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RESUMO

Sabe-se que nas inddstrias a transformacdo da pele in natura em couro gera grandes
quantidades de residuos organicos, que atraem pequenos mamiferos (e.g.: roedores) que
vivem nos arredores dessas industrias. Ao forragear os patios dessas industrias, esses animais
acabam sendo expostos aos efluentes gerados. No entanto, ndo tem sido dada atencdo aos
impactos que essa exposicdo pode causar na biologia reprodutiva desses animais. Assim,
avaliamos se o contato direto com esses efluentes (por um periodo de 90 dias) ocasiona algum
prejuizo reprodutivo em machos de camundongos Swiss. Ao final do periodo experimental
avaliamos o comportamento sexual dos animais, realizamos analise da histologia testicular;
avaliamos a qualidade e quantidade espermatica, dosamos marcadores pré-inflamatorios, bem
como avaliamos a performance reprodutiva dos camundongos. Nossos dados revelam que os
animais expostos ao efluente bruto coletado no péatio de uma inddstria curtumeira e aquele
diluido em &gua a 5% apresentaram mudangas comportamentais, alteracdes histologicas nos
testiculos, desorganizacdo de células germinativas nos tubulos seminiferos, bem como
processo inflamatdrio nos espacos intertubulares, associado ao aumento da concentracdo de
citocinas pro-inflamatorias (IFN-gamma e CCL2) nos testiculos. Além disso, observamos
aumento de anormalidades espermaéticas e redugdo do total de espermatozoides produzidos,
gue em conjunto com as alteracdes relatadas anteriormente, pode ter sido responsavel pela
baixa performance reprodutiva dos animais expostos ao poluente (avaliada a partir do teste do
dominante letal). Em conclusdo, nosso estudo demonstra, pioneiramente, o impacto
reprodutivo ocasionado pela exposicdo direta de pequenos roedores ao efluente de curtume,
contribuindo para a compreensdo de como esses poluentes podem impactar 0s ecossistemas
naturais.

Palavras-chave: Reproducdo, roedores, residuo agroindustrial, contaminante, impacto
ambiental.
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ABSTRACT

It is known that in industries the transformation of the raw skin into leather generates large
amounts of organic waste, which attract small mammals (eg, rodents) living in the vicinity of
these industries. By foraging the yards of these industries, these animals end up being exposed
to the generated effluents. However, attention has not been paid to the impacts this exposure
may have on the reproductive biology of these animals. Thus, we evaluated whether the direct
contact with these effluents (for a period of 90 days) causes some reproductive harm in males
of Swiss mice. At the end of the experimental period we evaluated the sexual behavior of the
animals, performed testicular histology analysis; we evaluated the sperm quality and quantity,
we used pro-inflammatory markers, as well as evaluated the reproductive performance of the
mice. Our data show that the animals exposed to the raw effluent collected in the yard of a
tanning industry and to that diluted in water to 5% presented behavioral changes, histological
changes in the testes, germinal cell disorganization in the seminiferous tubules, as well as
inflammatory process in the intertubular spaces, associated with the increase in the
concentration of proinflammatory cytokines (IFN-gamma and CCL2) in the testes. In
addition, we observed an increase in sperm abnormalities and a reduction in the total sperm
produced, which together with the previously reported alterations may have been responsible
for the low reproductive performance of the animals exposed to the pollutant (evaluated from
the dominant lethal test). In conclusion, our study demonstrates, first of all, the reproductive
impact caused by the direct exposure of small rodents to the tanning effluent, contributing to
the understanding of how these pollutants can impact the natural ecosystems.

Key words: Reproduction, rodents, agroindustrial residue, contaminant, environmental
impact.
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APRESENTACAO

De acordo com o Ministério do Meio Ambiente (MMA), o Bioma Cerrado é o
segundo maior da América do Sul, ocupando uma &rea de 2.036.448 km?, cerca de 22 % do
territorio brasileiro, abrangendo 12 Estados, e apesar de ser reconhecido como um hotspot de
biodiversidade (Myers et al., 2000), ele possui uma porcentagem pequena de areas sobre
protecado integral (Ministério do Meio Ambiente, 2017).

O desflorestamento e a fragmentacdo do Cerrado sdo os principais problemas
ambientais (Cerqueira et al., 2003), interferindo negativamente na oferta de alimentos de uma
grande quantidade de espécies de pequenos mamiferos (roedores e marsupiais),
indispensaveis para a manutencdo do equilibrio ecossistémico, por integrar um importante
papel nas cadeias alimentares e na dispersdao de sementes (Andresen, 2000; Ripple et al.,
2014).

Ampliando ainda a problematica da alimentacdo dos pequenos mamiferos, o Cerrado
possui uma grande quantidade de industrias de beneficiamento de pele bovina em couro, que
oferece inlmeros atrativos alimentares para esses animais, como restos de carnes, gorduras e
insetos (Joseph & Nithya, 2009). Atraidos por esses comestiveis, 0s pequenos mamiferos
insetivoros ou ndo, se arriscam nos patios das industrias em busca de alimentos e acabam
entrando em contato direto com grandes quantidades de produtos altamente toxicos (Calheiros
et al., 2007), por meio do toque de seus corpos com o efluente de curtume (EC), pela inalacao
dos compostos volateis presentes e ingerindo pelo seu comportamento de auto-limpeza.

Entretanto, o conhecimento sobre os efeitos que o contato direto do EC podem causar
nos pequenos mamiferos ainda é insipiente, especialmente sobre o impacto do EC na biologia
reprodutiva. Portanto, buscamos analisar se esses contatos afetam o comportamento sexual, as
caracteristicas do esperma, a histologia testicular e se podem ocasionar processos
inflamatdrios nos testiculos, alteracbes em sua biometria, hematologia e alterar o desempenho
reprodutivo dos animais, bem como sua sobrevivéncia.

A seguir, sera apresentado a introducdo com a revisdo literéria, a metodologia adotada,

os resultados alcangados e a discussdo dos mesmos, e por fim a conclusédo do estudo.
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1. INTRODUCAO

Os aspectos socioeconémicos ligados a producdo de calgados, bolsas, vestuarios e
estofamentos, demandam o processamento de grandes quantidades de peles bovinas em
indUstrias curtumeiras, localizadas especialmente em paises asidticos e da América do Sul
(Aber et al., 2010). Nessas industrias, a transformacdo da pele in natura em couro gera
grandes quantidades de residuos, constituidos de uma diversidade de compostos organicos e
inorganicos potencialmente toxicos (Calheiros et al., 2007). Na etapa de ribeira, por exemplo,
normalmente sdo utilizados sulfetos, sulfatos, cloretos, bem como grande quantidade de sodio
e calcio, produzindo residuos liquidos com alto teor alcalino e residuos sélidos, tais como
pelos, restos de carne e gordura (Joseph & Nithya, 2009). Ja na etapa de curtimento sdo
gerados residuos ricos em cloreto de sodio, &cidos minerais e organicos, sais de aluminio e
diversos metais toxicos (e.g.: cromo, chumbo, arsénio) e solventes utilizados na etapa de
acabamento do couro (Hu et al., 2011; Sabumon, 2016).

Portanto, a alta producéo de residuos faz das industrias curtumeiras grandes poluidoras
(em potencial) do ambiente (Agrawal et al., 2006). Estudos prévios ja demonstraram efeitos
nocivos desses residuos sobre plantas, bactérias e invertebrados, tais como Allium cepa,
Selenastrum capricornutum, Daphnia magna, Ceriodaphnia dubia, Hyalella azteca,
Paracentrotus lividius e Sphaerechinus granularis (Oral et al., 2005; Mitteregger et al.,
2007). Contudo, o conhecimento sobre os impactos do EC sobre os vertebrados, encontra-se
concentrado na classe dos peixes (Souza et al., 2016a).

Em relagdo ao grupo dos mamiferos, utilizando-se modelos experimentais
(especialmente camundongos inbred e outbred), diferentes estudos ja& demonstraram efeitos
prejudiciais nesses animais apos exposicdo aguda e em longo prazo ao EC (Siqueira et al.,
2011; Moyses et al., 2014; Ferreira et al., 2015; Almeida et al., 2016; Rabelo et al., 2016;
Souza et al., 2016b, 2016c, 2017; Guimaraes et al., 2016a, 2016b, 2017; Moysés et al., 2017;
Mendes et al., 2017). Tais estudos, em sua maioria, deram enfoque na investigacao do efeito
da ingestdo desses efluentes diluidos em agua, apontando para fortes evidéncias de que seus
constituintes afetam o sistema nervoso central (SNC) dos animais. Uma particularidade destes
estudos reside no fato de que seus delineamentos experimentais buscaram correlacionar os
niveis de exposicdo dos animais com provaveis situacdes em que seres humanos residentes
proximos a cursos d’agua receptores desses efluentes, podem ingerir 4gua contaminada. E
inegavel que estes estudos fornecem subsidios importantes que podem ser utilizados para fins,

inclusive, mitigatorios em localidades em que esses despejos ocorrem.



