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RESUMO

CEOLIN, Diego, M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, fevereiro de 2010. Efeitos da
exposicdo cronica do manganés sobre camundongos machos adultos. Orientador: Sérgio Luis
Pinto da Matta. Co-Orientadores: Tarcizio Antdnio Régo de Paula e Juraci Alves de Oliveira.

O manganés é um dos metais mais abundantes na crosta terrestre e geralmente ocorre
associado ao ferro. Em pequenas quantidades este metal é considerado um nutriente essencial,
necessario para muitos eventos fisioldgicos de mamiferos, incluindo o crescimento e o
desenvolvimento normal dos 0ssos e cartilagens, bem como do sistema reprodutivo. O manganés
também esta envolvido no metabolismo de carboidratos, lipideos e proteinas, além de
desempenhar uma importante funcdo como cofator de inimeras enzimas. Este elemento €
considerado um metal pesado e 0 aumento de sua disponibilidade no ambiente esta relacionado a
atividades industriais, potencializando o risco de exposicéo. O objetivo do trabalho foi avaliar os
efeitos da exposicdo cronica do manganés sobre camundongos Swiss machos adultos. Os
pardmetros analisados foram: biometria corporal, indice gonadossomatico (IGS) e
hepatossomatico (IHS), concentragdo de manganés em Orgdos reprodutivos de filtracdo,
proporcao volumétrica dos elementos do parénquima testicular, indice tubulo somatico, didametro
tubular e altura de epitélio e comprimento de tubulo seminifero. Vinte e quatro camundongos
foram divididos igualmente em trés grupos: dois tratados que receberam cloreto de manganés na
dose de 30mg/Kg/dia via oral por 42 (Mnl) e 84 (Mn2) dias, e um grupo controle que recebeu
agua destilada. Apés 42 e 84 dias de tratamento, os animais foram eutanasiados sendo retirados
0s orgaos sexuais, figado, rins que foram fixados em Karnovsky. Os testiculos foram
processados, corados em azul de toluidina/borato de sédio, fotografados e analisados com o
programa Image-Pro Plus. Para determinacdo da concentracdo tecidual de manganés, os 0rgaos
foram processados e analisados por espectrofotometria de emissdo em plasma. Niveis
plasmaticos de alanina aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST), foram
determinados utilizando kits comerciais. Para a comparacdo das médias foi utilizado o teste de
Newman-Keuls (p<0,05). O peso corporal aumentou significativamente (p<0,05) nos grupos
Mn1 (42 dias) e Mn2 (84 dias) em relagdo ao grupo controle. Houve reducéo significativa no 1IGS
do grupo Mn2 em relagdo ao grupo controle. O figado mostrou aumento significativo de peso nos

grupos tratados em relacdo ao controle, embora o IHS (indice hepatossomético) ndo tenha
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alterado. Observou-se acumulo de manganés em todos os 6rgdos analisados. A concentragdo
plasmatica de AST aumentou significativamente no grupo Mn2. Houve diminuicdo na propor¢édo
de tubulo seminifero e aumento na proporcao de intertibulo dos animais tratados por 84 dias. O
ITS diminuiu significativamente nos grupos tratados em relagdo ao controle. No grupo Mn2
houve aumento na altura de epitélio e reducdo no comprimento total de tubulo. O comprimento
de tabulo por grama de testiculo diminuiu significativamente nos dois grupos tratados, quando
comparados com o controle. Adicionalmente, as variacdes nos parametros enzimaticos séo fortes
indicativos de toxicidade hepética e renal do manganés, motivando assim estudos mais

histologicos e morfométricos destes 6rgaos.



ABSTRACT

CEOLIN, Diego, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February of 2010. Effects of chronic
exposure of manganese on adult male mice. Adviser: Sérgio Luis Pinto da Matta. Co-Advisers:
Tarcizio Antdnio Régo de Paula and Juraci Alves de Oliveira.

Manganese is one of the most abundant metals in Earth's crust and is usually occurs
associated with iron. In small quantities this metal is considered an essential nutrient, required for
many physiological events of mammals, including normal growth and development of bones and
cartilages, as well as the reproductive system. Manganese is also involved in the metabolism of
carbohydrates, lipids and proteins, and also play an important role as a cofactor of several
enzymes. This element is considered a heavy metal and the increase of its availability in the
environment is related to industrial activities, powering the risk of exposure. The objective of this
study was to evaluate the effects of chronic exposure of manganese on adult male Swiss mice.
The parameters analyzed were: body biometrics, gonadosomatic index (GSI) and hepatosomatic
(HSI), manganese concentration in the reproductive organs of filtration, volume proportion of the
elements of the testicular parenchyma, tubular somatic index, tubular diameter and epithelium
height and length of seminiferous tubule. Twenty-four mice were divided into three groups: two
treaties that received manganese chloride at a dose of 30mg/kg/day orally for 42 (Mn1) and 84
(Mn2) days, and a control group that received distilled water. After 42 and 84 days of treatment,
the animals were euthanized and removed the sexual organs, liver, kidneys, that were fixed in
Karnovsky. The testes were processed, stained with toluidine blue / sodium borate, photographed
and analyzed with the Image-Pro Plus. To determine the tissue concentration of manganese, the
organs were processed and analyzed by spectrometry emission in plasma. Plasma levels of
alanine aminotransferase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST) were determined using
commercial kits. For the comparison of averages Newman-Keuls (p <0.05) test was used. Body
weight increased significantly (p <0.05) in the groups MN1 (42 days) and Mn2 (84 days)
compared to the control group. Significant reduction of SGI in the group Mn2 compared to the
control group was found. The liver showed a significant increase of weight in the treated groups
compared to the control group, although the HSI (hepatosomatic index) has not changed.
Accumulation of manganese in all organs analyzed was observed. The plasma concentration of
AST increased significantly in group Mn2. There was a decrease in the proportion of
seminiferous tubule and increase in the proportion of intertubular animals treated for 84 days. TSI

decreased significantly in the treated groups compared to control group. In the group Mn2 was
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increase in height of epithelium and reduction in the total length of tubule. The length of tubule
per gram of testes decreased significantly in both treated groups compared with the control group.
Additionally, changes in enzyme parameters are strong indicators of liver and kidney toxicity of

manganese, motivating further histological and morphometric studies of these organs.
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1. Revisdo de literatura

1.1-  Aspectos quimicos do Manganés

Segundo Martins & Lima, o nome manganés origina-se do latim e significa
“magnético”. O manganés ¢ um metal de transicdo, pertencente a familia VIIb da tabela
periddica, que possui numero e peso atomicos 25 e 54,93, respectivamente. Como os outros
elementos de transicdo, devido a sua configuragdo eletronica, o manganés possui algumas
propriedades caracteristicas: apresenta varias formas e estados de oxidagdo (0 a + 7) e pode
formar varios compostos coloridos e paramagnéticos. E um dos mais abundantes na crosta da
Terra, geralmente ocorrendo junto com ferro, e estd presente em rochas igneas, metamorficas e
sedimentares (MENA 1980). O manganés ¢ um metal que possui estabilidade considerada
normal. Geralmente, forma 6xidos como produtos de combustdo e decomposi¢do térmica e,
quando em concentragdo suficiente, na forma de finas particulas dispersas, tem potencial de
incéndio considerado moderado, podendo formar misturas explosivas no ar. O manganés pode
formar compostos organometalicos, tais como pentacarbonilmanganato [(NaMn (CO)s].
Todavia, os compostos de maior interesse sdo o manganés tricarbonil metilciclopentadienil
(MMT) e o manganés tricarbonil ciclopentadienil (CMT), ambos utilizados como aditivos para
combustiveis (agente antidetonante). O didxido e tetroxido de manganés sao as formas toxicas
mais comuns, sendo que estudos com camundongos indicam o poder mutagénico do cloreto de
manganés (Martins & Lima et al., 2001).

De acordo com a Agency for Toxic Substances and Disease Registry (ATSDR, 2000),
com sede nos Estados Unidos, o manganés ¢ um componente de mais de 100 minerais, mas
ndo ¢ encontrado naturalmente em sua forma pura (elementar), sendo o minério pirolusita
(MnO,) a principal fonte desse metal. No solo, suas concentragdes dependem das
caracteristicas geotérmicas, das transformacdes ambientais dos compostos de manganés
naturalmente presentes, da atividade de microorganismos e da incorporaciao pelas plantas
(WHO, 1981).

Apesar dos principais minérios serem levemente hidrossoluveis, a gradual conversao
em sais soliveis contribui para sua ocorréncia em rios € mares, sendo encontrado nos oceanos
na forma de nédulos, em concentragdes que variam 150 a 500 mg/Kg. Pode ser oxidado e

precipitado primariamente pela agdo bacteriana e tende a ser transportado em solos



anaerobicos e aguas subterraneas. Em pH 4-7 ha predominio da forma bivalente enquanto as

formas oxidadas ocorrem em valores mais altos de pH (WHO, 1981).

