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Revisae da Literatura 1

1. Aparelho reprodutor masculino

O aparelho reprodutor masculino do rato, assim como o da maioria dos
mamiferos, é constituido pelos testiculos, epididimos, ductos eferentes e deferentes,
glandulas acessoérias e pénis. Trata-se de um conjunto de érgaos integrados pelo
sistema endocrino e articulados para exercer a fungdo reprodutora masculina, tal

como indicado por seu nome.

Os testiculos sédo envolvidos pela tunica albuginea, uma capsula grossa de
tecido conjuntivo denso constituido por fibroblastos, células mioepiteliais e fibras
colagenas, revestido externamente pelo peritbnio visceral. A tunica albuginea é mais
espessa na superficie dorsal do testiculo, onde forma o mediastino, do qual partem
septos que dividem os testiculos em I6bulos. Os l6bulos armazenam os tubulos
seminiferos altamente enovelados, entremeados por tecido conjuntivo frouxo, o
intersticio (Setchell e Breed, 2006). Este intersticio possui vasos sanguineos e
linfaticos, macréfagos, nervos e, particularmente, as células intersticiais, também
denominadas células de Leydig, sendo estas responsaveis pela produgdo de

androgenos (Russel, 1990).

O testiculo do rato contém aproximadamente 30 tubulos seminiferos, com
diametro externo de cerca de 250 ym e comprimento total de 20 metros por testiculo
(Setchell e Breed, 2006). Os tubulos seminiferos sao constituidos por uma
membrana basal prépria ou camada peritubular e pelo epitélio seminifero, composto
por células de Sertoli e células germinativas (Clermont, 1972). Os tubulos
seminiferos iniciam-se em fundo cego e terminam nos tubulos retos, que os
conectam a uma rede de canais anastomosados, denominada rede testicular (rete

testis), que conflui para os ductos eferentes.
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Dentre as fungdes desempenhadas pelas células de Sertoli destacam-se a

a) nutricao e suporte das células germinativas, b) a compartimentalizacdo dos
tubulos seminiferos, definida por suas jungdes intercelulares de modo a criar um
microambiente especifico para as células germinativas, c¢) a producéo e secrecéo de
um fluido com proteinas e fatores de crescimento e, também, d) fagocitose de

células degeneradas ou de restos citoplasmaticos resultantes da espermiogénese

(Hess e Francga, 2005; Skinner, 2005a, 2005b).

Em individuos adultos, o epitélio seminifero € o local onde ocorre o processo
espermatogénico e, por isto, apresenta uma “citoarquitetura maturacional” bem
definida. A espermatogénese é um processo continuo e elaborado de proliferagéo,
desenvolvimento e diferenciacdo das células germinativas, no qual células tronco
espermatogoniais dipldides tornam-se células haploides altamente diferenciadas, os

espermatozoéides (Clermont, 1972).

A espermatogénese é composta por trés fases distintas: mitotica
(proliferativa), meidtica e espermiogénica (diferenciacao) (Clermont, 1972; Russel et

al., 1990), que séo especificamente reguladas (Sharpe, 1994).

Durante a fase mitética, as espermatogénias tronco (espermatogénias tipo A
isolada - Ag) proliferam e expandem a populacdo espermatogonial, formando as
diferentes classes de espermatogoénias [tipo A proliferativa (A pareada — A, e A
alinhada — Aga,), tipo A diferenciada (A1, Az, As, As), tipo intermediario e tipo B]. As
espermatogbnias em estado diferenciado estdo comprometidas com a formagao dos

espermatocitos primarios, diferenciando-se neste tipo celular (Russel et al., 1990).

Na fase meidtica, os espermatécitos primarios entram em meiose |, dando

origem aos espermatocitos secundarios, que passam pela meiose I, transformando-
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se em espermatides. Na fase pds-meibtica, as espermatides sofrem uma série de
modifica¢des citolégicas, como condensagédo da cromatina, formag¢ao de acrossomo,

perda de citoplasma, reposicionamento de mitocdndrias e formagéo de flagelo;

dando origem aos espermatozéides (Clermont, 1972; Russel et al., 1990).

O epitélio seminifero de um individuo adulto apresenta uma ou duas
geragcbes de espermatogbnias, espermatdcitos e espermatides. Cada geracéo
representa um grupo de células que estdo em um mesmo estagio de
desenvolvimento, ou seja, que foram produzidas aproximadamente ao mesmo
tempo e de maneira sincronizada. As varias geragdes de células germinativas néo
sdo associadas aleatoriamente, elas sofrem associag¢des celulares de composi¢céao
fixa, denominadas estagios do ciclo da espermatogénese. O numero de estagios da
espermatogénese varia de acordo com a espécie, sendo que no rato sado 14

(Clermont, 1972).

Em mamiferos, a duracédo total da espermatogénese baseada em 4,5 ciclos
espermatogénicos varia de 30 a 75 dias (Sharpe, 1994). Esta duracdo esta sob
controle das proprias células germinativas (Franca et al., 1998), sendo geralmente
constante dentro de uma espécie (Franca et al., 2005). A espermatogénese em ratos
consiste em ciclos de 12,8 a 13,3 dias e tem duracao de 52 a 53,2 dias, dependendo

da linhagem (Clermont, 1972).

O processo espermatogénico €& diretamente regulado pelo eixo
neuroenddcrino  hipotalamico-hipofisario-gonadal. A hipdfise, por influéncia
hipotalamica, secreta dois hormdnios sexuais que exercem o controle da fungao
testicular, o LH (horménio luteinizante) e o FSH (hormodnio foliculo-estimulante)
Russel et al., 1990). Este hormbnio atua sobre as células de Sertoli, estimulando

suas fungdes sobre a espermatogénese, e aquele sobre as células de Leydig,
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estimulando a produgédo de andrégenos, principalmente a testosterona (Christensen

& Mason, 1965; Lipsett, 1976).