Contudo, os efeitos ecotoxicoldgicos que esses efluentes podem causar tém sido pouco
explorados. Sabe-se que em muitas industrias, principalmente as rudimentares e de pequeno
porte, seus patios sdo repletos de restos de material organico que atraem diversas espéecies de
insetos que fazem parte da dieta de pequenos roedores (Hogue, 1993) que vivem em areas
adjacentes a essas industrias. Além disso, tais materiais orgénicos (i.e., restos de pelos,
gorduras e carne, oriundos do processo de beneficiamento do couro) constituem atrativos
alimentares e de facil acesso a esses animais, 0s quais ao forragea-los acabam sendo expostos
aos efluentes presentes nessas industrias (Estrela et al., 2017; Mendes et al., 2017). Assim,
esses residuos entram em contato diretamente com a pele, com as vias respiratorias (gases
volateis podem ser inalados) e com as vias digestorias (ingestdo por lixiviacdo e por meio da
higienizacdo de seus corpos por meio da auto-limpeza) destes animais (Estrela et al., 2017).

Na literatura destacam-se apenas os estudos de Estrela et al. (2017) e Mendes et al.
(2017), os quais deram enfoque na investigacdo de possiveis efeitos do contato direto com o
EC sobre representantes do grupo dos mamiferos. Estrela et al. (2017) observaram que a
exposicdo dérmica ao EC bruto, mesmo por um curto periodo de tempo, causou déficit de
memoria social em fémeas de camundongos Swiss. Ja Mendes et al. (2017) identificaram
alteracbes na capacidade olfatéria e na resposta antipredatéria de machos e fémeas de
camundongos C57BI/6J expostos dermicamente e oralmente ao EC. Portanto, ao relatarem,
pioneiramente, alguns prejuizos que os animais podem sofrer quando em contato com esses
residuos em ocasido de forrageio de patios de inddstrias curtumeiras, tais estudos abrem novas
perspectivas para investigacoes.

Uma das formas de inferir sobre o impacto do EC na estruturacdo e organizacao
populacional de pequenos mamiferos que forrageiam industrias curtumeiras seria avaliar
aspectos reprodutivos desses grupos que, se prejudicados, podem causar danos a homeostase
ecoldgica e a dindmica de suas populages. Além disso, ao considerarmos que pequenos
roedores fazem parte da cadeia alimentar de outros animais e que atuam como dispersores de
sementes, polinizadores e ainda na reciclagem da matéria orgénica, pode-se dizer que
perturbagdes na reproducdo podem influenciar negativamente o equilibrio ecossistémico de
uma determinada regido (Mihalca & Sandor, 2013; Sunyer et al., 2013).

Nesse sentido, objetivamos neste estudo investigar sobre 0s possiveis impactos
reprodutivos da exposicdo de machos de camundongos Swiss ao EC. Partimos da hipotese de

gue o contato direto desses animais ao EC ocasiona prejuizos que comprometem seus
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comportamentos sexuais, que ocasiona alteracdes histopatoldgicas testiculares e espermaticas
e que afeta a performance reprodutiva dos camundongos. Na medida em que se ampliam os
estudos sobre os efeitos desse contaminante sobre representantes da classe Mammalia, cria-se
a perspectiva de compreendermos mais abrangentemente a magnitude do impacto

ecotoxicoldgico desses residuos na biota.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Animais e delineamento experimental
Neste estudo utilizamos 75 camundongos machos Swiss (nuliparos) com 32 dias de
vida, obtidos do Laboratorio Veterinario da Agrodefesa (LABVET) (UFG, Goiania, GO,
Brasil) e mantidos no biotério do Pesquisas Biologicas do Instituto Federal Goiano — Campus
Urutai (Urutai, GO, Brasil). Todos os animais foram mantidos em estantes ventiladas com
controle de temperatura (22 + 2 °C), fotoperiodo (com ciclo claro/escuro de 12/12 h) e
umidade (58 £ 3 %) controlada. Os camundongos eram agrupados em caixas de polipropileno
(nas dimens@es 45,4 cm x 30,1 cm X 16,7 cm), com tampas gradeadas de arame galvanizado
com tratamento antioxidante. A &gua e a racdo (NUVILAB-CR1) foram oferecidos ad
libitum, durante todo periodo experimental. Ressalta-se que este estudo foi aprovado pelo
Comisséo de Etica no Uso de Animais do IF Goiano (Goiania, Brasil) (proc. n. 2616170516).
Apds os animais serem contrabalanceados a partir da covariavel biomassa, de modo

que a média da massa corporea inicial dos camundongos foi estatisticamente igual entre os
animais, foram estabelecidos os seguintes grupos experimentais:

i) Grupo controle (C): composto por camundongos gque permaneceram em suas caixas

residéncia durante o experimento, ndo tendo sido colocados em caixas de exposi¢do ou

expostos a EC;

i) Grupo controle seco (CS): composto por camundongos que foram colocados em

caixas de exposi¢do secas, ou seja, que ndo possuiam agua ou EC;

iii)Grupo controle agua (CA): composto por camundongos que foram colocados em

caixas sem EC, mas que continham agua na mesma quantidade (vide detalhes a seguir)

que os grupos expostos a EC;

iv)Grupo efluente de curtume 5% (E5): composto por camundongos que foram

colocados em caixas que continham EC (5%) diluido em &gua potavel;

V) Grupo efluente de curtume 100% (E100): composto por camundongos que foram

colocados em caixas que continham EC bruto.



As caixas de exposicdo consistiam em caixas de polietileno transparentes [40 cm
(comprimento) x 30 cm (largura) x 20 cm (altura)] com tampa perfurada, que permitia a
entrada e saida de ar. Em cada caixa eram adicionados 500 mL de efluente diluido ou bruto
(nos grupos E5 e E100, respectivamente) ou agua potavel (no grupo CA), o suficiente para
manter o fundo da caixa coberto, proporcionando o contato direto com o corpo dos animais.

Vale salientar que nosso delineamento experimental visou simular o contato direto dos
animais com o EC, assim como ocorre com pequenos roedores quando forrageiam os patios
de inddstrias curtumeiras mais rudimentares e de pequeno porte. Enquanto o grupo E100
simula situagGes em que os camundongos entram em contato direto com EC bruto encontrado
no péatio das industrias de curtume em meio aos restos de materiais organicos, o0 grupo E5
representa situacdes em que o efluente apresenta-se mais diluido, em funcéo, por exemplo, de
agua utilizada na lavagem das peles e/ou do maquinario das industrias curtumeiras. Em ambos
0s grupos, a condicdo de exposicdo adotada ndo protege da exposicdo oral por meio da
ingestdo. Portanto, os animais foram submetidos a exposi¢cdo oral concomitante a exposi¢ao
dérmica ao efluente, como pode ocorrer com roedores selvagens. Comportamentos de
autolimpeza, tipicos dos camundongos proporcionam a ingestdo concomitante do efluente
durante a exposi¢do dérmica.

A exposicdo dos animais foi realizada cinco dias por semana (segunda a sexta- feira, 1
h/dia), por 90 dias. Apds cada exposi¢cdo, 0s animais eram colocados em uma caixa com
maravalha limpa e sob luz aquecida, para que pudessem secar. Posteriormente, 0S
camundongos eram colocados em suas caixas residéncias e levados para o biotério. A opcéao
por expor os animais a cinco dias (e ndo a todos os dias da semana) e a um periodo de 1 h por
dia deveu-se ao fato de que muitos roedores silvestres sdo onivoros e, portanto, encontram no
ambiente natural fonte diversificada de alimentos, tais como frutos, ovos, sementes, insetos,
dentre outros (Kerley, 1989; Ramos, 2007; Perini, 2010), ndo sendo os restos alimentares das
industrias curtumeiras as unicas fontes alimentares desses animais. Assumimos que O
forrageio de roedores por restos organicos em industrias curtumeiras pode estar atrelado a
escassez de recursos alimentares ao redor desses empreendimentos ou a facilidade de

obtencéo de alimento.

2.2. Efluente de curtume



O EC utilizado no presente estudo foi obtido da fase de curtimento da pele bovina (do
tipo wet blue), fornecido por uma industria de curtume localizada no Estado de Goias (Brasil).
Tal efluente foi coletado diretamente do patio da referida industria entre as peles em
processamento, tal como previamente reportado Estrela et al. (2017) e Mendes et al. (2017). A
caracterizagdo fisico-quimica e quimica do EC (bruno e diluido) foi realizada de acordo com a
metodologia da American Public Health Association (APHA, 1997). J& a andlise orgéanica foi
realizada por espectrometria de massas com ionizacao por eletrospray, conforme descrito em
Guimardes et al. (2016). Os resultados dessas analises sdo apresentados nas Tabelas 1 e 2

(respectivamente) e na Figura 1 (vide “Material Suplementar™)

2.3. Avaliacdo do comportamento sexual

Partindo da hipotese de que o contato direto com o EC pudesse alterar a homeostase
dos Orgdos andrdgenos, influenciando varidveis sexuais dos animais, apés 90 dias de
exposicdo, 0os camundongos foram submetidos ao teste de comportamento sexual. Tal teste foi
realizado durante a fase escura do ciclo — periodo em que os camundongos se encontram mais
ativos (Olney & Sharpe, 1969; Moore, 1997), tal como indicado por Rodrigues-Alves (2008)
e Park et al. (2009). Para tanto, os machos foram retirados de suas caixas residéncias e
colocados individualmente em uma caixa de observagao de vidro [34 cm (comprimento) x 24
cm (largura) x 20 cm (altura)], cujas paredes laterais eram opacas, sendo apenas 0 vidro
frontal transparente. O piso continha maravalha limpa a uma altura de aproximadamente 2
cm. O teste foi realizado em sala especifica que possuia isolamento acustico, temperatura
controlada (23 £ 2 °C) e duas cameras com infravermelho acopladas a um computador
localizado externamente.

