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RESUMO

O cadmio (Cd) é um metal pesado toxico conhecido por ser um importante
desregulador enddcrino. Contudo, poucos estudos exploram os efeitos da
exposicao ao Cd no desenvolvimento de caracteristicas da sindrome do ovario
policistico (SOP) e da faléncia ovariana prematura (FOP). Neste estudo,
avaliamos se a exposicdo subaguda ao Cd a uma dose similar & de exposicao
ocupacional resulta em anormalidades no eixo hipotadlamo-hipéfise-gbnada
(HPG) e alteracdes relacionadas a SOP e FOP. Ratas Wistar foram expostas a
CdCl, (100 ppm em agua por 30 dias) e os niveis de Cd no soro, eixo HPG e
atero foram avaliados. Além disso, avaliamos fatores metabdlicos, funcéo do
eixo HPG, morfofisiologia do trato reprodutivo, inflamacéo, estresse oxidativo e
fibrose. A exposicéo ao Cd elevou seus niveis no soro, no eixo HPG e utero. As
ratas Cd apresentaram danos metabolicos, reducéo da adiposidade, dislipidemia
e resisténcia a insulina (RI). O Cd também causou o funcionamento inadequado
no eixo HPG. Constataram-se irregularidades no ciclo estral, expressdo de
MRNA hipotalamica anormal com superexpressdo de Kisspeptina 1 (Kissl),
receptor de androgénio (AR) e proteina alvo mecanistico da rapamicina (mMTOR)
e menor expressao dos receptores de Kissl (Kiss1R) e de leptina (LepR) e do
fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), altos niveis do horménio luteinizante (LH),
baixos niveis do hormdnio anti-Mulleriano (AMH) e desenvolvimento folicular
ovariano anormal, reducdo da reserva ovariana e do numero de foliculos antrais
foram observados, sugerindo deplecao ovariana. Além disso, a exposicao ao Cd
causou diminuicdo na espessura da camada da granulosa e do numero de
corpos luteos juntamente com um aumento de foliculos cisticos e atrésicos. A
exposicao ao Cd aumentou a inflamacgéo, estresse oxidativo e o remodelamento
no trato reprodutivo. Finalmente, correlagdes positivas foram identificadas entre
0os niveis de Cd sérico e no trato reprodutivo com resisténcia a insulina,
dislipidemia e duracéo do ciclo estral, foliculos cisticos, atrésicos, niveis de LH e
inflamacé&o. Assim, esses dados sugerem que a exposi¢cao subaguda ao Cd com
dose similar & de exposi¢céo ocupacional altera a fungéo do eixo HPG, levando a

caracteristicas da SOP e FOP, além de anormalidades metabdlicas em ratas.

Palavras-chave: Cadmio, desregulador endocrino; eixo hipotalamo-hipdfise-

ovario; sindrome do ovario policistico; faléncia ovariana prematura.



ABSTRACT

Cadmium (Cd) is a toxic heavy metal known to be a major endocrine disruptor.
However, few studies have explored the effects of Cd exposure on developing
polycystic ovary syndrome (PCOS) features and premature ovarian failure (POF).
In this study, we evaluated whether subacute exposure to Cd at a dose similar to
that of occupational exposure results in damage to the hypothalamic-pituitary-
gonadal (HPG) axis and abnormalities related to PCOS and FOP. Wistar rats
were exposed to CdCl, (100 ppm in water for 30 days), we evaluated the levels
of Cd in the blood, HPG axis and uterus. In addition, we evaluated metabolic
factors, HPG axis function, reproductive tract morphophysiology, inflammation,
oxidative stress and fibrosis. Exposure to Cd raised its levels in serum, HPG axis
and uterus. The Cd rats presented metabolic damage, adiposity reduction,
dyslipidemia and insulin resistance (IR). Cd also caused the HPG axis to
malfunction. Irregularities in the estrous cycle, abnormal hypothalamic mRNA
expression with overexpression of Kisspeptin 1 (Kissl), androgen receptor (AR)
and rapamycin mechanistic target protein (nNTOR) and lower expression of Kiss1
(Kiss1R) and leptin receptors (LepR) were observed and tumor necrosis factor
alpha (TNF-a), high levels of luteinizing hormone (LH), low levels of anti-Mullerian
hormone (AMH) and abnormal ovarian follicular development, reduced ovarian
reserve and follicle number antral were observed, suggesting ovarian depletion.
Furthermore, exposure to Cd decreases the granulosa layer thickness and the
corpora lutea counting and increases the cystic and atretic follicles. Cd exposure
increased inflammation, oxidative stress, and remodeling in the reproductive
tract. Finally, positive correlations were observed between serum and
reproductive tract Cd levels with insulin resistance, dyslipidemia and estrous
cycle duration, cystic and atretic follicles, LH levels and inflammation. Thus, these
data suggest that subacute exposure to Cd at a dose similar to that of
occupational exposure alters the function of the HPG axis, leading to PCOS and
FOP features besides metabolic abnormalities in female rats.

Keywords: Cadmium, endocrine disruptor; hypothalamic-pituitary-gonadal axis;

polycystic ovary syndrome; premature ovarian failure.
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1. INTRODUCAO
Em 1817 na Prassia, apds suspeita de contaminacdo por Arsénio na

producdo de oxido de zinco (Zn), muito utilizado na indastria farmacéutica, o
professor aleméo Friedrich Strohmeier identificou um 6xido amarelado composto
de um novo metal. Alguns nomes foram sugeridos para 0 novo elemento como
klaprothium e melinum, mas prevaleceu 0 nome proposto por Strohmeier,
cadmio (Cd), do latim cadmia, um termo genérico referente a minerais a base de
Zn (NORDBERG, 2009; TARAKINA; VERBERCK, 2017).

Segundo a classifica¢do quimica o Cd € um metal de transi¢cdo de nimero
atdbmico 48. Assim como outros metais ndo € encontrado no ambiente em sua
forma pura, mas sim formando diferentes complexos com outros metais como
Zn, cobre (Cu), chumbo (Pb), além de carbonatos e até mesmo com poluentes
emergentes como 0s microplasticos (MASSOS; TURNER, 2017; OLGUN;
YILDIZ; SAHIN, 2020). E um metal branco prateado, consideravelmente macio
e maleavel, sendo encontrado em concentracfes entre < 5 e 110 ng/L nos
oceanos e em concentracfes que variam entre 0,1-0,5 ppm na crosta terrestre
(OLGUN; YILDIZ; SAHIN, 2020; VALLERO, 2014).

As concentracdes de Cd no solo e na agua dependem de fatores que
resultem na mobilidade dos compostos contendo esse metal, podendo ser de
origem natural como os observados nas atividades vulcéanicas, na dispersdo de
aerossois de sais marinhos e no natural desgaste de rochas. Contudo, existem
fatores de origem antropogénica, ou seja, aqueles derivados de atividades
humanas, os quais contribuem com cerca de 80-90 % de disperséo do Cd e de
seus compostos (BARRAZA et al., 2017).

As fontes antropogénicas chegam a inserir de 3-10 vezes mais Cd na
atmosfera do que as fontes naturais. As industrias dependendo do seu tipo de
atividade acabam por gerar residuos com diferentes concentracfes desse metal
na forma de vapores e poeira. As principais atividades que liberam esses
residuos sdo a producdo de reagentes corrosivos, estabilizantes de PVC,
pigmentos para tintas, baterias recarregaveis de niquel-cadmio (Ni-Cd),
formacao de ligas, galvanoplastia, uso de fertilizantes fosfatados e queima de
combustiveis fosseis (BULAT et al., 2009; GENCHI et al., 2020; TURNER, 2019;
ZHAO, Y. et al., 2020).
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Uma vez acumulado no solo o Cd é absorvido por diversos tipos de
vegetais, seu acumulo é observado principalmente em regides onde se faz o0 uso
de fertilizantes fosfatados e também em plantios localizados nas proximidades
de regibes com atividade petrolifera. Altas taxas de absorcao de Cd séo notadas
em plantas como o tabaco (utilizado na produgcéo de cigarros e charutos), o
cacau (principal ingrediente de chocolates), cereais (principalmente o arroz), e
inUmeros vegetais folhnosos como as verduras. (A.T.S.D.R., 2012; BARRAZA et
al., 2017).

Em humanos a principal rota da exposicdo ao Cd é a ingestao, podendo
ocorrer pelo consumo de alimentos/agua contaminados para ndao fumantes e
trabalhadores ndo ocupacionais. Entretanto, além da contaminagdo por
ingestdo, a fumacga do cigarro e a inalacdo do ar em areas de industrias de
metais, sdo também fontes importantes de exposicao, logo, os fumantes e
trabalhadores de setores da industria metallrgica sdo os principais expostos e
consequentemente os mais afetados (GENCHI et al., 2020; SATARUG et al.,
2013).

A absorcao do Cd pelo organismo humano varia de acordo com a via de
exposi¢do. A inalagéo principalmente por consumo de cigarro chega a cerca de
25 % (5-50 %). Consumir um Unico cigarro aumenta as concentracées séricas
de Cd em cerca de 0,1-0,2 pg/L visto que cada cigarro pode conter de 0,5-2 ug
desse metal dependendo da origem do tabaco e o grau de utilizacdo de
fertilizantes fosfatados (A.T.S.D.R., 2012; BERNHARD; ROSSMANN; WICK,
2005).

A absorcdo por via oral, seja por ingestdo de alimentos ou agua
contaminada, tem absorcéo estimada em 5 % (1-10 %), contudo, a absorc¢ao por
agua contaminada € maior do que por alimentos contaminados. Alguns dos
primeiros estudos de absorcdo de Cd em animais observaram que esse
processo ocorre na por¢ao superior do intestino delgado, sendo um processo
mediado por carreadores (ANDERSEN et al., 1994; JACOBO-ESTRADA et al.,
2017; SORENSEN; NIELSEN; ANDERSEN, 1993; US EPA IRIS, 1989).

A exposicao ao Cd por ingestéo leva a uma taxa de absorcdo de 1 a 6 %

como demonstrado em modelos roedores e primatas. Em humanos, a taxa media
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de absorc¢éo intestinal fica em torno de 4,6 a 6 %. Estudos apontam que 0s niveis
de Cd no sangue total sdo maiores em mulheres ndo fumantes do que em
homens ndo fumantes como mostra uma investigacdo realizada com 328
individuos de pares gémeos, sendo 61 pares monozigéticos e 103 pares
dizig6ticos com idade média de 68 anos demonstrou que mulheres ndo fumantes
apresentavam niveis mais elevados Cd no sangue do que homens néo fumantes.
Outro estudo com 7377 participantes, sendo 3700 mulheres e 3677 homens
mostrou em varias faixas etérias que vao de 20 a 265 anos niveis mais elevados
no sangue total de Cd nas mulheres do que nos homens (BJORKMAN; VAHTER;
PEDERSEN, 2000; FRIBERG et al., 2019; JARUP et al., 1998; KIM et al., 2014).

Em investigagOes animais identificou-se que a deficiéncia nutricional com
baixa ingestdo de ferro (Fe), Zn, célcio (Ca?') e proteinas pode aumentar
consideravelmente a absorcéo de Cd. Em humanos principalmente em mulheres
a absorcéo é elevada dependendo das reservas de ferro do organismo. Pessoas
com baixas reservas de Fe, chegam a apresentar niveis de Cd quatro vezes
superiores aos niveis de pessoas com reservas normais. A maior captacao de
Cd em mulheres com baixo estoque de Fe tem relacdo com a expressdo do
transportador de metal divalente (DMT1) nos enterdcitos humanos, uma vez que
o Cd compete pelo transportador com o Fe. Deste modo, uma vez que baixos
niveis de ferro e normalmente com baixa ferritina sdo encontrados em mulheres
em idade fértil, € razoavel que se observe maiores taxas de absorcao
gastrointestinal de Cd em mulheres do que em homens (ANDERSEN; NIELSEN;
NORDBERG, 2004; CHANEY et al., 2004; FLANAGAN et al., 1978; FRIBERG et
al., 2019; NORDBERG et al., 2007; TALLKVIST; BOWLUS; LONNERDAL, 2001;
ZALUPS; AHMAD, 2003).

Embora a ingestéo alimentar esteja entre as principais vias de exposicao
ao Cd, poucos detalhes sdo conhecidos sobre seu mecanismo de absorcao.
Estudos em roedores demonstraram que o mecanismo de captacao celular do
Cd no intestino delgado consiste na ligacdo a sitios aniébnicos na membrana
celular seguido por uma internalizacdo dependente da temperatura e limitante
da taxa de captacdo, que provavelmente, esta relacionada a fluidez da
membrana. Por fim, o processo de absorcdo se da por transporte através da

membrana basolateral para o fluido intersticial. Esse processo corresponde a
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apenas 1-2 % da taxa de captacao do limen (KLAASSEN; LIU; DIWAN, 2009;
PROZIALECK, 2013; THEVENOD et al., 2019).

Sabe-se que o transporte de Cd do intestino delgado é também facilitado
por outros mecanismos como o ja mencionado DMT1, além de transportadores
de outros metais como Zn, através do ZIP8 e ZIP14, canais de calcio,
transportadores de aminoacido (como conjugados de Cd-cisteina), por
endocitose de complexos Cd-metalotioneina (Cd-MT) e por outras formas
(Figura 1). As metalotioneinas (MTs) sdo um grupo de proteinas de baixo peso
molecular produzido pelo epitélio intestinal, apresentam como funcéo primaria o
armazenamento e regulacdo da concentracdo intracelular de Zn, além disso,
atuam na neutralizacdo de radicais livres gerados localmente. O Cd é capaz de
estimular a producao de MTs, e como estas possuem capacidade de ligagéo a
metais pesados, tendem sequestrar parte do Cd ingerido. Animais experimentais
e trabalhadores expostos de forma ocupacional apresentam niveis de MTs até
dez vezes maiores que individuos sadios. Apés a absor¢do o Cd é distribuido
pela circulacdo sistémica para varios orgdos ligado a albuminas e outras
biomoléculas reativas contendo grupos tiol no plasma, porém, em menor
guantidade na forma de Cd-MT (KLAASSEN; LIU; DIWAN, 2009; PROZIALECK,
2013; THEVENOD et al., 2019).

Uma vez absorvido pelas células teciduais por acdo de transportadores
similares aos que se encontram nos enterdcitos, o Cd se acumula em varios
orgdos por varios meses e em alguns casos por décadas. No sangue, em
exposicoes agudas ou recentes, a meia vida do Cd pode ser de trés a quatro
meses, enquanto, um acumulo tecidual de longo prazo pode levar a uma meia
vida de cerca de 30 anos. Estima-se que a meia vida do Cd nos rins sejade 6 a
38 anos, no figado 4 a 19 anos, e por fim, em outros tecidos seja de 9 a 47 anos.
Isso acontece pois no citosol o Cd acaba sendo quelado por biomoléculas que
tem sua producao estimulada pela presenca do metal. Em humanos cerca de
50% da carga corporal de cadmio é encontrada nos rins, mas outros 6rgaos ou
tecidos de bioacumulagédo importantes e que contribuem para a carga corporal
sao figado (15%) e musculo (20%). A quantidade de cadmio no 0sso € pequena
se comparada a outros 6rgdos. (A.T.S.D.R, 2002; ORGANIZATION OF THE
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UNITED NATIONS WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011; RAFATI
RAHIMZADEH et al., 2017; THEVENOD et al., 2019).