Em ratos, o FSH atua especificamente sobre o estagio inicial de
desenvolvimento espermatogonial (Meachem et al., 1999), enquanto a testosterona
regula a espermatogénese (Kerr et al., 1992). Estes horménios atuam em
cooperagao nos demais estagios da espermatogénese, estimulando o inicio do
processo meidtico e promovendo o desenvolvimento de espermatécitos e a

producao de espermatides arredondadas (Kerr et al., 1992).

Com relacéo aos ductos eferentes, no rato, seu epitélio € composto por
células cuboides nao ciliadas que se alternam com grupos de células ciliadas. Os
cilios movimentam-se ativamente, deslocando os espermatozoides em diregcdo ao
epididimo. Esses ductos penetram pela regido cranial do epididimo, onde, apds um
trajeto tortuoso, terminam desembocando em um ducto unico, o ducto epididimario

(Haschek e Rousseaux, 1998; Junqueira e Carneiro, 2004).

O epididimo é formado por um ducto unico, longo e altamente enovelado,
que liga os ductos eferentes ao ducto deferente (Consentino e Cocket, 1986; Hermo
e Robaire, 2002). E dividido em cabeca, corpo e cauda (Franga et al., 2005; Sullivan
et al., 2005). Estas porgdes sao histologicamente subdivididas em zonas,
designadas de acordo com a altura do epitélio e distribuicdo e quantidade dos seus
seis tipos celulares (basais, principais, estreitas, halo, claras e apicais (Hermo e

Robaire, 2002).

O ducto deferente é enovelado e liga a cauda do ducto epididimario a uretra
prostatica. Em muitas espécies, ele se apresenta como um ducto unico de paredes

espessas, com epitélio pseudoestratificado e revestimento muscular espesso. Os
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seus tipos celulares sédo semelhantes as células principais, basais e estreitas do
epididimo (Setchell e Breed, 2006). Antes de chegar a préstata, o ducto deferente
dilata-se, formando uma regido chamada ampola. Na porcao final desta regiéo,
desembocam as vesiculas seminais. Quando o ducto deferente penetra na préstata

e se abre na uretra prostatica, passa a ser chamado de ducto ejaculatério (Haschek

e Rousseaux, 1998).

Em roedores, as glandulas acessérias sdo a vesicula seminal, prostata,
glandula de coagulagao, glandula bulbouretral e glandula prepucial. Localizam-se ao

longo da uretra, desde o ducto deferente até o pénis (Haschek e Rousseaux, 1998).

A funcdes das glandulas acessorias estdo relacionadas a producdo de
secregcbes que contribuem para nutricdo e suporte dos espermatozdides pds
ejaculacdo. Estas fungbes sao dependentes de acdo de androgenos e, por isso,
refletem as mudancas da homeostase enddcrina e/ou da funcéo testicular (Mann,

1974; Clegg et al., 2001).

As vesiculas seminais consistem de um par de ductos de luzes amplas,
enovelados e revestidos por epitélio pseudo-estratificado pregueado, constituido por
células epiteliais secretoras e células basais. A membrana basal deste epitélio
apoia-se em camada muscular lisa com uma lamina interna (fibras circulares) e outra
externa (fibras longitudinais) (Hayward et al.,1996a; 1996b). A secre¢do seminal tem
aspecto hialino, favorece a coagulacdo do semem, a motilidade espermatica, a
estabilidade da cromatina do espermatozéide e modula a atividade imune no trato

reprodutor feminino (Wang e Zhang, 2007).

A prostata é formada por um conjunto de glandulas tubuloalveolares

ramificadas, cujos ductos desembocam na uretra prostatica, que a atravessa. Essas
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glandulas séo envoltas por abundante tecido fibroelastico e muscular liso; o epitélio
luminal € formado por células secretoras colunares simples, com células basais e
neuroenddcrinas intercaladas (Roy-Burman et al., 2004). Esta glandula contribui
para a producdo de nutrientes para o fluido seminal e para a manutengcdo do
gradiente ibnico e do pH adequados de sua secre¢ao (Untergasser et al., 2005). No
rato, a prostata é dividida em quatro pares de l6bulos denominados |6bulos dorsais,

laterais, ventrais e anteriores (Roy-Burman et al., 2004).

As glandulas bulbouretrais, ou glandulas de Cowper, sado constituidas por
glandulas tubuloalveolares, que secretam um fluido pré-ejaculatério na uretra
durante a excitacao sexual. Esta secregcédo ajuda a neutralizar vestigios de urina na
uretra e a lubrificar a uretra e vagina, servindo também como fonte de energia para

os espermatozdides (Haschek e Rousseaux, 1998; Chughtai et al., 2005).

As glandulas prepuciais sdo pequenas glandulas sebaceas autdcrinas,
localizadas no tecido subcutaneo no final do prepucio; secretam uma mistura de
Oleos e células epiteliais descamadas, o esmegma, que lubrifica a glande e pode ter
propriedades antibacterianas e antivirais (O’Neill e Gershbein, 1976; Haschek e

Rousseaux, 1998).

Em mamiferos o sémen é depositado no trato reprodutor feminino pelo
pénis. O corpo do pénis do rato é formado por dois corpos cavernosos € um corpo
cavernoso uretral (Chiasson, 1969). Histologicamente, os corpos cavernosos sao
constituidos por tecido erétil como vasos calibrosos, e revestidos por uma tunica
albuginea (Murakami e Mizuno, 1986). Além disso, o pénis do rato tem um osso
peniano que se inicia na transicdo do corpo para a glande, como uma continuagao

dos corpos cavernosos (Hebel e Stromberg, 1986).
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A quantidade de o6rgaos e fungbes relacionadas a manutencédo da
integridade fisica e funcional dos espermatozéides traduz a complexidade do
sistema reprodutor masculino, bem como sugere que suas disfungbes s6 se
manifestam quando esta diversidade de sistemas de manutencédo da estabilidade

forem alteradas, i.e., as agressdes devem ser realmente relevantes para serem

consequentes.