Ap0s ser colocado na caixa de observacdo, o camundongo teste ficava em habituacdo
por 10 min. Apds esse periodo era inserida uma fémea da mesma linhagem, idade e em fase
de estro, de seu ciclo ovariano — sexualmente receptiva. Ressalta-se que a identificacdo da
fase do ciclo estral da fémea foi realizada conforme procedimentos recomendados por Byes et
al. (2012), que na sequéncia era colocada na caixa onde se encontrava 0 macho. Apos a
introdugdo da fémea, os machos eram filmados por 30 min, visando registrar a exibi¢do das
seguintes categorias comportamentais, definidas com base em Rodrigues-Alves et al. (2008):
(i) laténcia para primeira monta ou primeira tentativa de monta; (ii) laténcia para primeira
intromisséo; (iii) frequéncia de tentativas de montas incompletas (i.e.: sem intromissao do

pénis na vagina); (iv) numero de intromissdes e (v) numero total de ejaculacgdes.



2.4. Avaliacdo da atividade locomotora

Considerando que a performance dos animais no teste de comportamento sexual
poderia ser influenciada por déficit de locomocéo, a atividade locomotora geral dos animais
foi avaliada por meio da Basso Mouse Scale (BMS) (Basso et al., 2006). Sumariamente, o
método consiste na avaliacdo de atributos biomecanicos da marcha como movimento e
alinhamento das patas, sustentacdo da cauda, estabilidade do tronco e coordenagdo. No
presente estudo, a avaliagdo foi realizada nos primeiros 5 min do teste de comportamento

sexual, nos quais 0s animais estavam em periodo de habituacao.

2.5. Avaliagdo da qualidade espermatica

NoOs também hipotetizamos que o contato direto com o EC pudesse ocasionar
alteracdes na motilidade, quantidade e morfologia dos espermatozoides dos animais. Para
avaliacdo da motilidade dos espermatozoides, apds a eutanasia dos camundongos, o ducto
deferente esquerdo foi lavado com 300 pL de soro fisiolégico, cujo contetudo foi
imediatamente transferido para uma lamina pré-aquecida a 36 °C, de acordo com Llobet et al.
(1995). Em seguida, foi retirada uma aliquota (de 50 pL) para contagem imediata de 200
espermatozoides em microscépio optico (em aumento de 400 x), os quais foram classificados
em: i) progressivamente moveis; ii) moveis ndo progressivos ou iii) imoveis, de acordo com
Tardif et al. (1998) e Slimen et al. (2014).

Para a quantificacdo e avaliacdo da morfologia dos espermatozoides, o ducto deferente
direito foi lavado com 300 pL de solugédo salina contendo formol a 10%. A contagem dos
espermatozoides foi realizada em camara de Neubauer, utilizando uma aliquota de 15 pL das
amostras fixadas anteriormente, tendo sido preenchidas duas camaras por animal e no final foi
calculada a média das duas contagens. Foram contados os espermatozoides com o auxilio de
um microscépio optico (no aumento de 400 x), 0s quais estavam presentes nos quadrantes 1,
3, 7 e 9, da camara de Neubauer, conforme metodologia adotada por Slimen et al. (2014).
Considerando que cada quadrante da camara representa um volume de 0,1 mm® e que cada 1

cm® é equivalente a 1 mL, a contagem total de espermatozoides por mL foi determinada



multiplicando-se o nimero médio de espermatozoides por quadrante pelo fator 10°, conforme
Silva (2007).

Para a analise morfoldgica dos espermatozoides, foram analisadas duas aliquotas (5
pL/por animal) de cada amostra fixada previamente. Para isso, as amostras foram coradas
com safranina (5 mg/mL em &gua destilada) e posteriormente foram montadas duas laminas
temporarias por animal (Wyrobeci & Bruce, 1975), as quais foram analisadas em microscopio
optico (1000 x). Foram analisados de modo aleatorio 200 espermatozoides por animal e a
frequéncia dos tipos de espermatozoides determinada de acordo com a classificagdo proposta
por Filler (1993): espermatozoides normais, cabeca redonda, cabeca de alfinete, cabeca
invertida, cabega gigante, cabeca estreita, cabeca and, cabeca separada, duas cabecas, cabeca
amorfa, gancho acentuado, gancho reduzido, flagelo torto, flagelo enrolado, ponta do flagelo

enrolada ou cauda quebrada.

2.6. Analise histopatoldgica dos testiculos

Para verificar possiveis efeitos do contato direto do EC com os animais sobre as
estruturas dos testiculos e sobre algumas varidveis relacionadas com 0 processo
espermatogénico, foram coletados os testiculos direitos dos camundongos, os quais foram
imediatamente fixados em solucdo de paraformaldeido tamponado a 4%, desidratados em
gradientes de etanol, inclusos em parafina (Paraplast/McCormick), seccionados com
espessura de 5 pum e corados com hematoxilina e eosina (HE) (Luna, 1968; Behmer et al.,
1976).

Foram confeccionadas trés laminas por animal, sendo que cada lamina continha trés
cortes e, destes, foi selecionado para andlise o corte de melhor qualidade técnica por lamina,
sendo contabilizados trés cortes por animal. Utilizando-se o software Bell Capture, versdo
3.1.0.0 (BEL Photonics, Piracicaba, SP, Brasil), imagens aleatdrias dos testiculos dos animais
foram focalizadas e capturadas (em aumento de 100 x). Em seguida, foi quantificada a
frequéncia relativa de tdbulos seminiferos que apresentavam: (i) vacuolos no epitélio
seminifero, (ii) desprendimento apical de células (descamacéo das células germinativas) e (iii)
epitélio desorganizado. Destaca-se que essas alteracdes também foram classificadas em
“leve”, “moderada” ou “intensa”, conforme metodologia proposta por Carvalho (2009).

Além disso, foram analisados, 10 seccOes transversais de tdbulos seminiferos por
animal, de acordo com Verma & Singh (2014), encontrados de forma aleatéria na fase VII da
espermatogénese, a qual € marcada principalmente pela presenca dos espermatozoides



alinhados em torno do Iimen tubular e de todos os tipos celulares que compdem o processo
espermatogénico (Zorzetto, 2007). A anélise dos tubulos seminiferos também ocorreu com o
auxilio do software Bell Capture, versdo 3.1.0.0 (BEL Photonics, Piracicaba, SP, Brasil), em
aumento de 400 x. Os seguintes parametros foram aferidos:

v' Frequéncia das células de Sertoli, espermatog6nia tipo A, espermatides redonda e
alongada, em relacéo a area do epitélio seminifero, de acordo com Carvalho (2009).

v' Frequéncia das células de Leydig identificadas préximas aos vasos sanguineos ou da
tunica albuginea, contabilizada nos 10 melhores campos de visdo (em aumento de
40x)/testiculo, em que os tubulos seminiferos e os compartimentos intertubulares intersticiais

ndo apresentavam qualquer artefato histoldgico.

2.7. Andlise da resposta inflamatoria

Com o intuito de verificar se o contato com o EC provocou algum processo
inflamatorio nos testiculos dos animais, as citocinas IFN-gamma e JE/CCL2 foram dosadas
pelo Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA). Os ensaios imunoenzimaticos foram
realizados utilizando sobrenadante de macerado dos testiculos esquerdos dos camundongos
expostos ou ndo ao EC.

Para obtencdo do sobrenadante do macerado dos testiculos, foram pesados 0,04 g do
tecido selecionados em corte longitudinal, macerado por 30 s em 500 pL de solugéo salina
(PBS), sendo que o sobrenadante foi obtido apds centrifugacdo a 1000 rpm por 5 min a 4 °C.

Apbs a preparacdo das amostras, foram utilizados kits comerciais (Peprotech, New
Jersey, USA) para detec¢do dos marcadores inflamatorios (IFN-gamma e JE/CCL2). Para a
sensibilizacdo das microplacas de 96 pocos foram adicionados 100 plL/pogo dos anticorpos
monoclonais contra os marcadores inflamatérios, diluidos em PBS contendo 0,1 % de
albumina de soro bovino — BSA (Sigma-Aldrich), sendo estas placas incubadas overnight a
temperatura ambiente. Anticorpos ndo adsorvidos pelas placas foram descartados, por
inversdo e sucessivas lavagens em PBS-Tween e as placas bloqueadas com 300 ulL/pogo de
uma solucdo contendo PBS-BSA 1 %, durante 1 h a temperatura ambiente. A seguir as placas
foram novamente lavadas. Apdés o bloqueio foram adicionados 100 uL das amostras de
sobrenadante de macerado e de 100 pL dos padrGes para cada marcador. Ap6s 2 h de
incubacdo, realizou-se novamente o processo de lavagem e foram adicionados 100 pL dos

anticorpos biotinilados de detecgéo, anti-citocina usando diferentes dilui¢des em PBS, pH 7,4
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com 1 % de BSA e incubadas 2 h a temperatura ambiente, seguindo-se a lavagem. Em
seguida foram adicionados 100 uL/poco de estreptoavidina HRP (Peprotech, New Jersey,
USA) em diluicdo de 1:200 em PBS com 1 % de BSA e posterior incubacdo a temperatura
ambiente durante 30 min. As placas foram novamente lavadas e adicionado 100 uL de ABTS
(Liquid Substrate System 3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid — Sigma-Aldrich, Missouri
USA), seguido de incubacdo por 30 min em temperatura ambiente. A densidade éptica foi
determinada utilizando leitor de microplacas com filtro de 405 nm e corre¢do de 650 nm. A
quantificacdo dos marcadores inflamatorios presentes nas amostras foi determinada utilizando
a densidade Optica obtida com a curva padrdo de concentracGes conhecidas e analisadas pelo
software SOFTmax PRO 4.0.