Fontes de exposi¢ao ao Cd
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Figura 1: Fontes de exposicdo ao Cd e formas de absorcdo no intestinal. MTD1:
transportador de metal divalente. MT: metalotioneina. Baseado em Klaassen; Liu; Diwan, 2009;
Prozialeck, 2013; Thévenod et al., 2019 (KLAASSEN; LIU; DIWAN, 2009; PROZIALECK, 2013;
THEVENOD et al., 2019).

A contaminacdo ambiental com Cd é de particular preocupacao, ja que
esse metal tem como caracteristicas formar compostos néo biodegradaveis e de
alta toxicidade para muitos organismos. Além disso, algumas formas do Cd tém
alta solubilidade em agua, logo, é facilmente absorvido por produtores primarios
e pode entrar na dieta humana via cadeia trofica. A contaminagao ambiental pelo
Cd néo traz apenas efeitos ambientais adversos, mas também riscos para a
saude humana (BARRAZA et al., 2017; BOLAN et al., 2014).

Estima-se que a exposi¢cdo ambiental a produtos quimicos leve a custos

que excedam aproximadamente 10 % do produto interno bruto (PIB) global, valor
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esse que considerando o PIB global de 2021, seria de 9,6 trilhdes de dolares
americanos, aproximadamente seis vezes mais que o PIB brasileiro do mesmo
ano, que foi de 1,6 trilhdes de ddélares ou 8,9 bilhdes de reais. Nao ha
informacdes especificas com relacdo aos gastos em saudde publica com
complicag@es atribuidas diretamente ao Cd para o Brasil ou de forma global na
literatura. Casos de osteoporose atribuidas ao Cd foram investigados em trés
paises europeus, Bélgica, Franca e Espanha, utilizando os niveis urinarios do
metal em investigacdes realizadas nesses paises. Os custos absolutos com
fraturas variaram entre 0,12 (menor estimativa na Bélgica) e 2,6 bilhdes de euros
(maior estimativa na Franca) em mulheres com mais de 55 anos, sendo que
cerca de 23 % dos casos foram atribuidos a exposicdo ao Cd (OUGIER et al.,
2021)

Os danos a saude causados pelo Cd ndo sdo um assunto atual. O
conjunto de casos de uma doenca que viria a ser chamada de itai-itai (“doloroso”
na traducéo simples do japonés) que ocorreu na cidade de Toyama no Japéo a
partir de 1910, acendeu o alerta para os riscos da contaminagcdo com Cd. A
cidade possuia uma das principais minas de metais no mundo que abastecia o
desenvolvimento tecnoldgico da época e chegou a fornecer material para a
Segunda Guerra Mundial (BERNHOFT, 2013; KAJI, 2012).

A intensa atividade da mina poluiu o rio Jinzu com residuos contendo Cd
entre os anos 1910 e 1950. Como o rio era usado na irrigacao, o solo, o cultivo
de arroz, vegetais e peixes foram contaminados pelo metal. A populacédo de
Toyama ingeria cerca de 1000 ug/dia de Cd, algo em torno de 200 vezes mais
gue populacdes ndo expostas diretamente. Ao longo de muitos anos foram
relatados pacientes com dor severa nos 0ssos, anemia, disfuncéo renal,
osteomalacia, dificuldade de locomocéo, osteoporose e fraturas espontaneas,
terminando em morte devido a uma consideravel perda de peso, a maioria das
vitimas eram mulheres de meia idade, na Figura 2 é possivel observar algumas
modificacdes fisicas de pacientes acometidos pela doenca itai-itai (HORIGUCHI,
2014).
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Figura 2: Estrutura corporal relacionada a doenca itai-itai. Enfraquecimento dos ossos
e alteracdo da estrutura/postura corporal em decorréncia da contaminacdo severa por cadmio
(DOKMECI; ONGEN, 2009).

O Comité Conjunto de Especialistas FAO-OMS sobre Aditivos
Alimentares (JEFCA — Joint FAO/WHO Expert Committee in Food Additives)
alterou no ano de 2010 a ingestao toleravel de 7 ug/Kg de peso corporal/semana
(estabelecido desde 1988) para uma ingestdo mensal de 25 pg/Kg de peso
corporal, somado a um limiar de excreg¢ao urinaria de 5,24 ug/g de creatinina.
(EFSA, 2009; SATARUG; VESEY; GOBE, 2017).

No Brasil, um estudo examinou 30 amostras de chocolates
comercializados no pais, os resultados indicaram que os chocolates do tipo
amargo apresentavam concentracdes de Cd e Pb mais altos que os chocolates
do tipo ao leite e branco. Além disso, foi possivel notar que amostras com varias
concentracbes de cacau (em uma faixa de 34 a 85 %) da mesma marca
indicaram uma correlagdo linear entre a porcentagem de cacau e e as
concentracdes de Cd e Pb (VILLA; PEIXOTO; CADORE, 2014).

Outro estudo desta vez realizado no Japao, apontou pelo menos oito
marcas de chocolate de 180 comercializadas no pais com concentragées de Cd
acima dos niveis maximos recomendados pela Unido Europeia. Abt e
colaboradores (2020) examinaram 126 amostras de produtos a base de cacau
ou de chocolate de origens diversas como América Latina, Africa, e de origem

nao definida e observaram correlagdes positivas entre a concentracao de cacau
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e a presenca de Cd e Pb. Além destes, outros autores reportaram altos niveis de
Cd e Pb em chocolates do tipo amargo ou dark quando comparados aos
chocolates ao leite, sendo isso atribuido portanto, a alta porcentagem de cacau
sélido nesses produtos (ABT et al., 2018; ABT; ROBIN, 2020; KATAOKA et al.,
2018; VILLA; PEIXOTO; CADORE, 2014).

A American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH)
estabeleceu em 2001 o indice de exposigao bioldgica de 5 ug/L no sangue e 5
Mg/g de creatinina na urina para trabalhadores expostos por dispersdo no ar.
Atualmente a ACGIH indica para seguranca de exposicao respiratoria niveis
inferiores a 0,1 ug/L de Cd no ar (ACGIH, 2019; BULAT et al., 2009).

Ha no Brasil atualmente uma caréncia no que se diz respeito ao
monitoramento da contaminacgéo, exposicdo e dos efeitos desse metal sobre a
saude dos brasileiros. No contexto ambiental existem valores limite para controle
da contaminacao, contudo, no ambito ocupacional, o Brasil se utiliza de valores
discrepantes, alguns deles utilizados em outros paises, 0 que ndo garante uma
compatibilidade dos niveis biolégicos seguros (ou menos nocivos) de
contaminacdo e exposicdo ao Cd com a realidade brasileira (COSTA, L. C.,
2015).

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabelece valores
limite de concentracdo de Cd em corpos de agua e aguas subterraneas, sendo
de 0,01 e 0,1 mg/L em &guas doces de classe 1, 2 e 3 que sdo respectivamente
aguas para consumo humano apés tratamento simplificado (natacao, irrigacéo e
protecdo de areas indigenas), tratamento convencional (natacao, irrigacéo,
aguicultura) e tratamento avancado (irrigacdo de arboreas, pesca amadora,
dessedentacao animal); 0,005 e 0,04 mg/L em aguas salinas de classe 1 e 2
gue sao respectivamente aguas de recreacdo de contato primario (protecdo de
comunidades aqudticas, aquicultura e pesca) e contato secundario (pesca
amadora); 0,005 e 0,04 mg/L em aguas salobras classe 1 e 2 que séo
respectivamente aguas de recreacdo de contato primario (natagéo) e contato
secundario (pesca amadora). Ja em aguas subterraneas a variacao vai de 5-50
Mg/L dependendo do uso desde o consumo humano até dessedentacédo animal
(CONAMA, 2005, 2008).
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Os desastres e crimes ambientais sao importantes formas de
contaminacdo do ambiente por Cd. O colapso da barragem de Funddo em
Mariana, Minas Gerais € considerado o episédio tragico mais significativo da
histéria do Brasil. Cerca de 50 milhdes de m® de lama contendo rejeitos de
minério de ferro foram despejados no ambiente. Esse desastre impactou de
forma tragica o ecossistema do Rio Doce elevando os niveis de metais como
Arsénio (As) e Cd no seu sedimento, esse material percorreu cerca de 650 Km
ao longo do rio e alcangou o Oceano Atlantico. O Cd em especial alcangou niveis
consideravelmente mais elevados que o0s encontrados anteriormente ao
rompimento da barragem, ultrapassando o0s niveis considerados seguros
segundo o CONAMA. Quando analisada a concentracao de Cd diretamente na
lama do rejeito de minério, identificou-se quantidades ainda mais elevadas,
indicando o quédo importante € o monitoramento dessas barragens para controle
da controle e prevencéo de contaminacfes de corpos de agua (DUARTE et al.,
2021).

Anos depois, outra tragédia ambiental ocorreu também em Minas Gerais,
dessa vez na cidade de Brumadinho. Apesar do volume de rejeito de minério de
ferro quatro vezes menor que o liberado no rompimento da barragem de Fundéo
(12 milhdes de m?), o nimero de mortes foi muito superior, cerca de 270 vitimas
fatais contra 19 da tragédia anterior. Pelo menos 2,7 km? foram destruidos pelos
rejeitos de mineracéo, incluindo vegetacdo de Mata Atlantica, areas de protecao
permanente ao longo de cursos d'dgua e muitos prédios corporativos e
particulares. Uma avaliacdo da concentracdo de Cd na agua e no sedimento do
Rio Paraopeba realizada cinco dias apés o rompimento da barragem indicavam
niveis com maior probabilidade de efeitos prejudiciais, contudo, cerca de um ano
apos outro identificou deposi¢éo abaixo do limite de detec¢do no sedimento e
em amostras de peixes (PARENTE et al., 2021; VERGILIO et al., 2020).

N&o ha na legislagdo brasileira normas regulamentadoras, resolugdes
atualizadas ou qualquer mencdo a niveis seguros de Cd no sangue de
trabalhadores. Apenas a Norma Regulamentadora n® 07 (NR-07) - Programa de
Controle Médico de Saude Ocupacional estabelece um indicador biologico de
exposigcao excessiva (IBE/EE) para Cd na urina de 5 ug/g de creatinina. Os
laboratorios clinicos brasileiros adotam valores de referéncia discrepantes para
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concentragbes de Cd no sangue que vao desde “niveis indetectaveis” até 10
Mg/L, um deles usa como referéncia os 5 ug/L recomendado pelo ACGIH,
demonstrando a falta de uma base para a padronizacdo da monitorizacdo desse
metal na populacdo (BEHRING, 2021; FLEURY, 2021; HAOMA, 2021; HERMES
PARDINI, 2021; MINISTERIO DA ECONOMIA, 2020).

Um estudo realizado no Brasil demonstra a diferenca nos niveis no
sangue total de Cd entre populacdes com diferentes proximidades de &reas
industriais. Enquanto a populacéo localizada nas proximidades de regibes com
atividade industrial possui maiores concentracdes de Cd em amostras de sangue
total (cerca de 0,43 ug-L™), a populacdo de uma area mais distante de qualquer
atividade industrial ou de mineragao apresentava menores niveis de Cd (0,27-L™*
aproximadamente) (NAKA et al., 2020).

Em uma investigacdo realizada em trabalhadores, constatou-se que
individuos expostos mesmo que indiretamente como os da fundicdo de metais
apresentaram concentracdo urindria de Cd duas vezes maiores que
trabalhadores de setores de menor exposicdo, como os do setor administrativo
(0,90 £ 0,80 e 1,91 + 1,90 pg-L™* respectivamente) (PEIXE et al., 2014).

Um recente estudo de coorte (Projeto Infancia e Poluentes Ambientais —
PIPA/UFRJ) com foco nos efeitos sobre a saude infantil da exposicdo a
substancias quimicas (metais, pesticidas e plastificantes) dispersas no ambiente
ao qual criancas estdo expostas desde a concepcdo apresenta mesmo que
forma preliminar, dados alarmantes. Observou-se que todas as 134 gestantes
avaliadas apresentaram niveis séricos acima do detectavel de arsénico, chumbo,
mercurio e cadmio. Apds o parto, o sangue do corddo umbilical de todos os
recém-nascidos também apresentou a presenca desses metais, e com
concentracgdo ligeiramente mais alta que a das mées. Até o presente momento,
o projeto se encontra em andamento e realizard& o acompanhamento
multidisciplinar do desenvolvimento das criancas até o quarto ano de vida
(FROES-ASMUS et al., 2021).

O Cd é considerado um dos metais mais toxicos e com efeitos adversos
em varios processos biolégicos (Figura 3). Considerando seus efeitos

carcinogénicos, somados aos efeitos nocivos relatados nos tecidos nervoso,
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renal e 0sseo, esse metal e seus derivados O6xido, sulfato e cloreto foram
classificados pela Unido Europeia na categoria 1B. Do mesmo modo, a Agéncia
Internacional de Pesquisa em Céancer (IARC - International Agency of Research
on Cancer) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA -
United States Environmental Protection Agency) também classificaram o
elemento e seus derivados no grupo 1 e classe B respectivamente (BARRAZA
et al., 2017; GENCHlI et al., 2020).
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Figura 3: Orgéaos e tecidos afetados pela exposicdo ao Cd. Baseado em Barraza et al.,
2017; Genchi et al., 2020 (BARRAZA et al., 2017; GENCHI et al., 2020).

Sabe-se que varios 6rgaos podem ser alvos do Cd como o figado, rins e
o tecido adiposo branco (TAB). Este ultimo, € um 6rgéo dindmico que possui a
vital funcéo de auxiliar na manutencéo do estoque energético do corpo, papel
essencial para a homeostase. Além dessa fungcdo, o TAB contribui com a
liberacdo das adipocinas leptina e adiponectina, permitindo a comunicacao
metabdlica entre os o0rgaos. A literatura apresenta evidéncias de que o Cd pode
impactar de forma negativa as funcées do TAB desregulando a adipogénese,
lipogénese, lipdlise e consequentemente a liberagcéo das citocinas (ATTIA et al.,
2022).
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Investigacbes em humanos relacionam cadmio no sangue e sindrome
metabdlica. Utilizando parametros como pressao arterial, circunferéncia da
cintura, niveis de glicose em jejum, triglicerideos, lipoproteina de alta densidade
(HDL), 4084 participantes foram separados em portadores de sindrome
metabdlica e ndo portadores. O estudo apontou que pacientes com sindrome
metabdlica apresentavam valores mais altos de Cd do que o outro grupo e ainda
foi possivel identificar correlacéo positiva entre a sindrome e Cd sanguineo em
pessoas de até 60 anos, além de niveis mais altos em um subgrupo de mulheres
(XING et al.,, 2022). Outra investigacdo com 140 individuos utilizou-se de
informacdes sociodemograficas, escores de dislipidemia e diabetes e valores de
Cd sérico. Foi identificada uma associacao significante entre a concentracao de

Cd no soro com alto risco de dislipidemia (AYOUB et al., 2021).