2. Sistema Endoécrino

O sistema endocrino controla fungdes e reagdes corporais em todos os
vertebrados (aves, répteis, peixes, anfibios e mamiferos) e invertebrados (moluscos
e insetos) (Nogueira, 1999). Este sistema é constituido basicamente por trés
componentes distintos: | — Conjunto de glandulas especializadas, como hipofise,
tiredide e paratiredide, hipdfise, adrenais, pancreas e gbénadas; Il — Horménios,
sintetizados e liberados pelas glandulas; Ill — Tecidos e/ou células alvo que
respondem aos estimulos hormonais. Também, existem alguns 6rgéaos
especializados, como o hipotdlamo e o figado, e agrupamentos celulares
especificos, como as células neuroendocrinas, que participam de algum modo da

manutencdo da homeostase enddcrina (Nogueira, 1999).

Os hormoénios séo substancias de natureza quimica variada que agem em
tecidos e 6rgéos especificos, promovendo comunicagéao intercelular e regulando seu
desenvolvimento. Quimicamente, sdo de trés tipos: os esterdides, os protéicos e ou
peptidicos, e os derivados do aminoacido tirosina. O FSH e LH, produzidos pela

hipofise anterior, sdo de natureza glicoprotéica; a testosterona é um hormoénio
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esterdide sintetizado a partir do colesterol principalmente nas células intersticiais das

gbnadas em ambos os sexos, mas em pequena quantidade também pelas adrenais.

Os hormoénios podem ser transportados pelo sangue em pequenas
quantidades, agindo em diferentes partes do organismo (acdo enddcrina), ou sobre
as células vizinhas aos locais de sua producdo (paracrina) ou ainda, sobre as
préoprias células que os produzem (autdcrina). Sdo essenciais para o metabolismo
geral e para a homeostase dos 6rgaos e suas fungdes, influenciando desde as
funcdes dos sistemas imune e nervoso até o estabelecimento das caracteristicas

sexuais e reprodutivas, inclusive as comportamentais.

De interesse particular ao nosso estudo € o sistema reprodutor masculino,
revisto atras. Este sistema € controlado principalmente pelas secregbes do
hipotalamo, hipofise anterior e gbnadas, embora outras glandulas e mensageiros
quimicos também intervenham. O hormodnio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
produzido pelo hipotalamo atua na hipéfise anterior liberando, entre outros, o FSH,
que estimula a gametogénese, e o LH, que estimula a secre¢gdo de andrégenos
pelos testiculos. O FSH tem papel importante na gametogénese pois atua nas
células de Sertoli, que nutrem e sustentam as espermatides. O LH estimula as
células intersticiais a secretarem androgenos, em particular a testosterona, que é
responsavel pela manutencdo da espermatogénese e fertilidade (mediada pelas
células de Sertoli), maturacéo dos érgaos reprodutores e pelo desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias, pela interagcdo com os receptores intranucleares

nos tecidos alvo (Rang et al., 1997).

Uma substancia ou mistura de substancias quimicas exégenas capazes
de alterar a funcao(s) do sistema endocrino e, consequentemente, provocar efeitos

adversos para a saude de um organismo intacto, ou a sua descendéncia, ou a
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(sub)populagdes é considerado um desregulador endécrino (EPA, 2008; OECD,
2010). Investigagbes epidemiolégicas indicam aumento de incidéncia de
malformagdes no trato genito-reprodutivo e decréscimo da fertilidade masculina,
bem como o aumento da incidéncia de certas neoplasias de testiculos e prostata no
homem e da mama e vagina em mulheres (Skakkebaek et al., 2001; Toppari et al.,
2002; Heley e Korach, 2006). Estas condigbes nosologicas possivelmente estéo

associadas as substancias desreguladoras endécrinas.

3. Identificacéo de substancias desreguladoras enddécrinas

A Uniao Européia (EU), a Agéncia de Protecdo Ambiental Norte-Americana
(EPA), a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), e a Organizacdo para a
Cooperacédo e Desenvolvimento Econdmico (OECD), tém manifestado sérias
preocupacdes a respeito da acdo dos desreguladores enddcrinos sobre a saude
humana e animal. Isto porque, durante as ultimas décadas, tém sido obtidas varias
evidéncias de que certas substancias quimicas naturais e ou sintéticas exercem
efeitos adversos sobre a o equilibrio hormonal. Particularmente, muitos praguicidas
agricolas séo suspeitos de interferirem neste equilibrio, afetando a saude humana

(Mnif et al., 2011).

Uma das ac¢des daquelas instituicbes foi a criacdo de grupos de trabalho e
comités especiais direcionados para desenvolver e harmonizar ensaios a avaliagao
de substancias suspeitas de interferir na homeostase hormonal (Nogueira, 1999;
OECD, 2010; EPA, 2011). Um desses grupos € o “Endocrine Disruptor Screening
Program” (EDSP), criado pela EPA com o objetivo de identificar substéncias

quimicas com potencial de desregulacdo hormonal através de uma bateria inicial
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(Tier 1) com onze ensaios. Esta bateria consiste de cinco ensaios in vitro (teste de
ligagdo ao receptor de estrégeno (ER) e ao receptor de andrégeno (AR), teste do
gene reporter da ativagdo de transcrigdo hormonal, avaliagdo da esteroidogénese e
avaliacdo da atividade aromatase) e de seis ensaios in vivo (teste uterotréfico, teste
de Hershberger, testes de roedores puberes machos e fémeas, testes de
reproducao de peixes e da metamorfose de anfibios — sapo) (OECD, 2010; EDSTA,
2011; EPA, 2011). Apdés a andlise dos resultados desses ensaios iniciais, &
determinado se a substancia tem potencial de interferéncia hormonal e, neste caso,
devera ser submetida a outros testes in vivo (Tier 2). Esses outros testes devem ser
mais abrangentes e envolver mamiferos, aves, anfibios, peixes e invertebrados para
estabelecer relacdes de dose-resposta em um contexto de maior de toxicidade, além
de identificar potenciais adversidades envolvendo a reprodugéo e desenvolvimento,
o sistema enddcrino, bem como sistemas nao enddécrinos (por exemplo: neurologico,

hepatico, imunologico e renal) (OECD, 2010; EDSTA, 2011; EPA,2011.).