2.8. Biometria e analise hematoldgica

A biomassa corpérea dos animais foi aferida inicialmente e ao final do periodo
experimental. Além disso, apds a exposicao e eutanasia, a massa relativa dos testiculos e dos
epididimos foram calculados a fim de verificar se o contato direto com o EC provocou
hipertrofia ou hipotrofia nesses 6rgdos andrdgenos. Para isso, dividiu-se a massa de cada
6rgdo (g) pela biomassa corpérea do animal (g) (aferida no dia da eutanasia), conforme
realizado por Estrela et al. (2014). O consumo de &gua e racdo foi aferido diariamente, por
meio da subtracdo diaria entre a cota oferecida e o rejeito do dia subsequente. Além disso, nés
analisamos o eritrograma e leucograma dos animais, pelo método automatizado ABX —

Micros 60, conforme metodologia reportada por Estrela et al. (2015).

2.9. Teste do dominante letal

Por fim, realizamos o teste do dominante letal, a fim de avaliar se a exposi¢do ao EC
teria afetado o desempenho reprodutivo dos animais. Para isso, ap6s o ultimo dia de
exposicdo (i.e., 91° dia experimental), os animais dos diferentes grupos foram
individualizados em caixas padrdo para roedores e pareados com uma fémea nulipara ndo
exposta a poluentes e na fase estral do ciclo ovariano. Os animais permaneceram juntos para
se acasalar por um periodo de 24 h, atendendo a recomendacdo de Ehling et al. (1978), os
quais preconizam que o periodo de acasalamento deve preferencialmente ser 0 mais curto
possivel para a obtencdo de informacdes sobre as acdes especificas de mutagénicos quimicos
no estagio das células germinativas. Apds esse periodo, os machos foram eutanasiados, para

avaliacdo dos parametros descritos nos itens anteriores.



As fémeas foram submetidas a laparotomia ap6s 18 dias de prenhés para avaliagdo dos
seguintes parametros, conforme procedimentos metodoldgicos descritos por Oliveira et al.
(2014): taxa de fertilidade (numero de fémeas prenhas x 100/nimero de fémeas), nUmero de
implantaces embrionarias, taxa de perda pdés-implantagdo (nimero de implantes - numero de
fetos vivos x 100/namero de implantagdes), nimero de reabsorcdes e frequéncia de dominante
letal (nUmero de reabsorg¢Ges x 100/nimero de implantagdes).

2.10. Andlises estatisticas

Inicialmente, para verificar a distribuicdo dos dados foi utilizado o teste de
normalidade de Shapiro-Wilk. Os dados que apresentaram distribuicdo normal, foram
submetidos a analise de variancia simples (one-way ANOVA), seguida do pds-teste de Tukey,
nos casos de F significativo. Nos casos em que os dados ndo apresentaram distribuicéo
normal, os mesmos foram submetidos ao teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis. Para
ambos os testes, o nivel de significancia utilizado foi de 5 %. Para avaliar quantitativamente a
relacdo entre o resultado de um experimento e a distribuicdo esperada para o fendmeno
utilizamos o teste do qui-quadrado (x°). Ressalta-se que todos as analises estatisticas e a

confeccédo dos gréficos foram realizadas no software GraphPad Prism (verséo 6.0).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Com o intuito de avaliar possivel toxicidade sistémica, inicialmente nés avaliamos se a
biomassa dos animais e as massas relativas de alguns 6rgdos foram alteradas. Em relacdo a
biomassa corpdrea, nossas andlises relevaram efeito apenas do fator “tempo” sobre o referido
parametro. Nesse caso, todos 0s grupos apresentaram incremento de suas biomassas ao final
do experimento, quando comparadas as iniciais (Figura 2A — vide “Material Suplementar”).
Conforme tambem reportado por Golub & Germann (2001), esse aumento esté relacionado ao
desenvolvimento/crescimento dos animais, uma vez que quando o experimento foi iniciado os
animais estavam na fase de puberdade (32 dias de vida). Além disso, acreditamos que a
auséncia de diferencas entre a biomassa corpdrea dos animais ao final do periodo
experimental, esteja relacionada a auséncia de diferencas entre 0s grupos experimentais
quanto ao consumo médio didrio de racdo e &gua (Figura 2B-C, respectivamente — vide

“Material Suplementar”).
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Em relacdo as massas relativas dos testiculos e dos epididimos, também n&o
observamos diferencas entre o0s grupos experimentais (Figura 3A-B — vide “Material
Suplementar”). Logo, esses dados e os dados de biomassa corpOrea sugerem que 0S
camundongos de todos 0s grupos experimentais mantiveram 0 mesmo aproveitamento dos
recursos alimentares disponiveis, indicando que o EC nas concentragdes e tempo de exposicao
analisado ndo induziu alteracBes significativas do metabolismo energético do animal,
sugerindo a inexisténcia de intoxicacdo sisttmica nos animais estudados. Além disso, 0s
dados de massa relativa nos permitem inferir que a exposi¢cdo ao EC ndo causou hipo ou
hipertrofia nos 6rgdos androgenos avaliados.

Quanto ao desempenho dos animais no teste de comportamento sexual, registramos a
laténcia para primeira monta e a frequéncia de tentativas de montas (montas incompletas). As
demais categorias comportamentais especificadas em ‘“Material e Métodos” ndo foram
observadas em nosso estudo, o que pode estar relacionado principalmente ao tempo com que
0s machos interagiram com as fémeas receptivas. Nesse caso, o tempo de 30 min de
filmagem, adotado em nosso estudo, pode nédo ter sido suficiente para a exibicdo de um
repertorio de comportamentos sexuais mais amplo, embora estudos prévios ja tenham relatado
comportamentos mais diversificado. Conforme discutido por Hull & Dominguez (2007), a
exibicdo de comportamentos sexuais de roedores machos, tais como a laténcia para a primeira
ejaculacdo, pode variar de 10 a 115 min, podendo esse periodo ser diferente entre distintas
linhagens de ratos e camundongos. Além disso, ndo podemos negligenciar o fato de que os
camundongos avaliados em nosso estudo eram nuliparos (sem qualquer experiéncia sexual
anterior), 0s quais normalmente requerem mais tempo para a exibicdo de um maior repertorio
comportamental sexual.

Se por um lado, a laténcia para primeira tentativa de monta foi semelhante entre os
grupos experimentais (Figura 4A); por outro, 0os camundongos dos grupos E5 e E100 foram
aqueles que apresentaram maior frequéncia de tentativas de montas (Figura 4B). Esses dados
nos permitem descartar a hipétese de que a exposi¢do ao EC pudesse prejudicar os receptores
quimiossensiveis dos sistemas olfativos principal e acessorio (importante para a exibigdo de
comportamentos sexuais), diferentemente do que foi reportado por Mendes et al. (2017), os
quais evidenciaram prejuizo olfatério de machos e fémeas de camundongos C57BI/6J
expostos dermicamente a EC bruto, por 15 dias. Contrariamente, acreditamos que 0s
constituintes do EC tenham provocado aumento dos niveis séricos de testosterona — o qual

medeia efeitos motivacionais do comportamento sexual, como erecdo peniana e libido
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(Schanbacher & Lunstra, 1976; Batty, 1978), e isso ter sido responsavel pela maior frequéncia
de tentativas de montas observada nos animais expostos ao EC. Essa hipdtese é reforcada,
principalmente, pela constatacdo de maior numero de células de Leydig (sem modificacdes