O manganés ¢ usado em varias ligas com o ferro, o cobre, o chumbo e o estanho.
Desde a antiguidade o 6xido de manganés ¢ utilizado na fabricagdo de vidro, apesar da forma
elementar ter sido isolada somente em 1774. Aproximadamente 90% do manganés produzido
no mundo ¢ utilizado na fabricacdo de ligas ferromanganés e ferrosiliciomanganés. Tais ligas
sao amplamente utilizadas em industria metalargicas, principalmente na fabricacdo do aco,
onde 0 manganés atua como agente dessulfurante e redutor, aumentando também a resisténcia,
rigidez e durabilidade do produto. Por isso, o manganés ¢ utilizado nos trilhos dos trens

(WHO, 1981).

1.2- O manganés como contaminante ambiental

A expansao industrial aumentou a exploragdo de certos metais como matéria prima em
processos de refinaria e metalurgia. Essa prospec¢do desenfreada resultou num crescente
aumento da concentragdo ambiental de metais como niquel, chumbo, mercurio, cadmio,
arsénio e manganés. A maior disponibilidade desses e outros contaminantes ambientais
aumenta a probabilidade de contaminacdo de diferentes formas de vida (Waalkes et al., 1992;
Rana, 2007). Algumas caracteristicas sdo importantes no que diz respeito a toxicidade de
algum composto quimico. A concentracao do elemento ou composto no organismo ¢ um fator
primordial para sua acdo e por isso ha a preocupagdo com seu acimulo ao longo do tempo de
exposicao (Gunn & Gould, 1970; Waalkes et al, 1992a, b; Rana, 2007). A toxicidade também
depende da espécie ou mesmo da linhagem animal atingida, assim como com a resposta
especifica de cada orgdo ou tecido a intoxicagdo. Existe também a relagdo entre a
concentracao local do elemento com a forma de exposi¢ao a ele, como por exemplo, através
do contato com a pele, ingestdo, inalagdo ou inje¢do intravenosa. Esses fatores influenciam
diretamente na capacidade de captagdo do elemento quimico pelas células do organismo
(Oldereid et al., 1993) e a susceptibilidade dos 6rgdos e tecidos afetados (Waalkes et al,
1992a). Uma das maneiras de se avaliar experimentalmente a toxicidade de determinado

elemento € manter constante a concentracdo administrada e variar o tempo de exposicao.



Atualmente um dos topicos mais relevantes na quimica ambiental é a qualidade da
agua. Recentemente, houve um grande aumento na preocupacdo dos potenciais efeitos de
varios contaminantes ambientais, muitos deles considerados desreguladores endodcrinos ou
agentes de ativagdo hormonal. Esta preocupacdo se originou, em parte, de observacdes acerca
do desenvolvimento e de alteragdes no sistema reprodutivo de populagdes que foram expostas
a uma gama de quimicos sintéticos e seus subprodutos, lancados em grande quantidade no
ambiente desde a Segunda Guerra Mundial. Muitos destes contaminantes estdo presentes na
agua de consumo (Saradha & Mathur, 2006).

Muitos efluentes industriais, frequentemente langados proéximos ou diretamente em
corpos d’agua sem tratamento prévio, sao ricos em metais pesados. Na maioria das vezes esses
metais permanecem em suspensdao, se solubilizam ou sedimentam, ¢ o acimulo acarreta
problemas a curto e longo prazo (Guerreiro et al., 1999). A presenca de metais pesados em
ambientes gera sérios impactos negativos, ndo somente as comunidades bioldgicas integrantes
desses ecossistemas, mas também a salde humana em razdo de seus efeitos toxicos na cadeia
trofica. Os metais pesados sdo considerados relevantes, principalmente nas areas onde ha acgao
antropogénica devido a sua alta toxicidade, alta resisténcia a degradagdo e, consequentemente,
persisténcia no ambiente (Di Topii & Gabrielli, 1999; Zagatto & Bertoletti, 2006).

A contaminacdo do ambiente aquatico pelo manganés e, sua disponibilidade no meio
estd associada, em grande escala, a acdo antrdpica. O manganés pode ser encontrado como
residuo das atividades de mineragdo na dgua de drenagem das usinas, assim como no esgoto

doméstico e residuos produzidos pela industria da celulose (Martins & Lima et al., 2001).

1.3 - O manganés e a saude humana

O manganés ¢ considerado um micronutriente essencial para varios eventos
fisiologicos de mamiferos, incluindo o crescimento e desenvolvimento normal de ossos e
cartilagens (Hurley, 1981), bem como dos tecidos e do sistema reprodutor (Greger, 1999;
Keen et al., 1999). Adicionalmente, esse elemento também estd envolvido no metabolismo de
carboidratos, lipidios e proteinas, por ser cofator de inimeras enzimas como a superoxido
dismutase, hexoquinase e piruvato carboxilase (Keen et al., 1984). A dose didria de manganés
recomendada para um adulto esta entre 2-5 mg e normalmente € excretado juntamente com a

secre¢do biliar (Martins & Lima et al., 2001). Sua absor¢do ¢ afetada pela idade do individuo,



via de exposi¢do, forma quimica, bem como outros fatores relacionados a dieta. Apenas 3-
12% do manganés ¢ absorvido pelo intestino, o que limita sua toxicidade, Cerca de metade do
manganés no organismo ocorre nos 0ssos, o restante ¢ encontrado em 6rgaos metabolicamente
mais ativos e/ou relacionados com sua eliminagdo como figado, pancreas, hipofise, glandulas
supra-renais e rins. O transporte ¢ feito por meio de ligacdo com proteinas plasmaticas e,
normalmente, ocorre oxidacdo da forma Mn"? para Mn " mediada pela enzima ceruloplasmina,
no intestino delgado. Em seguida, parte do manganés trivalente ¢ transportado para os tecidos
pelas proteinas plasmaticas transmanganina e B-globulina (WHO, 1981).

O corpo humano contém cerca de 10-20 mg de manganés, dos quais 5-8 mg sdo
transformados diariamente.  Os niveis sanguineos de manganés sdo 1 pg/100 ml,
concentrando-se nos eritrocitos (Gerber et. al., 2002). A eliminac¢do ¢ um fator importante para
a homeostase do manganés no organismo. Estudos realizados com humanos e animais
mostram a importdncia da via gastrintestinal e, principalmente, da secre¢dao biliar na
eliminacao desse metal. A concentracdo de manganés na bile € 100 a 200 vezes maior que no
plasma, e de 6 a 10 vezes maior que no figado. Na bile, esse metal pode se apresentar na forma
cationica ou complexada, a qual ¢ mais bem reabsorvida pela mucosa intestinal quando
compara aos cations. Quando ocorre obstru¢ao da via biliar, ou sobrecarga de manganés, as
vias auxiliares contribuem mais significativamente para sua eliminagdo, principalmente a
secre¢do pancreatica (Siqueira, 1984).

Embora pequenas quantidades de manganés sejam necessarias e benéficas para o
corpo, foi demonstrado que o excesso pode causar graves problemas (Ponnapakkam et al.,
2003). Homens que foram expostos ao pd de manganés no trabalho relataram diminuicao da
libido e impoténcia (Chandra et al., 1973). Em diversas espécies de ratos a dose letal 50%
(DLso) varia de 275 a 804 mg/kg de peso, para o cloreto de manganés fornecido via oral.
Além disso, concentragdes mais elevadas de manganés sdo neurotoxicos podendo causar dano
ao sistema nervoso central (Donaldson, 1987; Komura & Sakamoto, 1992).

O manganés atravessa a barreira hematoencefdlica, provavelmente ligado a
transferrina. No cérebro humano, assim como de outros animais, pode se concentrar no
ganglio basal. Mas, experimentos com ratos demonstraram maior acimulo no hipotalamo. Nos
tecidos, 0 manganés ndo se liga as metalotioneinas, a semelhanga de varios metais pesados, e
parece apresentar maior afinidade por radicais N-imidazdlicos, como os da histidina, de

maneira semelhante ao ferro (Siqueira, 1984). A neurotoxicidade do metal ¢ resultado da
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acumulagdo no tecido cerebral, o que culmina numa progressiva desordem semelhante a
doenga de Parkinson (Crossgrove & Zheng, 2004).

Trabalhadores expostos prolongadamente a altos niveis de manganés podem apresentar
intoxica¢do cronica, conhecida como manganismo. Essa sindrome pode se desenvolver de 2 a
25 anos de exposi¢do prolongada e se caracteriza por deterioracdo das funcdes neurologicas,
incluindo a degeneragdo de neurdnios e células da glia (Siqueira, 1984; WHO, 1999). Existem
outros sintomas como anorexia, apatia, dores de cabeca e fraqueza nas extremidades. Em
alguns casos os sintomas do manganismo sao semelhantes a doenga de Parkinson e por isso foi
batizada como “Parkinsonismo induzido pelo manganés”, caracterizado pela rigidez corporal e
distirbios motores, (WHO, 1999). A semelhanca com parkinsonismo, € a excelente resposta
de pacientes intoxicados ao tratamento com L-dopa, indicam anormalidades bioquimicas que
precedem as alteracdes histologicas no sistema nervoso central e podem ser comuns nos dois
casos (Siqueira, 1984). Tal semelhanga permite associar as alteragdes no metabolismo de
catecolaminas cerebrais com as manifestacdes extrapiramidais da intoxica¢do mangénica. O
comprometimento do sistema extrapiramidal no manganismo € corroborado pelo fato de que
as principais alteracdes histopatologicas identificadas no homem se localizarem,
principalmente, no ganglio basal, onde ocorre degeneragcdo de neurdnios, células satélites e
gliais (Siqueira, 1984; WHO, 1999). Outra anormalidade bioquimica tipica do parkinsonismo
¢ a diminuigdo significativa do conteudo de melanina na substancia cinzenta (Siqueira, 1984).
O manganés também esta relacionado com a alteracdo da captura de dopamina nas sinapses;
alteracdo da distribuicdo de outros elementos esséncias, como o zinco, s6dio € potassio no
cérebro; bloqueio da transmissao sindptica e reducao na liberacdo de acetilcolina; inibicao da
liberagdo de neurotransmissor na sinapse neuromuscular (Martins & Lima et al., 2001).

