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RESUMO

A produgdo global de plastico tem aumentado significativamente a cada ano. Quando
descartados, os itens plasticos sofrem acdo ambiental, resultando na formagdo de pequenas
particulas denominadas de nanoplasticos (NP). Os NP sdo contaminantes, estdo presentes na
agua e nos alimentos, além de se acumularem ao longo da cadeia tréfica. Neste contexto, o
poliestireno (PS) ¢ um tipo de plastico utilizado para a produgdo de diversos produtos,
incluindo embalagens descartaveis, brinquedos e escovas dentais. Além de afetar a saude do
adulto, ¢ conhecido que a exposi¢do a contaminantes ambientais em janelas criticas do
desenvolvimento pode levar a prejuizos duradouros. Uma vez que no periodo pos-natal
acontecem eventos celulares e moleculares necessarios para a aquisicdo da capacidade
reprodutiva, o objetivo deste estudo foi avaliar se a exposicdo a nanoplasticos de
poliestireno (NP-PS) durante o periodo  juvenil e puberal pode influenciar o
desenvolvimento pds-natal dos testiculos e a funcionalidade espermatica de camundongos
machos. Para tanto, foram utilizados 45 camundongos machos (C57BL/6) com 21 dias,
divididos em 3 grupos experimentais: grupo Controle, que recebeu somente o veiculo
(tampao fosfato-salino, PBS) e outros dois grupos que receberam solucdo de NP-PS nas
doses de Img/dia e 0,Img/dia. Os animais receberam o composto via gavagem,
diariamente, durante 50 dias. O periodo experimental ocorreu entre o dia pés-natal (DPN)
21 e o DPN 71. Posteriormente, os animais passaram eutanasia para a coleta dos testiculos e
ductos deferente (para retirada de espermatozoides). Foram avaliados os pesos dos animais,
pesos do testiculo e epididimos, além da histopatologia, a morfometria e a dindmica da
espermatogénese nos testiculos. Foram quantificados os niveis séricos de testosterona e
estradiol. Os espermatozoides foram avaliados pela sua morfologia, atividade mitocondrial,
motilidade e vitalidade, além da maturagdo da cromatina. Os dados obtidos passaram por
teste estatistico, e foram considerados significativos quando p<0,05. Foi observado uma
diminui¢do nos tibulos seminiferos normais nos camundongos que receberam NP-PS,
independente da dose. Além disso, houve um aumento no diametro dos tibulos seminiferos
dos camundongos expostos a maior dose, bem como um aumento na espessura do epitélio
germinativo dos camundongos expostos a ambas as doses, em comparacdo com 0O grupo
controle. A dinamica da espermatogénese ndo foi alterada pela exposicdo ao NP-PS, bem

como as concentracdes séricas de testosterona e estradiol. Em relagdo aos espermatozoides,



o numero de espermatozoides moveis diminuiu pela exposi¢do a maior dose, enquanto o
nimero de espermatozoides com morfologia normal diminuiu pela exposi¢do a ambas as
doses. A porcentagem de espermatozoides sem atividade mitocondrial (bainha ndo-corada)
aumentou em ambos os grupos expostos ao NP-PS. Nao foram observadas diferengas no
nimero de espermatozoides mortos ou com cromatina madura entre os grupos expostos € o
grupo controle. Os pesos corporais, dos testiculos e espididimos também ndo foram
alterados pela exposicdo ao NP-PS. Dessa forma, pode-se concluir que a exposi¢ao ao
NP-PS durante o periodo de desenvolvimento pds-natal compromete a estrutura testicular,
afetando a funcionalidade espermatica em camundongos machos.

Palavras-Chave: plastico; testiculo; espermatozoide; puberdade.



ABSTRACT

Global plastic production has increased significantly each year. Once discarded, plastic items
undergo environmental degradation, resulting in the formation of small particles known as
nanoplastics (NP). These NP are contaminants found in water and food and accumulate
throughout the trophic chain. In this context, polystyrene (PS) is a type of plastic widely used
in the manufacture of various products, including disposable packaging, toys, and
toothbrushes. In addition to affecting adult health, it is well established that exposure to
environmental contaminants during critical developmental windows can lead to long-lasting
impairments. Since the postnatal period encompasses essential cellular and molecular events
required for the acquisition of reproductive capacity, the aim of this study was to evaluate
whether exposure to polystyrene nanoplastics (PS-NP) during the juvenile and pubertal
periods influences postnatal testicular development and sperm function in male mice. A total
of 45 male C57BL/6 mice aged 21 days were divided into three experimental groups: a
Control group, which received only the vehicle (phosphate-buffered saline, PBS), and two
groups that received PS-NP solutions at doses of 1 mg/day and 0.1 mg/day. Animals received
the compound daily by gavage for 50 days. The experimental period occurred between
postnatal day (PND) 21 and PND 71. After treatment, animals were euthanized for collection
of the testes and vas deferens (for sperm retrieval). Body weight, testis and epididymis
weights were measured, and testicular histopathology, morphometry, and spermatogenesis
dynamics were evaluated. Serum testosterone and estradiol levels were quantified. Sperm
were analyzed for morphology, mitochondrial activity, motility, viability, and chromatin
maturation. Data were statistically analyzed, assuming significance at p < 0.05. A reduction
in the proportion of normal seminiferous tubules was observed in mice exposed to PS-NP,
regardless of dose. Additionally, exposure to the higher dose increased seminiferous tubule
diameter, while both doses increased germinal epithelium thickness compared with the
control group. Spermatogenesis dynamics, as well as serum testosterone and estradiol levels,
were not affected by PS-NP exposure. Regarding sperm parameters, the number of motile
sperm decreased in the higher-dose group, and the proportion of sperm with normal
morphology decreased in both exposed groups. The percentage of sperm lacking
mitochondrial activity (unstained sheath) increased in both treated groups. No differences
were found in the number of dead sperm or in chromatin maturation between exposed and

control groups. Body weight and testis and epididymis weights were also unaffected by



PS-NP exposure. In conclusion, exposure to PS-NP during the postnatal developmental
period compromises testicular structure and impairs sperm functionality in male mice.

Keywords: Plastic; Testis; Sperm; Puberty.
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1 INTRODUCAO

O plastico foi criado no século XX, advindo da polimerizagdo de polimeros sintéticos,
com o objetivo de criar um material barato e de facil manuseio (Rodrigues, 2024). Devido seu
baixo custo e ampla aplicacdo, a producao global de plastico estd em constante crescimento.
Somente em 2020, 375,5 milhdes de toneladas de plastico foram produzidas em todo o mundo
e em 2021 a producdo chegou a 390,7 milhdes de toneladas. A estimativa ¢ que esse numero
pode aumentar significativamente nos proximos anos (Plastics Europe, 2022; Lebreton;
Andrady, 2019).

Em decorréncia da sua estabilidade e durabilidade, estes materiais persistem no
ambiente por varias décadas e representam um grande problema ambiental. A maior parte da
poluicdo por plastico resulta de grandes itens (macroplasticos), como garrafas, sacolas,
embalagens descartaveis de alimentos e de cosméticos. Os macroplasticos podem ser
degradados pela agdo dos raios solares (radiagdo ultravioleta), do vento e de outras forgas
mecanicas, produzindo pequenas particulas plasticas, que tém sido grande fonte de
contamina¢do ambiental. Estas pequenas particulas sdo denominadas de microplasticos (MP)
quando menores que 5 mm; ou de nanoplasticos (NP), quando menores que 1 um (Waring;
Harris; Mitchell, 2018).