morfologicas) nos testiculos dos animais expostos ao contaminante (Figura 4C).
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Figura 4. (A) Laténcia para a primeira tentativa de monta; (B) frequéncia de tentativas de montas (montas incompletas) e (C) nimero de células
de Leydig nos testiculos de camundongos machos Swiss expostos ou ndo ao contato direto com efluente de curtume. As barras representam a
média + desvio padrdo (n=15/grupo). Os dados foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, sendo que as mdultiplas
comparagoes foram realizadas pelo teste de Dunn’s, a 5% de probabilidade. As letras mintsculas distintas indicam diferencas significativas. C:
grupo controle; CS: grupo controle seco; CA: grupo controle agua; E5: grupo efluente de curtume a 5% e E100 grupo efluente de curtume
(100%).
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De acordo com Russell et al. (1990) e Shima et al. (2013), as células de Leydig
apresentam marcante producdo de andrdgenos a partir do colesterol, como a testosterona.
Nesse caso, é possivel que os xenobioticos contidos no EC possam ter ocasionado aumento
das reacdes de sintese do referido hormonio, atuando nos diferentes componentes que
medeiam essas reacfes, cujos mecanismos devem ser elucidados. Na literatura ndo ha um
consenso sobre as consequéncias da exposi¢do de distintos modelos animais aos variados
contaminantes presentes no ambiente sobre 0s niveis séricos de testosterona (vide revisdo de
Guillette & Gunderson, 2001). No entanto, alguns estudos, como o de Ljungvall et al. (2005)
e Kumar et al. (2008) evidenciam que xenobidticos estimulam a sintese ou liberagdo de
testosterona em roedores. Ljungvall et al. (2005) observaram aumento significativo da
populacdo de células de Leydig, acompanhado de incremento proporcional dos niveis sérios
de testosterona em javalis expostos a ftalatos (um dos constituintes mais abundantes
identificados no EC que utilizamos). J& Kumar et al. (2008) reportaram evidéncias sobre o
aumento dos niveis séricos de testosterona em machos de ratos Wistar expostos a diferentes
concentracdes de EC. Além disso, outras investigaces envolvendo camundongos expostos a
outros poluentes (Dai et al., 2001) e modelos experimentais ndo mamiferos (peixes e sapos)
também evidenciam que 0s niveis séricos de testosterona podem aumentar consideravelmente
em animais expostos a diferentes contaminantes (Sangalang & Freeman, 1974; Hopkins et al.,
1997). Portanto, esses estudos reforcam a hipétese de que o EC tenha contribuido para o
aumento da sintese ou liberacdo de testosterona nos animais dos grupos E5 e E100.

Surpreendentemente, nds também observamos maior niamero de células de Sertoli nos
animais expostos ao EC, tanto por pm? de epitélio seminifero (Figura 5A), quanto analisando
0 percentual dessas células em relacdo ao total de células germinativas dos tubulos
seminiferos contabilizados (Figura 5B). Conforme demonstrado por diversos estudos [vide
revisdes de Russell (1980); Griswold (1995), Walker & Cheng (2005), Johnson et al. (2008),
Kopera et al. (2010)], as céelulas de Sertoli desempenham papel central na espermatogénese.
Nos mamiferos, desde o periodo neonatal até o inicio da producdo de espermatozoides, na
puberdade, a interacdo entre essas células e as células germinativas é essencial, obrigatoria e

complexa, seja fisica ou biogquimicamente (Griswold, 1995).
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Figura 5. (A) NGmero relativo de células de Sertoli (por um? de epitélio seminifero) e (B)
percentual de células de Sertoli, em relacdo ao total de células germinativas contabilizadas
nos tdbulos seminiferos de camundongos machos Swiss expostos ou ndo ao contato direto
com efluente de curtume. As barras representam a média + desvio padrdo (n=15/grupo). Os
dados foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, sendo que as multiplas
comparagoes foram realizadas pelo teste de Dunn’s, a 5% de probabilidade. As letras
minusculas distintas indicam diferencas significativas. C: grupo controle; CS: grupo controle
seco; CA: grupo controle agua; E5: grupo efluente de curtume a 5% e E100 grupo efluente de
curtume (100%).

Ao considerarmos que a proliferacdo das células de Sertoli ocorre normalmente antes
da fase adulta (tanto em humanos, quanto em roedores) (Sharpe et al., 2003), acreditamos que
possa ter ocorrido alguma desregulacdo nos processos que controlam e que medeiam a
proliferacdo dessas células, o que explicaria 0 maior nimero observado nos animais expostos
ao EC. Em roedores, especificamente, a proliferacdo das células de Sertoli ocorre

predominantemente no periodo fetal, neonatal e anterior a fase adulta ou de maturacéo sexual
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(Sharpe et al., 2003). Em nosso estudo, a exposicdo ao EC foi iniciada na fase puberbal dos
camundongos (i.e.: aos 32 dias de vida) e, portanto, os primeiros dias de contato com 0s
constituintes do EC ja teriam sido suficientes para ocasionar alteracdes no processo
proliferativo das células de Sertoli.

Outra possibilidade estaria relacionada com a amplitude do periodo em que
normalmente ocorre a proliferagdo das células de Sertoli, sendo maior nos animais expostos
ao EC, quando comparado com aqueles ndo expostos ao contaminante. Além disso, é tentador
especular que os constituintes do EC tenham provocado alteraces nas operacdes fisioldgicas
do eixo hipotalamo-hipofise, especialmente em neuromodulagdes ligadas a producdo do
horménio liberador de gonadotrofina (GnRH). O aumento da frequéncia e amplitude dos
pulsos de secrecdo de GnRH, por exemplo, podem ter provocado incremento da sintese e/ou
liberacdo do hormoénio foliculo estimulante (FSH), culminando na maior proliferacdo das
células de Sertoli nos primeiros dias de exposic¢do ao EC, ja que esse horménio é fundamental
para a proliferacdo dessas células (Orth, 1984). Estudos anteriores que sugerem efeitos
neurotoxicos importantes no eixo hipotalamo-hipofise, causados pela exposicdo de roedores a
EC (Moysés et al., 2017; Rabelo et al., 2017; Estrela et al., 2017) reforcam nossa hipotese.
Além disso, a observacdo de maior numero de células de Leydig (Figura 4C) acompanhado
pelo aumento proporcional do numero de células de Sertoli (Figura 5A-B) sugerem a
ocorréncia de falhas nos mecanismos de retroalimentagdo negativa envolvendo o horménio
luteinizante (LH) e o FSH, uma vez que esses horménios estdo intimamente relacionados com
a populacdo dessas células nos testiculos (Mendis-Handagama, 1997; Haider, 2004; Walker &
Change, 2005).

Apesar dos animais expostos ao EC terem apresentado maior populacdo de células de
Sertoli, 0 nimero reduzido de espermatogdnias do tipo A (Figura 6A), espermatides redondas
e alongadas (Figura 6B-C), bem como a menor producdo de espermatozdides (Figura 6DA) e
com alteragdes na motilidade (Figura 7A-C) e morfologia (Figura 8A), sinalizam possiveis
prejuizos funcionais nessas células, sugerindo também que o aumento do nimero de células
de Sertoli pode ser uma resposta compensatdria para 0 aumento do numero de
espermatozoides alterados. Conforme discutido por Russell et al. (1990), as células de Sertoli
sdo0 mais resistentes a acdo de agentes toxicos do que as células germinativas; porém, sao
muito sensiveis a perturbagdes funcionais que afetam suas vias metabolicas e regulatérias, o

que pode rapidamente levar a uma degeneracdo e méa formacao das células germinativas.
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E bem descrito na literatura que dentre as diversas fungdes desempenhadas pelas
células de Sertoli, destacam-se seu papel na sustentacdo das células espermatogénicas, na
fagocitose de corpos residuais tubulares, secrecdo de fluido que contém substancias
importantes para a funcéo epididimaria e maturacdo espermatica, bem como no fornecimento
de nutrientes para as células germinativas (Russell et al., 1990; Russell & Griswold, 1993).
Essas células também atuam na regulacdo enddcrina primaria da espermatogénese,
especialmente via FSH e testosterona (Walker & Change, 2005), além de apresentarem papel
essencial na regulacdo do ambiente intratubular e intercelular adluminal (Russell & Griswold,
1993). Logo, tais células propiciam a formacdo de uma barreira hemato-testicular,
responsavel pela criacdo de um microambiente especifico, imunoprivilegiado e essencial para
0 desenvolvimento do processo espermatogénico (Russell et al., 1990; Russell & Griswold,
1993). Desse modo, a proliferacdo das células de Sertoli pode prevenir o aumento da

bioacumulacdo dos poluentes presentes no EC nos testiculos.
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Figura 6. Numero relativo de espermatogoénias do tipo A (A), de espermatides redondas (B), alongadas (C) e total de espermatozoides de
camundongos machos Swiss expostos ou ndo ao contato direto com efluente de curtume. As barras representam a média + desvio padrdo
(n=15/grupo). Os dados parametricos foram submetidos ao one-way ANOVA (sendo que as multiplas comparagdes foram realizadas pelo teste
de Tukey, a 5 % de probabilidade) e os ndo-paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (sendo que as multiplas comparacGes
foram realizadas pelo teste de Dunn’s, a 5% de probabilidade). As letras mintsculas distintas indicam diferengas significativas. C: grupo
controle; CS: grupo controle seco; CA: grupo controle agua; E5: grupo efluente de curtume a 5% e E100 grupo efluente de curtume (100%).
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Figura 7. (A) Numero relativo de espermatozdides moveis progressivos, (B) mdveis ndo
progressivos (B) e (C) imoveis de camundongos machos Swiss expostos ou ndo ao contato
direto com efluente de curtume. As barras representam a média + desvio padrdo
(n=15/grupo). Os dados foram submetidos ao teste ndo-parametrico de Kruskal-Wallis, sendo
que as multiplas comparagdes foram realizadas pelo teste de Dunn’s, a 5% de probabilidade.
As letras minusculas distintas indicam diferencas significativas. C: grupo controle; CS: grupo
controle seco; CA: grupo controle agua; E5: grupo efluente de curtume a 5% e E100 grupo