De nosso interesse € o ensaio de Hershberger em ratos machos, que avalia
in vivo o potencial androgénico ou antiandrogénico - indicado a partir de agora como
(anti)androgénico - de uma substéncia por alteragbes dos pesos de cinco
orgaos/tecidos sexuais sensiveis a andrégenos: glandulas de Cowper, musculo
elevador do anus, musculo bulbo cavernoso, vesiculas seminais, glandulas de
coagulacgao e prostata dorsolateral e ventral. Este ensaio pode ser realizado por dois
métodos; o primeiro € o ensaio original que impde a castragcdo de animais adultos
jovens; o segundo utiliza animais recém desmamados ndo castrados (Ashby et al.,
2004; Owens et al., 2007; OECD, 2010; EDSTA, 2011). A sensibilidade dos dois
métodos esta no uso de animais com minima producéo enddgena de andrégeno e

minima variabilidade do peso inicial dos tecidos e érgéos alvo. Como os niveis de
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andrdégenos circulantes sdo muito baixos, o eixo hipotalamo-hipéfise-gonadal ndo é

capaz de compensar o feedback sobre os mecanismos internos, e a habilidade de

resposta dos tecidos € maximizada (OECD, 2010; EDSTA, 2011).

4. Desreguladores enddécrinos e praguicidas agricolas

Nos ultimos anos, muitos estudos apontaram para o fato de que alguns
xenobidticos como farmacos, solventes e poluentes ambientais podem mimetizar ou
antagonizar os efeitos dos horménios esteroides, como estrégenos e andrégenos,
sendo portanto considerados como desreguladores endocrinos. Inclusive, ha
sugestdes de que as atuais incidéncias elevadas dos canceres de mama, testiculos
e prostata, além de algumas disfungdes reprodutivas e alteragbes do
desenvolvimento do sistema reprodutor, possam ser resultados de exposicao a
aquelas substancias (Skakkebaek et al., 2001; Massaad et al., 2002; Bila & Dezotti,

2007; Mnif et al., 2011).

Nos ultimos 50 anos ocorreu aumento progressivo da prevaléncia de
alteragbes no trato reprodutivo masculino, particularmente decréscimo da
quantidade e qualidade espermatica, e aumento da freqiéncia de malformagdes
(criptorquidismo e hipospadia) e de tumores testiculares (Cooper e Kavlock, 1997;
Nunes e Tajara, 1998; Toppari et al., 2002; Skakkebaek et al., 2001). Dentre os
compostos quimicos com acao desreguladora endocrina potencial, muita
importancia tem sido atribuida aos praguicidas agricolas, de forma que um numero
crescente de estudos tem sido realizado sobre os efeitos da exposi¢éo populacional

a estes compostos (Quandt et al., 2004; Mnif et al.,2011).

Neste quadro, fato relevante e de nosso interesse particular € o crescimento

do mercado de praguicidas agricolas no mundo. O Brasil se destacou como o
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primeiro mercado global destes produtos, movimentando 7,1 bilhdes de ddélares no
ano de 2008 (Pacheco- Estado de S&o Paulo, 2009). O uso de enorme quantidade
destes produtos deve propiciar a contaminagdo difusa do meio ambiente e a
exposicao de aplicadores e consumidores, esses ultimos de forma continua e a

baixas doses. O potencial nocivo desta exposicao acidental e a baixas doses de

praguicidas agricolas sobre a saude humana néo pode ser ignorado.

Um dos primeiros praguicidas identificados como desregulador endécrino foi
o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), seguido por outros organoclorados como o
dieldrin, clordane, heptaclor, endosulfan, hexaclorobenzeno, metoxicloro e
clordecone (Massaad et al., 2002). Devido sua persisténcia no meio ambiente, estes
produtos também tém sido incluidos no grupo dos “poluentes organicos persistentes”
(POPs). Esta persisténcia € resultante de caracteristicas quimicas como
lipossolubilidade e estabilidade, que os tornam resistentes a degradacgao bidtica ou
abidtica, podendo ser detectados em diferentes regides do planeta décadas apds
sua liberacdo. Em virtude desta caracteristica, estes compostos podem ser
encontrados também em alimentos de origem animal (leite, carnes e seus
derivados), o que perpetua a contaminacado da cadeia alimentar. Por estas razdes,
muitos destes praguicidas tiveram seu uso proibido, controlado ou substituido em
diversos paises, incluindo no Brasil. Apesar disto, varios produtos organoclorados
continuam sendo utilizados em culturas agricolas, ou para outros fins (Guillette et al.,
1994; D’Amato et al., 2002; Delgado et al., 2002; Windhan et al., 2005; Mnif et al.,
2011). Por ndo possuirem caracteristica acumulativa, alguns organoclorados tém
sido utilizados em substituicdo aos que possuem esta caracteristica, como o dicofol.
No entanto, o dicofol é suspeito de atuar como desregulador endocrino, em virtude

de sua estrutura quimica muito semelhante ao DDT e porque concentragcdes de
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0,63% a 24% de residuos de DDT ja foram observadas como contaminantes em

diferentes formulagées comerciais desse produto (Di Muccio et al., 1988).

Substéancias quimicas exdgenas com agéo estrogénica — ou xenoestrégenos
- mesmo possuindo mecanismos de acao variados em organismos superiores,
aparentemente provocam reducéo da fertilidade, malformacgbes genito-reprodutivas
(hipospadia e criptorquidismo) e neoplasias masculinas (Skakkebaek et al., 200;
Rittler et al., 2002; Toppari et al., 2002). As mais descritas sdo as que agem como
agonistas ou antagonistas em receptores nucleares de estrégeno (ER) ou de
androgenos (AR). O o,p’-DDT e seu metabdlito o p,p’-DDE, por exemplo, tém efeito
antiandrogénico, ligando-se e bloqueando a funcdo dos ARs. Um mecanismo
particular de acdo dos desreguladores enddcrinos em roedores machos € o aumento
do clearence metabdlico da testosterona e este modo de agéo € possivel de ocorrer
em outros mamiferos. Alguns praguicidas, como o endosulfan e 0,p’-DDT aumentam
a eliminagdo de testosterona circulante pela indugdo de enzimas hepaticas de

biotransformacao (Massaad et al., 2002; Coulson et al., 2003).