Ainda que o cérebro seja considerado o 6rgdo alvo do manganés nos trabalhadores
verificou-se que as disfungdes testiculares precedem a encefalopatia. No testiculo, a
modificagdo bioquimica inicial seria a inibicdo da succinato desidrogenase, sendo que a
subseqiiente alteracdo no metabolismo energético poderia conduzir, posteriormente, a
degeneracdo de tiibulos seminiferos (Siqueira, 1985).

A disfuncao no sistema reprodutor (Laskey et al., 1985; Webster & Valois, 1987) e
dano testicular sdo importantes distirbios causados pelo manganés (Seth et al., 1973; Singh et
al.,, 1974; Katira & Bawa, 1993) tendo sido demonstrada a relagdo dose dependente da

interferéncia do cloreto de manganés na secre¢do do hormonio luteinizante (LH) (Lee et. al.,



2006). Portanto, a exposicao prolongada ao manganés pode causar desregulacdo no sistema
endodcrino e prejudicar o funcionamento normal do testiculo.

A infertilidade masculina pode ter diversas causas, mas atualmente os fatores
ambientais assumem um papel importante nesse processo. As alteragdes reprodutivas podem
incluir toxicidade reprodutiva, que vao desde ma formagdo do sistema genital até baixa
qualidade do sémen. As anomalias ocorridas durante a vida intra-uterina ndo estdo bem
documentadas e sdo mais dificeis de comprovar, mas podem levar a abortos prematuros e
aumento das doencas malignas na infancia. As fung¢des testiculares, incluindo a secre¢do de
hormonios androgénicos e a producdo de espermatozoides, podem ser afetadas por diversos
mecanismos como, por exemplo, a perturbacdo no funcionamento normal do eixo hipotalamo-
hipofise-testiculo. Assim, as alteragdes na secregdo fisiolégica dos hormonios gonadotroficos
hipofisarios, FSH (hormonio foliculo estimulante) ¢ LH (hormonio luteinizante), podem
resultar na faléncia testicular (Orejuela & Lipshultz, 1998). Porém, as funcdes testiculares
também sdo afetadas pela agdo direta da substancia toxica sobre os varios tipos celulares que
compdem o testiculo como as células de Leydig, células de Sertoli e as células germinativas.
Estas sdo consideradas as mais sensiveis, especialmente as espermatogonias, pois sdo as
unicas que se desenvolvem na base do epitélio seminifero, fora da barreira hematotesticular
(Parada et al., 2004). Existem poucos relatos de toxicidade pos-testicular (Cooper et al., 1999),
mas sabe-se que a secre¢do de fluido pelo epitélio epididimario, o transito e o acumulo de
espermatozoides no epididimo sdo eventos importantes para a qualidade do sémen, e, portanto,
se tornam potenciais alvos de agentes toxicos, podendo resultar numa perda parcial ou
completa de motilidade dos espermatozodides e conseqiiente esterilidade (Wilton et al. 1988).

Em relagdo ao aparelho reprodutor masculino, dados obtidos a partir da morfometria
testicular podem preencher algumas dessas lacunas e tal investigagdo se faz necessaria devido
a algumas pesquisas sobre a infertilidade humana. Dentre os varios fatores que vém
contribuindo para este quadro podem ser incluidos os efeitos de muitos poluentes ambientais

sobre o processo espermatogénico (Dallinga et al., 2002).

1.4 — Organizacdo Morfofuncional do Testiculo

O testiculo ¢ um 6rgdo com funcdes exocrina e enddcrina, geralmente localizado no

escroto e envolvido por uma espessa capsula de tecido conjuntivo, a albuginea testicular. Esta
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tunica, de maneira variada nas diferentes espécies de mamiferos, emite septos para o interior
do orgdo até a regido do mediastino testicular, dividindo o testiculo em lobulos, muitas vezes
incompletos. As células germinativas formam os espermatozoides no processo
espermatogénico, enquanto as células somaticas, de Leydig e de Sertoli, fornecem suporte
para ambas as fungdes (Russell e Franga, 1995; Kerr et al., 2005).

Funcionalmente o testiculo dos mamiferos pode ser dividido em dois compartimentos
principais: o compartimento intertubular ou intersticial, também chamado de espago
intertubular, e o compartimento de tibulos seminiferos (Russell et al., 1990). Os elementos
componentes do compartimento intertubular sdo as células de Leydig, vasos sangiiineos e
linfaticos, nervos e uma populagado celular variavel, constituida principalmente de fibroblastos,
macrofagos e mastocitos (Russell et al., 1990; Setchell, 1991; Kerr et al., 2005). Apesar de
existir grande variacdo entre as diversas espécies quanto a propor¢do volumétrica dos
diferentes componentes do compartimento intertubular (Godinho, 1999; Paula et al., 1999), de
maneira geral a célula de Leydig ¢ o tipo celular mais abundante deste compartimento, com
funcao importante na produgado de testosterona.

O compartimento tubular constitui a maior parte do testiculo, ocupando, na maioria dos
mamiferos, de 70% a 90% do parénquima testicular (Franga e Russell, 1998). Estes tubulos
formam alcas bastante contorcidas, que possuem suas duas extremidades conectadas a rede
testicular (rete testis), que se encontra localizada numa regido bastante rica em vasos e tecido
conjuntivo, denominada de mediastino testicular. A partir desta regido, a rede testicular
encontra-se conectada ao epididimo através dos ductos eferentes (Kerr et al., 2005).

Os tiibulos seminiferos ndo apresentam vascularizagdo ou inervagdo e sdo constituidos
por tinica propria, epitélio seminifero e lume. A tinica propria reveste o tubulo externamente,
sendo composta de células miodides, fibras coldgenas e a membrana basal. As células midides
sdo contrateis, sendo consideradas responsaveis pela movimentagao de fluidos e propulsao dos
espermatozoides através do lume dos tubulos seminiferos. No epitélio seminifero sao
encontrados dois tipos celulares de origem embrioldgica distinta: as células germinativas,
originarias do epiblasto, e as células de Sertoli provenientes do epitélio celomatico (Karl e
Capel, 1998). Juntamente com as células mioides, as células de Sertoli compdem a membrana
basal, que serve de suporte estrutural para a propria célula de Sertoli e para as células
germinativas que se encontram na porc¢ao basal do epitélio seminifero. As células de Sertoli,

através de jungodes de oclusdo, dividem o epitélio seminifero em dois ambientes: o ambiente



basal, onde se localizam as espermatogonias e os espermatocitos primarios na fase inicial da
profase meidtica (pré-leptotenos), € o ambiente adluminal, no qual se encontram os
espermatdcitos primarios a partir da fase de zigdteno, espermatocitos secunddrios e
espermatides. Desta forma, o ambiente adluminal esta totalmente sob o controle das células de
Sertoli, propiciando um microambiente isolado do sistema imune, essencial para o
desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et al., 1990; Setchell, 1991; Poccia,
1994; Sharpe, 1994; Hess e Franca, 2005). Um terceiro ambiente ¢ criado transitoriamente
quando ocorre a mudanca do pré-leptdteno, do ambiente basal para o adluminal. A célula
geralmente encontrada nesse local transitorio € o espermatocito primario, na fase de leptoteno
(Russell et al., 1990).

Existe grande variagdo no numero e nas dimensdes (didmetro e comprimento) dos
tabulos seminiferos nas diferentes espécies de mamiferos (Franga e Russell, 1998). O
camundongo, por exemplo, possui aproximadamente 20 tubulos seminiferos por testiculo
perfazendo no total cerca de 2 metros de comprimento tubular por testiculo (Bascom e Ostrud,
1925). No suino doméstico existem de varias centenas a alguns poucos milhares de tubulos
seminiferos por testiculo e aproximadamente 3000 metros de tubulos no total (Franca e
Russell, 1998).

Ha também variagdo consideravel no didmetro dos tibulos seminiferos entre as
diferentes espécies. De maneira geral, o valor observado para o didmetro tubular na grande
maioria das espécies de mamiferos estd em torno de 180 pm a 300 um (Roosen-Runge, 1977,

Franca e Russell, 1998).