Em um estudo conduzido com Daphnia galeata, um crusticeo de agua doce, foi
observado que a exposicdo a 5 mg/L de nanoplastico de poliestireno (NP-PS) por 5 dias
afetou significamente aspectos reprodutivos, como motilidade e vitalidade espermatica (Cui et
al., 2017). Estudos em roedores destacam efeitos toxicos nos rins a 0,1 mg/L ou 1 mg/L de
MP (Shen et al., 2023), intestino a partir de 2,5 mg/kg de peso corporal (Liang et al., 2021)e
metabolismo energético em 0,01 mg/dia de MP (Deng et al., 2017).

Recentemente, Jin et al. (2021) demonstraram efeitos toxicos de microparticulas de
poliestireno (10 e 4 um / dia) no sistema genital masculino e espermatozoides de
camundongos machos adultos. Similarmente, Zolotova et al. (2024) relataram que a
exposi¢do a particulas de poliestireno de 5 pum altera o perfil inflamatdrio e prejudica os
espermatozoides de camundongos machos. No entanto, ainda ha uma lacuna de informagdes
sobre o impacto da exposi¢ao a nanoparticulas de poliestireno durante o desenvolvimento

poOs-natal e se as possiveis alteragdes persistem até a vida adulta.
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1.1 PLASTICO E MICROPLASTICOS

Cerca de 90% do total de plastico produzido ¢ feito de polimeros sintéticos derivados
de petroquimicos. Estes sdo classificados como termoplasticos, que consistem em uma familia
de resinas que se tornam maleaveis e permitem modelagem quando aquecidas e, quando
resfriadas, tornam-se endurecidas. Os termoplasticos podem ser reaquecidos e resfriados
inimeras vezes sem que o material perca suas caracteristicas de durabilidade e resisténcia.
Dentre os termoplasticos estdo: polietileno (PE), polipropileno (PP), polivinil cloreto (PVC),
politereftalato de etileno (PET) e poliestireno (PS) (Plastics Europe, 2022).

O PS ¢ um dos pioneiros no campo dos termoplasticos, tendo a primeira planta
industrial bem-sucedida em operagdo na IG Farbenindustrie, na Alemanha, em 1930. Nos
Estados Unidos, a producdo comercial em larga escala comegou em 1938 pela Dow Chemical
Company. Em razdo de suas propriedades como transparéncia e facilidade de coloragdo, o PS
tornou-se amplamente utilizado na inddstria alimenticia e outros setores estratégicos,
passando por eletrodomésticos e eletroeletronicos, brinquedos ¢ itens descartaveis
(Montenegro; Serfaty, 2002).

Assim como a maioria dos plasticos, o PS representa um material de baixo custo,
facilmente moldavel, hidrofobico, bioinerte e de alta durabilidade que pode ser usado em uma
ampla variedade de produtos (Lebreton; Andrady, 2019). Muitos itens plasticos chegam aos
mares e oceanos, onde tém se acumulado ao longo dos anos e t€ém se degradado a MP e NP.
Essas pequenas particulas sdo ingeridas por organismos marinhos, como peixes, bivalves e
zooplancton. Alguns estudos relatam que os MP e NP sdo transferidos ao longo da cadeia
trofica, chegando a organismos maiores, incluindo humanos (Karapozis; Giordani; Loiselle,
2021). Além disso, a literatura mostra que a utilizacdo de itens plasticos para manipulagao,
preparacdo e armazenamento de alimentos, seja em escala industrial ou uso doméstico,
aumenta o risco de liberar MP e NP (figura 1) nos alimentos consumidos (Hussain et al.,
2023).

Os estudos ecotoxicologicos sobre a presenca € os efeitos dos micro e nanoplasticos
em organismos marinhos estdo amplamente consolidados, abrangendo fito/zooplancton,
invertebrados e plantas (Gesamp, 2015). Evidéncias indicam que, apesar dos efeitos adversos
ja conhecidos em animais marinhos, essas particulas se acumulam na cadeia tréfica, afetando
animais maiores, incluindo peixes e humanos (figura 2) (Kik; Bukowska; Sicinska, 2020).
Além disso, ha relatos de absor¢ao dessas particulas por plantas por meio de folhas e raizes,

reforgando o actimulo de MP e NP ao longo da cadeia trofica (Borges et al., 2022).
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Evidéncias recentes demonstram que os nanopldsticos sdo capazes de atravessar barreiras
bioldgicas e se distribuir sistemicamente, comprometendo diferentes sistemas fisiologicos,

como o digestdrio, circulatorio, nervoso e endocrino (Rigo et al., 2025).

Figura 1 - Figura representativa da fragmentagao e vias de contaminagao

Macroplastico

Cutanea***

Acdao Fisico-Quimica

Microplastico (<5mm)

Respiratoria**

Acéao Fisico-Quimica

Nanoplastico (<1 pm)

Oral*

Vias de contaminacéao

*Através de alimentos com particulas plasticas como bolachas, café em copos plasticos,
refrigerantes, entre outros

**Por meio de ar contaminado em vias de alto fluxo, carro exposto ao sol, entre outros.

*** Em cremes, esfoliantes, tecidos, entre outros.

Fonte: Waring; Harris; Mitchell, 2018; Gaylarde et al 2021.
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Figura 2 - Figura representativa da bioacumula¢do do nanoplastico ao longo da cadeia trofica

Representacdo da bioacumulagio de plastico

Fonte: elaboragao propria 2025.

Uma vez nos organismos, o NP pode perturbar a homeostase induzindo o estresse
oxidativo, aumentando das espécies reativas de oxigénio. Este aumento pode causar dano
mitocondrial (Zheng et al., 2019) e inflamagdo, por meio da liberacdo de TNF-a e IL-10
(Wang et al. 2023), que sao dependentes da dose e tempo de exposi¢do. A literatura mostra
que a exposicao ao NP-PS levou a morte celular devido a mitofagia excessiva em células
SH-SYSY e neurdnios dopaminérgicos, ativadas pela via AMPK/ULK1 (Huang et al., 2023).
Outro mecanismo bem relatado ¢ o desbalanco hormonal devido a alteragdes na expressao

génica de receptores hormonais (Bossi et al., 2025).
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1.2 SISTEMA GENITAL MASCULINO E ESPERMATOGENESE

O sistema genital consiste em orgaos e tecidos que fornecem a capacidade reprodutiva
da espécie. Nos mamiferos este sistema ¢ composto por testiculos, epididimos, ductos

deferentes, glandulas sexuais acessorias e genitdlia externa - formada pelo pénis e escroto

(Figura 3).

Figura 3 - Ilustracdo representativa do sistema genital masculino
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Fonte: Pawlina; Ross, 2021.

Os testiculos sdao orgdos pares, localizados no escroto e sdo responsaveis pela
gametogénese e produ¢do de hormdnios, como testosterona, dihidrotestosterona, hormonio
anti-miilleriano, inibina b, androstenediona e dehidroepiandrosterona. Cada testiculo possui
uma capsula de tecido conjuntivo denso denominada de tinica albuginea. Essa, por sua vez,
se espessa na superficie dorsal, formando o mediastino testicular. Esses septos penetram no
testiculo, dividindo-o em aproximadamente 250 compartimentos piramidais chamados de
l6bulos testiculares. Em cada 16bulo, quatro tibulos seminiferos se alojam em novelamento e

sdo responsaveis pela maturagdo espermatogonial. O estroma do 6rgdo € rico em vasos
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sanguineos, vasos linfaticos, nervos e células intersticiais (Junqueira; Carneiro, 2013, p. 412).