A exposicdo humana aos xenoestrogenos durante a puberdade ou vida
adulta pode causar retardo do aparecimento de caracteristicas sexuais masculinas e
ou diminuigdo da producédo espermatica, respectivamente (Massaad et al., 2002;
Toppari et al., 2002). Em animais de experimentacado, o dieldrin & considerado anti-
androgénico fraco, enquanto outros compostos, como o metoxicloro, causam atrofia
testicular, decréscimo da producdo espermatica, diminuicdo dos niveis de

testosterona e diminuigéo de fertilidade em ratos e camundongos (Cocco, 2002).

Apesar dos relatos sobre redugéo de motilidade espermatica, malformacdes
do aparelho reprodutor masculino e feminino e aumento na incidéncia de alguns

tipos de neoplasias ocorrido nos ultimos anos (Skakkebaek et al., 2001; Toppari et
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al., 2002), a relagéo destes fenOmenos com possivel acao desreguladora endécrina
de praguicidas em seres humanos ainda € controversa, de modo que os estudos
epidemioldgicos - principalmente com relacéo a influéncia destes compostos sobre o
desenvolvimento de tumores de mama, préstata e de testiculos — tém provocado
intenso debate. Em contraste, os estudos experimentais documentam a importancia
da exposicdo aos desreguladores endécrinos no periodo pré-natal e puberdade de
roedores (Skakkeback et al., 2001; Birnbaum e Fenton, 2003). Mesmo assim, a
influéncia de alguns fatores como dose, idade e tempo de exposicdo carecem de

mais estudos.

5. Exposicdo a compostos bioacumulativos e as misturas quimicas

Diferente dos ensaios toxicoldégicos padronizados e harmonizados com
animais de laboratério, nos quais os efeitos adversos e os mecanismos pelo quais
ocorrem sao avaliados em modelos que utilizam substancias individuais, os estudos
epidemioldgicos com seres humanos sdo muito mais complexos, porque raramente
esta espécie sofre exposicdo isolada a um unico agente quimico, em determinado
momento ou ao longo de sua vida. No entanto, muito da legislacdo que procura
proteger a saude humana dos efeitos adversos causados pela exposi¢cao a
contaminantes ambientais baseia-se no primeiro tipo de estudo, isto €, em estudos
experimentais com substancias individuais, e ignora a eventual exposigao as

misturas quimicas que ocorre no cotidiano da espécie humana.

Assim, ha relativamente pouca informacao sobre se, e como, a exposi¢ao a
dois ou mais contaminantes pode afetar a saude do homem (Carpenter et al., 1998).
Isto ocorre em virtude de um numero significativo de fatores que complicam a

avaliagdo das misturas quimicas, como o fato de dois ou mais compostos poderem
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exercer efeitos aditivos, antagonistas ou sinergistas sobre um mesmo 6rgao-alvo, do
mesmo modo que um composto pode alterar o metabolismo de outros, gerando
novos metabdlitos toxicos. Além do modo de exposicéo, que pode ser seqlencial ou
simultaneo, muitas outras combinagdes e cenarios sao possiveis quando se trata da

exposi¢cao humana a multiplos agentes quimicos (Mantovani, 2006).

Dentre os poucos trabalhos que estudam os efeitos das misturas sobre os
6rgaos reprodutivos, cabe citar os de Heindel et al. (1997) e Chapin & Gulati (1997).
Estes autores forneceram a camundongos machos Swiss CD-1 misturas
semelhantes aquelas encontradas em aguas contaminadas nos estados norte-
americanos de lowa (alaclor, atrazina, cianazina, metolaclor, metribuzin e nitrato de
amonio) e Califérnia (aldicarb, atrazina, dibromocloropropano, 1,2-dicloropropano,
dibrometo de etileno, simazina e nitrato de amoénio). Embora n&o tenham sido
detectados efeitos reprodutivos relevantes, os camundongos tratados com a mistura
“Califérnia” apresentaram reducado de 11% no peso médio das vesiculas seminais
(Chapin e Gulati,1997), o que pode causar danos a fertilidade, dado o importante
papel da secrecao dessas glandulas na viabilidade dos espermatozéides (Wang &

Zhang, 2007).

As evidéncias sugestivas de acdo dos desreguladores enddcrinos, as
incertezas associadas a elas, e a complexidade da analise dos efeitos da exposigao
as misturas quimicas na desregulagdo endodcrina requerem investigacoes
abrangentes e de maior profundidade, sejam estas por estudos epidemioldgicos ou
por estudos experimentais. O presente estudo objetivou avaliar o potencial
desregulador endocrino de uma mistura de cinco praguicidas em ratos Lewis
machos recém-desmamados, motivado por um amplo levantamento realizado pela
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) sobre contaminacdo de

alimentos por praguicidas agricolas.
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6. ANVISA e gerenciamento do risco de praguicidas