1.5 - Espermatogénese

O processo espermatogénico pode ser dividido em trés fases, baseado em
consideragdes funcionais: 1) a fase proliferativa (espermatogdnia), no qual as células sofrem
sucessivas divisdes, 2) a fase meidtica (espermatocitos) em que o material genético ¢
recombinado e segregado, e 3) a fase de diferenciagdo ou espermiogénica (espermatides) em
que espermdtides se transformam em células estruturalmente equipadas para alcancar e
fertilizar o ovocito, os espermatozoides (Russell et al., 1990; Kerr et al., 2006). Este processo
¢ controlado por duas principais regulacdes: endoécrina, LH e FSH hipofisarios, e

comunicagdes intercelulares locais, através de efetores paracrinos tais como testosterona,



fatores de crescimento e citocinas (Weinbauer & Wessels, 1999; Fiorini et al., 2004) ou por
contato diretos entre células adjacentes (Fiorini et al., 2004; O’Donnell et al., 2006).

A organizacdo geral da espermatogénese ¢ basicamente a mesma em todos os
mamiferos. A espermatogénese ¢ um processo sincronico, no qual uma espermatogonia (célula
diploide) se divide varias vezes e se diferencia gradativamente em uma célula haploide
altamente especializada, o espermatozdide.

As espermatogénias podem ser classificadas em duas categorias basicas:
indiferenciadas e diferenciadas. As espermatogonias isoladas (Ajs), pareadas (A,,) e alinhadas
(Aa) pertencem a primeira categoria. As espermatogdnias do tipo A, espermatogonia
intermediaria (In) e espermatogdénia do tipo B pertencem a segunda categoria e estdo
comprometidas com a formagdo de espermatozdides (De Rooij, 1998). As espermatogonias
podem ser identificadas com base na morfologia, dinamica e volume do nucleo, ntimero de
nucléolos por nucleo, posicao topografica em relacdo a outras células e a lamina basal, ¢ a
disposi¢@o dos cromossomos durante a divisdo (Clermont & Antar, 1973; Kerr et al., 2006). A
espermatogénese inicia-se com a célula germinativa primitiva, a espermatogdénia A, que ¢ a
célula fonte, localizada junto a membrana basal. As espermatogonias se dividem por mitose e
as células neoformadas podem continuar a dividir e originar novas espermatogonias ou cessar
a divisdo e crescer, originando os espermatdcitos, células que entram em meiose
(Kierszenbaum, 2008; Junqueira e Carneiro, 2008). A meiose compreende duas divisdes: as
células da primeira divisdo sdo chamadas de espermatocitos primarios (I) e as da segunda,
espermatocitos secundarios (II). Os espermatodcitos I sdo as maiores células da linhagem
espermatogénica e caracterizam-se pela presenca de cromossomos em diferentes fases de
condensacdo. Os espermatocitos II, que formam a primeira populagdo de células haploides do
epitélio seminifero, ficam mais préximos do lume tubular, sendo dificil observé-los em cortes
histologicos, pois entram logo na segunda divisdo meidtica. Desta divisdo resultam as
espermatides, células que sdo caracterizadas pelo pequeno tamanho, nicleos com zona de
cromatina condensada e por sua localizagdo mais proxima a luz dos tibulos seminiferos
(Kierszenbaum, 2008). Estas células possuem a forma inicialmente arredondada (Clermont,
1972; Russell et al., 1990; Kerr et al., 2006). Depois que as espermatides arredondadas sao
formadas, uma série de mudangas morfologicas, histoquimicas e bioquimicas vao ocorrer em
seu nucleo e componentes do citoplasma (Guraya, 1987). Esta fase de mudangas ¢

denominada espermiogénese, e vai culminar com a formacdo de células haploides altamente
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diferenciadas e especializadas que sdo os espermatozdides (Menezes, 2006). Em seguida,
ocorre a espermiagdo, quando os espermatozoides formados sdo liberados pela célula de
Sertoli para o lume dos tubulos seminiferos.

Durante o processo espermatogénico, as c€lulas de Sertoli e as células germinativas
interagem de maneira bastante complexa, tanto fisica quanto bioquimicamente. Existem
diversas formas de jungdes intercelulares entre estes dois tipos de células, incluindo-se os
desmossomos, as juncdes do tipo “gap”, as juncdes a base de actina, conhecidas como
especializagdes ectoplasmaticas e os complexos tibulo-bulbares. Apesar de serem postuladas
varias fungdes para estes componentes juncionais, existem ainda poucas evidéncias
experimentais para apoiar o papel preciso dos mesmos (Skinner & Griswold, 2005). No
entanto, fica bastante evidente a necessidade da interacdo das células germinativas com os
componentes somaticos do testiculo, principalmente células de Sertoli, células de Leydig e
células miodides, para que o processo espermatogénico transcorra de maneira normal e

eficiente (Franga & Russell, 1998; Skinner, 2005).

1.6 - Células de Sertoli

A célula de Sertoli, descrita originalmente por Enrico Sertoli na Italia em 1865, é uma
célula somadtica residente entre as células germinativas no tibulo seminifero (Russell et al,
1990; Hess & Franga, 2005). Estudos utilizando microscopia eletronica de transmissdo, em
cortes seriados do epitélio seminifero, mostraram que a célula de Sertoli apresenta um perfil
irregularmente colunar, estendendo-se da base do epitélio seminifero até o lumen tubular
(Russell et al., 1990). Estas células possuem extensdes citoplasmaticas que contornam os
espermatdcitos e espermatides e apresentam estreita interagdo com as células germinativas
durante todo o seu desenvolvimento (Russell e Griswold, 1993; Stanbenfeld & Edqvist, 1996).
O citoesqueleto é responsavel por manter a forma celular e os movimentos ativos no
citoplasma, sendo essencial para a acomodagdo dos constantes movimentos das células
germinativas (Dadoune e Demuolin, 1993; Russell e Griswold, 1993). Durante o
desenvolvimento testicular, as células de Sertoli multiplicam-se por mitose, porém apds a
puberdade ndo sofrem mais divisdes, mantendo sua populacdo estavel (Courot et al., 1970;

Russell & Griswold, 1993). O seu numero total por testiculo, estabelecido durante o
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desenvolvimento testicular, estd relacionado com o tamanho do testiculo e com a produgao
espermatica do animal (Russell & Griswold, 1993; Sharpe, 1994).

Além das funcdes ja citadas das células de Sertoli, elas também sao responsaveis pela
manuten¢do da integridade do epitélio seminifero, pela secre¢dao de fluido para formar o lume,
pelo processo de espermiacdo, realizam fagocitose, permitem a movimentagao de células no
epitélio, secretam proteinas e regulam o ciclo espermatogénico, através das jungdes com as
demais células do tubulo seminifero. As células de Sertoli desempenham papel fundamental
na regulacdo da espermatogénese (Russell & Griswold, 1993; Hess & Franca, 2004), ja que
intermedeiam a agdo da testosterona e do FSH nos testiculos, sendo responsaveis pelo inicio,
manutengdo e regulagdo deste processo (Sharpe, 1994). As células de Sertoli apresentam
capacidade relativamente fixa de suporte das células germinativas de maneira espécie-
especifica, além de outras fungdes que incluem a compartimentalizagdo do tibulo seminifero,
pelas juncdes oclusivas entre as células de Sertoli, propiciando um ambiente isolado do
sistema imunitario e especializado para as células germinativas em desenvolvimento, o
sustento e suporte nutricional especiais das células germinativas em diferencia¢do, a
translocacao destas células em dire¢do ao [umen tubular, a secrecao de fluidos e proteinas e a
eliminacdo fagocitica de células germinativas em degeneragdo ¢ do citoplasma excedente
resultante da espermiogénese (Russell et al., 1990).

A atividade secretoria da célula de Sertoli ¢ controlada pelo FSH. Os receptores de
membrana para FSH e os receptores nucleares e citoplasmaticos para androgenos estdo
presentes nessas c€lulas. Nas células de Sertoli ¢ realizada a conversdo de testosterona em
diidrotestosterona, androgeno de maior poténcia bioldgica, que se desloca para o ambiente
adluminal, onde sofre agdo da proteina ligadora de androgenos (ABP), produzida pelas células
de Sertoli. A ABP se une aos androgenos dentro desse ambiente parecendo ser uma proteina
que estabiliza a concentracdo de androgénios nos tubulos seminiferos, para utilizagdo na
espermatogénese, atuando também na funcdo das células de Sertoli. A célula de Sertoli
também converte a testosterona produzida pelas células de Leydig em estrogénios. Esses
estrogénios passam para o ambiente adluminal e o basal dos tibulos seminiferos e a partir
deste ltimo para o sistema vascular sanguineo (Stabenfeldt & Edqvist, 1996).

As células de Sertoli sdo afetadas por diversos agentes quimicos toxicos (Fiorini et al.,

2004). Por exercer também papel vital na regulacdo da espermatogénese, qualquer disfungao
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das células de Sertoli pode resultar em alteracdes e/ou degeneracdes das células germinativas e

infertilidade (Boekelheide et al., 2005).