A leptina € uma importante adipocina que normalmente tem sua
concentracdo sérica circulante proporcional a adiposidade corporal. Suas
principais funcdes sdo regulacdo da ingestdo alimentar, metabolismo lipidico,
homeostase da glicose, controle da concentragdo de insulina, gasto energético,
além de contribuir com eventos que envolvem a reproducao. A literatura relata
alteracdes sobre o tecido adiposo sobre influéncia da exposicdo ao Cd, como
reducdo do tamanho dos adipdcitos, reducdo da expressdo e consequente
diminuicdo da concentracdo sérica de leptina, além disso, ja foi relatado que a
exposicao crénica ao Cd reduz a expressao dos receptores de insulina em
adipdcitos, evento este que € um passo importante para o desenvolvimento de
resisténcia a insulina, uma das caracteristicas classicas do diabetes melito do
tipo 2 (ATTIA et al., 2022; KAWAKAMI et al., 2010, 2013; MARTINEZ-SANCHEZ,

2020; TSAl et al., 2012).

A toxicidade do Cd tem efeito deletério sob varios aspectos da biologia
celular. Os ions Cd tem grande afinidade por macromoléculas contendo
grupamentos -SH e dissulfeto. Deste modo, proteinas contendo esses grupos
como as MTs e a glutationa (GSH) sédo grandes carreadores de Cd. No interior
da célula o Cd age via producéo de espécies reativas de oxigénio (EROs), dentre
as quais radicais hidroxila, radicais superoxidos e peroxido de hidrogénio, o
acumulo desses radicais livres nas células resulta no estresse oxidativo como
ilustrado na Figura 4 (GENCHI et al., 2020).
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O termo estresse oxidativo foi introduzido por Helmut Sies e destaca o
desequilibrio entre a producdo de substancias oxidativas e as defesas
antioxidantes, podendo levar a danos aos sistemas biologicos. Agentes
enddgenos e exdgenos causam 0 estresse oxidativo, o termo espécies reativas
de oxigénio abrange moléculas derivadas de Oz, incluindo anion superoxido
(O2*), peroxido de hidrogénio (H203), radical hidroxila (¢OH), 0zdnio e oxigénio
singlete. A sinalizacdo redox envolve a transducdo de sinais em que agentes
oxidantes funcionam como mensageiros secundarios. Essa sinalizacéo, assim
como o estresse oxidativo, depende de estimulos enddgenos e exdgenos. Para
que isso ocorra de forma fisiol6gica e ndo patoldgica é indispensavel que ocorra
uma regulacdo entre a quantidade de agentes oxidantes e agentes redutores
como a glutationa e outros, garantindo assim, a homeostase redox. Doencas que
envolvem o estresse oxidativo tendem a ter relacdo com a interrupcdo da
homeostase redox, como na diabetes melito do tipo 2 (FORMAN; ZHANG, 2021).

O estresse oxidativo leva a oxidacdo e desregulacdo de importantes
biomoléculas como o DNA, proteinas e lipideos. O Cd pode inibir a atividade e
ou causar a deplecao de enzimas importantes para o metabolismo celular como
as ATPases, e também enzimas que contribuem para o controle do estresse
oxidativo, ou seja, do sistema antioxidante como a superéxido dismutase,
catalase, glutationa peroxidase e lactato desidrogenase. Enzimas com o
grupamento tiol inativado passam a ter sua funcéo prejudicada, o que leva a uma
desregulacéo intracelular. Deste modo, complicagdes como perda da integridade
de membranas, baixo potencial mitocondrial, desregulacdo da sintese de ATP,
ativacdo das vias da apoptose e outras podem ocorrer como ilustrado na Figura
4 (BIAGIOLI et al., 2008; BRANCA et al., 2020; CUYPERS et al., 2010; GENCHI
et al., 2020; PRUELL; ENGELHARDT, 1980).
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Figura 4: Acéo direta e indireta do Cd na geracdo de EROs e dano intracelular.
Baseado em Genchi et al., 2020.

O Cd pode causar desregulacdo ndo s6 das vias de modulacdo do
estresse oxidativo, mas também da inflamacéo. A literatura vem relatando por
meio de estudos in vivo e in vitro que a exposi¢cao ao Cd resulta na ativagao de
certos tipos celulares como as células de Kupfer no figado, além de estimular a
infiltracdo de neutréfilos e aumentar a secrecdo de fatores pro-inflamatérios e
anti-inflamatérios via macréfagos. Os principais marcadores inflamatorios
liberados sob exposicdo ao Cd sdo IL-1, IL-6, IL-8, TNF-a e diferentes
quimiocinas em varios tecidos (LINDEN et al., 2016; ODEWUMI et al., 2015;
OLSZOWSKI et al., 2012; PAPA et al., 2014).

O sistema imune modula os processos inflamatérios e tem papel integral
em ambos os eventos fisioldgicos e patofisioldgico da reproducdo. Em ambos os
individuos do sexo masculino e feminino, ha uma relagdo proxima entre seus
tratos reprodutivos com o sistema imune que é rigidamente regulado para
garantir de forma eficiente as demandas para uma reproducdo bem-sucedida.
Em individuos do sexo feminino, eventos como ovulagdo, menstruacao,

implantacéo e o parto, estdo associados a inducédo de mediadores inflamatorios.
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A correta programacao dos processos inflamatérios, sustentam a implantacéao e
consequente sucesso da gestacdo. Portanto, a funcdo do sistema imune se
alterado durante, ou até mesmo antes da gestacdo, pode ter um impacto
significante ndo apenas na saude reprodutiva, mais também na saude a longo
prazo da prole (YU; CHANG; SCHIJENKEN, 2022).

Sabe-se que a reproducdo feminina € modulada por alguns fatores
enddgenos como as alteragées hormonais, inflamacéo e estresse oxidativo, mas
também de fatores exdgenos como a nutricdo, temperatura/ambiente, e além
desses, 0s contaminantes ambientais, que podem, dependendo do seu grau de
exposicao, alterar a fisiologia reprodutiva feminina (AGARWAL; GUPTA;
SHARMA, 2005; JABBOUR et al., 2009).

A exposicdo ao Cd aumenta o acumulo desse metal ao longo do trato
reprodutivo feminino (GALLAGHER; MOONGA; KOVACH, 2010; KUMAR;
SHARMA, 2019; XUYING WAN et al., 2010). Esse acumulo pode afetar o
sistema reprodutivo feminino desregulando o ciclo reprodutivo, causando
anovulacdo, infertlidade, e como demonstrado recentemente, o0
desenvolvimento de caracteristicas observadas na sindrome do sindrome do
ovario policistico (SOP) e na faléncia ovariana prematura (FOP) (LEE et al.,
2018; MONTEIRO et al., 2020; ZHANG, W. et al., 2017).

A SOP é uma desordem reprodutiva heterogénea caracterizada segundo
os critérios de diagnéstico de Rotterdan por pelo menos duas caracteristicas
dentre trés determinantes, a disfuncdo ovulatéria parcial ou total,
hiperandrogenismo clinico ou bioquimico e morfologia ovariana policistica
(GOODARZI et al., 2011; MCCARTNEY; CAMPBELL, 2020).

Contudo, a SOP é associada com muitas outras complicacdes, ja que
individuos com essa condicdo podem apresentar outras caracteristicas
reprodutivas, metabdlicas, enddcrinas e até mesmo psicoldgicas. Dentre essas,
elevacdo dos niveis de hormoénio luteinizante (LH) estimulados pelo hormonio
hipotalamico de liberador de gonadotrofinas (GnRH), além de estar associada a
fatores de risco cardiometabdlicos incluindo sindrome metabdlica, esteatose
hepatica, resisténcia a insulina e dislipidemia (ALVAREZ-BLASCO et al., 2006;
EHRMANN et al., 2005).
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A FOP, também conhecida como insuficiéncia ovariana primaria, € uma
desordem associada com funcao folicular ovariana imprépria e deplecédo da
reserva folicular (Nelson et al., 1982; Jiao et al., 2018). E uma condi¢éo
caracterizada por ciclo reprodutivo irregular, reducao da capacidade de produzir
esteroides sexuais e niveis aumentados de gonadotrofinas como j& reportado
por exemplo no hipogonadismo hipergonadotréfico (BENETTI-PINTO et al.,
2020).

SOP e FOP sao condi¢des que impactam aproximadamente 10 e 1 % das
mulheres em idade reprodutiva respectivamente. ISso é preocupante porgue o
ovario desempenha um papel fundamental como modulador integrativo da salude
feminina reprodutiva e nao reprodutiva (BHATTACHARYA; KEATING, 2012,
DUMESIC et al., 2015). Ambas possuem subclassificagdes de acordo com o
grau de severidade das manifestacfes clinicas ou com o estado clinico como
ilustrado na Tabela 1 (NELSON, L. M., 2009; WALTERS et al., 2018).

Tabela 1 — Subclassificagcdes da SOP e FOP de acordo com as
caracteristicas fisiopatologicas.

Sindrome do ovério policistico (SOP)

Caracteristicas

Severidade Hiperandrogenismo Oligovulacéo Ovario policistico
Baixa X v v
Média v X v
Alta v v X
Muito alta v v v

Faléncia ovariana prematura (FOP)

Caracteristicas

Estado clinico Niveis de FSH Reserva folicular ~ Ciclo reprodutivo
Normal Normal Normal Regular
Oculta Normal Reduzido Regular
Bioquimica Elevado Reduzido Regular
Evidente Elevado Reduzido Irregular/ausente

SOP: Sindrome do ovario policistico; FOP: Faléncia ovariana prematura. X: Caracteristica
ndo observada; v': Caracteristica observada. Baseado em Nelson (2009) e Walters et al
(2018).

Estudos relatam consequéncias prejudiciais da exposicao de fémeas ao

Cd utilizando diferentes modelos de dose variando (0,09-8 mg/kg/dia), como
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ciclo estral anormal, foliculogénese reduzida, niveis de hormdnios sexuais
anormais e inflamacéo do trato reprodutivo (TR) (A.T.S.D.R, 2002; WENG et al.,
2014). Contudo, os estudos anteriores que examinaram tais efeitos, embora
focados em aspectos especificos do eixo HPG, ainda carecem de uma descri¢cao
fisiologica que conecte os efeitos centrais e periféricos da funcéo reprodutiva
normal. Recentemente, alguns estudos mostraram que a exposi¢cdo ao Cd
contribuiu para o desenvolvimento de caracteristicas da SOP e FOP em modelos
de mamiferos (BELANI et al., 2016; KIRMIZI et al., 2020; LEE et al., 2018).

Entretanto, os mecanismos pelos quais a exposicdo ao Cd leva as
caracteristicas da SOP ou FOP pela desregulacéo do eixo HPG ainda precisam
ser melhor esclarecidos. Além disso, ndo ha relatos que mostram os efeitos do
Cd sobre eixo HPG, bem como a modulacao da funcédo neuronal do GhnRH com

doses encontradas em trabalhadores ocupacionalmente expostos.

Desta maneira, a proposta deste estudo foi avaliar se a exposicdo em
ratas de forma subaguda a um nivel sérico de Cd semelhante ao reportado em
populacdes ocupacionalmente expostas e abaixo de niveis considerados
seguros internacionalmente tem potencial de alterar o eixo HPG e o metabolismo
e prejudicando sua funcdo e levando desta forma ao aparecimento de
caracteristicas semelhantes aquelas presentes na SOP e FOP.



31

2. JUSTIFICATIVA E HIPOTESE
O Cd bem como os compostos derivados sdo utilizados ha longos anos

pela humanidade. Contudo, esse metal tem um grande potencial de toxicidade e
se acumula com facilidade nos sistemas biolégicos. De fato, os humanos podem
se contaminar por inumeras vias, respiratoria, enteral e em menor quantidade
por absorcdo cutanea. Sua exposicao afeta inUmeros Orgdos e sistemas no
corpo humano, podendo, em alguns casos, causar a alteracbes graves e

irreversiveis e até mesmo levar a morte.

Como mencionado anteriormente, alguns fatores chamam a atencéo para
a seriedade da contaminacao em individuos do sexo feminino, ja que o Cd tende
a se acumular mais nesses individuos podendo causar alteracbes no trato
reprodutivo, levando a infertilidade, mas também estimulando o aparecimento de
caracteristicas de doengcas com amplo grau de complicacdes como a FOP e SOP
gue estdo associadas a problemas cardiovasculares e metabdlicos, o que acaba

por levar a um prejuizo na qualidade de vida.

Deste modo, este estudo foi elaborado para testar a hipétese de que a
exposicao ao Cd a um nivel sérico semelhante ao observado em trabalhadores
expostos ocupacionalmente, mimetizada de forma subaguda com CdCl, (100
ppm por 30 dias) possa causar irregularidades metabdlicas e reprodutivas, como
desregulacéo da funcdo do eixo HPG, ciclo estral irregular, foliculogénese
anormal, desregulacdo hormonal, alteracdo morfolégica do trato reprodutivo e
dos principais 6rgdos do metabolismo, com possivel processo inflamatorio e
disfuncéo no controle do estresse oxidativo, e que essas complicacdes possam

se correlacionar com as caracteristicas de SOP e FOP.
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3. OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos da exposi¢ao subaguda ao CdCl, sobre o eixo HPG de ratas

e sua influéncia em caracteristicas da SOP e FOP.

4. OBJETIVO ESPECIFICO

1. Quantificar o acumulo de Cd ao longo do eixo HPG.

2. Avaliar a acéo da exposi¢cao subaguda ao Cd sobre o eixo HPG.

3. Avaliar os efeitos do Cd sobre a funcao do trato reprodutivo.

4. Analisar a acdo do Cd sobre o perfil metabdlico.

5. Determinar agdo do Cd sobre a morfometria no trato reprodutivo.

6. Determinar acdo do Cd sobre a inflamacé&o no trato reprodutivo.

7. Analisar o efeito do Cd sobre agentes pré-oxidantes no trato reprodutivo.
8. Investigar a acdo do Cd sobre as caracteristicas da SOP.

9. Investigar a acdo do Cd sobre as caracteristicas da FOP.
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5. MATERIAL E METODOS

5.1 Animais e exposicao
Ratas Wistar adultas (12 semanas de idade, = 200 g) foram mantidas em

temperatura controlada, entre 23 e 25 °C, umidade controlada, entre 50-60 % e
com ciclos claro/escuro de 12/12 horas. Todos os protocolos foram aprovados
pela Comisséo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal do Espirito
Santo (n°® 33/2018). Todos os critérios de alojamento, manutencao, manipulacéo,
anestesia e eutanasia seguiram as recomendacfes das Resolu¢cdes Normativas
(RNs) do Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA).
As principais RNs de consulta foram, RN n° 15, de 16/12/2013 que apresenta as
recomendacdes de estrutura fisica e ambiente de roedores e lagomorfos, RN n°
33, de 18/11/2016, que trata de procedimentos em roedores e lagomorfos
mantidos em instala¢cfes de instituicdes de ensino ou pesquisa cientifica. E a RN
n® 37, de 15/02/2018 que se refere aos procedimentos de eutanasia realizados
em animais incluidos em atividades de ensino ou de pesquisa cientifica (BRASIL,
2013, 2016, 2018).