efluente de curtume (100%).
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Figura 8. (A) Somatorio total de espermatozoides com anormalidades morfoldgicas de camundongos machos Swiss expostos ou ndo ao contato direto
com efluente de curtume. Fotomicrografias representativas das principais anormalidades morfologicas observadas nos espermatozoides dos animais.
(B) espermatozoide normal; (C) com gancho reduzido; (D) cabeca amorfa; (E) cabeca estreita e (F) cauda quebrada. As barras representam a média +
desvio padrdo (n=15/grupo). Os dados foram submetidos ao one-way ANOVA, sendo que as multiplas comparacdes foram realizadas pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. As letras minusculas distintas indicam diferencas significativas. C: grupo controle; CS: grupo controle seco; CA: grupo
controle agua; E5: grupo efluente de curtume a 5% e E100 grupo efluente de curtume 100%.
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A constatacdo de degeneracdo tubular, caracterizada por tubulos seminiferos com
epitélio desorganizado (Figura 9A e 10), vacuolizacdo tubular (Figura 9B e 10), além de
descamacdo (desprendimento) apical de células germinativas (Figura 9C) nos animais
expostos ao EC, reforca o pressuposto de que as celulas de Sertoli desses camundongos
estariam com suas funcGes prejudicadas, especialmente no que se refere a formagdo da
barreira hemato-testicular. A descamacdo de células germinativas observada com maior
frequéncia nos animais expostos ao EC, por exemplo (Figura 10B-C), pode ter ocorrido
devido a perda das juncOes celulares entre as células germinativas e as células de Sertoli e/ou
a desregulacdo de microtubulos (resultando no desprendimento das células germinativas), o
que também foi reportado por estudos de toxicidade induzida por xenobidticos (Boekelheide
et al., 2005; Xia et al., 2005; Liu et al., 2008; Flora et al., 2011; Costa, 2013). Além disso, 0s
espacos intercelulares observados em nosso estudo (Figura 10B), tanto em células
germinativas que ocupam o ambiente basal, quando o adbuminal, reforcam a acéo negativa do
EC sobre as jungdes de adesao.
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Figura 9. Numero relativo de tubulos seminiferos com (A) desorganizacdo, (B) com vacuolos e
(C) com despreendimento (descamacédo) apical de células germinativas, de camundongos
machos Swiss expostos ou ndo ao contato direto com efluente de curtume. As barras
representam a média + desvio padrdo (n=15/grupo). Os dados paramétricos foram submetidos
ao one-way ANOVA (sendo que as multiplas comparagdes foram realizadas pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade) e os ndo-paramétricos foram submetidos ao teste de Kruskal-
Wallis (sendo que as multiplas comparagdes foram realizadas pelo teste de Dunn’s, a 5 % de
probabilidade). As letras minusculas distintas indicam diferencas significativas. C: grupo
controle; CS: grupo controle seco; CA: grupo controle agua; E5: grupo efluente de curtume a
5% e E100 grupo efluente de curtume (100%).

22



2l o
RS S
T

S A

o Neot w0 » B
o i

s S,
. Napp s i3 .
T i S 0L

/"t‘;‘

&~
!

camundongos Swiss expostos ou ndo ao contato direto com efluente de curtume. (A) grupo
controle; (B) grupo efluente E5; (B.1) ampliacdo de um tdbulo seminifero contendo
descamacédo de células germinativas no limen; (C) grupo E100. Des: epitélio germinativo
desorganizado; Va: vacuolo; Lu: lumen; Ea: espermatide alongada; Eg: espermatide redonda;
Ec: espermatogbnia; S: célula de Sertoli; L: célula de Leydig; *: descamacdo de células
germinativas no limen; Vs: vaso sanguineo; +: espacos intercelulares. E5: grupo efluente de
curtume a 5 % e E100 grupo efluente de curtume (100 %). Coloragéo HE.

Os resultados do presente estudo sugerem que as alteragdes histopatoldgicas
observadas nos tubulos seminiferos podem ser associadas ao estabelecimento de um processo
inflamatorio nos testiculos dos animais expostos ao EC (grupos E5 e E100), devido ao

aumento da concentragdo das citocinas pro-inflamatérias IFN-gamma e CCL2 (Figura 11A-
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B). Além disso, os animais expostos ao EC também apresentaram infiltrado de células
mononucleares nos espacos intertubulares (Figura 11C), os quais ndo foram observados nos
animais do grupo controle. Tais infiltrados apresentam caracteristicas compativeis com uma
inflamacdo inespecifica (de grau leve-moderado), multifocal, intertubular e de causa
desconhecida (Figura 11C). Além disso, a diminuicdo do numero total de neutrofilos e
mondcitos no sangue periférico (Tabela 3 — vide “Material Suplementar”) dos animais
expostos ao EC sinaliza para possivel migracdo dessas células para os focos testiculares.
Adicionalmente observamos um quadro sugestivo de amiloidose testicular nos animais
submetidos a EC, o qual consiste de acumulo extracelular me material homogéneo, eosindfilo
e amorfo no intersticio (Figura 11C) e que est4 diretamente relacionado com o aumento do
processo inflamatdrio local, conforme reportado por Gonzales et al. (1983).

Arriscamos especular que o processo inflamatdrio sugerido anteriormente possa estar
ligado a inabilidade das células de Sertoli em formar uma barreira hemato-testicular eficiente
ou a desestruturacdo das especializacbes juncionais (i.e.: ectoplasmaticas). Tal
desestruturacdo pode ter sido ocasionada por acdo direta de produtos das reacdes de estresse
oxidativo ocasionadas pelos xenobidticos do EC [o qual apresenta potencial para provocar
esse tipo de efeito — Estrela et al. (2017) e Rabelo et al. (2017)], bem como pela alteracéo de
componentes bioquimicos e moleculares que medeiam a estruturacdo/formacdo da barreira
hemato-testicular. Esses eventos estariam, portanto, interferindo na funcdo da barreira
hemato-testicular em segregar mecanicamente 0s autoantigenos de células germinais,
permitindo seu extravasamento no espaco intersticial, levando as cascatas de sinalizacdo
celular responsaveis pela atracdo de células mononucleares do sangue periféricos para 0s
focos inflamatérios. Danos estruturais na barreira hemato-testicular de roedores expostos a
constituintes abundantes identificados no EC, avaliados isoladamente, reforcam esse
pressuposto [ftalato: Yao et al. (2010) e Shen et al. (2017); cromo: Carette et al., 2013;

chumbo e arsénio: Ramos-Trevifio et al. (2017)].
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Figura 11. Concentragdes das citocinas pro-inflamatorias (IFN-gamma) (A) e CCL2 (B) nos testiculos de camundongos machos Swiss expostos
ou ndo ao contato direto com efluente de curtume. (C) Fotomicrografia representativa dos testiculos que apresentaram infiltrados inflamatérios
(setas), coloragdo HE. As barras representam a média + desvio padrdo (n=15/grupo). Os dados paramétricos foram submetidos ao one-way
ANOVA (sendo que as multiplas comparacfes foram realizadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade) e os nédo-paramétricos foram
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (sendo que as multiplas comparagdes foram realizadas pelo teste de Dunn’s, a 5% de probabilidade). As
letras mindsculas distintas indicam diferencas significativas. C: grupo controle; CS: grupo controle seco; CA: grupo controle agua; E5: grupo
efluente de curtume a 5% e E100 grupo efluente de curtume (100 %). Dc¢: descamacéo do epitélio germinativo; Lu: lmen.
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Por fim, observamos que a exposi¢do ao EC afetou a performance reprodutiva dos
animais. Apesar do indice de fertilidade nédo ter diferenciado entre os diferentes grupos [(C:
80 %; CS: 80 %; CA: 80 %; E5: 90 % e E100: 80 % (y° = 5,420; p = 0,246)], as fémeas
acasaladas com os machos expostos ao EC apresentaram menor nimero de implantacdes
fetais (Figura 13A), maior taxa de perdas pés-implantacdo (Figura 13B) e maior nimero de
reabsorcdes (Figura 13C). Além disso, a frequéncia de dominante letal foi maior nos grupos
E5 e E100 (Figura 13D). O prejuizo observado no desenvolvimento fetal e as perdas
embrionarias pos-implantacdo, podem ser entendidos, conforme Maxwell & Newell (1973),
como resultantes de uma mutacéo letal que ocorreu no material genético dos espermatozoides
dos animais exposos a EC e que foi transmitida a sua prole. Alguns dos prejuisos observados

podem ser visualizados na Figura 14.

Figura 12. Fotos representativa das variaveis encontradas e contabilizadas nos diferentes
grupos experimentais, (A) controle, sem alteracdes visiveis, (B) E100, apresenta mé
formacgéo, (C) E100, setas pretas indicam ma-formagdes e setas brancas indica reabsorgéo.