As células de intersticiais de Leydig (Figura 4) tem como principal fun¢do a produgio
de testosterona, o principal hormdnio androgénico masculino, que € responsavel pelo
desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarios, e essencial para a manutengao da
espermatogénese (Ge; Li; Wang, 2021). A producdo de testosterona ¢ estimulada pelo
hormoénio luteinizante (LH) secretado pela hipodfise, e esse hormonio age tanto localmente
sobre os tubulos seminiferos, quanto sistemicamente em diversos 6rgdos-alvo do corpo
masculino. Em menor escala, essas células também podem sintetizar outros esteroides, como

androstenediona e di hidrotestosterona (DHT) (Ge; Li; Wang, 2021).

Figura 4 - Fotomicrografia do intersticio dos tubulos seminiferos em camundongos
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Fonte: Zorzetto, 2007, p. 21.

As células de Sertoli (Figura 5) estdo localizadas no epitélio seminifero, fixadas a
lamina basal e se estendem até o limen dos tibulos. Elas desempenham fun¢des no processo
de espermatogénese, e proporcionam suporte fisico, metabolico e nutricional as células da
linhagem germinativa em desenvolvimento, formando o ambiente adequado para a sua
diferenciagdo (Thumfart e al., 2023). Além disso, por meio de suas jungdes intercelulares,
formam a chamada barreira hematotesticular, uma estrutura que protege as células
germinativas contra agentes imunologicos e substidncias toxicas, separando 0s
compartimentos basal e adluminal dos tibulos. Elas também realizam fagocitose dos restos
citoplasmaticos das células germinativas durante a espermiogénese, promovendo a

organiza¢do do ambiente testicular (Thumfart et al., 2023).
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Figura 5- Fotomicrografia representativa do epitélio seminifero

A Célula micide Espermatogénias Células de Sertoli

Fonte: Junqueira; Carneiro, 2013, p. 414.

A espermatogénese consiste no processo de producdo de espermatozoides e tem
duracdo variada a depender da espécie. Nos humanos, este processo tem duragdo de cerca de
70 dias, enquanto nos camundongos a dura¢do média ¢ de 35 dias (Tanaka; Baba, 2005).
Neste periodo, duas etapas predominam: as divisdes mitdticas das espermatogonias tipo A,
que produzem uma populagdo reserva de espermatogdnias; ¢ o desenvolvimento de
espermatogoOnias tipo A em espermatogdnias tipo B, que se diferenciam até formar os
espermatozoides (Aponte; Rooji; Bastidas, 2005).

Durante esta mitose, as espermatogdnias do tipo B ddo origem a espermatodcitos
primarios, células diploides. Que por sua vez, passam pela primeira divisdo meidtica,
formando os espermatodcitos secundarios haploides. Apos a segunda divisdo meidtica
formam-se as espermatides imaturas ou arredondadas. O processo final da espermatogénese ¢
a espermiogénese, no qual as espermdtides passam por uma citodiferenciacdo morfologica - as
células arredondadas adquirem a morfologia caracteristica do espermatozoide. Finalizada a
espermiogénese, os espermatozoides sdo entdo liberados na luz dos tibulos seminiferos

(Miyata et al., 2024) (Figura 6).
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Figura 6 - Ilustragdo das células que compode os tibulos seminiferos
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Fonte: Junqueira; Carneiro, 2013, p. 414.

Ao final da espermiogénese, os espermatozoides sdo liberados no lumen dos tibulos
seminiferos, seguindo para as vias extra testiculares. De inicio transitam no interior dos
tabulos retos a alcancar a rede testicular, nela sdo conduzidos aos ductos eferentes. Esses
ductos chegam no epididimo, 6rgdo segmentado responsavel pela matura¢do funcional dos
espermatozoides com motilidade modificagdes na membrana plasmatica que permite o
reconhecimento da zona pelicida. Concluido esse processo, os espermatozoides permanecem
armazenados na cauda do epididimo para serem conduzidos até os ductos deferentes e
ejaculadores. Com a ejaculagdo, os espermatozoides passam pela uretra e se misturam as
secrecdes acessorias, dando origem ao sémen (Hess et al., 2002).

As vias condutoras, por sua vez, que incluem epididimos, ductos deferentes e uretra,
sao fundamentais para o transporte dos espermatozoides. Histologicamente, o epididimo ¢

composto por um epitélio pseudoestratificado colunar, predominantemente formado por
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células principais (ou principais colunares) com estereocilios, células basais, células claras,
entre outras, apoiadas sobre uma lamina basal continua e circundadas por uma fina camada de
musculo liso, cuja espessura aumenta do caput a cauda, auxiliando no transporte dos
espermatozoides por contragdes peristalticas (Rinaldi et al., 2020).

As glandulas anexas, como as vesiculas seminais, a prostata e as glandulas
bulbouretrais, contribuem com contetido seminal para a nutrigdo e viabilidade dos gametas. O
pénis, por sua vez, desempenha a fun¢do copuladora, depositando os gametas no sistema

reprodutor feminino (Benoit, et al., 1987).

1.3 DESENVOLVIMENTO POS-NATAL DO SISTEMA GENITAL MASCULINO EM
CAMUNDONGOS

O periodo pos-natal ¢ caracterizado por intensas mudancgas fisioldgicas, anatdmicas e
comportamentais, incluindo a matura¢do do eixo hipotdlamo-hipofise-adrenal, essencial para
integrar respostas endocrinas, nervosas € imunes, especialmente sob estresse (Schmidt et al.,
2003). Além disso, o perfil da microbiota intestinal também sofre alteracdes ao longo desse
periodo, conforme demonstrado por revisao sistematica de Rakoff-Nahoum et al. (2015). No
sistema reprodutor masculino, essas transformagdes incluem o desenvolvimento dos tibulos
seminiferos e das células germinativas.

No periodo neonatal (DPN 3—7), os tubulos seminiferos contém gondcitos e células de
Sertoli imaturas em intensa atividade mitdtica. Durante a fase infantil (DPN 8-14), inicia-se a
proliferacdo de espermatogonias e de células de Sertoli, culminando, no final dessa fase (DPN
15-20), no pico de densidade de espermatogdnias (Picut et al., 2015). A quantidade de
espermatogonias do tipo A aumenta de 0,2 x 10° no DPN 3 para 6,5 x 10° no DPN 21
(Vergouwen et al., 1993). A partir do DPN 22, transcritos especificos de espermatides, como
o mRNA de MPI, tornam-se detectaveis, coincidindo com o surgimento das primeiras
espermatides arredondadas e indicando a reprogramacao molecular que marca a transi¢ao do
periodo juvenil para o puberal (On Reproductive, 1989; Margolin et al., 2014). No periodo
juvenil (DPN 21-32), ha aumento de espermatdcitos paquitenos e o aparecimento de
espermatides arredondadas, sinalizando o fim da arquitetura testicular infantil (Picut et al.,
2015). A presenca de espermatozoides na cauda do epididmo pode ser observada por volta da
quinta semana de vida, embora ainda sem capacidade de fertilizagdo (Zhang et al., 2024).

Entre o DPN 32-55, os tubulos alcancam o estdgio VII de maturacdo, e

espermatozoides alongados tornam-se evidentes, com a maturacao testicular sendo concluida
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por volta do DPN 46 (Picut ef al., 2015). A capacidade fecundante surge por volta do DPN
37, embora inicialmente baixa (2,9%), atingindo aproximadamente 72% no DPN 40 (Mochida
etal. 2019).

