ao
desenvolvimento de um mecanismo parecido: o aumento do volume das células
testiculares pode ter sido uma tentativa de retomar as condicbes de homeostasia
fisiologica, na tentativa de reduzir os danos provocados pelo estresse continuo da
exposicdo ao Mn. Tanto as células do epitélio seminifero quanto do espaco
intertubular podem sofrer hipertrofia compensatoria, como foi mostrado por Lunstra
et al., 2003. Tais resultados corroboram com o aumento do didmetro nuclear das
células de Leydig, que foi encontrado na geracao F1.

O aumento do comprimento dos tubulos seminiferos € mais um parametro
associado ao mecanismo de hipertrofia compensatoria (LEIDL et al., 1980). Na
geracdo F1, o aumento do comprimento parece ter sido, juntamente com o0 aumento
do volume, uma forma de compensar a reducao do diametro (DIAS, 2019; GOMES
et al., 2011). A exposicdo desses animais ao Mn, além de ter sido longa, aconteceu
durante fases criticas para o desenvolvimento das gbnadas e da fungéo reprodutiva,

tanto no periodo intrauterino quanto na puberdade. Tal mecanismo de recuperacdo
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da homeostasia € uma tentativa de recuperar a funcionalidade do 6rgdo e diminuir
0s danos a espermatogénese.

O indice RIB mostra claramente como a geracao F1 foi mais afetada do que a
FO, visto que quando maior o numero, maior a quantidade de alteracdées provocada
pela exposi¢do. Além disso, ao comparar as diferentes doses, nota-se que 0,13 e
1,3 mg/kg/dia apresentam maiores efeitos na alteracdo da dindmica dos marcadores
avaliados, indicando que os animais da geracdo F1 exposto a essas doses
acumulam maiores devido o tratamento com Mn.

Em resumo, foi possivel constatar que a exposicdo direta ao manganés de
camundongos ja na fase adulta ndo provocou alteracdes significativas dos
parametros reprodutivos avaliados, como ocorreu com a geracao FO. Ja na geracao
F1, a exposicdo prolongada durante os periodos da embriogénese, morfogénese do
sistema reprodutor e puberdade causou alteracdes nos parametros espermaticos,
histomorfométricos e estereoldgicos dos testiculos. O aumento do volume testicular
devido ao aumento do comprimento total dos tubulos seminiferos, bem como do
didmetro nuclear das células de Leydig indicaram uma maneira de compensar a
diminuicdo do volume tubular, tentando retomar as condi¢des normais da
espermatogénese.

N&o foi observada resposta dose-dependente em nenhuma das
caracteristicas avaliadas, o que pode se dever justamente ao fato de as
concentracfes utilizadas serem muito baixas, ndo havendo a formac¢do de uma
curva dose-resposta. Em contrapartida, € possivel pressupor que o resultado obtido
esta de acordo com o principio de Hormesis. De acordo com Mattson (2008) e
Calabrese, Blain (2005) a resposta de um organismo a uma dose baixa de um
xenobidtico é considerada um processo compensatorio adaptativo ap6s uma
perturbacao inicial da homeostase, sendo que o principio prediz que um agente
normalmente nocivo em doses altas induz um efeito benéfico ao organismo em
doses menores, como observado para alguns parametros. Embora o Mn tenha
provocado danos na espermatogénese, ficou evidente que houve uma resposta
compensatoria do testiculo para diminuir o prejuizo causado pelo metal apdés a
exposicdo prolongada. Além disso, com a analise da resposta integrada dos
biomarcadores foi possivel determinar que a geragdo F1 apresentou maiores indices

que a geracdo FO. Consequentemente, esses animais foram submetidos a uma
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maior variacdo nos parametros avaliados, devido as fases de desenvolvimento em

que foram expostos ao Mn, evidenciando maiores danos morfolégicos.
10.2 SISTEMA REPRODUTOR FEMININO

Yoshida et al. (2009) afirma que qualquer anormalidade nos ovarios pode
estar diretamente ligar ao prejuizo da capacidade reprodutiva feminina. Ja é bem
descrito que metais podem atingir os ovarios, afetando os foliculos ovarianos e a
producdo hormonal. Sabe-se que o cadmio se acumula nos ovarios, podendo alterar
sua morfogénese e inibir o crescimento dos foliculos ovarianos (PIASEK, LASKEY,
1999; WAN et al., 2010, ZHANG, JIA, 2007), além de reduzir o volume do ovério
(BEKHEET, 2011). O chumbo interrompe o desenvolvimento e maturacao folicular,
além de aumentar a quantidade de foliculos atrésicos (JUNAID et al.,, 1997,
OUARDA, ABDENNOUR, 2008) e diminuir o numero de foliculos primordiais
(HILDERBRAND et al., 1973). A exposi¢do ao cromio provoca diminuicdo do peso
dos ovérios, reducdo do numero de foliculos e de corpos luteos (MURTHY et al.,
1996; KANOJIA et al., 1998). O mercurio é responsavel pela reducdo do volume
ovariano, como mostrou Altunkaynak et al. (2016). Todos estes estudos utilizaram
doses altas dos metais, o que pode ter sido responsavel pelos efeitos deletérios
encontrados.