1.7 - Células de Leydig

As células de Leydig estdo localizadas no compartimento intertubular dos testiculos,
constituindo o principal componente enddcrino deste 6rgdo. Essas células sdo responsaveis
pela producdo de cerca de 95% da testosterona circulante no homem adulto. A sintese de
testosterona ocorre a partir da molécula de colesterol e envolve varias enzimas na sua via
sintética (Bardin, 1996). Apesar de existir grande variagao entre as diversas espécies quanto a
propor¢ao volumétrica (%) dos diferentes componentes do compartimento intertubular de
maneira geral, a célula de Leydig ¢ o tipo celular mais abundante neste compartimento
(Setchell & Breed, 2006). As células de Leydig sdo relativamente grandes, poliédricas e
limitadas por uma membrana plasmatica que contém microvilos. Seu nticleo estd localizado
excentricamente no citoplasma, apresenta um a trés nucléolos e usualmente tem forma
arredondada ou oval. Granulos de heterocromatina formam uma camada intimamente
associada ao envoltério nuclear, sendo uma caracteristica universal destas células (Setchell,
1991).

As células de Leydig se encontram em contato intimo com o sistema de capilares e sdao
responsaveis pela sintese e armazenamento de testosterona, importante para promover o
comportamento sexual normal (libido) e a ocorréncia do processo espermatogénico,
juntamente com os hormdnios FSH e LH, além de manter a fungdo das glandulas acessorias
(Dellmann & Wrobel, 1982; Russell, 1996).

A producao de testosterona pelas células de Leydig ¢ controlada pelo LH que se une
especificamente as membranas das células de Leydig e ativa a adenosina-monofosfato ciclica
(cAMP). Este processo da inicio a ativagao das proteinas cinases que catalisam a fosforilagao
das proteinas intracelulares e a mobilizagdo de precursores dos esterdides, principalmente
através da conversdo do colesterol para pregnenolona. O LH também tem efeito trofico sobre
as células de Leydig, estimulando-as a se hipertrofiar. A remog¢ao do LH cessa a producao de
testosterona e leva a uma grande reducao no tamanho das células de Leydig (Stanbenfeld &

Edqvist, 1996).
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A testosterona produzida pelas células de Leydig tem uma agdo paracrina ao se
difundir para os tubulos seminiferos, atravessando facilmente a barreira hematotesticular
(Stanbenfeld & Edqvist, 1996; Goodman, 2000). Altas concentragdes sdo necessarias para a
espermatogénese e especialmente para o processo de meiose. A ac¢do dos androgenos na
espermatogénese acontece via células de Sertoli, ja que as células germinativas ndo possuem
receptores para androgenos (Liu & Handelsman, 2003). Particularmente, a diidrotestosterona ¢
responsavel pela manutencao funcional das glandulas sexuais acessorias e do epididimo (Luke

e Coffey, 1994; Fan e Robaire, 1998; Goyal et al., 1999).

1.8 - Biomarcadores séricos de hepatotoxicidade

A alanina aminotransferase (ALT) ¢ uma enzima encontrada predominante no figado,
em concentragdo moderada nos rins € em menores quantidades no coragdo e musculos
esqueléticos. Na célula hepatica, ela localiza-se no citoplasma (90%) e na mitocondria (10%).
Qualquer lesdao ou doenca afetando o parénquima hepético liberard uma maior quantidade
dessa enzima para a corrente sanguinea, elevando sua concentragdo sé€rica. Em geral, as causas
mais comuns de elevagdo da ALT no sangue sdo decorrentes de disfungdo hepatica. Desta
maneira, além de bom indicador, ela é também bastante especifica para o diagnostico de
doenca hepatocelular (Dufour et al., 2000).

A aspartato aminotransferase (AST) ¢ uma enzima encontrada em concentracdo muito
alta no musculo cardiaco, musculos esqueléticos € em menor concentragdo nos rins € pancreas,
sendo encontrada também no figado. Na maioria das vezes, a dosagem de AST ¢ realizada
juntamente com ALT e a relacdo AST/ALT pode ser determinada para auxiliar no diagnostico
diferencial das doengas (Panteghini, 1990). Por exemplo, o aumento na concentragdo sérica de
AST ¢ associado com danos ao figado, mas também pode estar elevada em associagdo com
injaria de musculo esquelético ou cardiaco (Burhop et al., 2004; Nathwani et al., 2005).
Hepatocitos danificados liberam seus contetidos, incluindo ALT e AST, no espago
extracelular. As enzimas liberadas entram na circulagdo e aumentam as suas concentragoes

séricas.
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2 — Objetivos

2.1- Objetivos gerais

Analisar os efeitos do manganés nos testiculos de camundongos adultos, avaliando,
qualitativa e quantitativamente, através de andlises histométricas, possiveis alteracdes no

processo espermatogénico, bem como nas estruturas testiculares.

2.1- Objetivos especificos

Avaliar o efeito da exposicao cronica do manganés quanto a (ao):

e Indices gonadossomatico (IGS), tubulossomatico (ITS) e hepatossomatico (IHS);

e Proporcao volumétrica e volume dos componentes do parénquima testicular;

e Diametro tubular e altura do epitélio seminifero;

e Comprimento total dos tubulos seminiferos (CTT) e comprimento por grama de
testiculo (CT/g);

e Teor de manganés em alguns orgados (testiculo, epididimo, figado, rim, musculo e
0SS0);

e Determinagao de enzimas séricas;

3 - Material e Métodos

3.1 - Animais, Grupos Experimentais e Tratamento

Foram utilizados 24 camundongos Swiss em idade reprodutiva, provenientes do
Biotério Central do Centro de Ciéncias Biologicas e da Satide da Universidade Federal de
Vigosa. Este trabalho foi submetido ao comité de ética da Universidade de Brasilia (protocolo:
95790/2009). Os animais foram divididos em trés grupos de 8 individuos cada, pesados e
colocados em gaiolas individuais. O grupo controle recebeu apenas dgua e os outros dois
tratamentos receberam uma dose de 30 mg/Kg/dia de cloreto de manganés dissolvido na dgua
de consumo. Os animais de um grupo do tratamento foram eutanasiados apos 42 dias e os

animais do outro grupo ap6s 84 dias. Considerando que o processo espermatogénico desses
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camundongos ¢ 42 dias, este trabalho permitiu avaliar a influéncia do manganés durante 2
processos espermatogénicos.

Todo o regime liquido foi fornecido ad libitum assim como a alimenta¢do solida
(ragdo). Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura de 24°C e luminosidade de

12 horas.

3.2 - Preparo da solucédo de cloreto de manganés

A solugdo foi preparada utilizando cloreto de manganés tetrahidratado (MnCl, . 4
H,0). O calculo da concentragdo foi baseado na média de peso dos grupos tratados, assim
como no consumo médio didrio de 10 ml 4gua feito pelos animais. Desse modo, a
concentracao da solucdo padrdo foi ajustada afim de que houvesse um consumo diario de 30
mg/kg de peso corporal animal. Como os animais pesavam, aproximadamente, 40 gramas cada

animal tratado ingeriu 1,2 mg de manganés diariamente.

3.3 - Coleta de Amostras

Os animais foram contidos, anestesiados com cloridrato de quetamina (10mg/kg de
peso corporal) e xilazina (2mg/g de peso corporal) e pesados. Foi feita pungdo cardiaca para
retirada de sangue, usado nas analises de enzimas plasmaticas. Houve entdo aprofundamento
da anestesia com éter etilico seguido de incisdo abdominal para retirada dos testiculos e 6érgaos
acessorios como epididimo, glandula vesicular e prostata. Os oOrgdos foram pesados e
colocados em solug¢ao de Karnovsky, por 24 horas, sendo entdo transferidos para alcool 70%.
Foram retirados também os rins, o figado ¢ o fémur direito utilizados, juntamente com

fragmentos dos 6rgdos reprodutivos, nas andlises da concentragdo o manganés.

3.4 - Microscopia de luz

Fragmentos de cada 6rgdo foram desidratados em concentracdes crescentes de etanol
(80%, 90% e 100%), com trocas a cada trinta minutos. Apos a desidratacdo, procedeu-se a
pré-inclusdo e inclusio em hidroxietil metacrilato (Historesin® Leica). Obtiveram-se cortes de

3um em micrétomo rotativo (Reichert Jung 2045, Leica), com utilizagdo de navalhas de vidro.
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As secgoOes obtidas foram coradas com azul de toluidina-borato de sodio 1%, montadas com
Entellan (Merck) e analisadas em microscopio de luz (Olympus BX-50). Foram obtidas
imagens testiculares, para proceder as analises morfométricas, utilizando-se objetiva de 20 x

combinada com zoom de 1,25.

3.5 - Analise histométrica dos testiculos e indice hepatossomatico

3.5.1 - Indice Gonadossomatico (%6)

O indice gonadossomatico (IGS) representa a propor¢ao (%) do peso corporal alocado
em testiculo. Com base nos pesos corporais e testiculares obtidos apo6s o sacrificio do animal,

pode-se obter o IGS, calculado a partir da formula:

IGS = PG x 100 onde,
PC
PG = peso total das gbnadas
PC = peso corporal

3.5.2 - Proporgdes volumétricas (%) e volume dos componentes do testiculo

Estas analises tiveram como objetivo determinar o volume das estruturas que compoem
o testiculo. Uma vez que este 6rgdo pode ser dividido em dois compartimentos, tubular e
intertubular, as propor¢des volumétricas foram estimadas utilizando-se um reticulo com 266
intersecgoes (pontos) montado com base no programa Image Pro Plus e utilizando as imagens
obtidas conforme a metodologia vista no item 3.4.