1.4 EFEITO DA EXPOSICAO A MICRO E NANOPLASTICO SOBRE O SISTEMA
GENITAL MASCULINO

A literatura demonstra que o sistema reprodutor masculino ¢ sensivel aos efeitos
adversos da exposi¢do a micro e nanoplésticos. Fang Wnag, Xiong (2024) mostraram que
camundongos machos C57BL/6, expostos por quatro semanas a microplasticos de poliestireno
de 5 um (0,25; 0,5; e 1 mg/dia), apresentaram redugao significativa na contagem e motilidade
espermatica, além de aumento na taxa de anomalias morfoldgicas dos espermatozoides.
Alteragdes estruturais também foram observadas nos testiculos, incluindo desenvolvimento
anormal dos tubulos seminiferos e prejuizo funcional das espermatogdnias. De forma mais
ampla, evidéncias apontam que a exposi¢do a nano e¢ microplasticos (N/MPLs) durante o
desenvolvimento reprodutivo estd associada a infertilidade, abortos espontineos e
malformagdes congénitas. Muitos desses efeitos decorrem dos aditivos presentes nos
polimeros, como plastificantes e biocidas, capazes de interferir no sistema endocrino e exercer
acoes imunotoxicas (Niccolai; Colzi; Amedei, 2023).

Outros estudos experimentais reforcam esses achados. Zhao et al. (2023)
demonstraram que a exposi¢do pré e pos-natal a PS-MPs em fémeas prenhes e suas proles
induz distarbios no desenvolvimento testicular a partir do DPN 35, acompanhados de
disfuncdo espermatogénica até o DPN 70, mesmo em baixas concentragdes (0,5-50 mg/L).
De forma semelhante, Lu ef al. (2023) observaram que a exposi¢do a micro € nanoplasticos
ativa vias associadas a apoptose germinativa, como a via p53. Em modelo cronico,
camundongos Balb/c tratados com PS-MPs (0,5; 4; e 10 um, 100 e 1000 pg/L, por 180 dias)
apresentaram disfun¢do reprodutiva e reducao dos niveis de testosterona via modulagdo da via
LHR/cAMP/PKA/StAR dependente de LH (Jin et al., 2022). Considerando esse conjunto de
evidéncias, o presente estudo busca esclarecer os impactos da exposi¢cdo a nanoplasticos de
poliestireno durante os periodos juvenil e puberal sobre a morfofisiologia testicular e a

funcionalidade espermatica em camundongos.



22

2 HIPOTESE

A hipotese desse estudo € que a exposicao ao nanoplasticos de poliestireno (NP-PS)
durante o periodo juvenil e puberal DPN 22 a 72 afeta o desenvolvimento testicular e afeta a

qualidade espermatica, por a¢do do desbalango hormonal em camundongos.
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3 JUSTIFICATIVA

A qualidade seminal e o numero de espermatozoides vém diminuindo ao longo das
décadas. Esta ¢ uma constatagdo tanto para humanos quanto para animais de vida livre (Luo
et al., 2023). Em humanos, o declinio da qualidade espermatica est4 relacionado ao aumento
nos casos de infertilidade e maior procura por técnicas de fertiliza¢do in vitro; em animais de
vida livre, a infertilidade pode, em longo prazo, levar a diminui¢ao no niimero de individuos,
0o que mais adiante pode culminar em extingdo de espécies. Entender os mecanismos
envolvidos no prejuizo da capacidade reprodutiva e quais os contaminantes ambientais
envolvidos neste processo. Além disso, ¢ importante compreender como estes contaminantes
afetam nao s6 o individuo adulto, mas principalmente o organismo em desenvolvimento, de
modo a tragar estratégias preventivas, uma vez que a literatura carece de dados sobre a

toxicidade de nanoplasticos no desenvolvimento do sistema genital.
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4. OBJETIVOS

Para tal, foram divididos em objetivo geral e objetivos especificos.

4.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar se a exposi¢do ao NP-PS durante o periodo juvenil e puberal pode influenciar

no desenvolvimento pds-natal dos testiculos e afetar a qualidade espermatica e hormonal.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se a exposicdo ao NP-PS durante os periodos juvenil e puberal afeta o
desenvolvimento testicular, pela avaliagdo de parametros histopatologicos,
morfométricos e dindmica da espermatogénese no 6rgao;

e Avaliar a qualidade espermatica a partir de sua vitalidade, motilidade, morfologia,
maturagdo da cromatina e atividade mitocondrial ap6s exposi¢do ao NP-PS durante
os periodos juvenil e puberal;

e Quantificar os niveis séricos de estradiol e testosterona apds exposicao ao NP- PS

durante os periodos juvenil e puberal.
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5 METODOLOGIA

O presente projeto possui apoio financeiro da Fundagdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Minas Gerais (FAPEMIG) (processo APQ-00221-22) e foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA-UFTM) (parecer n® 9/2024/CEUA/PROPPG, Anexo I).

5.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Foram utilizados 30 camundongos machos (Mus musculus), da linhagem C57BL/6
obtidos com 21 dias de idade (dia pds-natal, DPN 21). Estes animais foram obtidos do
Biotério Central da UFTM, sendo transferidos para o novo ambiente, o Laboratorio
Multiusuério de Modelos Biolégicos (LaMMoBi), onde foram distribuidos aleatoriamente
em 3 grupos experimentais (n=15/grupo), sendo:

e Grupo Controle, que recebeu somente solugdo de PBS (Tampao fosfato-salino, pH

7,4) durante todo o periodo experimental,;

e Grupo NP-1X, que recebeu NP-PS diluido em PBS na concentragao de 0,1 mg/dia;

e Grupo NP-10X, que recebeu NP-PS diluido em PBS na concentrag¢do de 1 mg/dia.

As doses foram selecionadas a partir de uma estimativa da exposi¢do ambiental
humana (Yadav; Sethulekshmi; Shriwastav, 2022). Foi realizada uma conversao inter-espécie
utilizando o método proposto por Nair e Jacob (2016, p. 27). Todos os grupos foram expostos
via gavagem para garantir o consumo da dose (Xie et al. 2020; Jin et al., 2021). A exposi¢ao
ocorreu por 50 dias consecutivos a partir do DPN 22. Durante todo o periodo experimental, os
animais foram mantidos em racks ventilados com micro-isoladores, que possuiam sistema
independente de insuflamento e exaustdo de ar, sob temperatura controlada (23 + 2°C), e

tiveram livre acesso a comida e 4gua. O peso corporal foi aferido duas vezes por semana.
5.2 CARACTERIZACAO DAS NANOPARTICULAS DE POLIESTIRENO (NP-PS)

A solugdo contendo nanoparticulas de poliestireno (NP-PS) foi fornecida e
caracterizada em colaboragdao com a Faculdade de Filosofia, Ciéncias e Letras de Ribeirao
Preto (FFCLRP, USP). As particulas apresentaram raio hidrodindmico médio de 180 nm e

potencial zeta de -27 mV.
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5.3 COLETA DOS MATERIAIS

Ao final do periodo experimental, os animais foram pesados, anestesiados com 12
microlitros de associacdo de xilazina e cetamina e submetidos & eutandsia por pungao
cardiaca. Foram coletados e pesados os testiculos e epididimos, os ductos deferentes (para
coleta de espermatozoides) e sangue, os quais foram processados de acordo com a analise a

ser realizada com cada material.

5.4 PROCESSAMENTO HISTOLOGICO DOS TESTICULOS

Os testiculos (n=6/grupo) foram imersos em Methacarn (60% metanol, 30%
cloroférmio, 10% acido acético) por um periodo de 6h. Ao término da etapa de fixacao,
o Methacarn foi substituido por éalcool 70%, onde as pecas permaneceram até o
processamento de rotina para inclusdo em parafina. Os tecidos foram entdo seccionados

a Spm corados com hematoxilina e eosina (HE) para as analises descritas a seguir.