Nao apenas os trabalhadores agricolas e industriais estdo constantemente
expostos a estes praguicidas potencialmente desreguladores endocrinos, mas
também a populagdo em geral esta sob risco devido a exposi¢cao crénica e a baixas
doses que ocorre via alimentos, agua e ar (Cocco, 2002). Nesta area, a Organizacao
Mundial de Saude (WHO) e a Organizacédo de Alimentos e Agricultura das Nacbes
Unidas (FAO) estabeleceram o limite maximo de residuos (LMR) de praguicidas e o
indice de ingestao diaria aceitavel (IDA). O Limite Maximo de Residuo (LMR) é um
indice técnico que representa a quantidade maxima de residuo de agrotoxico ou
substancia afim oficialmente aceita no alimento, em decorréncia da aplicagéo
adequada numa fase especifica desta cultura, desde sua producéo até o consumo
(CONFEA, 2002). As IDAs sao valores limites que, baseadas em conhecimento
atualizado sobre os aspectos toxicoldgicos de determinado agente quimico, indicam
que é improvavel que a exposicdo a seus residuos represente qualquer risco a
saude humana se forem ingeridos dentro daqueles limites durante toda a vida dos
individuos. A IDA de determinado praguicida é geralmente obtida a partir de doses
criticas, como o 'NOEL, NOAEL, *LOAEL e “LOEL, verificados em estudos de
toxicidade com animais de laboratorio e corrigidos por fatores de seguranga, que

podem variar de 10 a 2.000 vezes (WHO, 1962; Lu, 1988; 1991).

No Brasil, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria indicou que a
populacao brasileira esta exposta a residuos de praguicidas (ANVISA, 2005, 2010).
Entre julho de 2001 e dezembro de 2004, o Programa de Analise de Residuos em

Alimentos (PARA) pesquisou 4.001 amostras de alimentos in natura (alface, banana,

'NOEL (no-observed-effect-level) = nivel sem efeito observavel; NOAEL (no-observed-adverse-
effect-level) = nivel sem efeito adverso observavel; °LOEL (lowest-observed-effect-level) = menor
nivel com efeito observavel; “LOAEL (lowest-observed-adverse-effect-level) = menor nivel com efeito
adverso observavel.
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batata, cenoura, laranja, mag¢d, maméao, morango e tomate) coletadas em 12
estados da Federagcdo. Do total de amostras analisadas, 3.271 apresentavam
residuos de produtos, dos quais 931 (28,5%) foram considerados como irregulares,
pois continham niveis acima dos Limites Maximos de Residuos (LMR) (16,6%) ou
continham residuos de praguicidas nao autorizados para aquele tipo de cultura
(83,4%). As culturas com maior freqiéncia de irregularidades foram as de tomates,
macas e morangos. Particularmente com relacdo aos tomates, foram detectados
residuos de seis praguicidas ndo autorizados para essa cultura (dicofol, dieldrin,
endossulfan, monocrotofés, clorpirifos e diclorvés) e cinco outros, embora
autorizados, apresentaram residuos acima do LMR: metamidofés, permetrina,
triazofos, ditiocarbamatos e cialotrina (ANVISA, 2005). Dentre os praguicidas
encontrados pela ANVISA como contaminantes listam-se: o ditiocarbamato, dois
piretréides (permetrina e cialotrina), trés organoclorados (dicofol, dieldrin e
endosulfan) e cinco organofosforados (diclorvés, monocrotofos, clorpirifés,

metamidofés e triazofos).

A estimativa do risco da exposi¢cao aos clorados é complexa. Possiveis
efeitos somatdrios ou sinérgicos podem ocorrer quando ha exposicado concomitante
e ou prolongada a dois ou mais desses agentes. Como eles podem se acumular na
agua, por suspensdo ou sedimentacdo, ou ligarem-se a particulas do solo -
propriedades devidas as suas ligagdes cloro-carbono, de dificil quebra - sua
persisténcia e de seus metabdlitos no meio ambiente leva a exposi¢gao continua de
animais e seres humanos. Embora os fosforados também possuam caracteristicas
lipofilicas, as reagdes de biotransformacdes (oxidacdo, clivagem hidrolitica e
reducdo) tornam seus metabodlitos menos lipofilicos, sendo considerados pouco

persistentes, pois sdo degradados no periodo de 1 a 12 semanas. Ja os piretréides,
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sdo degradados rapidamente por reagdes de hidrdlise e oxidacdo no ambiente,

sendo considerados de modo geral como n&o persistentes (Larini, 1999).
6.1 Praguicidas utilizados neste estudo

Os praguicidas utilizados neste estudo foram cinco dos onze relatados pelo
PARA (ANVISA, 2004) como irregulares no tomate. Quatro deles ndo autorizados
para essa cultura (dicofol, dieldrin, endossulfan, diclorvés) e um (permetrina) em
niveis acima do LMR. Todos se enquadram no grupo suspeito de atuar como
desreguladores endécrinos. Os possiveis efeitos ja relatados para cada um deles

sdo os seguintes (Mnif et al., 2011):

Dicofol: competicdo por receptores de estrogenos, aumento da sintese de

estrogenos e.inibicdo da sintese de andrégenos,

Dieldrin: competicdo por receptores androgénicos, efeitos estrogénicos por

estimulo na produgao de receptores de estrogeno;

Endosulfan: competicdo por receptores androgénicos, efeitos estrogénicos,
estimulo na produgdo de receptores de estrogeno e inibicdo da atividade da

aromatase;
Diclorvos: Antagonista fraco do receptor de andrégeno;
Permetrina: inibicado de proliferacado de células sensiveis ao estrogeno.

As doses selecionadas e incorporadas a ragdo nos estudos aqui
apresentados foram baseadas em ensaios anteriores de longa durag&o, conforme
relatérios da USEPA e FAO/WHO (Tabela 1). A mistura dos cinco praguicidas foi
preparada em dois niveis de contaminagdo; na mistura “Baixas Doses” as

praguicidas foram incorporados a racdo em niveis de seus respectivos NOEL e
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NOAEL, dependendo de qual informacao estava disponivel; na mistura “Doses

Efetivas”, a incorporacgao foi feita segundo os respectivos LOEL, LOAEL e LEL.