Para analisar altera¢gfes induzidas pela exposi¢ao subaguda de CdCl, no
metabolismo, trato reprodutivo e o eixo HPG, ratas Wistar foram divididas em
dois grupos: Grupo controle, identificado como CON (n= 27) receberam agua
filtrada potavel, enquanto as ratas expostas a CdCl, identificadas como Cd (n=
29), receberam solugdo contendo CdCl, (100 mg. L %, Sigma, MO, EUA)

continuamente por 30 dias.

O grupo exposto ao CdCl, foi referido no texto como Cd durante toda a
investigacdo. A dose de CdCI, e a via oral de exposicdo foram selecionados
medindo os niveis séricos de Cd e comparando as descobertas atuais com
outras investigagcbes anteriores que relataram toxicidade nos tecidos
reprodutivos e metabdlicos (ALMENARA; OLIVEIRA; PADILHA, 2020;
OLIVEIRA et al., 2019; SAMARGHANDIAN et al., 2015).

As ratas receberam racao regular para ratos, foram pesadas, sua ingestéao
de alimentos (por caixa) foi medida a cada cinco dias e a ingestao de agua (por
caixa) foi avaliada a cada dois dias entre 9h e 10h da manha durante um periodo
de 30 dias (Figura 5).
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Figura 5: Modelo de exposi¢cdo dos grupos CON e Cd ao longo de 30 dias.

5.2 Quimicos
Cloreto de cadmio (CdCl,) foi dissolvido em agua destilada (100 mg. L 1,

Sigma, MO, EUA).

5.3 Eutanasia

As ratas foram anestesiadas (cetamina 90 mg / kg e xilazina 10 mg / kg,
ip) no dltimo dia de tratamento (dia 30) e eutanasiadas por exsanguinacao.
Amostras de sangue e a pesagem dos 6rgaos umidos foram obtidos na manha
de fase de metaestro-diestro (M-D) e direcionados aos respectivos meios de
conservacao para histologia (PBS-formalina 10 %) ou dosagens quimicas e
bioguimicas (soro e tecidos congelados em freezer -80 °C).

5.4 Ciclo estral
Realizou-se a coleta de lavado vaginal durante os 30 dias de tratamento

com CdCl, a fim de acompanhar as fases do ciclo estral e determinar as
alteracbes do no grupo Cd. Resumidamente, esfregacos vaginais foram
coletados diariamente as 10:00 da manhd ao longo e examinados como
preparacdes coradas com hematoxilina e eosina (H&E). A fases do ciclo estral
foram determinadas e classificadas como proestro, estro ou metaestro / diestro,
com base na frequéncia identificada de células epiteliais cornificadas, nucleadas

e leucocitos polimorfonucleares, conforme descrito em Nelson et al (1982).

5.5 Quantificacéo tecidual de Cadmio
ApOs a exposicdo ao CdCl,, sangue total e os o6rgédos, incluindo o

hipotalamo, hipdfise, ovarios e Uteros foram coletados para avaliacdo dos niveis
de Cd (n =4). Os niveis de Cd foram avaliados usando espectrometria de massa

com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, Nexlon 300-D, PerkinElmer,
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Alemanha) (SENA et al., 2017). O limite de deteccao de Cd foi de 0,15 mg / mL
para o soro, 0,008 mg / g para o hipotalamo e hipdfise, 0,017 mg / g para ovarios

e 0,004 mg / g para utero.

5.6 Anédlise do perfil lipidico
Para avaliar o efeito do Cd sobre o metabolismo lipidico, os niveis de

colesterol total, lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e triglicerideos foram medidos pelo método enzimético
colorimétrico (Kits Bioclin-Quibasa, K083, K071, KO88 e K117, respectivamente).
Os niveis de lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) foram calculados
conforme descrito em (ELEAZU; MADUABUCHI; ELEAZU, 2018).

5.7 Anédlise do perfil hormonal
Amostras de soro (n= 5-10) foram obtidas para determinar os niveis

basais de LH e FSH por ensaios ELISA (ENZ-KIT 107 — LH e ENZ-KIT 108-0001
—FSH, Enzo life Sciences In. Farmingdale, NY, EUA). Os niveis de estradiol (E2),
progesterona (P4) e testosterona (T) foram medidos usando os kits ELISA (EIA-
2693, EIA-2693 e EIA-1559, respectivamente, DRG Instruments GmbH,
Alemanha) (SENA et al., 2017). Os niveis de horménio anti-Milleriano (AMH)
também foram avaliados pelo ensaio ELISA (CEA228Ra), os protocolos foram

realizados de acordo com a bula dos fabricantes.

5.8 PCR RT-quantitativo (RT-PCR)
A fim de investigar alteracdes na expressdo de mMRNA a nivel

hipotalamico, apds a eutanasia, os cérebros das ratas foram dissecados e o
hipotalamo isolado e armazenado a -80 °C até a avaliacdo seguindo o protocolo
descrito por (QUENNELL et al., 2011) (n=5). Todo o hipotalamo foi dissecado
ao longo dos seguintes limites: lateralmente 2 mm de cada lado do terceiro
ventriculo do quiasma Optico até a borda posterior dos corpos mamilares e o
talamo dorsalmente, conforme relatado em nossos estudos anteriores (MERLO
et al., 2016; SENA et al., 2017). Para todos os ensaios, 0 RNA total foi isolado
usando reagente TRI (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e convertido em cDNA por
meio de transcricdo reversa (Applied Biosystems). O PCR em tempo real foi
realizado com o sistema SYBR Green (Thermo Scientific, MA, EUA) usando
primers especificos relatados na Tabela 2. A expressdo do mRNA alvo foi
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normalizada para 18S e expressa como um valor relativo usando o método de
ciclo (Ct) de limiar comparativo (2-AACt) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Tabela 2 — Sequéncias de pares base de primers usados nos ensaios PCR
em tempo real.

Gene Primers Eficiéncia %
GnRH F:5-CCTCTTAGGGATCTGCGAGG-3
R:5-CTGGGCCAGTGCATTACATC-3’ 20359
Kiss1 F:5-CTGCTGCTTCTCCTCTGTGT-3’
109.873
R:5-TTAACGAGTTCCTGGGGTCC-3'
Kiss1R R:5-TCACACCTACTGCAGTGAGG-3’
F:5-ATAGGGCCAGCAGGTTGTAG-3’ 20256
AR F:5-TGGCGGTCCTTCACTAATGT-3’
R:5-GCACTGGCTGTACATTCGAG-3’ 93801
LepR F:5-TCAACGGAGGAGAAAGGACC-3'
R:5-GTGGATGCTAATGTGCCCTG-3’ 20126
mTOR F:5-CTTGCTGATCCTCAACGAGC-3’
R:5-TGCTGGGTGATTTCCTCCAT-3' 95.061
TNF-a F:5-TACCTGGGAGGAGTCTTCCA-3'
R:5-ACTCCAAAGTAGACCTGCCC-3' 92148
AMHR2  F:5-AAGCCTGTAGAGTGCAAGGT-3’
R:5-GTTCCTCACTGCAGTCTCCT-3’ 97024
18S F:5- CTGGATACCGCAGCTAGGAA-3’
100.783

R:5- GAATTTCACCTCTAGCGGCG-3

F: Primer forward; R: Primer reverse; GnRH: Horménio liberador de
gonadotropina; Kissl: Kisspeptina 1; KisslR: Receptor de Kissl; AR:
Receptor de andrégeno; LepR: Receptor de leptina; mTOR: Alvo mamifero
da rapamicina; TNF-a: Fator de necrose tumoral-a; AMHR2: Receptor
hormonal anti-Mdlleriano tipo 2; 18S: 18S RNA ribossémico.

5.9 Analise morfolégica tecidual e histopatoldgica
A hipdfise, ovarios e Utero foram fixados em tampao PBS-formalina 10 %

neutra para as analises histologicas, morfométricas e histopatologicas para
determinar alteracdes causadas pelo cadmio nos tecidos (n = 6). As secdes de
H&E foram realizadas e examinado para parametros morfolégicos (MERLO et
al., 2016; PODRATZ et al., 2015). Os foliculos ovarianos e corpos luteos (CL)
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foram contados e expressos como unidades por area (mm?). Os foliculos
ovarianos foram categorizados como primordial, primario, pré-antral e antral
(MYERS et al., 2004). Os foliculos atrésicos (At) e cisticos (Cis) foram avaliados
conforme descrito por Shi et al. (2009). Foram avaliados o namero total de
foliculos ovarianos saudaveis, a soma dos foliculos totais (saudaveis e nao
saudaveis) e a espessura da camada de células da granulosa ovariana (Figura
6) (CALDWELL et al., 2014). A morfometria uterina também foi avaliada com
medicdo das camadas do miométrio, endométrio, e a contagem de glandulas
uterinas Figura 6). Além da morfometria, a andlise histopatolégica ovariana e

uterina também foi realizada.

Figura 6: Avaliacdo de foliculos antrais e morfometria uterina. (A) Avaliacdo da area
da teca e espessura da granulosa. (B) Seccéo representativa do Utero de rata mostrando os
paradmetros avaliados.

5.10 Andlise dainflamacéo tecidual
Para determinar se a exposicdo subaguda ao Cd alterou o peffil

inflamatério nas ratas, quantificamos o numero de mastécitos hipofisario,
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ovariano e uterino (n= 5-6) utilizando a coloracdo de Alcian Blue (protocolo
padrao da Sigma). Além disso, a atividade dos neutréfilos e macrofagos ovariana
e uterina foi medida indiretamente pelos ensaios da mieloperoxidase (MPO) e da
n-acetil-b-D-glucosaminidase (NAG).
5.10.1 Contagem de mastocitos

Cortes histologicos foram corados pelo método de Alcian Blue. Em
microscopio optico, foram contados mastocitos por corte tecidual, sendo trés
cortes em cada lamina (n=5-6). Cada corte teve o valor da area quantificado pelo
software ImageJ, o quantitativo total de mastocitos foi dividido pela respectiva
area do corte. As contagens foram realizadas e imagens obtidas por meio da

camera Leica acoplada a microscoépio (ICC50 HD Leica Microsystems).

5.10.2 Processamento tecidual para analise da atividade de NAG
e MPO
Cerca de 100 mg de tecido ovariano ou uterino foram pesados e

processados com homogeneizador em tampao 1 (NaCl 0,1 M, NasPO4 0,02M e
Na2EDTA 0,015 M), centrifugados a 9000 G por 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado e fez-se a ressuspensao do pellet com solugdes geladas de NaCl 0,2
% e NaCl 1,6 % + 5 % de glicose. Homogeneizou-se as amostras e foram
novamente centrifugadas por 10 minutos a 9000 G. Novamente o sobrenadante
foi desprezado e o pellet ressuspendido em tampéo 2, contendo Na3PO4 e
Brometo de Hexa-1,6-bisdeciltrimetilamonio 0,5 % p/v) (HETAB, importante
detergente ibnico que ajuda na solubilizacédo e extracdo da MPO). As amostras
foram homogeneizadas e divididas em duas partes iguais, sendo uma destinada
a realizacdo do ensaio de NAG e a outra para o ensaio do MPO (DA COSTA, C.
S. etal., 2019).
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5.10.3 MPO (Atividade de neutréfilos)
Apos a divisdo do homogenato, a amostra destinada a dosagem do MPO

foi congelada e descongelada em freezer -80 por trés vezes e centrifugadas por
15 minutos a 9000 G a 4°C. ApGs processamento da amostra, em uma placa de
microtitulacdo de 96 pocos pipetou-se em duplicata 25 pL do substrato TMB
(tetrametilbenzidina) diluido em DMSO (dimetil sulfoxido), (Sigma-Aldrich,
StLoius, USA), seguido de incubacdo por 5 minutos a 37°C. Por seguinte
adicionou-se 100 pL de H202 a 0,002 % e incubou-se a 37 °C por 5
minutos. Apoés incubacgdo, paralisou-se a reacdo com 100 pL de H2SOa4. Apos
isso, foi feita a leitura da absorbadncia em 450 nm. A média
das duplicatas foi usada para determinar da atividade enzimatica (DA COSTA,
C. S. etal., 2019).

5.10.4 NAG (Atividade de macréfagos)
A avaliacdo da infiltracdo tecidual por macréfagos foi realizada com a

outra parte do homogenato processado anteriormente. Inicialmente acresceu-se
salina 0,9 % contendo Triton X-100 0,1 % vol/vol (Promega) e depois centrifugou-
se por 10 minutos a 1400 G a temperatura de 4°C. Apds processamento da
amostra, 100 pL das amostras foram plaqueadas em duplicata para placa de
microtitulacdo de 96 pocos, foi adicionado 100 puL do substrato P-nitrofenil-
Nacetil-B-D-glicosaminida (Sigma). Apdés uma incubacdo de 10 minutos,
adicionou- se 100 pL de tampéo glicina, a fim de para a reacdo. Para deteccdo
da atividade de NAG, a leitura da absorbancia foi realizada em 400 nm. A média
das duplicatas foi usada para determinar a atividade enzimatica (DA COSTA, C.
S. etal., 2019).

5.11 Deposicéo de colageno tecidual
Para avaliar se a exposi¢cédo ao Cd alterou o remodelamento tecidual nas

ratas expostas em comparacao ao grupo controle, cortes hipofisarios, ovarianos
e uterinos (n = 5-6) foram corados com Picrosirius Red. Vinte fotomicrografias
foram obtidas sob a objetiva de 10x. As analises foram realizadas em programa
FIJI versdo 3.7.3 (ImageJ 2018). As imagens foram convertidas em imagens em
preto e branco de alto contraste para visualizar as fibras de colageno coradas.
As imagens foram obtidas na camera Leica acoplada a microscépio (ICC50 HD
Leica Microsystems). Os resultados representam a porcentagem de colageno
depositado nos tecidos (DA COSTA, C. S. et al., 2019).
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5.12 Anélise do estresse oxidativo
O aumento no estresse oxidativo € uma caracteristica comum em

individuos expostos ao Cd, para confirmar se 0 mesmo ocorreu em nosso
modelo, avaliamos o estresse oxidativo por analise de espécies reativas de
oxigénios como o0s anions superoxido (O,*") pela fluorescéncia de dihidroetideo
(DHE). Além disso, os niveis do antioxidante intracelular glutationa reduzida
(GSH) e dos niveis de espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS) para
determinacao da peroxidacgdo lipidica foram avaliados nas amostras ovarianas e
uterinas (n = 6).
5.12.1 Glutationa reduzida (GSH).