5.4.1 Avaliag¢ao Histopatologica

Estas avaliagdes foram realizadas conforme descrito por Siervo et al. (2015). Para a
andlise histopatoldgica testicular, foram avaliados cortes transversais do 6rgao com auxilio de
microscopio de luz (aumentos de 100X, 200x e 400X). Foram analisadas todas as seccoes de
tubulos seminiferos de um corte por animal, classificando-os em normal ou anormal. Os
tubulos foram considerados anormais quando identificados: células acidofilas no epitélio
seminifero ou luz tubular, células multinucleadas, espermatides retidas no compartimento
basal, degeneracdo de tipos celulares, vacuolizacdo do epitélio ou presenga de células

germinativas imaturas na luz.

5.4.2 Avaliagao Morfométrica

Foram avaliados o diametro dos tiibulos seminiferos e a altura do epitélio germinativo
em todas secgoes de tubulos seminiferos no estagio IX da espermatogénese, por animal. Para
tanto, foi utilizado um microscépio acoplado a um fotodocumentador, utilizando o aumento

de 100X e um analisador de imagem (figura 8). (Siervo et al., 2015).
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Figura 8 - Ilustracdo esquematica da metodologia de analise histomorfométrica dos tibulos

seminiferos.

A esquerda, demonstragio do posicionamento do centro luminal e do tragado de eixos radiais para mensuragio
do didmetro tubular, da 4rea luminal e da espessura do epitélio seminifero. A direita, aplicagio de multiplos
eixos radiais equidistantes, utilizados para obtengdo de valores médios e padronizacdo das medidas,

minimizando vieses associados a orienta¢do do corte histologico.

Fonte: elaboragdo propria, 2025.

5.4.3 Avaliacdo do Processo Espermatogénico

Para esta analise, todas as secgOes transversais de tibulos seminiferos dentro da
normalidade, de um corte por animal foram avaliadas (Siervo et al., 2015). Os tibulos foram
classificados de acordo com os seguintes estagios da espermatogénese:

e [Estagios [-VI: apresenta duas geracdes de espermatides;

e Estagios VII-VIII: apresenta espermatides maduras localizadas na borda do

[imen;
e Estagios IX-XI: apresenta somente uma geracdo de espermatides;

e [Estagio XII: apresenta espermatdcito secundario.
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Figura 9 — Estagios do epitélio seminifero em camundongo

Fonte: Adaptado de Hess et al. 1990.

5.5 COLETA E PREPARO DAS AMOSTRAS DE ESPERMATOZOIDES

Imediatamente apds a eutanasia, os ductos deferentes direitos e esquerdos foram
removidos e colocados em solu¢do de PBS aquecida a 37°C. O contetido dos ductos foi lavado
com o0 mesmo tampao aquecido, com auxilio de agulha fina e seringa. Os espermatozoides

foram coletados em microtubo e processados conforme descrito a seguir.

5.5.1 Motilidade Espermatica

Para a avaliacdo da motilidade espermatica, uma aliquota (10 uL) da amostra
(n=10/grupo) foi transferida para a camara de Neubauer no momento da coleta. Em seguida
foi observada sob microscopio de luz, em aumento na objetiva de 20x a 40x . Foram
observados 100 espermatozoides, os quais foram classificados em duas categorias: moveis,
quando apresentavam qualquer tipo de movimentacdo (independente de ser progressiva ou
ndo), e imdveis, quando ndo apresentavam nenhum tipo de deslocamento ou vibragao flagelar.

Os resultados foram expressos em porcentagem relativa ao total de células analisadas.

5.5.2 Vitalidade Espermatica

Uma aliquota (n=8/grupo) da solu¢do contendo espermatozoides foi adicionada ao
corante eosina nigrosina no momento da coleta, que penetra a membrana plasmatica de
células mortas. A andlise foi conduzida em microscépio de luz com aumento de 400x. Foram
avaliados 100 espermatozoides por amostra, ¢ a vitalidade foi determinada com base na cor
das células: células transparentes foram considerados vivas, enquanto aqueles corados em

rosa ou vermelho foram classificados como células mortas. Os resultados foram expressos
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como a porcentagem de espermatozoides vivos e mortos em relagdo ao total de células

contadas.

5.5.3 Avaliacao da Atividade Mitocondrial Espermatica

Para a avaliacdo da atividade mitocondrial em espermatozoides (n=8/grupo), foi
utilizado o método descrito por Hrudka (1987), que utiliza o cromoforo DAB
(3,3'-diaminobenzidina tetrahidrocloreto), o qual reage com a enzima citocromo C-oxidase
presente nas mitocondrias ativas da peca intermedidria dos espermatozoides. Essa reacao
resulta na polimerizacdo do DAB e posterior deposi¢do de um produto amarronzado, visivel
apenas em mitocondrias ativas. Todo o procedimento foi realizado sob prote¢ao da luz para
evitar a degradagdo do reagente.

Inicialmente, foi preparada uma solu¢do de DAB na concentragdo de 1 mg/mL em
tampao PBS (NaCl 150 mM, Na, HPO,4 9,1 mM e NaH, PO, 1,7 mM, pH 7,4). Em seguida,
uma aliquota da amostra de espermatozoides (20 pL) foi adicionada a solu¢do de DAB na
propor¢ao de 1:3 (v/v). A mistura foi incubada a 37 °C por 1 hora, em banho-maria. Apos a
incubacdo, foram preparados esfregacos em laminas histologicas, os quais foram deixados
secar a temperatura ambiente. As laminas foram fixadas em solu¢do de formaldeido a 10%
diluida em PBS por 10 minutos. Posteriormente, foram lavadas com PBS e deixadas
novamente para secar em temperatura ambiente. A analise foi realizada por microscopia de
luz, observando-se 100 espermatozoides por amostra, que foram classificados de acordo com
a intensidade e extensdo da coloragdo amarronzada na peca intermedidria. Os resultados

foram expressos em porcentagem de células pertencentes a cada classe.

5.5.4 Maturacdo da Cromatina Espermatica

Para a avaliagdo da maturagdo da cromatina espermatica, foi utilizado o método
utilizado por Campos et al. (2023), baseado no corante azul de anilina, que possui afinidade
pelas histonas associadas a cromatina do gameta. Espermatozoides imaturos, com altos niveis
de histonas, sdo corados de azul escuro, enquanto espermatozoides maduros, ricos em
protaminas, ndo apresentaram coloragdo significativa ou apresentaram coloragao azul clara.
Inicialmente, foi preparada uma solugdo a 4% de acido acético em 4agua destilada. Em
seguida, o corante azul de anilina foi diluido nesta solugdo para obtengdo de uma

concentracdo final de 5% (500 mg de azul de anilina completados com solug¢do de acido
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acético at¢ 10 mL). A suspensdo de espermatozoides coletados em PBS foi utilizada para a
preparacdo de esfregacos em laminas histoldgicas, que foram deixados para secar a
temperatura ambiente (n=8/grupo).

As laminas secas foram fixadas em solu¢do de formol a 10% por 10 minutos, também
em temperatura ambiente. Apds a fixacdo, as laminas foram lavadas com agua destilada e
submetidas a coloragdo em solucdo de azul de anilina a 5% por 5 minutos. Em seguida, foram
novamente lavadas com agua destilada e deixadas para secar a temperatura ambiente. As
laminas foram entdo montadas com laminulas utilizando meio de montagem adequado. Por
fim foi realizada a contagem de 100 espermatozoides por animal. As células foram
classificadas em duas categorias: espermatozoides corados em azul escuro (indicando
cromatina imatura) e espermatozoides nido corados ou corados em azul claro (indicando
cromatina madura). Os resultados foram expressos em porcentagem de células em cada

categoria, corado, ndo corado e parcialmente corado.