O peso liquido testicular (massa do parénquima) foi obtido subtraindo-se do peso bruto
do testiculo, o peso da albuginea. Como a densidade do testiculo ¢ em torno de 1 (Johnson e
Neaves, 1981; Franca, 1991; Paula, 1999; Tae et al., 2005), a massa do testiculo foi

considerado igual ao seu volume.
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3.5.3 - Diametro tubular e altura do epitélio seminifero

Estes parametros tiveram como objetivo a obten¢do de dados relevantes para a
avaliagdo da eficiéncia espermatogénica. Foi obtido o didmetro tubular médio por animal a
partir da mensuragdo, ao acaso, de 20 secgdes transversais de tibulos seminiferos que
apresentem contorno o mais circular possivel, independente do estddio em que se
encontravam. Estas medidas foram realizadas utilizando-se programa de analise de imagem
(Image Pro Plus), em imagens aumentadas em 200x.

Nas mesmas secgoes utilizadas para se medir o didmetro tubular foi mensurada a altura
do epitélio seminifero, que foi tomada da tinica propria até o inicio do lume tubular. O valor
encontrado para a altura do epitélio, em cada tibulo, representou a média de duas medidas

diametralmente opostas.

3.5.4 - Comprimento total dos tibulos seminiferos e indice tubulossomatico

O comprimento total (CT) dos tiibulos seminiferos por testiculo, expresso em metros,
foi estimado a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tibulos seminiferos no
testiculo e do diametro tubular médio obtido para cada animal, empregando-se a formula
(Attal & Courot, 1963; Dorst & Sajonski, 1974):

VTS

CT= >—onde,
nR

VTS = Volume total de tibulos seminiferos;
nR? = Area da secgdo transversal dos tubulos seminiferos (R = didmetro tubular/2).

O comprimento total por grama de testiculo ¢ calculado empregando-se a formula:
CT/g = comprimento total de tibulos (m) / peso bruto dos testiculos.

Baseado nos volumes de tibulos seminiferos e nos pesos corporais, foi calculado o
indice tubulossomatico (ITS) a partir da formula ITS = VI/PCx100, onde VT = volume de

tubulo seminifero (ml) e PC = peso corporal.
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3.5.5 - Niveis plasmaticos de transaminases (ALT e AST)

A dosagem das transaminases foi feita por kits colorimétricos, utilizando-se

processador bioquimico multiparamétrico.
3.5.6 — Quantificacdo do manganés: Espectrofotometria de Emissdo em plasma

Os orgaos analisados (testiculo, epididimo, vesicula seminal, osso, figado e rim) foram
secas em estufa e submetidas a mineralizagdo imida com 3,0 ml de uma mistura nitrico-
perclorica 2:1, em temperatura de 90 °C até a completa oxidacdo da matéria organica.
Amostras mineralizadas foram filtradas e diluidas para 5,0 ml com agua deionizada e, entdo
analisadas por espectrofotometria de emissdo em plasma indutivamente acoplado para

determinacao dos teores de manganés, num espectrofotometro Perkin Elmer Optima 3300DV.
3.5.7 — Indice hepatossomatico

O indice hepatossomatico (IHS) representa a propor¢do (%) do peso corporal alocado
em figado. Com base nos pesos corporais ¢ do figado obtidos apds o sacrificio do animal,

pode-se obter o IHS, calculado a partir da formula:

IHs=_PF 100 onde,
PC

PF = peso do figado
PC = peso corporal

3.6 - Analises estatisticas
As médias dos parametros estudados foram comparadas entre os grupos por meio de
analise de varidancia (ANOVA) utilizando-se o teste de Newman-Keuls. Foi utilizado o

software STATISTICA for WINDOWS 3.11, sendo o nivel de significancia considerado de p
<0,05.
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4 — Resultados
4.1 — Biometrias corporais

O peso corporal aumentou significativamente (p<0,05) nos grupos Mnl (42 dias) e
Mn2 (84 dias) em relagdo ao grupo controle. Os pesos testiculares, liquido e bruto, ndo
apresentaram diferenca significativa. Porém, houve reducgdo significativa no IGS do grupo
Mn2 em relagdo ao grupo controle. O peso de outras estruturas e 6rgdos como 0S rins, 0s
epididimos, glandulas vesiculares e os ductos deferentes ndo apresentou variacao significativa.
Por outro lado, o peso do figado aumentou significativamente nos grupos tratados em relagado
ao controle, embora o IHS (indice hepatossomatico) ndo tenha mostrado alteragdes
significativas entre os trés grupos analisados. As alteragdes relativas a biometria corporal
encontram-se na tabela 1:
Tabela 1 — Biometria corporal e testicular de camundongos em idade reprodutiva, apos

tratamento com manganés [30mg/Kg/dia] (Média + desvio-padrao).

Biometrias Grupo Controle Grupo Mnl Grupo Mn2
Peso Corporal (g) 36,05 + 2,01° 43,70 + 3,02° 4523 +5,51°

Peso Testicular liquido (g) 0,23 +0,02% 0,24 + 0,04a 0,22 +0,04a
Peso testicular bruto (g) 0,26 +0,02° 0,27 £ 0,05° 0,24+ 0,04*
IGS (%) 0, 72 + 0,08° 0,62 +0,12% 0,54 +0,10°

Peso dos Epididimos (g) 0,10+0,01° 0,10 +0,02° 0,10+0,01°
Peso da Glandula Vesicular(g) 0,41+0,21° 0,37 +0,08* 0,36 +0,05°
Peso do Ducto Deferente (g) 0,03 +0,01° 0,03 + 0,003 0,03 = 0,004"
Peso do Figado (g) 1,39+0,21° 1,70 + 0,16b 1,84 + 0,25b

IHS (%) 0,38+ 0,05 0,39+ 0,02° 0,41+ 0,02

Peso dos Rins (g) 0, 46 + 0,04° 0,44 +0,16° 0,49 £+ 0,04°

Letras iguais nas colunas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). Médiat+desvio-padrao.

Mnl: animais eutanasiados aos 42 dias; Mn2: animais eutanasiados aos 84 dias.
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4.2 - Concentragdes de manganés

Os resultados relativos a concentragdo de manganés nos Orgdos analisados estdo
mostrados nas Figuras 1, 2, 3,4, 5 ¢ 6.

Observou-se que em todos os 6rgdos analisados (epididimo, testiculo, figado, rim,
musculo e 0sso) ocorreu acumulo significativo de manganés nos grupos tratados, quando
comparados ao grupo controle. Contudo, apenas nos testiculos a concentragdo de manganés
aumentou significativamente entre os grupos Mnl e Mn2, sendo este aumento ocorreu de

maneira gradativa e diretamente proporcional ao tempo de exposicao.
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Figura 1: Concentragdo de manganés em micrograma por grama (pg/g) no epididimo de
camundongos adultos apds administragdo de cloreto de manganés. Mnl = 42 dias; Mn2 = 84

dias de tratamento.
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Figura 2: Concentracdo de manganés em micrograma por grama (pg/g) no testiculo de

camundongos adultos apds administracdo de cloreto de manganés. Mnl = 42 dias; Mn2 = 84

dias de tratamento.
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Figura 3: Concentracdo de manganés em micrograma por grama (ug/g) no figado de

camundongos adultos apds administragdo de cloreto de manganés. Mn1 = 42 dias; Mn2 = 84

dias de tratamento.
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Figura 4: Concentragdo de manganés em micrograma por grama (pug/g) no rim de
camundongos adultos apds administragdo de cloreto de manganés. Mnl = 42 dias; Mn2 = 84

dias de tratamento.
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Figura 5: Concentracdo de manganés em micrograma por grama (ug/g) no musculo de

camundongos adultos apds administragdo de cloreto de manganés. Mnl = 42 dias; Mn2 = 84

dias de tratamento.
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Figura 6: Concentragdo de manganés em micrograma por grama (pug/g) no osso de
camundongos adultos apds administragdo de cloreto de manganés. Mnl = 42 dias; Mn2 = 84

dias de tratamento.

4.3 — Determinacgao plasmaética das enzimas transaminases

Os resultados da determinacdo plasmatica da enzima aspartato aminotransferase (AST)
e alanina aminotransferase (ALT) estdo representados nos Figuras 7 e 8, respectivamente. A
concentragdo plasmatica da AST aumentou significativamente apenas no grupo Mn2 em

relagdo ao controle.
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Figura 7: Concentragdo sérica da enzima AST (aspartato aminotransferase) no plasma em
unidade por mL (U/mL) de camundongos adultos ap6s administragdo de manganés. MNT1 =

42 dias; MNT2 = 84 dias.
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Figura 8: Concentracao da enzima ALT (alanina aminotransferase) no plasma em unidade por
mL (U/mL) de camundongos adultos apds administracdo de manganés. MNT1 = 42 dias;

MNT2 = 84 dias.