26



15 H = 13,49;p = 0,009 20

H =15,73;p = 0,007

15
a

Nimero de implantacdes
o
Taxa de perdas pos-implantagdo

10

57 b b

5

~+ %

0 T T T T

0 T T T T o o - (<,<° RS
<
< o‘o ov <<,<° O < <>

H =25,47;p = 0,002 a H = 23,36;p <0,001

40

i

20+

10+

L= 5 P

Niamero de reabsorcdes
Frequéncia de dominante letal

K
<

Figura 13. (A) Numero de implantacGes fetais, (B) taxa de perdas pos-implantacdo, (C) nimero de reabsor¢des e (D) frequéncia de dominante
letal obtidos a partir do acasalamento de camundongos machos Swiss expostos ou ndo ao contato direto com efluente de curtume com fémeas
ndo expostas ao contaminante. As barras representam a média + desvio padrdo (n=15/grupo). Os dados foram submetidos ao teste ndo-
parameétrico de Kruskal-Wallis, sendo que as multiplas compara¢des foram realizadas pelo teste de Dunn’s, a 5% de probabilidade. As letras

minusculas distintas indicam diferencas significativas. C: grupo controle; CS: grupo controle seco; CA: grupo controle agua; E5: grupo efluente
de curtume a 5% e E100 grupo efluente de curtume (100%).
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Nesse caso, € provavel que as mortes zigobticas e fetais ocorreram devido a mudancas
ou rearranjos cromossomais ocorridos durante 0 processo espermatogénico causadas pelos
xenobidticos contidos no EC. Além disso, as anormalidades morfoldgicas e de motilidade
observadas nos espermatozoides dos animais expostos ao EC (Figuras 7 e 8) fortalece a
relacdo entre esses efeitos e o aumento da ocorréncia de provaveis mutacGes letais
dominantes, culminando no déficit reprodutivo dos animais. Nesse sentido, nossos dados
complementam achados anteriores que evidenciaram alteracfes neurocomportamentais na
prole de genitores submetidos a ingestdo de agua contendo EC (Guimardes et al., 2016a),
demonstrando pioneiramente que este poluente também pode causar prejuizos pré-natais na
prole de machos de camundongos submetidos dermicamente aos xenobidticos deste efluente.

Por fim, é importante ponderar que as alteracdes bioldgicas que impactam o sistema
reprodutor sdo complexas, nao se restringindo a determinados mecanismos bioquimicos ou
moleculares, especialmente quando os animais sdo expostos a poluentes ndo convencionais
como o EC, constituido de uma mistura complexa de produtos quimicos de efeitos toxicos ja
conhecidos e outros cuja toxicidade ainda ndo foi descrita, Bharagava et al. (2017). Conforme
discutido por Guillette et al. (2001), os contaminantes podem agir no sistema reprodutor como
agonistas ou antagonistas de receptores hormonais, estimular ou inibir a sintese e/ou liberacéo
de hormonios inibitérios ou estimulantes da hip6fise ou hipotdlamo, provocar alteracGes
hepéticas relacionadas com processos de biotransformacdo enzimatica de hormonios, bem
como alterar a concentracdo ou o funcionamento de proteinas ligantes presentes no plasma
sanguineo, modificando as concentracdes séricas de distintos horménios, dentre outros.
Merece também chamar atencdo para a complexidade quimica do EC que utilizamos. A
presenca no EC de componentes organicos e inorganicos de conhecida toxicidade, além de
compostos nunca antes estudados (isoladamente — Tabelas 1 e 2 — vide “Material
Suplementar”), permite que especulemos uma gama de possibilidades que podem elucidar o

aparecimento dos efeitos prejudiciais observados no presente estudo.

4. CONCLUSAO

Em concluséo, nosso estudo confirma a hipétese de que o contato direto com EC causa
impactos comportamentais, histopatoldgicos e na performance reprodutiva de machos de
camundongos Swiss, permitindo-nos inferir que esse poluente pode provocar alteragoes

importantes na dindmica das populagfes de pequenos mamiferos que vivem em A&reas
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proximas a indastrias curtumeiras. O conjunto de alteragdes que evidenciamos sugere
fortemente que os variados xenobidticos contidos no EC podem ter agido isolada, sinérgica ou
aditivamente nos sistemas bioldgicos dos animais, causando desrregulacfes endocrinas,
neuroldgicas, bioquimicas, moleculares e/ou mutagénicas que, em longo prazo, pode levar ao
declinio da fertilidade dos animais. Nesse sentido, os resultados reportados em nosso estudo
revelam apenas a “ponta do iceberg” que representa os prejuizos que a exposicdo ao EC pode
ocasionar sobre a biota terrestre, além de demonstrar que novas investigacdes devem ser
desenvolvidas para que possamos compreender melhor a magnitude do impacto que esse

poluente pode ocasionar nos ecossistemas.
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Figura 1. (A) Espectro de massa de efluente de curtume bruto medido através de
lonizagdo por eletro-pulverizacdo (-) Orbitrap MS e (B) lonizagdo por eletro-

pulverizagéo (+) Orbitrap MS.
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Tabela 1. Compostos organicos identificados no efluente de curtume utilizados no presente estudo.

ID m/z Erro RDB? Formula Nomes dos compostos
(ppm) Molecular
IEP (-) Orbitrap MS

1 197,11803 -1,461 3,5 C11H1703 5-Cyclohexyl-5-oxopentanoic acid

2 205,15999 0,982 4,5 Ci14H2:0 2,6-Di-tert-butylphenol

3 292,13458 0,950 11,5 Ci1gH1sNO; 1-benzoyl-2,2,4-trimethyl-1,2- dihydro-6-

quinolinol

4 308,12958 1,178 11,5 C19H1sNO3 (S)-3-Hydroxy-pyrrolidine-1- carboxylic
acid 9H-fluoren-9- ylmethyl ester

5 336,12433 0,590 12,5 C20H1sNO4 (2S)-1-(9H-fluoren-9- ylmethoxycarbonyl)

pyrrolidine-2-carboxylic acid

6 380,32878 1,390 3,5 C22H42N30; 4,4'-[1-(4-piperidyl)propane- 1,3-

diyl]bis(piperidine-1-ethanol)

7 395,39001 1,406 1,5 Ca6Hs10, Cerotic acid

8 423,32705 0,463 8,5 Ca9H430; 4,4'-Methylenebis[2,6-bis(1,1-

dimethylethyl)phenol]

9 485,28424 -0,200 9,5 CasHa1N20O3S  1,2-Naphthalenediol, 5,6,7,8- tetrahydro-6-
[[6-[[2-[(2-methoxyphenyl)thio]
ethyl]lamino]hexyl]propylamino]

10 553,22937 0,579 9,5 Cy7H37012 1,2-Cyclohexanedicarboxylic acid, 2,2',2"-

(1,2,3- propanetriyl)ester
11 666,19287 0,989 31,5 Ca4H2sNOg N-[3'-Hydroxy-6'-(1- naphthylmethoxy)-3-
0x0-3H- spiro [2-benzofuran-1,9'- xanthen] -
5-yl]-4- biphenylcarboxamid
IEP (+) Orbitrap MS

12 214,12059 1,657 4,5 C12H17NONa Diethyl toluamide

13 251,10241 -0,890 6,5 Ci12HisN,O4  Ethyl 6-(2-furyl)-2-hydroxy-4- methyl-1,6-
dihydropyrimidine-5-carboxylate

14 274,27359 -1,698 -0,5 C16H3sNO2 N-Lauryldiethanolamine
15 293,14761 1,472 3,5 C13H22N204Na Ethyl 1-(4- morpholinylcarbonyl) -4-
piperidinecarboxylate
16 338,13248 0,661 4,5 Ci13H21N3OgNa N-{3-[(tert-butoxy)
carbonylamino]propyl}(2,5-
dioxoazolidinyloxy) carboxamide
17 373,16501 1,193 9,5 C21H2506 Tetrahydrocurcumin
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18 391,28418 -0,271 55 Ca4H3904 Dioctyl phthalate (plasticizer contaminant)
19 415,20471 -0,674 9,5 Ca3H31N2O3S  2-methylpropyl 6-[4-(tert- butyl)phenyl]-8-
methyl-4-o0xo0-5,6-dihydro-2H,3H-
pyrimidino[2,1-b]1,3- thiazaperhydroine-
7- carboxylate
20 432,23013 0,796 14,5 Ca9H3:NONa 5-(4-tert-butylphenyl)-2,2- dimethyl-

1,3,5,6- tetrahydrobenzo [a]phenanthridin-
4-one

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas e quimicas da &gua, efluente de curtume de 5% e do

efluente de curtume bruto utilizado no presente estudo.

Diretrizes da OMS para
Qualidade da Agua Pétavel*

Efluente ) Efluente Normalmente _ _
Atributos de Ag}ua de encontrado em Diretriz
curtume  potéavel curtume ) baseada na
(100%0) (5%) aguas salde pela
superficiais e OMS
subterréaneas
pH at 25°C 3,93 7,38 505  Semdiretriz  65-85
(UpH)
Total de s6lidos
dissolvidos 43.800,00 73,33 2.259,66 Sem diretriz Sem diretriz
-1
(mg.L™)
Turbidez 140,00 2,85 9,71 Sem diretriz Sem diretriz
;Z{‘r?g;'v'dade 51.00000 67,20 265884  Semdiretriz  Sem diretriz
Zn (mg.L™h 0,50 0,37 0,38 Sem diretriz 3,00
Na (mg.L™) 11.235,00 25,59 586,06 < 20,00 200,00
Ca(mg.L™h 320,64 6,28 22,00 Sem diretriz Sem diretriz
Fe (mg.L™) 2,90 0,31 044  05-50mg.L™ Sem diretriz
P (mg.L™) 1,17 0,14 0,19 Sem diretriz Sem diretriz
N (mg.L™) 6,6 2,43 2,64 Sem diretriz 50,00
K (mg.L™h) 16,30 7,45 7,89 Sem diretriz  Sem diretriz
S (mg.L™) 2.600,00 3,00 132,85 Sem diretriz Sem diretriz
Cu (mg.L™) 0,30 0,35 0,35 Sem diretriz 2,00
Mn (mg.L™?) 0,10 0,57 0,55 Sem diretriz 0,50
Mg (mg.L™?) 498,56 1,78 26,62 Sem diretriz  Sem diretriz
Pb (mg.L™) 0,025 <0,005 <0,005 Sem diretriz 0,01
As (mg.L™) 2,337 <0,005 116,85 Sem diretriz 0,01
Cr (mg.L™) 493,00 <0,005 24,65 < 0,002 0,05
Cd (mg.L™) <0,005 <0,005 <0,005 < 0,001 0,003
Ni (mg.L™) 0,016 <0,005 <0,005 < 0,02 0,02
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Tabela 3. Eritrograma e leucograma de de camundongos machos Swiss expostos ou ndo ao contato direto com efluente de curtume.