5.6 AVALIACAO HORMONAL

As andlises hormonais foram realizadas por meio de kits comerciais da USCN Life
Science (Wuhan, China), empregando a técnica de imunoadsor¢do enzimatica (ELISA) por
formato competitivo. Para tal, foram utilizados os kits especificos para estradiol e
testosterona. Esse método baseia-se na competi¢do entre o hormonio enddgeno presente nas
amostras ¢ 0 hormoénio marcado, ambos competindo pelos sitios de ligagdo de anticorpos
especificos 1mobilizados na microplaca, permitindo a quantificacdo das concentragdes

hormonais.

5.6.1. Testosterona

O ensaio seguiu as instru¢des do fabricante. Inicialmente, as amostras e padrdes foram
preparados e adicionados aos pogos, juntamente com o reagente de deteccdo primario. Apos
incubacdo a 37 °C, os pogos foram lavados com solugcdo de lavagem. Em seguida, foi
adicionado o reagente secundario, contendo estreptavidina conjugada a peroxidase (HRP),
que se ligou a biotina previamente incorporada. Apds nova etapa de lavagens, acrescentou-se
o substrato cromogénico tetrametilbenzidina (TMB), que ao ser oxidado pela HRP produziu
uma coloragdo azulada. Essa reacdo foi interrompida com a adicdo de solugdo acida,

promovendo a mudanga da cor para amarela.
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A intensidade da coloracdo foi determinada por meio de leitura em espectrofotometro
de microplacas a 450 nm. A curva-padrio foi construida a partir de concentragdes conhecidas

de testosterona, permitindo a interpolacao dos valores obtidos nas amostras.

5.6.2 Estradiol

O ensaio foi conduzido adicionando-se as placas as amostras, padroes e controles,
seguidos dos reagentes de deteccdo. Apds incubacdo controlada, as placas foram lavadas
repetidamente para remo¢do do material ndo ligado. Em seguida, adicionou-se o substrato
cromogénico (TMB), cuja reagdo enzimatica foi interrompida pela solucdo de parada. A
leitura da absorbancia foi realizada em leitora de microplacas a 450 nm. A concentracao de
estradiol foi determinada por interpolacdo em curva padrao construida a partir das dilui¢des

seriadas fornecidas pelo kit. Os resultados foram expressos em pg/mL.

5.7 ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram submetidos ao teste de homogeneidade de variancias e
normalidade de Shapiro-Wilk pelo software GraphPad Prism (Version 8). A depender da
distribui¢do dos dados, foi realizado o teste de one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey, ou
Kruskal-Wallis, com pos-teste de Dunn, para comparagdo entre todos os grupos
experimentais, utilizando o mesmo software. Os valores foram considerados significativos

quando p < 0,05.
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6 RESULTADOS

Nesta se¢ao sdo apresentados os resultados obtidos a partir das andlises experimentais,
descrevendo os efeitos da exposicdo aos nanoplasticos de poliestireno (NP-PS) sobre os

parametros corporais e reprodutivos avaliados.

6.1 PESO CORPORAL, DOS TESTICULOS E EPIDIDIMOS

A exposi¢do ao NP-PS, independente da dose, ndo afetou o peso corporal dos
camundongos (Figura 10). Os pesos dos testiculos e epididimos também nao foram afetados

pela exposicao ao NP-PS (Tabela 1).

Figura 10 - Peso corporal de camundongos expostos ao NP-PS durante os periodos juvenil e

puberal
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Peso corporal inicial (A) e final (B) dos animais. Os valores sdo apresentados como médias + desvio-padrio,
com pontos representando os valores individuais de cada animal. One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey
(» > 0,05). Grupos: controle (CTRL), nanoplastico de poliestireno 0,1 mg/dia (NP-PS 1X) e nanoplastico de
poliestireno 1 mg/dia (NP-PS 10X).

Tabela 1 - Pesos de testiculos e epididimos de camundongos expostos ao NP-PS durante os
periodos juvenil e puberal

CRTL NP-PS1X NP-PS10X

Testiculo (g) 0.0924 + 0.0144 0.1094 + 0.0462 0.0947 = 0.0158
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Epididimo (g)

0.1155 +0.0194

0.1127 +0.0166

0.1043 +0.0257

Valores expressos em média + desvio padrdo. ANOVA com pos-teste de Tukey, p>0,05. Grupos controle
(CTRL), nanoplastico de poliestireno 0,Img/dia (NP-PS 1X) e nanoplastico de poliestireno 1mg/dia (NP-PS

10X).

6.2. PARAMETROS HORMONAIS

As concentracdes séricas de testosterona (Figura 11A) e estradiol (Figura 11B) nado

diferiram entre os grupos experimentais.

Figura 11 - Concentragdes séricas de testosterona e estradiol
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Concentragdes séricas de testosterona (A) e estradiol (B) dos animais ao final do periodo de exposi¢do. Os
valores sdo apresentados como médias + desvio-padrdo, com pontos representando os valores individuais de
cada animal. One-way ANOVA, (p > 0,05). Grupos: controle (CTRL), nanoplastico de poliestireno 0,1 mg/dia
(NP-PS 1X) e nanoplastico de poliestireno 1 mg/dia (NP-PS 10X).

6.3 PARAMETROS HISTOPATOLOGICOS

A exposi¢cdo ao NP-PS nos periodos juvenil e puberal diminuiu a porcentagem de

tubulos seminiferos normais (Figuras 12 e 13), independente da dose quando comparado ao

grupo controle. As principais alteragdes observadas foram células arredondadas na luz dos

tubulos seminiferos, vacuolizagdo do epitélio e células acidofilas (Figura 13).
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Figura 12 - Porcentagem de tibulos seminiferos dentro do aspecto de normalidade de
camundongos expostos ao NP-PS durante os periodos juvenil e puberal
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Os valores sdo apresentados como médias + desvio-padrdo, com pontos representando os valores individuais
de cada animal. One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey. a,b Letras diferentes representam grupos
estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). Grupos controle (CTRL), nanoplastico de poliestireno 0,1mg/dia
(NP-PS 1X) e nanoplastico de poliestireno 1mg/dia (NP-PS 10X).

Figura 13 - Comparagdo histologica dos tibulos seminiferos entre os grupos Controle e
NP-PS1X

A B

Fotomicrografias de tubulos seminiferos corados por hematoxilina e eosina (HE), aumento de 400%. (A)
Tubulos seminiferos de animal do grupo Controle, evidenciando arquitetura preservada e integridade do
epitélio seminifero, com presenca apenas de espermatozoides no lumen tubular. (B) Tubulos seminiferos de
animal do grupo NP-PS1X, mostrando alteragdes morfoldgicas caracterizadas pela presenca de célula acidofila

(circulo) e vacuolizagdo do epitélio seminifero (seta).
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6.4 AVALIACAO MORFOMETRICA TESTICULAR

O diametro dos tubulos seminiferos mostrou-se aumentado nos animais que receberam
a maior dose (Figura 13A), enquanto o grupo que recebeu a menor dose teve medidas
similares ao grupo controle. J& a altura do epitélio germinativo foi maior em ambas as doses

em relacdo ao controle (Figura 13B).