4.4 - Proporcgdes volumétricas de tubulo seminifero e intertabulo

No presente trabalho foi verificada a diminui¢ao na propor¢ao de tibulo seminifero e
aumento na propor¢do de intertibulo apenas no grupo Mn2 em relagdo aos controle. Essas
variagdes foram significativas entre somente no grupo Mn2. Esses dados encontram-se na

tabela 2.

Tabela 2: Propor¢ao volumétrica (%) de Tubulo seminifero e Intertibulo de camundongos em

idade reprodutiva, apds tratamento com cloreto de manganés (Média + desvio-padrao).

Proporg¢des (%) Controle Mnl Mn2
Tubulo Seminifero 91,87 +1,38° 91,20+ 1,51* 89,26 + 1,63
Intertibulo 8,13+1,38" 8,80+1,51° 10,74 + 1,63°

Letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

Mnl = 42 dias; Mn2 = 84 dias.
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4.5 - Volumes tubulares, intertubulares e indice tubulossomatico

Os volumes tubulares e intertubulares ndo apresentaram variagdo estatisticamente
significativa entre os grupos tratados e o controle. Porém, o ITS diminuiu significativamente

nos grupos tratados em relacao ao controle, conforme a tabela 3.

Tabela 3: Volume dos compartimentos do parénquima testicular (ml) e indice tubulossomatico
—ITS (%) de camundongos em idade reprodutiva, apds tratamento com cloreto de manganés

(Média + desvio-padrao).

Parametros Grupo Controle Mnl Mn2
Volume Tubular 0,11+0,010% 0,11+0,02° 0,10+£0,020?
Volume Intertubular 0,01 £0,001° 0,01 £0,002° 0,010 £ 0,003
ITS 0,30 + 0,030 0,25 +0,050° 0,22 +0,040°

Letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05).

Mnl = 42 dias; Mn2 = 84 dias.

4.6 - Diametros tubulares, Altura de epitélio e Comprimento de tabulos seminiferos

Em relacdo ao didmetro tubular, observou-se aumento significativo nos dois grupos
tratados, comparado ao controle. Ja a altura de epitélio aumentou e o comprimento total de
tubulo (m) diminuiu significativamente apenas no grupo Mn2 em relacdo ao controle. O
comprimento de tibulo por grama de testiculo diminuiu significativamente nos dois grupos

tratados, quando comparados com o controle (Tabela 4).
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Tabela 4: Diametro tubular (um), altura do epitélio seminifero (um), comprimento total dos
tubulos seminiferos (m) e comprimento dos tubulos por grama de testiculo (m/g) de
camundongos em idade reprodutiva, apods tratamento com cloreto de manganés (Média +

desvio-padrao).

Parametros Grupo Controle Mnl Mn?2
Diametro Tubular 161,59 £ 13,14 194,55 +34,46° 209,85 £37,36°
Altura do Epitélio 58,61 + 3,94° 71,03 £19,24% 81,60 + 19,43°
Comprimento  Total de 5,28 +0,58" 4,01 + 1,50 3,22 +1,95°
Tubulos (m)

Comprimento de Tubulo/ 20,42 + 3,23 15,08 + 5,70 12,93 + 6,03°
grama de testiculo

Letras iguais nas linhas ndo diferem significativamente entre si (p>0,05). Mnl = 42 dias; Mn2 = 84 dias.

5 — Discussao

5.1 - Biometrias corporais

Na literatura ndo hd muitos trabalhos relacionando acimulo de manganés e andlises
morfométricas mais aprofundadas, principalmente em se tratando de manganés que, em
pequenas doses, ¢ considerado um micronutriente.

Segundo Franca e Russell (1998), o peso testicular ou o tamanho do testiculo pode ser
utilizado como indicador quantitativo da producdo espermdtica, uma vez que o principal
componente testicular ¢ o tibulo seminifero. Mudangas nos pesos absolutos e relativos dos
orgaos reprodutivos indicam o potencial toxico de uma substancia sobre o sistema reprodutivo
masculino (Zenick and Clegg, 1994). Neste trabalho, os animais tratados apresentaram ganho
de peso em relagdao ao controle, sendo que a massa testicular nio acompanhou este aumento.
Consequentemente, o IGS reduziu nos animais tratados e essa alteracdo foi significativa nos
animais do grupo Mn2, quando comparados ao grupo controle. Num trabalho realizado com o

inseticida fenverelato, um piretréide sintético considerado desregulador endocrino, Arena
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(2006) administrou uma dose de 40,0 mg/kg" por dia, via gavagem, em ratos adultos e
constatou uma diminui¢cdo significativa nos pesos absolutos do testiculo e epididimo nos
animais tratados em relagdo ao controle. Num outro experimento, animais foram tratados com
cadmio na dose de 10,0 pmol kg™ durante 83 dias e observou-se uma perda acentuada de peso
testicular (Cabral, 1996). J4 uma dose de 3,0 umol kg' fornecida durante 56 dias, ndo
provocou alteragdes nos pesos testiculares e corporais € IGS dos animais tratados em relagao
ao controle (Predes, 2007). Comparando esses dois ultimos trabalhos nota-se uma possivel
relacdo entre a dose fornecida juntamente com o tempo de exposi¢cdo ao cadmio e perda de
massa testicular. Ratos albinos que receberam arsenito de sodio na concentragdo de 5,0 mg L’
! por dia administrado na 4gua de consumo durante 28 dias, detectou-se uma redugdo
significativa no peso testicular dos animais tratados em relagdo ao controle, indicando uma
atrofia testicular. J4 em relagcdo ao peso corporal, ndo houve variacdo significativa entre os
grupos. Carvalho (2009), detectou aumento significativo do peso corporal de camundongos
tratados com arsenato de sodio na concentragio de 1,0 mg L™ fornecida na 4gua de consumo
durante 42 e 84 dias. No mesmo trabalho o peso gonadal, IGS, peso da albuginea e do
parénquima testicular, ndo apresentou diferenga significativa entre os grupos analisados.
Varios autores concordam que existe uma relagdo direta entre a redugdo no peso de 6rgaos
reprodutivos acessorios (vesicula seminal, prostata e epididimo) com a redugdo na
disponibilidade de androgenos (Mukerjee et al., 1992; Gupta et al., 1993; Lohiya e Ansari,
1999; Chauhan et al., 2007). A fun¢do secretoria desses Orgdos acessorios ¢ androgeno-
dependente e varia sensivelmente com as concentragdes circulantes de testosterona (Creasy,
2001). Outros autores afirmam ainda que a redug@o no peso das glandulas vesiculares pode
indicar quadros de infertilidade, como foi demonstrado nos trabalhos realizados por Malini et
al. (1999). No presente estudo, ndo foram encontradas diferengas significativas no peso de
epididimo, glandula vesicular e ducto deferente, entre os trés grupos de camundongos.
Monteiro et al. (2008) reforcam estes resultados em estudo feito com a ciclosporina A, onde
ndo foram observadas variagdes significativas entre o grupo tratado e o controle no que diz
respeito aos pesos do epididimo, vesicula seminal e prostata. Resultados semelhantes foram
obtidos por Predes (2007), ao testar o efeito de cadmio (3,0 pmol Kg™) em ratos Wistar, e por
Pant et al. (2001) apds o fornecimento de arsenito de sodio (4,0 ppm) em dgua de consumo
para camundongos durante 365 dias. Porém, Franca et al. (2000), forneceram cimetidina a

camundongos em duas doses diferentes e observaram diminuigdo significativa nos pesos do
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epididimo, vesicula seminal e préstata no grupo de maior dose (250,0 mg). Em outro estudo,
com sulfato de niquel administrado oralmente em camundongos machos adultos nas doses de
5,0 ¢ 10,0 mg Kg™' por 35 dias, observou-se redu¢io dos pesos dos Orgdos acessorios tais
como epididimos, vesicula seminal e prostata (Pandey et al., 1999).

O figado é o oOrgdo mais vulnerdvel aos efeitos toxicos de substancias, o que
condiciona maior concentragdo celular dos compostos a serem transformados e também dos
metabolitos resultantes (Mendes, 1988; Vasconcelos et al., 2007). A excre¢do biliar ¢ a
principal via de eliminacdo de manganés, representando 95% do total. Conseqiientemente,
qualquer dano existente no figado pode retardar ou diminuir a sua eliminagdo ¢ aumentar a
quantidade relativa de manganés no plasma (Crossgrove & Zheng, 2004). Gerber et. al. (2002)
relatam o efeito toxico do metilciclopentadienil tricarbonil manganés (MMT) e do
ciclopentadienil tricarbonil manganés (CMT) sobre os pulmdes, os rins e o figado de ratos
Sprague-Dawley. Neste trabalho observou-se aumento significativo nos pesos de figado nos
grupos tratados em relacdo ao controle. Este fato pode indicar maior atividade desse 6rgdo na
desintoxicagdo sugerindo maior acimulo de manganés hepatico. Contudo, ndo houve variagao
significativa no IHS, provavelmente, devido ao ganho de peso dos animais tratados em relagao
ao controle. Em estudo onde camundongos foram tratados com arsenato de sodio, na
concentragdo de 1,0 mg fornecida na agua de consumo durante 42 e 84 dias, também de

observou-se aumento de peso hepatico (Carvalho, 2009).