Neste contexto todo, o objetivo de nosso trabalho foi avaliar possivel efeito
desregulador enddcrino de uma mistura de 5 praguicidas em baixas doses em
modelos experimentais utilizando ratos machos jovens da linhagem Lewis. Com este
estudo pretendemos contribuir para a discussdo dos efeitos potenciais da
contaminagdo por praguicidas agricolas detectada pela ANVISA em alimentos

frescos disponiveis para a populagéo brasileira.
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Resumo

Levantamento feito pelo Programa de Analise de Residuos de
Agrotoxicos em Alimentos (PARA) apontaram residuos de agrotoxicos em
alimentos frescos a disposicdo da populagdo brasileira. Esses residuos
apresentaram-se acima do permitido, ou representavam ingredientes ativos
ndo autorizados para determinadas culturas. Situagdes como estas tém
aumentado a preocupagdo quanto a exposi¢ao prolongada de consumidores a
multiplos agentes potencialmente nocivos. Ha pouca informacgéo experimental
sobre se, e como, exposi¢cdes multiplas ou a misturas podem afetar a saude. O
presente estudo objetivou avaliar os efeitos de uma mistura de cinco
praguicidas sobre o sistema reprodutor do rato macho. Para compor a mistura
que foi adicionada a racado em niveis de NOEL/NOAEL ou LOEL/ LEL/LOAELs,
foram selecionados cinco praguicidas cujos residuos foram detectados em
tomates pela ANVISA em 2004. Foram constituidos oito grupos de acordo com
o tipo de racdo: Grupo 1- ragdo basal, sem praguicidas; Grupo 2 (“Baixas
doses” ou praguicidas de acordo com seus respectivos NOEL/NOAELs) -
diclorvés 0,23 mg/kg, dicofol 0,22 mg/kg, endosulfan 0,6 mg/kg, dieldrin 0,025
mg/kg, permetrina 5,0 mg/kg; Grupo 3 (“Doses efetivas”, de acordo com
respectivos LOEL/LEL/LOAEL) - diclorvés 2,3 mg/kg, dicofol 2,5 mg/kg,
endosulfan 2,9 mg/kg, dieldrin 0,05 mg/kg, permetrina 25,0 mg/kg e Grupos 4 a
8 - ragdes contendo cada praguicida em separado, em concentragdes de
acordo com os respectivos LOEL, LEL ou LOAEL. Os animais foram
sacrificados no final da 82. semana de tratamento. O modelo utilizado permitiu
verificar que a mistura em “baixas doses” aumentou o peso relativo dos
testiculos, mas n&o causou alteragdes morfolégicas nesse 6rgao, nem alterou a
dindmica da espermatogénese e funcao testicular. Niveis séricos de FSH e
testosterona nao apresentaram diferencas significativas entre os grupos G1
(Controle), G2 e G3 (misturas); apenas o G3 apresentou niveis aumentados de

LH em relagéo ao controle.
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1. Introducéo

A exposicdo dos seres humanos a praguicidas agricolas ao longo de
sua vida ocorre de forma muito complexa: sdo exposi¢gdes multiplas,
simultaneas ou ndo, em altas ou baixas doses, etc. (Yang, 1998). Esta situacéo
difere daquelas estabelecidas nos ensaios toxicoldégicos convencionais com
animais de laboratorio, que sdo executados com uma substancia unica, com
alto nivel de pureza, e que objetivam identificar seus efeitos adversos
potenciais  (sistémicos, neuroldgicos, comportamentais, cancerigenos,
reprodutivos, etc.) (Viau, 2002). Nestas circunstancias, ha relativamente pouca
informacédo sobre se, e como, a exposicdo a misturas pode afetar a saude
animal (Mantovani, 2006; Carpenter et. al., 1998).

Particularmente, a estimativa do risco da exposicdo humana a multiplos
praguicidas é complexa devido as particularidades quimicas de cada produto,
seus modos de agcédo e acumulo no organismo e a possibilidade de ocorrerem
efeitos aditivos, somatérios ou sinergisticos sobre um mesmo 6rgdo ou
sistema-alvo. Além disso, podem alterar mutuamente seus metabolismos,
eventualmente gerando novos metabdlitos potencialmente tdxicos (Yang, 1998;
Mantovani, 2006).

A Agéncia Brasileira de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tem realizado
monitoramento peridédico para detectar residuos de agrotoxicos em frutas,
legumes e verduras frescas disponiveis para compra e consumo pela
populagao. Entre julho de 2001 e dezembro de 2004, o Programa de Anélise de
Residuos em Alimentos (PARA) pesquisou 4.001 amostras de alimentos in
natura (alface, banana, batata, cenoura, laranja, mag¢a, mamao, morango e
tomate), coletadas em 12 estados da Federagéo. Do total de amostras
analisadas, 3.271 (81,7%) apresentaram residuos de praguicidas, sendo que
931 (28,5%) delas continham niveis acima dos Limites Maximos de Residuos
(LMR) (16,6%) ou continham residuos de produtos ndo-autorizados para
aquele tipo de cultura (83,4%). As culturas com maior frequéncia de
irregularidades foram as de tomates, macgas e morangos. Particularmente com
relacdo aos tomates, foram detectados residuos de seis praguicidas né&o-
autorizados (dicofol, dieldrin, endossulfan, monocrotofos, clorpirifés e
diclorvés), e de cinco praguicidas permitidos, mas cujos niveis estavam acima

do LMR (metamidofés, permetrina, triazofos, ditiocarbamatos e cialotrina)
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(ANVISA, 2004). Esses praguicidas pertencem a diferentes classes: um
ditiocarbamato, dois piretréides (permetrina e cialotrina), trés organoclorados
(dicofol, dieldrin e endosulfan) e cinco organofosforados (diclorvés,
monocrotofés, clorpirifés, metamidofds e triazofés). O impacto potencial destes
tomates contaminados a saude do consumidor ndo é conhecido.