Pesou-se 150 mg de tecido em um microtubo (n=6), e em gelo
homogeneizou-se junto de 100 uL de PBS 1x e 300 pL de acido tricloroacético
(TCA 12,5 %) com homogeneizador de tecidos. As amostras foram centrifugadas
por 15 minutos a 800 G a 4°C. Pipetou-se entdo em duplicata 40 pL do
sobrenadante para microplaca de 96 pocos, juntamente com 200 pL de TRIS-
HCL 0,4 M e 20 pL de DTNB (3,95 mg/mL). Pipetou-se também uma curva
padrdo de GSH nas concentracdes de 2; 1; 0,5; 0,25; 0,12; 0,06; 0,03 e 0,01
mg/mL. A leitura foi realizada em comprimento de onda de 415 nm, e o céalculo
de concentracéo foi realizado em utilizando-se a curva padréo de GSH (MERLO
et al., 2016).

5.12.2 Espécies reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS)
Foram pesados e processados 150 mg de tecido em gelo, as amostras

foram homogeneizadas com 1 mL de tampéo salina-fosfato (PBS 1x) em
microtubos devidamente identificados. O volume de 200 pL dos homogenatos
foram transferidos e homogeneizados em vortex em criotubos, juntamente com
200 pL de solucéo de acido tiobarbiturico (TBA 1 %) e 100 pL de acido fosforico
(7 %). Os criotubos entédo foram alocados em estante de arame e levadas a
estufa a 100°C por 15 minutos. Passado esse tempo os tubos foram colocados
em caixa térmica e cobertos com gelo, onde permaneceram por 10 minutos.
Apos isso, adicionou-se 500 L de butanol aos tubos e os mesmos foram levados
a centrifugacéo por 5 minutos a 360 G. Pipetou-se 250 L da fase sobrenadante
para microplaca de 96 pocos, em duplicata, igualmente ao branco (HCI 1N, TBA
1 % e acido fosférico 7 %; proporcdo 1:1:1). A leitura foi realizada nos

comprimentos de onda 532.
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5.12.3 Ensaio de anion superoxido
Para detectar os niveis de anion superéxido (O,*") nos ovarios e no utero,

partes destes orgdos foram fixados em solucdo de Krebs-HEPES (30 % de
sacarose) e emblocados em OCT e seccionados em uma espessura de 8 ym.
As crioseccoes de tecido embebidos em OCT foram descongeladas e lavadas
em Krebs-HEPES a fim de retirar o excesso do meio de meio OCT. e incubados
com o corante fluorescente sensivel a O,* dihidroetidio (DHE) a 37°C por 30
minutos no escuro (MERLO et al., 2019). Imagens foram obtidas usando um
microscopio Leica com detector de fluorescéncia a 585 nm (DM 2500). A
intensidade do sinal, indicando a producédo de O,*", foi analisada na area de
interesse em 20 secc¢des do 6rgdo. Processamento e analise microscopica foram
realizados no Laboratorio de Histologia Molecular e Imuno-histoquimica, UFES.

Os niveis de O,°* indicam estresse oxidativo.

5.13 Anélise estatistica
Os dados foram expressos como média * erro padrdo da média (EPM).

Para encontrar possiveis outliers nos resultados, o teste de Grubbs bilateral foi
usado. Quando o teste identificou um outlier, usamos um método ROUT
adaptado para detectar quaisquer outliers daquela coluna de resultados e o0s
removemos de acordo com a configuracdo de Q em 1 % (alfa = 0,01). Os testes
omnibus D’Agostino e Pearson foram usados para avaliar a normalidade dos
dados. Comparacdes entre os grupos foram realizadas usando os testes t de
Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e ndo gaussianos.
ANOVA de duas vias foi utilizada para graficos de linhas para verificar a interacéo
entre as variaveis independentes (tempo e deformacéo) e foi seguida pelo pés-
teste de Turkey. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Para avaliar a relagdo entre os parametros avaliados, a correlagédo
de Spearman ou de Pearson foi usada quando uma distribuicdo ndo gaussiana
ou gaussiana fosse respectivamente detectada. Todas as correlagbes foram
obtidas a partir de valores de animais emparelhados. Quando a significancia
estatistica foi identificada, testamos se a regresséo linear ou néo linear foi melhor
ajustada. As analises estatisticas foram realizadas com o GraphPad Prism
versao 6.00 (La Jolla, CA, EUA).
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6. RESULTADOS
6.1 Os niveis de cadmio tecidual se encontraram elevados nas ratas

expostas ao Cd
ratas expostas ao Cd apresentaram niveis séricos de Cd

As
significativamente mais elevados em comparagéo com as ratas CON (CON: 0,27
+ 0,11 pg/L; Cd: 2,39 + 0,63 pg/L; p < 0,05, Figura 7A). Um aumento nos niveis
de Cd foi verificado no hipotalamo (CON: 0,008 £ 0,001 ug/L; Cd: 0,06 + 0,006
ug/g; p < 0,05, Figura 7B) e hipofise das ratas Cd em comparacdo com 0 grupo
CON (CON: 0,01 + 0,005 pg/L; Cd: 1,27 £ 0, 64 ug/g; p < 0,05, Figura 7C). Niveis
aumentados do Cd ovariano (CON: 0,12 £ 0,09 ug/g; Cd: 2,48 + 0,75 pg/g; p <
0,05; Figura 7D) e uterino (CON: 0,01 + 0,003 pg/g; Cd: 0,91 £ 0,09 pg/g; p <
0,05; Figura 7E) foram identificados nas ratas Cd em comparacéo com as ratas
CON. Foram observadas correlacdes lineares positivas entre os niveis de Cd
sérico e hipotalamico, ovario e uterino (p = 0,048, p = 0,012 e p = 0,010,

respectivamente, Figura 7F, G e H).
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Figura 7: Quantificacdo tecidual de cadmio em ratas CON e Cd. (A) Cd sérico. (B) Cd
hipotalamico. (C) Cd hipofisario. (D) Cd Ovariano. (E) Cd uterino. (F, G e H) Correlac¢des positivas
entre a concentracao sérica e tecidual. Valores expressos como média + EPM. n=3-4 *p < 0,05.

Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e ndo gaussianos.

Correlacdo de Spearman ou de Pearson foi usada quando uma distribuicdo n&o gaussiana ou
gaussiana.

6.2 O Cd nédo alterou o consumo alimentar e hidrico, mas alterou a
massa corporal

N&o foram identificadas alteracdes significativas na ingestéo alimentar e
hidrica durante os 30 dias de exposicao (p > 0,05, Figura 8A e B). As ratas Cd
apresentaram diminuicdo da massa corporal, que ja era perceptivel no dia 10 e
continuou até o dia 30 em compara¢do com as ratas CON (p < 0,05 e p < 0,01,
Figura 8C).
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Figura 8: Consumo alimentar e hidrico e a massa corporal das ratas CON e Cd. (A)
Ingestéo alimentar (racdo) em gramas. (B) Ingestao hidrica em mL. (C) Massa corporal. Valores

expressos como média + EPM. n=11-13 *p < 0,05. ANOVA de duas vias seguido de teste de
pos-teste de Turkey.
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6.3 Exposicdo ao Cd reduziu a massa das gorduras, adiposidade e
dos ovérios

Nenhuma mudanca significativa no tecido adiposo branco parametrial foi
verificada, embora a exposicédo ao Cd tenha diminuido esse depdsito de gordura
em aproximadamente 20,3 % com ratas CON (p = 0,071, Figura 9A). Além disso,
a exposicao ao Cd reduziu a massa do tecido adiposo perivesical, retroperitoneal
e perirrenal em comparacao com ratas CON (p < 0,05, Figura 9B, C e D). Como
esperado, a exposi¢cdo ao Cd reduziu a adiposidade em comparacdo com CON
(p < 0,05, Figura 9E).
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Figura 9: Massa dos depésitos de tecido adiposo branco e adiposidade das ratas
CON e Cd. (A) TAB parametrial. (B) TAB perivesical. (C) TAB retroperitoneal. (D) TAB
perirrenal. (E) Adiposidade. Valores expressos como média £ EPM. n=11-13 *p<0.05. Teste t de

Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e ndo gaussianos.

A exposi¢do ao Cd néo alterou a massa do figado, gordura mesentérica,
pancreas, glandula tireoide, rins, glandulas adrenais, baco, hipéfise e Utero em
comparacao ao grupo CON (Tabela 3, p > 0,05, n = 11 e 13). Uma redugdo na
massa ovariana foi constatada nas ratas Cd em comparacado com ratas CON
(Tabela 3, p < 0,05).
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Tabela 3 — Massa dos 6rgaos corrigida pela massa corporal.

CON (mg/q) Cd (mg/g) P

Orgéos

Figado 38,34+ 3,18 35,15+1,16 0,05
TAB mesentérico 12,99 £ 0,97 11:00 £ 0,57 0,30
Pancreas 2,49 +0,17 2,76 £ 0,15 0,25
Tireoide 0,07 £ 0,01 0,12 + 0,04 0,31
Rins 6,95+ 0,28 7,03+0,17 0,81
Adrenais 0,27 + 0,01 0,25+ 0,01 0,32
Bago 2,32+0,10 2,08 £0,10 0,16
Hipdfise 0,05+0,01 0,04 £ 0,01 0,41
Utero 1,96 + 0,09 1,79+0,10 0,61
Ovarios 0,30+ 0,02 0,24 + 0,01* 0,03

Valores expressos como média £ erro padrao da média. CON: Controle; Cd:
Cadmio; (mg/g): miligrama de massa do 6rgdo por grama de massa corporal; p:
Valor de p; n=11-13. Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney para dados

gaussianos e ndo gaussianos.

6.4 Ratas expostas ao Cd apresentaram alteracdo no perfil
metabolico
Verificou-se aumento dos niveis de glicose no teste de tolerancia a glicose

(TTG) aos 15 minutos e area sob curva em ratas Cd em comparacao com ratas
CON (p < 0,05, Figura 10A e B). Um aumento dos niveis de glicose no teste de
sensibilidade a insulina (TSI) em 30 min e area sob curva foram identificados em

ratas Cd em comparacao com ratas CON (p < 0,05, Figura 10C e D).

Perfil lipidico anormal foi constatado nas ratas expostas ao Cd em
comparacao com as ratas CON. Especificamente, foram identificados aumentos
nos niveis de colesterol sérico total, lipoproteina de baixa densidade (LDL),
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL) e triglicerideos em ratas expostas

ao Cd em comparagéo com o grupo CON (p < 0,05, Figura 10E, F, G e H).
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Observou-se reducédo nos niveis de lipoproteina de alta densidade (HDL)
em ratas Cd em comparacdo com ratas CON (p < 0,05, Figura 10I). Identificou-
se a reducdo nos niveis séricos da insulina no jejum nas ratas Cd em
comparacao ao grupo CON (p < 0,05, Figura 10J) e uma elevagédo dos niveis
séricos da leptina nos animais expostos ao Cd em comparagdo ao CON (p <
0,05, Figura 10K).

A B C D

TG AUCTTG TSI AUC TSI
480, @ CON 3004 120, @ CON 1204
o cd n o Cd ~
B - 2 1 - 100, g o
1 —X—
z g B g
J *] g‘ 8
§280- 8 150 = a0 2 g0
£ g & g
gwo- g 75 o o0 g i
) L= £
! —_— 0 : 40 . . C . 0
0 15 W 45 50 75 80 CON  Cd 0 .60 9 CON  ¢d
Colesterol Total LDL VLDL
Ja0 204 32+
3 : 2
290 = 151 " =241 T
£ = g
= = & It ‘?
2 60 Ew :13-
2 3
gao- = 5 :Sv 84
8
0 . 04 . o -
CON ¢Cd CON Cd CON cd
Triglicerideos HDL
160+ 28-
% -~
B 120 i ~21
£ s
8 80 ?14 s
k] - ==
5 =
:T:n 404 7
=
0 0

CON  cd CON cd



47

J K

Insulina Leptina
204 4
g 15- 3 3 .
- : E s
= 104 N[= - 2
£ 5
- =
g 59 S 14
g- T D- T
CON Cd CON cd

Figura 10: Perfil do metabolismo glicémico e lipidico das ratas CON e Cd. (A) Teste
de tolerancia a glicose. (B) Area sob a curva do TTG (AUC - Area under curve). (C) Teste de
sensibilidade a insulina. (D) Area sob a curva do TSI, (AUC - Area under curve). (E) Colesterol
total. (F) Lipoproteina de baixa densidade (LDL — low-density lipoprotein). (G) Lipoproteina de
densidade muito baixa (VLDL — very low-density lipoprotein). (H) Triglicerideos. (I) Lipoproteina
de alta densidade (HDL — high-density lipoprotein). (J) Insulina sérica no jejum. (K) Leptina sérica.
Valores expressos como média + EPM. n = 6-8 *p < 0.05. Teste t de Student e o teste de Mann-
Whitney para dados gaussianos e ndo gaussianos. ANOVA de duas vias seguido de teste de
poés-teste de Turkey.

6.5 Alteragédo no ciclo estral foi observado nas ratas expostas ao Cd
O ciclo estral de ratas CON e Cd foi avaliado diariamente por esfregaco

vaginal e avaliado de acordo com Nelson et al. (1982). Durante a fase do
proestro, os esfregacos vaginais de ratas CON tinham poucas células epiteliais
cornificadas (Co) misturadas com varias células epiteliais nucleadas (Nu),
indicando proestro normal. Em ratas expostas com Cd, os esfregacos vaginais
continham uma mistura de células nucleadas e cornificadas, e leucdcitos

polimorfonucleares (PM), indicando uma fase de proestro anormal.

Além disso, as ratas expostas ao Cd apresentaram ciclos irregulares e
mais longos em comparacao com ratas CON (p < 0,01, Figura 11A e B). As ratas
expostas ao Cd passaram menos dias na fase estro (p < 0,05, FigurallC) e mais
dias na fase metaestro-diestro (p < 0,01, Figura 11C) em comparagdo com as
ratas CON, respectivamente. Ratas expostas ao Cd nao apresentaram alteracao
na duracdo da fase de proestro em comparagdo com ratas CON (p = 0,051,
Figura 11C).
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Figura 11: Avaliacdo do ciclo estral das ratas CON e Cd. (A) Imagens representativas
dos esfregacos vaginais ao longo do ciclo estral de ratas COM e Cd. (B) Representacéo gréafica
da ciclicidade das ratas ao longo de 30 dias. (C) Quantificacdo dos dias de permanéncia em cada
fase do ciclo estral e a duracdo do ciclo. P: proestro. E: estro. M-D: metaestro-diestro. Valores
expressos como média + EPM. n=5-7 *p < 0.05. Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney

para dados gaussianos e ndo gaussianos.
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6.6 Ratas expostas ao Cd apresentaram aumento de LH e alteragéo
no perfil de controle génico do hipotalamo
Os valores de LH do soro basal estavam aumentados nas ratas expostas

ao Cd em comparacdo com as ratas CON (p < 0,05, Figura 12A). Nao foram
identificadas alteracdes significativas nos niveis de FSH do soro basal entre ratos
expostos de CON e Cd (p > 0,05, Figura 12B). A razdo LH/FSH foi realizada e
notou-se um aumento na razao nas ratas Cd em comparagéo com as ratas CON
(p < 0,05, Figura 12C).