Figura 15 - Avaliagdo morfométrica dos testiculos de camundongos expostos ao NP-PS
durante os periodos juvenil e puberal

350 90

£ 2 4
e T A A
) b 2
e 300 A [e]
£ T 80
a [
5 . € =
» = ]
2]
=] —
2 a 3 a
[ ] s
2 g T -
o 70
o 3
£ 200 ©
: P
< < o
a
150 I I 60 I I
v v
A & %r:\' o B & %(\' oF
(<) Qg Q"o (¢) Qg Q‘b
< & < &

(A) Diametro dos tubulos seminiferos (um) e (B) altura do epitélio germinativo (um). Os valores sdo
apresentados como médias + desvio-padrdo, com pontos representando os valores individuais de cada animal.
One-way ANOVA, com poés-teste de Tukey. a,b Letras diferentes representam grupos estatisticamente
diferentes entre si (p<0,05). Grupos controle (CTRL), nanoplastico de poliestireno 0,1mg/dia (NP-PS 1X) e
nanopléstico de poliestireno 1mg/dia (NP-PS 10X).

6.5 AVALIACAO DO PROCESSO ESPERMATOGENICO

Os dados estao descritos na tabela 1. A exposi¢do ao NP-PS, independentemente da

dose, ndo alterou a dindmica da espermatogénese em camundongos expostos.

Tabela 2 - Avaliagdo do processo espermatogénico de camundongos expostos ao NP-PS
durante os periodos juvenil e puberal

CTRL NP-PS 1X NP-PS 10X

Estagio I a VI (%) 68,83 + 04,86 59,25 + 25,70 51,06 + 18,28
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Estagios VII e VIII (%) 33,52 +£ 28,65 33,75 £ 15,16 50,54 + 26,03
Estagios IX a XI (%) 18,90 + 11,32 24,06 £ 11,79 27,49 19,59
Estagio XII (%) 01,00 + 02,23 01,25 £ 02,79 02,22 + 04,96

Valores expressos em média + desvio padrdo. ANOVA com pos-teste de Tukey, p>0,05. Grupos controle
(CTRL), nanoplastico de poliestireno 0,Img/dia (NP-PS 1X) e nanopléstico de poliestireno 1mg/dia (NP-PS

10X).

6.6 PARAMETROS ESPERMATICOS

A morfologia espermatica foi alterada pela exposicdo ao NP-PS durante os periodos

juvenil e puberal (Figura 16A). Independente da dose, a porcentagem de espermatozoides

com morfologia normal foi diminuida em relacdo ao grupo controle. A porcentagem de

espermatozoides modveis apresentou um decaimento pela exposicao a maior dose de NP-PS

em relagdo ao grupo controle. A motilidade espermatica entre os grupos controle € NP-PS1X

foi similar (Figura 16B). J4 a vitalidade espermatica (Figura 16C) e a porcentagem de

espermatozoides com cromatina madura (Figura 16D) ndo foi alterada pela exposicdo ao

NP-PS, independente da doses.
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Figura 16 - Parametros espermaticos de camundongos expostos ao NP-PS durante os
periodos juvenil e puberal

60 a 100
o% b a
A L a
[} S 80
S 2 ;
< 0 b 2 °
‘0
E u € 60 b
g im 3 n A
o 2 b
(2]
S S 40
(<] . TV'
‘g 20 £
= a
g 20
0 1 N + 0 T T
g N g N N\
A & R \g.\e B & \g\ \g,\o
& & & &
60 — 102
N
©
£
_ 3 100 e EE AAA
2 : -
@ ° «©
3 m
£ 40 £ 08 %6
: :
(]
0 - "
o [ | |
N - =n 8
£ m
[}
g 20 T %4 1 [ ]
g g °
4 £ °
o g 92 o
]
o
(7]
0 T T 4 90 T T
«Qb’ Qd‘ ,\S\‘ «Qy QQ\‘ ,\6\'
C o N K D < _S &
Q Qa_,' Q Q‘b'

(A) Porcentagem de espermatozoides com morfologia dentro da normalidade. (B) Porcentagem de
espermatozoides moveis. (C) Porcentagem de espermatozoides mortos. (D) Porcentagem de espermatozoides
com cromatina madura. Os valores sdo apresentados como médias + desvio-padrao, com pontos representando
os valores individuais de cada animal. One-way ANOVA, com poés-teste de Tukey. a,b Letras diferentes
representam grupos estatisticamente diferentes entre si  (p<0,05). Grupos controle (CTRL), nanoplastico de
poliestireno 0,1mg/dia (NP-PS 1X) e nanoplastico de poliestireno 1mg/dia (NP-PS 10X).

6.6.1 Atividade Mitocondrial Espermatica

A exposicao ao NP-PS ndo alterou a porcentagem de espermatozoides com peca
intermedidria totalmente corada (Figura 17A e 18A). No entanto, a porcentagem de células
com pegas intermedidrias ndo-coradas foi maior nos grupos NP-PS 1X e NP-PS 10X em

comparacao ao grupo de controle (Figura 17B e 18B).
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Figura 17 - Avaliagdo da atividade mitocondrial de espermatozoides por coloragdo com
3,3'- diaminobenzidina (DAB)
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(A) Porcentagem de espermatozoides com peca intermedidria totalmente corada, indicando plena atividade
mitocondrial. (B) Porcentagem de espermatozoides com pega intermediaria ndo-corada, representando
mitocOndrias inativas. Os valores s@o apresentados como médias + desvio-padrao, com pontos representando
os valores individuais de cada animal. One-way ANOVA, com pos-teste de Tukey. a,b Letras diferentes
representam grupos estatisticamente diferentes entre si (p<0,05). Grupos controle (CTRL), nanoplastico de
poliestireno 0,1mg/dia (NP-PS 1X) e nanoplastico de poliestireno 1mg/dia (NP-PS 10X).
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Figura 18 - Atividade mitocondrial de espermatozoides por coloragdo com 3,3'-
diaminobenzidina (DAB)

A B

(A) Imagem representativa de um espermatozoide de animal do grupo CTRL com a peca intermediaria
completamente corada pelo DAB, indicando atividade mitocondrial (seta fina) (B) Imagem representativa de
um espermatozoide do grupo NP-PS10X com a pega intermedidria ndo-corada pelo DAB, indicando auséncia
ou baixa atividade mitocondrial (seta grossa). Grupos controle (CTRL), nanoplastico de poliestireno 0,1mg/dia
(NP-PS 1X) e nanoplastico de poliestireno 1mg/dia (NP-PS 10X).
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7 DISCUSSAO

A poluigdo por plastico tem levantado preocupagdes por sua persisténcia no ambiente
e pela dispersdo de microparticulas (Kumar et. al., 2025). Essa preocupacdo deve-se
principalmente ao carater bioacumulador destas particulas, e aos prejuizos ja relatados em
diferentes sistemas. A literatura mostra que os nanoplasticos podem interferir em processos
celulares, causar desregulagdo hormonal e aumentar o estresse oxidativo, além de afetar a
fertilidade (Ali et. al., 2024). Nesse sentido, ¢ importante a compreensdo dos efeitos da
exposicao ao NP em periodos criticos do desenvolvimento, como o periodo pds-natal.

Em relagdo ao peso corporal, o presente estudo ndo evidenciou diferenga significativa
entre 0s grupos expostos e nao expostos. De acordo com Liu et al. (2023), que realizou uma
meta-analise, ndo foi possivel concluir que tanto o micro ou nanoplésticos sdo capazes de
afetar o crescimento e o peso corporal, uma vez que os dados sdo inconclusivos e ou
divergentes a depender da metodologia utilizada e da dose. Ainda em relacdao ao peso, nao
foram observadas diferengas significativas nos pesos dos testiculos e dos epididimos entre os
grupos experimentais. Esse achado € consistente com o estudo de Li et al. (2022), no qual
camundongos C57BL/6 expostos a nanopldsticos de poliestireno (50 nm) também nao
apresentaram alteragdes no peso desses oOrgdos. Esses resultados sugerem que, embora a
exposicao possa desencadear efeitos funcionais ou histoldgicos, o grau de dano nado foi
suficiente para impactar pardmetros ponderais.