Eritrograma C Cs CA E5% E100% Estatistica
o 3 7,609+1,056 7,929+1,342 7,532+1,498 7,890+0,451 8,196+0,670 H =6,373;
Hemacia (milhdes/mm®) 0=0173
. 13,09+1,40 13,12+1,96 13,21+2,47 13,41+0,79 13,87+0,78 H = 3,997;
Hemoglobina (g/dL) 0= 0,406
. 37,66+3,46 38,93+2,16 38,95+2,73 38,79+2,25 40,78+2,60 H=7,794:
Hematocrito (%) 0 = 0,099
V.C.M (fL) 48,73+2,84 47,86+1,84 49,13+2,32 49,14+1,92 50,27+2,49 Fa0) = 0,7223; p=0,123
H.C.M (pg) 17,33+1,27 16,68+1,05 17,67+1,17 17,00+0,72 16,95+0,90 F.70)= 1,020; p = 0,106
C.H.C.M (g/dL) 34,79+0,96 34,80+0,63 34,96+0,93 34,83+0,52 34,22+1,00 Fe70) = 1,268; p = 0,270
15,98+2,07 14,80+0,94 15,42+1,00 15,44+0,76 15,51+1,38 H=6,411;
RDW (%) ~
p=0,170
Leucograma
Leugcécitgs Totais 5,356+0,9409 5,611+1,250 5,623+1,445 5,964+1,338 5,908+1,429  Fy70) = 0,5461; p = 0,804
(10°/mm?~)
Linfocitos (10°/mm?®) 3,755+0,771° 4,196+1,021° 3,892+1,072° 5,572+1,0812 5,627+1,197*  F70) = 0,4873; p < 0,001
- 3 3 0,4083+0,0900° 0,3648+0,1180° 0,3364+0,0504% 0,2105+0,0498° 0,1636+0,0504" H = 38,40;
Neutrofilos (10°/mm?) b < 0,001
.. 3 3 0,910+0,3242 1,009+0,422° 0,809+0,3612 0,370+0,154" 0,321+0,157" H = 39,65;
Mondcitos (10°/mm?) b < 0,001

Legenda: V.C.M.: Volume corpuscular médio; H.C.M.: Hemoglobina corpuscular média; C.H.C.M.: Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular
Média; RDW: Red Cell Distribution Width. C: grupo controle; CS: grupo controle seco; CA: grupo controle dgua; E5: grupo efluente de curtume a 5%
e E100 grupo efluente de curtume (100 %). Os dados paramétricos foram submetidos ao one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey, a 5% de
probabilidade e os dados ndo-paramétricos foram submetidos ao teste Kruskal-Wallis, com pds-teste de Dunn’s, também a 5% de probabilidade. Os
numeros indicam a média + desvio padrao.
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Figura 2. (A) Biomassa corporea (g); (B) consumo de ra¢do (g) e (C) agua (mL) de camundongos
machos Swiss expostos ou ndo ao contato direto com efluente de curtume. As barras representam a
média + desvio padrdo (n=15/grupo). Em “A” os asteriscos indicam diferenca significativa das
massas dos animais aferidas no inicio e ao final do experimento, cujos dados foram submetidos a
two-way ANOVA, com pds-teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Em “B e C”, os dados foram
submetidos ao teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, também a 5% de probabilidade. C: grupo
controle; CS: grupo controle seco; CA: grupo controle dgua; E5: grupo efluente de curtume a 5% e
E100 grupo efluente de curtume (100 %).
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Figura 3. (A) Massa relativa dos testiculos e (B) epididimos de camundongos machos Swiss
expostos ou ndo ao contato direto com efluente de curtume. As barras representam a média +
desvio padrao (n=15/grupo). Em “A”, os dados foram submetidos ao teste ndo-paramétrico de
Kruskal-Wallis, a 5% de probabilidade. Em “B”, os dados referentes ao epididimo esquerdo
foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis e do epididimo esquerdo, & one-way ANOVA,
também a 5% de probabilidade. C: grupo controle; CS: grupo seco; CA: grupo controle agua;
ES5: grupo efluente de curtume a 5 % e E100 grupo efluente de curtume (100%).
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ANEXO |

=am Ministério da Comissao de Etica no
INSTITUTO Educacéao Uso de Animais

Goiano

CERTIFICADO

Certificamos que 0 Projeto Inttulado “TOXICOLOGIA REPRODUTIVA DE MACHOS DE CAMUNDONGOS SWISS EXPOSTOS A
EFLUENTE DE CURTUME", protocolado sob 0 CEUA n® 2618170515, sob a responsadilicace oé Prof. Dr. Gullherms Malafala Pinto
- Que envoive 3 produgdo, manutengio 20U Utiizagao de animals pertencentes 30 Mlio Chordata, subflio Venebrata (exceto o homem),
Dara fns de PesquIS3 CIEntifica (ou EnSing) - SNCONTT3-5& J8 3COMD0 COM 05 rEcelios da Lel 11,734, de 8 o2 outubro e 2008, com o
Decreto 6893, de 15 de juiho de 2005, com a5 NOMAas edtadas pelo Conselho Naclony de Controle da Experimentagio Animal
(CONCEA), & ol aprovado pela Comissdo de Etca no Uso de Animais 0o Instituto Faderal Golano (CEUAAF Golano) em reunido de
09/08/2016.

We certty tat the proposal "Reproductive toxicology of Swise mice exposed o tannery effuent”, ullizing 270 Heterogenics
mice (males and femases), protocol number CEUA 2616170516, uncer the responsiity of Prof. Dr. Guliherms Malafala Pinto
- which MVONVes the Production, maiNenance andior USe of animals beIonging 10 the Phylm Chordata, SUDPhyum Verebrata
MMWWLMWMW(UMJ~“IIW“Lﬁ".m.umﬂm
Decree 6839, of July 15, 2002, With the nules Issued Dy the National Counct for Control of Animal Expenimentation (CONCEA),
and was approved Dy the Ethic Commitiee on Animal Use of the Goano Federal Insttute (CEUAIF Go@no) In the meeting of

£3/09/2016.
Vigéncia da Proposta: o8 05/2016 a 022017 Area: Cincias Slologicas
Procedéncia: Bioteno Central
Espécie: Camungongos heterogenicos Ge2nero: Machos e Fameas idage: 3asimeses N 270
Unhagem: Swiss Pesoc 303459

Resumo: Os efiuentes de curtume s30 reSiducs Qerados em grandes quantidades pelas Inddsiias curumelras. Em funglo oe sua
constituigdo quimicas, lals rasioucs tem potencial atamente 10wco. Raros esludos envoivendo 06 efelos desses efiuentes em
mamiercs fram realizados. QUESDON-6E, POr EXEMPD, SODME COMO S&M1a O COMPONamENtd SeXudl o CaMUNDONGOs MAchos
exposios a efluente de curtume? A exposigdo 3 efluente U8 curtume sera capaz de afetar a produgdo € 3 morfoiogla oe
espermatozoides, assim como provocar alteragies histopatoldgica em drgdos do sistema reprodutor dos animais? £ por am, 3
exposicdo 3 esses efluentes CIUSANA OXICIAATE rEprOCUIVA NOS ANIMAIS, DIOVOCANGO-INSE DIEjUIZOS MEPrOOULIVOS, QUANGCO COIOCANOS
&m Jcasalamento com fmeas? O quio essas Ateragdes POCEM 56 RXTAPOIATAS PIFA SSDECIES dé DEQUENDS MAMIferos 00 Cerraco
Que podem ter contato direto ou MAIFRO COM @666S resiCUDs™ Nesse SentioD, O presente Projeto VIsara responder 3 essas questies,
com 0 Intuido de conirdulr com 0 conhecimento SODre 0 Impacic que 0 efuents de curtume, descartado Incometaments no ambiente,
pode causar em um mamifero temestre. £ mportante ponderar que Sstudos 0eSs3 natureza podem sudsidlar agdes ou medigas em
prol da presenacdo & conservagdo do Cerrado, CONSIIEranto que MURaS NOUSINAS CUMUMEas OesCaram Seus residucs em
ambient NAMUrN, S8M QUAIGUEr PreocuPagio COM O QUE €653 Prafica Pode CAUSAT NO AMDIENtE & NOS OrGaNISMOS.

%. : D
Prof. Ms. Fabricio Carrido dos Santos
Coor da Comi de Efica no Uso de Animais

Instituto Federal Golano

Golania, 02 de agosto de 2016
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