As expressoes hipotalamicas do mMRNA do GnRH e do AMHR2 néo foram
significativamente diferentes entre ratas expostos ao CON e ao CD (p > 0,05,
Figura 12D e K). A exposi¢do ao Cd aumentou a expressao do mRNA da Kissl
e diminuiu a expressdo do mRNA do Kiss1R em comparagéo com as ratas CON
(p<0,05ep<0,05, Figura 12E e F).

Verificou-se aumento na expressao mMRNA do AR em ratas expostos em
Cd em comparacao com ratas CON (p < 0,05, Figura 12G). Foi possivel notar
ainda a reducédo na expressdo mRNA do LepR em ratas expostos em Cd em
comparacao com ratas CON (p < 0,05, Figura 12H). Além disso, constatou-se
aumento na expressdo mMRNA do mTOR em ratas expostas ao Cd em
comparacao com ratas CON (p < 0,05, Figura 12I) e a reducdo da expressao
MRNA do TNF-a em ratas expostas ao Cd em comparacao com ratas CON (p <
0,05, Figura 12J).
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Figura 12: Niveis de gonadotrofinas e expressédo génicas em ratas CON e Cd. (A)
Niveis séricos do hormdnio luteinizante (LH). (B) Niveis séricos do horménio foliculo-estimulante
(FSH). (C) Razéo LH/FSH. (D) Expressdo do mRNA do horménio liberador de gonadotrofinas
(GnRH). (E) Expressédo do mRNA da kisspeptina 1. (F) Expressdo do mRNA do receptor da
kisspeptina 1 (Kiss1R)1. (G) Expresséo do mRNA do receptor de androgénio (AR). (H) Expresséo
do mRNA do receptor de leptina. (I). Expressdo do mRNA do alvo mecanistico da rapamicina
(MmTOR - mechanistic target of rapamycin). (J) Expressdo do mRNA do fator de necrose tumoral
a. (K) Expressdo do mRNA do receptor do horménio anti-Mdulleriano. Fold change - valor de
expressao de cada gene na amostra teste normalizado pelo valor da amostra controle. Valores
expressos como média + EPM. n = 5. *p < 0.05. Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney

para dados gaussianos e ndo gaussianos.

hY

6.7 A exposicdo ao Cd levou a reducdo dos niveis séricos do
hormonio anti-Mulleriano
N&o foram identificadas diferencas significativas nos niveis de soro P4, T

e E2 entre as ratas CON e Cd expostos (Tabela 4, p > 0,05). Da mesma forma,
nenhuma alteracdo significativa nas rela¢cdes P4/T, P4/E2 e E2/T foi constatada
(Tabela 4, p > 0,05). Observou-se reducao dos niveis de AMH em ratos de Cd
em comparacdo com ratos CON (Tabela 4, CON: 7,07 + 0,41 ng/mL; Cd: 4,82 +
0,41 ng/mL; p < 0,01).
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Tabela 4 — Niveis dos hormonios sexuais.

CON Cd p

Horménios

P4 (ng/mL) 27,50 £ 6,53 16,67 £ 4,60 0,22
T (ng/mL) 0,49 + 0,05 0,60 + 0,12 0,43
E2 (ng/mL) 33+6,69 33+ 1,59 0,97
AMH (ng/mL) 7,07 £0,41 4,82 +0,41* 0,01
Ratio

PIT 67,07 £ 20,70 26,43 +£4,94 0,09
P/E 1,17 £ 0,40 0,50 £ 0,13 0,15
T/IE 0,01 +£0,01 0,018 +0,01 0,63

CON: Controle; Cd: Cadmio; p: valor de p; P4: Progesterona; Ez:
Estradiol; T: Testosterona; AMH: Hormdnio anti-Mlleriano; P/T:
Raz&o progesterona e testosterona; P/E: Raz&o progesterona e
estradiol; T/E: Razéo testosterona e estradiol n=4. Teste t de
Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e
nao gaussianos.

6.8 Exposicdo ao Cd reduziu a reserva folicular e alterou o
desenvolvimento dos foliculos ovarianos
As seccdes histolégicas ovarianas do grupo CON apresentaram foliculos

ovarianos em todos os estagios normais de desenvolvimento, (Figura 13A, Al)
e continham corpos luteos (CL, Figura 13A2). Contudo, os ovarios do grupo Cd
apresentaram morfologia irregular, vacuolizacado inicial em foliculos primarios
ovarianos (seta, Figura 13B3 e B6), e numero reduzido de CL (Figura 13B e B2).
Especificamente, um menor niumeros de foliculos primordiais e primarios foram
identificados em ratas de Cd em comparagédo com ratas CON (p < 0,05, Figura

13C e D), sugerindo uma reducao da reserva ovariana em ratas de Cd.

A exposic¢do ao CD causou a presenca de células inflamatorias (asterisco
e flecha, Figura 13B1.1) e atresia em pequenos foliculos antral, (Figura 13B6).
As secdes ovarianas das ratas Cd tiveram um numero reduzido de foliculos
ovarianos pré-antral e antral em comparagcdo com os ovarios CON (p < 0,01,

Figura 13E e F). Os ovarios do grupo Cd tiveram um numero aumentado de
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foliculos atrésicos (Figura 13B e B5) e cisticos (Cys, Figura 13B, B4) comparados
aos ovarios ao CON (p < 0,01, Figura 13G e H).

Além disso, foi possivel verificar a reducdo do numero de CL nos ovarios
de Cd em comparacdo com os ovarios CON (p < 0,01, Figura 13l). Foi ainda
possivel identificar a reducéo da espessura da granulosa nos ovarios de Cd em
comparacao com os ovarios CON (p < 0,05, Figura 13J). Nao foram constatadas
alteragdes significativas na area da teca entre ratas CON e Cd (p > 0,05, Figura
13G). Entretanto, a redugé&o no numero de foliculos ovarianos sadios, foliculos
totais e 0 aumento de foliculos ndo sadios foram verificados em ratas de Cd em

comparacao com CON (tabela 5).
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Figura 13: Exposigdo ao Cd e desenvolvimento folicular ovariano em ratas. Se¢des
representativas do grupo CON (A-A2) e do grupo Cd (B-B6). Os ovarios de Cd foram corados
com H&E, o que permitiu identificar o corpo luteo (CL), foliculos pré-antrais (Pa), foliculos antrais
(An), foliculos atrésicos (At) e cisticos (Cis). Presenga de vacuolizagdo inicial em foliculos
primarios (Pri, seta, B3) e células inflamatdrias na camada da granulosa (asterisco-macréfago e
seta-neutrdfilo, (B1.1). Foliculos primordiais (C), Foliculos primarios (D), Foliculos pré-antrais (E)
e foliculos antrais (F). Foliculos atrésicos (G) Foliculos cisticos (H). Corpo lateo (I). *p < 0,05. n
= 4-6. Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e ndo gaussianos.

Imagens obtidas nas fases de metaestro-diestro.

Tabela 5 — Resumo da analise ovariana.

CON Cd p
Parametros ovarianos
Foliculos sadios (n° pm?) 5,44 + 0,75 1,78 +0,17* 0,01
Foliculos ndo sadios (n°/ pm?) 0,59 + 0,09 1,46 +0,17* 0,01
Foliculos totais (n° um?) 6,04 + 0,79 3,25 + 0,22* 0,01
Area da teca (um?) 28,58 + 4,04 27,16 + 3,01 0,78
Espessura da granulosa (um) 50,22 + 2,26 42,79 + 2,32% 0,02

CON: Controle; Cd: Cloreto de cadmio; Foliculos sadios: Soma dos foliculos em
desenvolvimento; Foliculos ndo sadios: Soma de foliculos atrésicos e cisticos; p: Valor de p.
Valores expressos como média + SEM n=4-6. Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney
para dados gaussianos e ndo gaussianos.

6.9 A andlise histopatolégica nos ovarios expostos ao Cd indica
infiltrac@o inflamatodria e edema
Foram identificados edema e areas de hiperemia acentuada, bem como

infiltracdo leve por células mononucleadas e notavelmente macréfagos e

linfécitos na regido medular e cortical ovariana nas ratas Cd (Figura 14A, B e C).
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Figura 14: Anélise histopatolégica do tecido ovariano. Ovarios Cd apresentaram
consideravel quantidade de mastdcitos e hiperemia (A e B). Edema e infiltrado de células
inflamatérias mononucleares indicadas por *. Imagens obtidas nas fases de metaestro-diestro.

6.10 Exposicao ao Cd alterou a morfologia uterina
O grupo exposto ao Cd (Figura 15B, B1 e B2) apresentou Uteros atroficos

comparados com ao CON (Figura 15A, Al e A2). A exposicao ao Cd reduziu a
area uterina total em relagdo a CON (p < 0,05, n = 5, Figura 15C). Nao foram
constatadas alteragdes significativas na espessura endometrial e no numero da
glandula uterina endometrial entre ratos expostos de CON e Cd (p > 0,05, Figura
15D e E). Além disso, foi possivel notar redugdes na espessura do miométrio

interno e externo em ratos de Cd (p < 0,01, Figura 15F e G).
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Figura 15: Exposicdo ao Cd e atrofia uterina em ratas. Sec¢fes representativas do grupo
CON (A-A2) e do grupo Cd (B-B2). Area total do Gtero (C), Espessura do endométrio (D),
Glandulas do endométrio (E). Espessura do miométrio interno (F). Espessura do miométrio
externo (L: Lumen. LE: epitélio luminal. GE: Glandulas endometriais. End: Endométrio. Mio:
Miométrio). *p < 0,05. n = 4-6. Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney para dados

gaussianos e ndo gaussianos. Imagens obtidas nas fases de metaestro-diestro.

6.11 A andlise histopatoldégica nos uteros do grupo Cd indica
hiperplasia glandular e perfil fibrotico
A histopatologia do utero revelou hiperplasia glandular, alteracfes cisticas

e reacao estromal juntamente com fibrose periglandular em ratos de Cd (Figura
16B, C, D e E) em comparacdo com o aspecto normal em ratos CON (Figura
16A).

Figura 16: Anélise histopatolégica do tecido uterino. (A) Grupo controle apresentando
aspecto norma das glandulas e epitélio uterino. (B) Utero do grupo Cd. (C) Glandulas
apresentando ectasia e ninho glandular. (D) Glandulas tortuosas hiperplasicas e dilatadas. (E)

Fibrose periglandular. Imagens obtidas nas fases de metaestro-diestro.
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6.12 Exposicéo ao Cd levou a um processo inflamatorio no trato
reprodutivo
Mastocitos foram marcados com Alcian blue em cortes de ovarios de ratas

CON e Cd, mas sua distribuicdo ndo se apresentava de forma uniforme (Figura
17A, A1, C e Cl). Por essa razdo, ndao fomos capazes de avaliar o numero
mastocitos no ovario. No entanto, a exposi¢cao ao Cd aumentou as atividades de
MPO ovariano (presenca de neutréfilos) e NAG (presenca de macréfagos) em
comparacao com as atividades no grupo CON (p < 0,05, Figura 17E e F). Além
disso, verificou-se aumento do numero de mastécitos nos uteros (Figura 17B,
B1, D e D1) do grupo Cd em comparagcdo com o CON (p < 0,05, Figura 17G).
N&o foram identificadas alteragfes significativas nas atividades de MPO uterino
e NAG entre ratas CON e Cd (p > 0,05, Figura 17H e I).
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Figura 17: Exposicdo ao Cd e inflamacé&o do trato reprodutivo. Cortes representativos
com mastécitos marcados com coloracao Alcian blue nos ovarios CON (A e Al) e Cd (C e C1).
Mesma marcacéo realizada em cortes do tecido uterino do grupo CON (B e B1) e Cd (D e D1).
Quantificacdo de MPO (E) e NAG (F) nos ovarios. Quantificacdo de MPO (H) e NAG no Utero.
(MPO — Mieloperoxidase). (NAG — N-Acetil-B-D-glicosaminidase). N = 4-6. *p < 0,05. Teste t de
Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e ndo gaussianos. Imagens obtidas

nas fases de metaestro-diestro.



6.13 Exposic¢ao ao Cd alterou marcadores de estresse oxidativo no
trato reprodutivo
Crioseccoes de ovarios (Figura 18A e C) e utero (Figura 18B e D) do grupo

Cd e CON foram incubadas com o marcador fluorescente dihidroetideo que
marca espécies reativas de oxigénio como O,* . Aumento na fluorescéncia de
dihidroetideo foi constatado em ratas expostas ao Cd em comparacdo com ratos
CON (*p = 0,05 xE e F).

Nao foram identificadas alteracGes significativas nos niveis de TBARS
ovariano (*p = 0,07, Figura 18G). Contudo, uma pequena reducdo nos niveis de
GSH ovariano em ratos expostos em Cd em comparacdo com ratos COM foi
verificada (*p < 0,05, Figura 18H). Nao foi possivel notar alteracéo significativa
nos niveis uterinos de TBARS e GSH (*p > 0,05, Figura 18l e J).
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Figura 18: Exposicdo ao Cd e estresse oxidativo no trato reprodutivo de ratas.
Imagens representativas de cortes dos ovarios (A e C) e utero (B e D) do grupo CON e Cd
corados com dihidroetideo (DHE). Quantificagcdo da fluorescéncia de DHE nos ovarios (E) e Utero
(F). Quantificacdo de espécies reativas ao acido tiobarbittrico (TBARS) nos ovarios (G) e Utero
(). Quantificacao dos niveis da glutationa reduzida (GSH) nos ovarios (H) e ttero (J). *p < 0,05.
n = (4-6). Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e nao

gaussianos. Imagens obtidas nas fases de metaestro-diestro.
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6.14 Ratas expostas ao Cd apresentam aumento na deposicao de

colageno no trato reprodutivo

Um aumento na deposicdo de colageno nos ovarios (Figura 19A, C e E)

e na camada do endométrio do utero (Figura 19B, D e F) foi observado em ratas

Cd em comparacao com as ratas CON. *p < 0,05.
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Figura 19: Exposicdo ao Cd e deposicdo de colageno no trato reprodutivo.
Imagens representativas de cortes dos ovarios (A e C) e do endométrio
uterino (B e D) do grupo CON e Cd corados com Picrosirius red.
Quantificacéo da deposi¢cédo de colageno nos ovérios (E) e utero (F). *p <
0,05. n = (5-6). Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney para dados
gaussianos e ndo gaussianos. Imagens obtidas nas fases de metaestro-

diestro.
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6.15 Correlacdo entre niveis de Cd e parametros metabdlicos e
caracteristicas de SOP e FOP
Para avaliar a relacéo entre os niveis de Cd no soro, ovarios e marcadores

metabdlicos (IST e LDL, etc), caracteristicas semelhantes & SOP (comprimento
do ciclo estral, foliculos cisticos e niveis de LH) (Tabela 6), caracteristicas
semelhantes a FOP (foliculos antral, atrésicos, ndo sadios, atividade NAG
ovariana (presenca de macréfago) e outras anormalidades ovarianas (estresse
oxidativo ovariano e excesso de deposicdo de colageno), foram realizadas
andlises de correlacdo em pares e um ajuste linear (Tabela 7).