Os dados morfométricos testiculares, que demonstraram aumento significativo no
didmetro dos tubulos seminiferos e na altura do epitélio germinativo, sugerem uma possivel
associacdo entre a exposicdo a nanoplasticos e alteracdes na arquitetura testicular, em
comparagdo ao grupo controle. Esses achados estdo em consonancia com os resultados de (Fu
et al., 2024; Lv et al., 2025), que, em estudos com nanoparticulas de poliestireno de 50nm em
camundongos em exposi¢des de 75 a 50mg/kg, observaram acumulo de nanoplésticos no
tecido testicular, levando ao desencadeamento de estresse oxidativo e ferroptose em células
da linhagem germinativa, culminando em alteracdes estruturais nos tubulos seminiferos. A
reducdo significativa na propor¢ao de tibulos seminiferos normais nos grupos que receberam
ambas as doses de NP-PS esta de acordo, em parte, ainda com os achados de (Fu et al., 2024;
Lv et al., 2025). Nesse estudo, a exposi¢ao cronica a nanoparticulas de poliestireno resultou
em uma diminui¢do significativa da proporcdo de tubulos saudéaveis, sugerindo um efeito
potencialmente dose-dependente.

Evidéncias similares foram relatadas por Hu et al. (2024), que observaram, em ratos
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pré-puberes expostos a NP-PS a partir de (PND21) expostos a 80 nm de PS-NPs em doses de
3-12 mg/kg/dia, tiveram alteragdes degenerativas, como vacuolizacdo e desorganizagdo do
epitélio seminifero, levando a redugdo na propor¢ao de tibulos com morfologia preservada.
Esses achados podem indicar ruptura da barreira hematotesticular e desequilibrio na
populacdo de células germinativas. De forma semelhante, Liu et al. (2025) relataram que
camundongos C57BL/6 machos (10-12 semanas de idade), expostos a nanoparticulas de
poliestireno (60 nm, 20 mg/kg/dia) por 35 dias, apresentaram atrofia parcial dos tubulos
seminiferos, demonstrando que mesmo em diferentes periodos de exposicao, as NP-PS ja sao
capazes de induzir alteragdes testiculares significativas.

Esse desequilibrio, no entanto, ndo foi evidenciado na andlise da dindmica da
espermatogénese. No estudo de Gao et al. (2024), que utilizou nanoparticulas de poliestireno
(PS-NPs; 5 mg/kg/dia por 45 dias), observou-se uma redugdo no indice testicular, lesdes na
lamina basal dos tubulos seminiferos e diminui¢do no numero de espermatogdnias. No
entanto, os autores ndo apresentaram uma analise detalhada da distribuicdo percentual das
diferentes fases do ciclo. Embora tenham sido identificadas altera¢des histologicas, incluindo
a redugdo de espermatogodnias e danos a integridade tubular, essas alteragdes podem nao ter
sido suficientes para modular o padrao ciclico do epitélio seminifero (Sharma et al. 2024).

Em relagdo aos parametros hormonais, ndo foram observadas diferencas
estatisticamente significativas nas concentragdes séricas de testosterona e estradiol entre os
grupos expostos. Esses resultados indicam que, nas condigdes experimentais deste estudo, a
exposicdo aos nanopldsticos de poliestireno ndo foi suficiente para promover desregulacdo
hormonal sistémica. Essa auséncia de alteragdo pode estar relacionada ao periodo de
exposicao, uma vez que os animais foram avaliados em uma fase de desenvolvimento na qual
o eixo hipotdlamo-hipdfise-gonadal ainda se encontra em maturacdo. Durante essa janela
critica, os niveis de esteroides sexuais podem apresentar flutuagdes fisioldgicas amplas, o que
pode mascarar variagdes sutis induzidas por agentes externos (Kuiri-Hanninen; Sankilampi;
Dunkel, 2014).

Além disso, € possivel que os efeitos dos nanoplasticos nessa fase se concentrem em
mecanismos locais, como estresse oxidativo e disfun¢do mitocondrial nas células
germinativas, sem atingir o controle enddcrino sistémico. Embora estudos prévios com
animais adultos relatem redugdes significativas de testosterona apds exposicdo a micro ou
nanoplasticos (Jin ef al., 2025; Claré et al., 2025), os resultados aqui observados sugerem que
a resposta hormonal pode variar conforme a idade, o tempo de exposi¢dao e o estagio de

desenvolvimento reprodutivo.
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Nos espermatozoides os dados sugeriram uma disfun¢do mitocondrial, corroborando
achados de estudos anteriores. Em espermatozoides humanos expostos a nanoparticulas de
poliestireno (PS-NPs; 50 nm), foi relatada uma reducao semelhante na coloracdo com DAB,
sugerindo disfun¢cdo mitocondrial associada ao estresse oxidativo mediado por espécies
reativas de oxigénio (EROs) (Contino et al., 2023). Em camundongos, a exposi¢do a
microparticulas de poliestireno (PS-MPs) aumentou a produgdo de ROS e promoveu
alteragdes na via Sirtl-Pgcla, comprometendo a atividade mitocondrial e, consequentemente,
a motilidade espermatica (Jin ef al., 2025).

Os animais expostos a nanoparticulas de poliestireno (NP-PS) apresentaram reducdo
significativa na motilidade espermdtica e aumento na porcentagem de espermatozoides com
morfologia anormal, especialmente no grupo exposto a dose de 1mg/dia. Esses achados estao
em consonancia com outros estudos da literatura, que descrevem um declinio nos parametros
espermaticos associados a disfun¢do mitocondrial e ao estresse oxidativo induzido pela
exposicdo a micro- e¢/ou nanoplasticos. Clard et al. (2025) demonstraram que nanoplasticos
(NPLs, <I um) podem aderir & membrana plasmatica dos espermatozoides, resultando em
reducgdo significativa da motilidade, perda da integridade da membrana e comprometimento
da reagdo acrossomica. Da mesma forma, Jin ef al. (2025) relataram que as microparticulas de
poliestireno (PS-MPs) alteram proteinas mitocondriais € acrossdmicas essenciais (como Drpl,
Fisl, Mfnl1/2), provocando queda na motilidade por meio da desorganizagdao do metabolismo
energético. Além disso ressaltando a importancia de investigacdes futuras em diferentes

janelas do desenvolvimento.
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8 CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste demonstram que a exposi¢do ao nanoplastico de
poliestireno (NP-PS) durante os periodos juvenil e puberal compromete aspectos importantes
do desenvolvimento reprodutivo masculino. Embora o peso corporal ndo tenha sido alterado,
foram observadas modificacdes histopatoldgicas e morfométricas significativas nos testiculos,
como a redugdo da proporg¢ao de tibulos seminiferos normais, aumento do didmetro tubular e
alteracdes na altura do epitélio germinativo. Apesar de a dindmica geral da espermatogénese e
os niveis séricos de testosterona e estradiol ndo ter apresentado diferencas estatisticamente
significativas, os espermatozoides exibiram prejuizos em sua morfologia e motilidade, além
de alteragdes na atividade mitocondrial, evidenciando impacto funcional relevante. Esses
achados reforcam a sensibilidade do sistema reprodutor masculino a exposicdo a

nanoplasticos em janelas criticas do desenvolvimento.
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