5.2 - Concentracgdes de manganés

Neste trabalho foi observado um aumento da concentragdo diretamente proporcional ao
tempo de exposi¢do no testiculo, sendo que os animais tratados durante 84 dias (Mn2)
apresentaram variagdo significativa em relacdo ao grupo tratado por 42 dias (Mnl) e ao

controle.

5.3 — Determinacéo plasmaética das enzimas transaminases

Sabe-se que as transaminases ou aminotransferases sdo provas de funcao hepatica, pois
avaliam a funcdo do figado, podendo ser de dois tipos: aspartato aminotransferase (AST) e

alanina aminotransferase (ALT). A ALT ¢ mais especifica para doengas hepaticas visto que ¢
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quase exclusiva do figado. Ja a AST pode ser encontrada em outros orgaos além do figado,
porém em menor quantidade, como no musculo cardiaco, musculo esquelético, rim, pancreas,
cérebro e eritrocitos. As dosagens das transaminases sdo estdo indicadas na avaliacdo das
doencas hepaticas e das vias biliares, sendo considerados marcadores sensiveis de lesdo
hepética e, portanto, Uteis para rastrear lesdes minimas e iniciais no figado. E importante
ressaltar que ndo existem correlagdes entre os valores de normalidade e o grau de lesdo
hepatica. Estes valores sdo influenciados por diversos fatores dentre os quais estdo raga, sexo,
idade e peso corporal (Mclntyre, 2005) A dosagem das enzimas ALT e AST ¢ utilizada
comumente como indicadores bioquimicos de hepatotoxicidade. Neste trabalho houve
aumento significativo de AST no grupo Mn2 em relacdo aos grupos Mnl e controle. Porém,
ndo houve alteragao significativa nos valores de ALT.

Nao foram encontrados trabalhos que relacionassem alta dosagem de manganés e
provas hepaticas de aminotransferases. Em trabalho utilizando complexo Mn-porfirina houve
reducdo de AST e ALT (Wu et al., 2007). Modi et al. (2006), trabalhando com ratos Wistar
machos expostos ao arsenito de sodio (2mg/kg), encontraram aumento das transaminases AST
e ALT no soro quando comparado o grupo tratado com o grupo controle e associaram este
aumento com danos hepaticos devido a toxicidade do arsénio. Carvalho (2009), trabalhando
com adi¢do de arsénio em agua de beber de camundongos sui¢os durante 42 e 84 dias, ndo
verificou alteragdo significativa em ALT. Porém, houve aumento da AST no grupo de 84 dias,
semelhante ao que aconteceu neste trabalho. Mata (2009) observou aumento significativo de
ALT em animais tratados com 100 mg/L-1 de arsenato durante 42 dias, o que, segundo o

autor, indica comprometimento hepatico em conseqiiéncia da agao do arsénio.

5.4 - Propor¢des volumétricas de tubulo seminifero e intertibulo

A proporcao volumétrica de tubulos seminiferos em mamiferos ¢ bastante variavel, sendo
este, um dos principais fatores responsaveis pela diferenca observada para a eficiéncia na
producdo espermatica nas diversas espécies (Russell et al., 1990; Franca e Russell, 1998). No
presente trabalho houve a redugdo significativa do compartimento tubular foi acompanhada
aumento do compartimento intertubular. Porém, as médias encontradas entre animais dos
grupos controle e tratados com cloreto de manganés situam-se proximos das médias relatadas

para roedores, como camundongos (85%), hamster dourado (85%), cobaio (90%) e degu
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(93%) (Russell et al., 1990). Camundongos tratados com 1,0 mg/L™" de arsenato de sédio néo
apresentaram alteracdes nos dois compartimentos testiculares (Carvalho, 2009) Por outro lado,
o aumento da dose para 100 mg/L" de arsenato provocou redugio da propor¢io do

compartimento tubular e aumento do compartimento intertubular (Mata, 2009)

5.5 - Volumes tubulares, intertubulares e indice tubulossomatico

Alteragdes no volume dos compartimentos testiculares muitas vezes refletem a
propor¢ao volumétrica, embora necessariamente o aumento de um parametro nao signifique o
aumento do outro. Neste trabalho ndo houve alteracdo significativa nos volumes de tubulo e de
intertubulo, apesar do grupo Mn2 ter apresentado alteragdes significativa nos volumes de
tubulo e intertibulo. Carvalho (2009), trabalhando com camundongos que receberam arsenato
de s6dio (1,0 mg/L™"), também ndo encontrou diferenca significativa nesses pardmetros. Por
outro lado, Mata (2009), que ofertou 100 mg/L" de arsenato para camundongos sui¢os
detectou, nestes animais, redu¢do do volume de tubulos seminiferos que nao foi acompanhada
pela reducao do volume do intertubulo.

O ITS ¢ um dado que visa quantificar o investimento em tibulos seminiferos em
relacdo a massa corporal. Araujo (2008) afirma que a reducdo do ITS sugere um prejuizo na
producdo espermatica. Portanto, a reducdo significativa do ITS dos animais tratados neste
trabalho indicam, inicialmente, um déficit na producao de espermatozdides. Porém, a reducgao
do ITS pode ter acontecido, apenas, devido ao aumento no peso corporal sem variacdo no peso
testicular, conforme os dados da biometria corporal. O ITS também ndo variou em
camundongos que receberam 1,0 mg/L" de arsenato de sodio (Carvalho, 2009), mas reduziu
drasticamente em camundongos que receberam 100 mg/L™" dessa mesma substancia, sendo
que neste caso houve prejuizo de espermatogénese comprovado pela reducdo da populagdo

celular constituinte dos tubulos seminiferos (Mata, 2009).

5.6 - Didametros tubulares, Altura de epitélio e Comprimento de tubulos seminiferos

Parametros estruturais como tamanho do testiculo, didmetro tubular € volume dos
tabulos seminiferos, estdo intimamente relacionados com o comprimento total dos tibulos
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seminiferos (Franga e Russell, 1998). Em investigagcdes envolvendo a funcdo testicular, a
medida do didmetro tubular ¢ uma abordagem classicamente utilizada como indicador da
atividade espermatogénica (Franga e Russell, 1998; Paula et al., 2002). No presente estudo,
ocorreu aumento significativo do didmetro tubular dos animais tratados, em relacdo ao
controle, concomitantemente com a redugdo do comprimento de tibulo por grama de testiculo.
Adicionalmente, animais do grupo Mn2 apresentaram reducao significativa do comprimento
total de tubulo seminifero. Essas alteracdes sugerem que houve uma compensacao da
atividade espermatogénica aumentando diametro tubular e a altura de epitélio em detrimento
do comprimento dos tibulos seminiferos. Analises mais detalhadas, como contagens das
populagdes celulares dos tibulos seminiferos, calculo da produgdo espermatica didria e
obtengdo dos indices mitdticos, meidticos e de células de Sertoli poderao confirmar se houve
comprometimento da espermatogénese nesses animais. Bustos-Obregon et al. (2007) num
estudo feito com camundongos machos que ingeriram boro (12,0 mg L) em 4gua de
consumo, observaram aumento no didmetro tubular e na altura do epitélio seminifero no grupo
tratado, comparado ao controle que recebeu dgua com boro na concentracdo permitida pela
legislagdo. Por outro lado, animais que receberam arsénio na dose de 1,0 mg/L"' e 100 mg/L™
apresentaram reducao do didmetro tubular e da altura do epitélio seminifero (Carvalho, 2009;
Mata, 2009). Porém, Mata (2009) ndo observou reducdo no comprimento total por testiculo e
por grama de testiculo, enquanto Carvalho (2009) registrou redugdo apenas no comprimento

por grama de testiculo.
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6 - Conclusdes

O manganés mostrou-se cumulativo em todos os 6rgdos e tecidos analisados sendo que
os animais tratados apresentaram aumento da massa corporal e hepatica. Dos trés indices
calculados o ITS apresentou redugdo nos grupos tratados e o IGS reduziu nos animais que
ficaram mais tempo em contato com o mangangs.

As anélises morfométricas mostram alteragdes significativas no compartimento tubular
dos animais tratados com manganés, sendo relevante foi o aumento do didmetro tubular e
altura do epitélio nos grupos tratados, acompanhado da redugdo do comprimento de tubulo por
grama de testiculo. O comprimento total de tubulos seminiferos reduziu apés 84 dias de
tratamento com manganeés.

Os dados relativos ao aumento da AST sugerem possiveis danos no figado e rins,
motivando estudos histologicos e patologicos destes 6rgaos posteriormente.

Entende-se que as alteragdes que ocorreram no peso corporal, no peso do figado e nos
tubulos seminiferos sejam decorrentes da acdo do manganés. Adicionalmente, estudos mais
detalhados do compartimento intertubular e das células de Leydig, assim como das células
espermatogénicas poderdo ajudar a entender melhor a agdo do manganés no aparelho

reprodutor masculino de camundongos.
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