Constatou-se correlacéo linear positiva entre os niveis de Cd no soro e
ovarios com a duracdo do ciclo estral (p = 0,01 e p = 0,01). Verificou-se
correlagédo linear positiva entre os niveis de Cd seérico e o numero de foliculos
cisticos (p = 0,02) comparado ao grupo controle. Foi possivel notar uma
correlacdo positiva entre os niveis de Cd sérico e ovariano e niveis de LH (p =
0,02 e p = 0,01) em comparacado ao grupo controle. O TSI correlaciona-se
positivamente com a duracao do ciclo estral e os niveis de LH (p =0,01 e p =

0,01) como pode ser identificado na Tabela 6.

Uma correlacéo linear negativa entre os niveis de Cd sérico e ovariano e
o numero de foliculos antrais (p = 0,02 e p = 0,01) comparado ao grupo controle
foi verificada. Além disso, notou-se correlacéo linear positiva entre os niveis de
Cd ovariano e os numeros de foliculos atrésicos (p = 0,01) comparado ao grupo
controle. Da mesma forma, foi constatado correlacéo positiva entre os niveis de
Cd e ovario e o numero de foliculos ndo sadios (p = 0,03 e p = 0,04,
respectivamente) em comparacdo ao grupo controle. Observou-se correlacao
linear negativa entre os niveis de Cd sérico e ovariano e niveis de AMH (p = 0,01
e p = 0,01) quando comparado ao grupo controle, como pode ser notado na
Tabela 7.

Também foi verificada correlacéo positiva entre os niveis de Cd sérico e
ovariano e a atividade de macrofagos ovarianos (p = 0,01 e p = 0,02) em
comparacao ao grupo controle. Foi possivel verificar uma correlagdo positiva
entre 0s niveis de Cd sérico e o estresse oxidativo ovariano (p = 0,01) em

comparacao ao grupo controle. Os niveis de Cd ovariano ndo se correlacionaram
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com a deposicéo de coldgeno ovariana (p = 0,06) quando comparado ao grupo
controle. Além disso, os niveis de Cd uterino foram positivamente
correlacionados com a espessura externa do miométrio e o numero de
mastocitos (p = 0,01 e p = 0,04) em comparacao ao grupo controle. Observou-
se correlacao positiva entre os niveis de Cd sérico, uterino e o estresse oxidativo
uterino (p = 0,01 e p =0,02) quando comparado ao grupo controle. Por fim, notou-
se correlacdo positiva entre os niveis de Cd sérico e deposicado de colageno
uterina (p = 0,01). Nao foram constatadas outras correlagdes significativas como
apresentado na Tabela 8.

Tabela 6 — Correlacédo entre niveis de Cd e caracteristicas do SOP.

Caracteristicas da SOP

Duragdao do ciclo Foliculo cistico LH
Correlacéo r P Correlacéo r P Correlacéo r P

[Cd] e marcadores

metabdlicos

Cd sérico 0,87 0,01 0,81 0,02 0,79 0,02
Cd ovariano 0,85 0,01 0,68 0,07 0,82 0,01
TSI 0,88 0,01 0,56 0,14 0,84 0,01
LDL-colesterol 0,71 0,06 0,67 0,07 0,67 0,07

Cd: Cadmio; [Cd]: Niveis de Cd; TSI: Teste de sensibilidade a insulina; LDL: Nivel de lipoproteina de baixa
densidade; SOP: Sindrome do ovario policistico; LH: Horménio luteinizante. SignificAncia estatistica (p <
0,05), correlagdes testadas usando o teste de Spearman ou Pearson quando observada distribuicdo de
dados néo gaussiana ou gaussiana respectivamente. P: valor de p; n= 4.
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Tabela 7 — Correlacéo entre niveis de Cd e caracteristicas da FOP.

Caracteristicas da FOP

Antral Atrésico Nao sadio AMH Inflamacéao EROs Colageno
Correlagéo r P Correlagéo r P Correlagéo r P Correlagéo r P Correlagéo r P Correlagéo r P Correlagéo r P
[Cd] e marcadores
metabdlicos
Cd sérico -0,79 0,02 0,58 0,12 0,74 0,03 -0,72 0,04 0,78 0,01 0,93 0,01 0,45 0,25
Cd ovariano -0,82 0,01 0,92 0,01 0,75 0,04 -0,73 0,04 0,81 0,02 0,73 0,51 0,71 0,06
TSI - - - - - - - - - - - - - -

LDL-colesterol - - - - - - - - -

Cd: Cadmio; [Cd]: Niveis de Cd; TSI: Teste de sensibilidade a insulina; LDL: Nivel de lipoproteina de baixa densidade; FOP: Faléncia ovariana prematura; Nao sadio: Soma de
foliculos atrésicos e cisticos; AMH: Hormonio anti-Miilleriano; Inflamacéo: Atividade indireta de macréfago; EROS: Espécies reativas de oxigénio. (DHE ovariano: Dihidroetidieo);
Colageno: Deposicédo de colageno ovariano. Significancia estatistica (p < 0,05), correlac@es testadas usando o teste de Spearman ou Pearson quando observada distribuicdo
de dados nédo gaussiana ou gaussiana respectivamente. P: valor de p; n= 4.

Tabela 8 — Correlagéo entre concentracado de Cd marcadores uterinos.

Marcadores uterinos

Area total Miométrio interno Miométrio externo N° de Glandulas Inflamacgao Estresse oxidativo Colageno
Correlagéo r P Correlagéo r P Correlagdo r P Correlagéo r P Correlagéo r P Correlagéo r P Correlagéo r P
[Cd]
Cd sérico -0,35 0,36 0,14 0,73 -0,71 0,05 -0,22 0,56 0,63 0,11 0,85 0,01 0,62 0,01
Cd uterino -0,56 0,14 -0,37 0,36 -0,83 0,01 -0,46 0,24 0,72 0,04 0,77 0,02 0,56 0,14

Cd: Cadmio; [Cd]: Concentracédo de Cd; Inflamacao: Numero de mastocitos no Utero; Estresse oxidativo: (DHE uterino: Dihidroetideo). Significancia estatistica (p <
0,05), correlagdes testadas usando o teste de Spearman ou Pearson quando observada distribuicdo de dados ndo gaussiana ou gaussiana respectivamente. P: valor

de p; n=4.
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7. DISCUSSAO
O presente estudo traz evidéncias de que a exposicdo subaguda a niveis

de Cd semelhantes aos encontrados em trabalhadores € responsavel por
prejuizos metabdlicos incluindo reducédo da adiposidade, dislipidemia, tolerancia
a glicose e resisténcia a insulina anormais, além de reducédo da insulina e
elevacao da leptina circulantes. Além disso, este estudo mostra que a exposi¢ao
ao Cd induz a anormalidades no ciclo estral, na expressao génica hipotalamica,
nos niveis hormonais, compromete o desenvolvimento folicular ovariano e
consequentemente na formacdo de corpos liteos com aumento da atresia
folicular e elevacao de foliculos cisticos. A exposicdo ao Cd ainda apresentou
correlagédo positiva entre a resisténcia a insulina e as alteragées no comprimento
do ciclo estral e os niveis de LH, além de correlacdo negativa entre os niveis

séricos e teciduais de Cd e a quantidade de foliculos antrais e os niveis do AMH.

No presente estudo, identificamos niveis séricos de Cd (2,39 + 0,63 pg/L)
dentro da faixa média relatada em trabalhadores expostos de forma ocupacional
(2-50 ug/L) como relatado na literatura (JURDZIAK et al., 2018; WHO, 1992). Os
niveis séricos de Cd por nés observados, se correlacionam positivamente com
os niveis de Cd no hipotadlamo, ovario e Gtero das ratas utilizadas neste estudo.
Sabe-se que a exposicdo ao Cd é associada ao acumulo deste metal nos 6rgaos
reprodutivos em roedores e mulheres (GALLAGHER; MOONGA; KOVACH,
2010; XUYING WAN et al., 2010). Lafuente et al. (2001) reportou um aumento
nos niveis de Cd no hipotalamo e hipéfise de ratos adultos expostos a 50 ppm
de Cd por 30 dias. O aumento nos niveis séricos e uterino de Cd foi verificado
apos ratas adultas serem expostas a 0,09-4,5 mg de Cd/Kg por 28 ou 30 dias
(NASIADEK et al., 2014, 2018). O mesmo foi notado em ovarios de ratas adultas
expostas a 5 mg/Kg de CdCl por 14 dias (NNA et al., 2017). Portanto, os niveis
de Cd encontrados em nosso modelo apresentam relevancia para investigacao
de cunho ambiental e os resultados aqui reportados corroboram os achados da

literatura.

Neste trabalho, identificamos que o grupo de ratas expostas ao CdClz por
30 dias apresentaram redugcdo da massa corporal e da massa da maioria dos
depositos de gordura da cavidade abdominal (com excecdo da gordura

parametrial), além da diminuicdo da adiposidade. Outros estudos também



64

relatam reducdo da massa e do ganho de massa de roedores expostos ao Cd
em doses e tempos de exposicao variados (ATTIA et al., 2022; SAEDI et al.,
2020). A reducéo da adiposidade e da massa do tecido adiposo branco também
ja foram reportados em outras investigacbes, nas mais variadas formas de
exposicdo ao Cd. Estes trabalhos associam a reducéo do tecido adiposo ao
prejuizo na adipogénese induzida pelo Cd, com reducdo da expressao do
receptor ativado por peroxissoma gama (PPAR-y) e do fator de transcricdo
C/EBP. Neste trabalho nao realizamos a quantificacao desses fatores, o que vem
a ser uma das limitagbes do estudo (KAWAKAMI et al., 2010, 2013;
SARMIENTO-ORTEGA et al., 2021).

Além na reducao da massa corporal e da adiposidade, as ratas do grupo
Cd apresentaram alteracdes metabdlicas no metabolismo da glicose, com
reducado da sensibilidade a insulina e da tolerancia a glicose, perfil dislipidémico
com elevacao do colesterol total, LDL, VLDL, triglicerideos e reduc¢do do HDL,
além da reducéo da insulina e aumento da leptina séricas. Os efeitos toxicos do
Cd podem afetar negativamente a saude, sendo ligados a desregulacao
enddcrina, doencas relacionadas ao diabetes e a desordens metabdlicas (ATTIA
et al., 2022). A dislipidemia, condicdo caracterizada por aumento dos niveis de
colesterol total, LDL e a reducao dos niveis de HDL, foi identificada em outros
trabalhos em roedores expostos ao Cd (SAEDI et al., 2020; SAMARGHANDIAN
et al., 2015; TREVINO et al., 2015). Nie et al., (2016) relatou que niveis séricos
de Cd = 2,95 ug/L se correlacionam com a prevaléncia de pré-diabetes em

individuos adultos.

As alteragOes reportadas em nosso estudo como a reducdo da
adiposidade e da sensibilidade a insulina, elevacéo da leptina sérica e a reducao
da expressdo do mRNA do LepR no hipotadlamo, podem ter relacdo com o
conjunto de alteragbes encontradas no desenvolvimento da resisténcia a
insulina. Essas anormalidades s&o geralmente relatadas em doencas
metabdlicas como o diabetes melito do tipo 2, doenca que tem relagdo com
alteracdes endocrino-metabdlicas que envolvem desde resisténcia periférica a
insulina e/ou problemas na sua secrecdo até alteragbes centrais como
desregulacéo na sinalizacao da leptina no hipotalamo, seja por deficiéncia de

leptina ou também por resisténcia a esse hormonio, situacdo que se da na
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hiperleptinemia (MEEK; MORTON, 2012; ZHAO, S. et al., 2020). Por exposi¢céo
cronica ao Cd ja foi reportada a reducdo de receptores de insulina no tecido
adiposo branco de ratos, fator que pode contribuir para a resisténcia periférica a
insulina (ATTIA et al., 2022; FICKOVA et al., 2003).

A dislipidemia e a resisténcia a insulina sdo anormalidades metabdlicas
muito comuns em mulheres com SOP, e estdo associadas com a disfuncao
reprodutiva, sendo deste modo, importantes parametros de avaliacdo
(ROSENFIELD; EHRMANN, 2016). Em investigacdes reprodutivas em roedores,
o ciclo estral é um excelente e importante parametro de analise (MARCONDES;
BIANCHI; TANNO, 2002). Na presente investigacdo, identificou-se que a
exposi¢do ao Cd reduziu o tempo de permanéncia na fase de estro, aumentou a
duracgéo das fases de metaestro e diestro, levando assim, a um comprimento do
ciclo estral mais longo. Além disso, foram identificadas anormalidades no
esfregaco vaginal na fase de proestro, que apresentava uma mistura de células
nucleadas, cornificadas e leucdcitos. Os achados sobre os efeitos da exposicao
ao Cd sobre o ciclo estral sdo contraditorios na literatura, dependendo em parte,
da dose, tempo de exposicao, frequéncia e idade dos individuos expostos
(NASIADEK et al., 2019; WANG et al., 2014). Estudos ja reportaram que a
exposi¢cdo entre 0,009 a 4,5 mg/Kg de CdCl2 de 30 a 90 dias induz a
anormalidades no ciclo estral, com as ratas expostas passando mais tempo nas
fases de metaestro e diestro e um aumento no comprimento do ciclo. Ratas
expostas a 50 ou 200 ppm também apresentaram um ciclo estral prolongado em
comparacao ao controle (ROOPHA; LATHA, 2013). Cd Além disso, a reducao
na fase de proestro e o aumento na fase de estro foi observada em ratas
expostas a 4,5-1,8 mg/Kg de CdClz por 90 dias (NASIADEK et al., 2018, 2019).
Em contrapartida, Wang et al., (2014) n&o identificou anormalidades
significativas no ciclo estral de ratas expostas a 1-20 mg/Kg de CdCl2 por 28
dias. Assim sendo, parte destas investigacbes corroboram nossos achados e

parte destoam dessas analises.

Os critérios para o diagnostico da SOP requerem a presenca de pelo
menos dois dos trés principais sintomas: oligo ou anovulacao,
hiperandrogenismo e a morfologia do ovario policistico (FAUSER, 2004). Em

nosso estudo, as ratas expostas ao Cd apresentaram dois critérios, a reducao
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na ovulacdo e a presenca aumentada de foliculos cisticos, o que em humanos
seria caracterizado como SOP com baixa severidade (WALTERS et al., 2018).
Além disso, uma correlacdo positiva entre os niveis séricos/ovarianos de Cd,
resisténcia a insulina, LDL e o comprimento do ciclo estral e o numero de
foliculos cisticos sugerindo o aumento desses parametros frente a essas
alteracbes. Modelos de SOP, como a exposicdo prolongada a
dihidrotestosterona também apresentam um aumento de foliculos antrais ndo
sadios, reducdo na espessura da camada de células da granulosa e
hipercolesterolemia em camundongos fémeas (CALDWELL et al., 2014).