Entretanto, h4 grande escassez de literatura que avalie a exposicdo do
sistema reprodutor feminino ao Mn, principalmente utilizando parametros
histomorfométricos e estereoldgicos durante exposi¢cdes cronicas e seus efeitos
diferem daqueles encontrados sobre o sistema reprodutor de machos. Kim et al.
(2012) mostraram que o Mn reduz significativamente o peso dos ovarios e a
concentracéo sérica de LH e FSH, enquanto Pine et al. (2005) e Lee et al. (2007)
concluiram que o Mn, quando administrado de maneira aguda diretamente no
cérebro, aumenta a secrecdo de GnRH e das gonadotrofinas, podendo ocasionar
um inicio precoce da puberdade. Batschauer (2017) utilizou doses de Mn iguais as
utilizadas no presente estudo e constatou que o metal se acumula principalmente no
hipotalamo, enquanto Dorman et al. (2006) observaram acumulo preferencial de Mn
na hipofise. Com base nesses resultados encontrados na literatura, é possivel que o
Mn seja capaz de interferir no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. Considerando

gue esse metal se acumula preferencialmente no hipotalamo e hipéfise pode ocorrer
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a inducéo da morte de neurdnios (TARALE et al., 2016) e desregulagéo das fungbes
reprodutivas.

Porém, neste estudo, houve reducdo do volume ovariano apenas na dose
intermediaria, em ambas as geracdes, apesar de nas demais doses 0 volume
também ter diminuido de maneira ndo significativa. Sabendo da atuacdo do Mn
sobre o eixo hipotadlamo-hipéfise, a redugcdo do volume ovariano, bem como a
reducdo do diametro dos foliculos, pode indicar que o Mn agiu de forma a diminuir a
secrecdo das gonadotrofinas, o que pode ter, de certa maneira, atrofiado os ovarios
por diminuicdo do estimulo. Nesse caso, o mecanismo de feedback negativo ndo
atuaria de maneira eficiente, uma vez que que o hipotalamo j& estaria prejudicado.

Além disso, ja foi visto que o manganés provoca um ambiente pro-oxidante na
célula. As espécies reativas de oxigénio apresentam uma funcédo regulatoria na
maturacdo dos odcitos, na foliculogénese, estereidogénese e luteolise, havendo um
equilibrio delicado com as enzimas antioxidantes (AGARWAL et al., 2005). Dessa
maneira, qualquer perturbacédo desse balanco pode afetar a maturacdo dos foliculos
e a producdo hormonal. As células granulosas e do corpo lateo respondem a
presenca de radicais livres anulando a agdo das gonadotrofinas e inibindo a
secrecdo de progesterona (BEHRMAN et al., 2001), provavelmente como um
mecanismo de defesa para proteger os gametas. Tal comportamento também altera
os estimulos hormonais sobre os ovarios, podendo explicar a reducdo do volume.
Apesar desses efeitos, ndo foram encontrados resultados significativos para a
alteracdo na morfometria dos foliculos. Além disso, ao realizar a analise para a
resposta integrada dos biomarcadores foi possivel notar que ndo houve grandes
variacfes nos parametros entre as geracdes e as diferentes doses testadas, como
encontrado para os machos. Entretanto, dentre as doses utilizadas, a dose de 0,13
mg/kg/dia, correspondente ao valor de exposicdo para humanos, promoveu uma
maior oscilacdo dos marcadores avaliados, podendo representar um potencial risco
a reproducéo feminina.

Dessa forma, fica claro que sdo necessarios maiores estudos sobre os efeitos
do Mn sobre o sistema reprodutor feminino, uma vez que os existentes ainda sao
escassos (DEPARTMENT OF HEALTH, 2018). Nao se sabe ao certo quais séo as
alteracdes causadas pela exposigcdo ao Mn, mas é provavel que a dose ou o tempo
de exposicdo utilizados no trabalho n&o tenham sido suficientes para que seja

possivel observar efeitos nocivos. Além disso, pode ser que os parametros avaliados
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no presente trabalho ndo sejam tado sensiveis e responsivos aos aspectos

toxicologicos do Mn, como encontrado no sistema reprodutor masculino.



61

11 CONCLUSAO

No presente estudo foi possivel observar que o Mn leva a alteracdes
morfologicas no sistema reprodutor masculino e, de maneira mais discreta, no
feminino.

O Mn age nos espermatozoides, modificando sua morfologia, além de afetar
pardmetros testiculares como o diametro, volume e comprimento dos tubulos
seminiferos. De maneira geral, os resultados mais significativos apareceram na
geracao F1.

Em relacdo aos ovarios, observou-se apenas um resultado significativo,
sendo a reducdo do volume ovariano. Nao foram encontradas diferencas entre as
alteracOes presentes na geracao FO e F1.

Dessa forma, pode-se concluir que a exposicdo multigeracional ao Mn,
mesmo em doses baixas, pode levar a alteracbes da morfologia testicular e
espermatica, tanto dos progenitores quanto da prole, o que podem ser fatores
contribuintes para a infertiidade masculina. Em relacdo ao sistema reprodutor
feminino, sdo necessarios maiores estudos sobre o impacto do metal sobre a
morfologia ovariana, bem como sobre a maneira como os hormdnios sexuais

femininos sdo afetados.
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