Além das anormalidades mencionadas anteriormente, nosso estudo
também apontou elevacdo dos niveis de LH. Contrapondo esse dado, outros
trabalhos relatam a reducdo do LH apds a exposi¢cédo ao Cd, contudo com doses
e tempos de exposicao diferentes desta investigacdo (OGUNBIYI; OBI, 2022;
SAEDI et al., 2022). Contudo, estudos in vitro reportam que a exposicédo ao Cd
reduz a ligagdo do LH a células da granulosa isoladas de ratas no proestro, tanto
por exposicdo direta as células quanto em células extraidas de ratas expostas
previamente, 0 que por sua vez poderia aumentar 0s niveis séricos do LH
circulante (ECKSTRUM; RAETZMAN, 2018; NAMPOOTHIRI; GUPTA, 2006;
PRIYA; PILLAI; GUPTA, 2004). Modelos de SOP induzida por letrozol também
apresenta altos niveis de LH, sugerindo que este hormonio pode ser um fator
essencial nas anormalidades da SOP (ESPARZA et al., 2020; MCCARTNEY et
al., 2009).

Nossos dados relatam o aumento da relacdo LH/FSH nas ratas Cd em
comparacao ao grupo CON. Além das alteracdes classicas da SOP, outro
importante parametro que € utilizado na clnica é a razdo LH:FSH, uma vez que
os niveis de LH podem estar elevados em relagdo ao FSH em individuos com
essa complicacéo. Essa relacdo se correlaciona com morbidades presentes em
pacientes com SOP como dislipidemia e resisténcia a insulina e em decorréncia
dessa razao elevada, a ovulacdo pode ndo ocorrer. Nao ha na literatura dados
de exposicdo ao Cd e sua relagdo com esse parametro de SOP para
comparacao, este dado corrobora observacgdes clinicas que ndo envolvem a
exposicao ao Cd (BEYDOUN et al., 2012; SAADIA, 2020).
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A SOP também se relaciona com alteragfes hipotalamicas, visto que a
elevacdo do LH pode estar associado a um aumento na secrecdo de GnRH
(CHANG, 2007; GOODARZI et al., 2011; MCCARTNEY; CAMPBELL, 2020). Se
esse evento é primario ou secundario devido a outras alteracdes da SOP, nao é
algo totalmente esclarecido, contudo, varios fatores sdo associados com a
regulacdo dos neurbnios GnRH (HILL; ELIAS, 2018). Em nosso estudo, a
expressdo do GnRH ndo apresentou alteracdo entre o0s dois grupos
investigados, mas a expressao da Kissl se encontrava elevada, enquanto a
expressdo do mRNA do Kiss1R estava reduzida nas ratas do grupo Cd, fato que
pode ser explicado por influéncia da kisspeptina sobre seu receptor (LI et al.,
2012). Sabe-se que a kisspeptina 1 € o principal secretagogo do GnRH
identificado em mamiferos, atuando sobre o0s neurdnios GnRH e controlando sua
atividade e secrecdo (NAVARRO et al.,, 2004; ROMERO-RUIZ et al., 2019;
SEMINARA et al., 2003). A reducéo do Kiss1r ja foi relatada em procedimentos
de infusédo prolongada de Kissl em ovelhas, indicando que a kisspetina pode
regular a expressao do seu receptor (LI et al., 2012). A elevacao da expresséo
do mRNA da Kissl ja foi reportada em modelos de SOP induzida por letrozol,
contudo, ndo reportou-se alteracbes na expressdo do mMRNA do GnRH
(ESPARZA et al., 2020; KAUFFMAN et al., 2015).

Nossos resultados apontam que as ratas expostas ao Cd apresentaram
aumento na expressao hipotalamica do mRNA do receptor de androgénios. Ja
foi relatado em um estudo in vitro que o Cd tem potencial de mimetizar os efeitos
de androgénios por mecanismo de competicdo pelo receptor de androgénios
(MARTIN et al., 2002). Em modelos de SOP, sabe-se que a fungéo do receptor
de androgénios apresenta fundamental papel no controle dos neurbnios
GABAérgicos presentes no nucleo arqueado, que modulam a atividade dos
neurénios GNRH, aumentando diretamente a liberacdo do GnRH e indiretamente
o LH (MOORE; CAMPBELL, 2016; ROLAND; MOENTER, 2014). Um modelo de
SOP utilizando 6 mg/100 g de desidropiandrosterona, dos 27 aos 46 dias de vida,
induziu um aumento da expressdao do mRNA do receptor de androgénios no
hipotalamo de ratas, corroborando desta forma nossos achados (ZHANG, H. et
al., 2016).
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Fatores metabdlicos também podem modular a fun¢édo do GnRH, como a
sinalizacao de leptina e mTOR. O mTOR tem sido proposto como um transdutor
da leptina e um sensor central para o balanco energético do organismo (COTA
et al., 2006). Em nossos dados, reportamos a reducao da expressao de mRNA
do receptor de leptina e 0 aumento da expressao de mTOR nas ratas Cd. Roa
et al., (2009) reportou que a ativacédo central de mTOR estimula a secrecéo de
LH, possivelmente por seu controle sobre os neurbnios kisspeptina
/neuroquinina/dinorfina. A cascata de sinalizacdo do mTOR tem importante
influéncia nas caracteristicas da SOP, sendo além disso, um dos alvos para
tratamento, uma vez que sua inibicdo melhora direta ou indiretamente o0s

sintomas dessa complicacéo (LIU et al., 2016).

A exposicao ao Cd levou a uma diminui¢cdo na expressao hipotalamica do
MRNA de TNF-a nas ratas desta investigacdo. A inflamac&o cronica de baixo
grau hipotalamica tem sido associada a complicacbes endocrino-metabdlicas
que por sua vez, aumentam a inflamacao em outros 6rgaos e contribuem para a
génese de complicacdes como a SOP. A inflamacg&o no hipotdlamo aumenta a
producao de citocinas pré-inflamatérias como TNF-q, IL-6 e IL-1[3, alteracdes que
podem prejudicar a sinalizacao da leptina e da insulina (BARLAMPA et al., 2021).
Um estudo utilizando um modelo de SOP induzido por exposi¢do ao letrozol (1
mg/Kg/21 dias), reportou inflamacgé&o hipotalamica com aumento de TNF-a e IL-
6. Deste modo, nossos dados ndo corroboram a literatura, além do mais, apenas
a expressao do mRNA TNF-a foi avaliada,o que passa a ser uma limitacdo deste
estudo, uma vez que outras citocinas nao foram avaliadas (LIAN; ZHAO; WANG,
2016).

Em nossa investigacao, foi possivel notar que a exposicdo Cd levou a
caracteristicas da FOP, reduzindo os foliculos ovarianos em todas as fases de
seu desenvolvimento, bem como a quantidade de corpos luteos, além do
aumento na contagem foliculos cisticos e da atresia folicular, embora os niveis
de FSH néo tenham sido alterados. Isso significa que em humanos a condig&o
de FOP seria classificada entre bioquimica e evidente (WALTERS et al., 2018).
De forma geral, os achados deste estudo, sdo consistentes com relatos feitos
em outros estudos que mostram que a exposi¢cao Cd induz a anormalidades na

morfologia e fisiologia do trato reprodutivo, com redu¢do no numero total de
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foliculos ovarianos e a degeneracéo de corpos luteos (NASIADEK et al., 2018,
2019). A deplecéao de foliculos primordiais e primarios, levando a uma reducéao
no total de foliculos, bem como o acelerado declinio desses foliculos, é
hipotéticamente o principal mecanismo para a transicdo de mulheres para a
menopausa ou desenvolvimento de outras anormalidades tais como a FOP
(GOUGEON; ECOCHARD; THALABARD, 1994; TATONE et al., 2008).

Neste estudo, reportamos a reducao dos niveis de AMH e um correlagéo
negativa com os niveis de Cd ovarianos e séricos nas ratas expostas ao Cd.
Além disso, os niveis séricos/ovarianos de Cd se correlacionaram positivamente
com atividade de macréfagos. Embora a exposicdo ao Cd seja associada a
complicagbes no trato reprodutivo, poucos estudos tem associado essas
complicagbes com aumento da inflamagcdo no sistema reprodutivo (SAPMAZ-
METIN et al., 2017). Saksena e Salmonsen, (1983) identificaram uma inflamacao
ovariana aguda, caracterizada por presenca de neutrofilos em determinados
pontos nos ovarios, isso, apos uma simples injecao de 5 ou 10 mg/Kg de CdCl2
em hamsters. Um estudo em mulheres que apresentavam niveis séricos de Cd
similares aos obseervados neste estudo (0,17 e 2,989 nug/L) foram associados
com alteracdo nos niveis do AMH (LEE et al., 2018). A FOP também pode
resultar de processo inflamatoério ovariano, levando a atresia folicular. Deste
modo as alteracdes reportadas neste estudo corroboram os achados de outras
investigacbes (ALTUNTAS; JOHNSON; TUOHY, 2006; SEDMAK; HART,;
TUBBS, 1988).

Na presente investigacao, foi possivel identificar a atrofia uterina, sendo
essa associada a reducao na area total transversal uterina e da espessura do
miométrio nas ratas Cd. Uma correlacdo positiva foi verificada entre niveis
séricos/ovarianos de Cd e a espessura do miométrio. Além disso, foi possivel
notar a formacao de edema, hiperemia com infiltrado de células mononucleares
macrofagos e linfocitos), aumento na atividade de MPO e NAG (atividade de
neutréfilos e macréfagos respectivamente), além do aumento de mastdcitos no
atero de ratas Cd. Uma correlacdo positiva foi notada entre niveis
séricos/ovarianos de Cd e a atividade de NAG. Outrossim, identificamos uma
correlacéo positiva entre niveis de Cd uterino e o numero de mastocitos. Por fim,

a reducao de glandulas uterinas, hiperplasia e e acimulo de colageno foram
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identificados. Sapmaz-Metin et al., (2017) identificaram o aumento de mastdcitos
uterinos, reducado da espessura do endométrio, aumento do indice de apoptose
e a reducao da proliferacdo no utero de camundongos fémeas expostas a 200
ppm de CdCl2 por 30 dias (SAPMAZ-METIN et al., 2017). Durante a mentruagéo,
as células inflamatdrias mais prevalentes no tecido endometrial humano séo
neutrofilos, macrofagos e mastocitos (A. SALAMONSEN; WOOLLEY, 1999).
Essas células auxiliam no remodelamento uterino durante as alteracGes
estimuladas pelas oscilagbes hormonais do ciclo reprodutivo (A. SALAMONSEN;
WOOLLEY, 1999; SIVRIDIS et al.,, 2001). AlteracBes ovulatorias ja foram
associadas na literatura com efeitos adversos do ciclo reprodutivo (prejuizo na
sinalizacao de estradiol, progesterona e na formacdo de corpos lateos, SOP)
sobre o Utero, dentre elas, o aumento de citocinas inflamatorias, infiltrado de
neutréfilos e macrofagos e da inflamacdo, o que induz a lesdo endometrial,
vascularizacdo anormal, estresse oxidativo e o remodelamento tecidual. Nossos
dados corroboram parcialmente a literatura, uma vez que apesar do infiltrado de
células inflamatdrias, a atividade de MPO, NAG e a espessura do endométrio
nao apresentaram alteragdes entre 0os grupos investigados. Algumas limitagdes
deste estudo sdo a néo avaliacao de citocinas pro-inflamatdrias, marcadores de
vascularizacdo e apoptose (WATTERS:; MARTINEZ-AGUILAR; MAYBIN, 2022).

. Nossos resultados apontam o aumento dos niveis de EROs e reducao
dos niveis de GSH ovariano, contudo, no tecido uterino apenas o aumento de
EROs foi identificado nas ratas do grupo Cd. A deposicdo aumentada de
colageno foi constatada no trato reprodutivo das ratas expostas ao Cd, sugerindo
deste modo, desregulacdo do sistema antioxidante nos ovarios, aumento de
EROs no utero e remodelamento tecidual em ambos os tecidos. O aumento de
apoptose, da inflamacdo, do estresse oxidativo e outras anormalidades
reportadas em outros modelos de exposicado ao Cd (NNA et al., 2017; SAPMAZ-
METIN et al., 2017) e em nosso modelo, pode ser responsavel por dano celular
que pode ser substituido por tecido fibroso. Uma correlacdo positiva foi
identifcada entre niveis séricos de Cd e deposicdo aumentada de colageno
uterino comparado ao grupo controle. As consequéncias do aumento do estresse
oxidativo sdo importantes fatores nas complicacdes induzidas pela exposicédo ao
Cd (NASIADEK et al., 2014, 2019). Nna et al., (2017) relatou o aumento dos
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niveis de malondialdeido, peréxido de hidrogénio, e a reducdo de glutationa
peroxidase no trato reprodutivo de rats expostas a 5 mg/Kg por 14 dias. Altos
niveis de estresse oxidativo induzem a disfuncéo mitocondrial, que apresentam
um papel importante no surgimento de caracteristicas da POF, segundo estudos
em humanos e roedores. Este estudo apresenta como limitagbes a né&o
investigacdo de outros parametros do estresse oxidativo e do sistema
antioxidante como H202, superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase
(BIAGIOLI et al., 2008; BRANCA et al., 2020; FAN et al., 2008; ZHEN et al.,
2015).

Este estudo demonstra que a exposi¢cao subaguda a uma concentracao
sérica de Cd observada em individuos expostos ocupacionalmente e abaixo do
nivel considerado seguro internacionalmente, altera os parametros do eixo HPG,
causa anormalidades no trato reprodutivo com caracteristicas de SOP e FOP.
Além disso, induz a alteracfes metabdlicas, aumento da inflamacéo, estresse
oxidativo e remodelamento tecidual no trato reprodutivo. Portanto, este estudo
aumenta nosso entendimento sobre os efeitos toxicos do Cd sobre o eixo HPG

e o trato reprodutivo.
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Figura 20: Representacao esquematica da exposicdo ao Cd e suas alteragcdes sobre

0 eixo HPG. A exposi¢do subaguda ao CdCl2 induziu o acimulo do metal e alteragdes no eixo
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hipotdlamo-hipéfise-gbnada. Expressdao génica anormal no hipotalamo, aumento do LH sérico
liberado pela hipdfise e prejuizo ovariano com reducdo da reserva folicular, aumento da atresia
e de foliculos cisticos, aumento da inflamacao, estresse oxidativo e deposi¢ao de coldgeno, além
da reducdao do hormodnio Anti-Mileriano. PVN: Nucleo hipotalamico paraventricular; PAN:

Nucleo hipotaldamico anteroventral periventricular; SON: Nucleo hipotalamico supradptico.
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