Por outro lado, alguns poluentes ambientais podem mimetizar ou
antagonizar os efeitos dos hormdnios esterdides, como estrogenos e
androgenos, provocando o que € denominado desregulacédo endocrina (DE)
(Massaad et al., 2002). Apesar dos relatos sobre reducdo de motilidade
espermatica, malformacbes do aparelho reprodutor masculino e feminino e
aumento na incidéncia de alguns tipos de neoplasias (Skakkebaek et al., 2001;
Toppari et al, 2002), a relagdo destes fendmenos com possivel acgéo
desreguladora endocrina de praguicidas em seres humanos ainda é
controversa; estudos epidemioldgicos - principalmente com relacéo a influéncia
destes compostos sobre o desenvolvimento de tumores de mama e de
testiculos — tém provocado intenso debate porque n&o sido claramente
conclusivos. Em contraste, os estudos experimentais documentam a
importancia da exposi¢cao aos desreguladores endécrinos no periodo pré-natal
e puberdade de roedores (Skakkeback et al., 2001; Birnbaum e Fenton, 2003).
Mesmo assim, a influéncia de alguns fatores como dose, idade e tempo de
exposicéo carecem de mais estudos.

Ensaios para detecgdo de interferéncia enddcrina em roedores ainda
estdo em fase de desenvolvimento e validagdo por agéncias reguladoras de
substancias quimicas ao redor do mundo (OECD, 2010; EDSTA, 2011) O
presente estudo utilizou-se de uma abordagem geral de avaliacdo de
toxicidade sitémica para avaliar possiveis efeitos provocados por uma mistura
de 5 praguicidas fornecidos a ratos machos adultos jovens da linhagem Lewis
durante oito semanas. Esses praguicidas foram escolhidos porque foram
alguns dos responsaveis pelas irregularidades detectadas pelo PARA no
monitoramento da ANVISA em 2004.
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2. Material e métodos
Reagentes

Dicofol (C14H9CI60), CAS 115-32-2 (gentilmente cedido pela Milenia
Agrociéncias S/A, Londrina (PR), 96,5% puro); endosulfan, mistura de isbmeros
alfa e beta (2:1) (CgHsClsO3S), CAS 115-29-7 (gentiimente cedido pela Bayer
CropScience S/A, Belford Roxo, RJ), 100% puro; diclorvés (C4H7Cl,04P), CAS
62-73-7, 99,4% puro; permetrina, mistura de isbmeros cis e trans
(proporgéao?)(C21H20Cl203), CAS 52645-53-1, 98,0% puro; dieldrin (C42HgClsO),
CAS 60-57-1, 97,9% puro. Os praguicidas diclorvos, permetrina e dieldrin foram
adquiridos da Fluka Chemicals, Sigma-Aldrich, Milwaukee, EUA. Anticorpo Ki-
67 (ab16667, Abcam, EUA).

Animais e ambiente

Machos da linhagem isogénica Lewis, foram adquiridos com 4
semanas de idade em lotes do Centro Multidisciplinar de Investigagéo Biologica
da UNICAMP (CEMIB - UNICAMP, Campinas-SP). Todos os animais foram
mantidos no Biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina
de Botucatu — UNESP.

Durante toda a fase experimental foram controladas as condi¢des
ambientais do biotério como: temperatura (22 + 2°C), umidade relativa do ar
(55 = 10%), periodo de luz (12 horas claro/12 horas escuro) e exaustado do ar
continua. Todos os animais receberam ragao especifica de acordo com o grupo
a que pertenciam, e agua filtrada em bebedouros de vidro com tampa de
borracha e bico metalico (500 ml). A agua e a ragdo foram fornecidas ad
libitum.

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP
(CEEA), protocolo n°® 670.

Delineamento Experimental (Figura 1)

Os praguicidas e o éleo comestivel componente da formulacao (8%)
foram incorporados a racao [AIN93-M (Reeves et al.,1993)] em p6 produzida
pela Nutri Experimental — (Campinas, SP). As concentragbes dos praguicidas

nas ragbes dependeram das doses criticas NOEL/NOAEL (nivel sem efeito
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observavel/nivel sem efeito adverso observavel) ou LOEL/LEL/LOAEL (menor
nivel com efeito observavel/nivel de efeito observavel/menor nivel com efeito
adverso observavel), determinadas em ensaios crénicos com ratos, disponiveis
na literatura. Apds a incorporagédo dos praguicidas, as diferentes racdes foram
peletizadfas. Foram constituidos os seguintes grupos experimentais:

Grupo 1: Controle negativo - ragdo basal; Grupo 2: “Baixas Doses” -
praguicidas adicionados a ragdo em concentragbes que permitiram ingestdes
finais correspondentes a seus respectivos NOEL/NOAELs. Racdo basal
contendo diclorvos 0,23 mg/kg, dicofol 0,22 mg/kg, endosulfan 0,6 mg/kg,
dieldrin 0,025 mg/kg, permetrina 5,0 mg/kg (FAO/WHO, 1986; WHO/FAOQO,
1970; 1989; 1996, EPA, 1992; 1993); Grupo 3: “Doses Efetivas” - ragdo basal
contendo diclorvos 2,3 mg/kg, dicofol 2,5 mg/kg, endosulfan 2,9 mg/kg, dieldrin
0,05 mg/kg, permetrina 25,0 mg/kg. Estas doses correspondem aos LOAELs
do dieldrin e endosulfan, ao LOEL do dicofol, e LELs para o diclorvés e
permetrina (FAO/WHO, 1986; WHO/FAO, 1970; 1989; 1996, EPA, 1992; 1993);
Grupo 4: Ragao basal com 2,5 mg/kg de dicofol (LOEL); Grupo 5: Racéo
basal com 25,0 mg/kg de permetrina (LEL); Grupo 6: Racéo basal com 2,3
mg/kg de diclorvés (LEL); Grupo 7: Ragéo basal com 0,05 mg/kg de dieldrin
(LOAEL); Grupo 8: Racao basal com 2,9 mg/kg de endosulfan (LOAEL).

Todos os animais foram eutanasiados por exsanguinagdo apoés
narcose induzida em camara de CO; ao final da 8% semana de tratamento.
Durante o experimento, os animais passaram por avaliagdo clinica semanal
que constituia de observagdes da pelagem, mucosas, fezes, ocorréncia de
atividade autébnoma (lacrimacao, piloeregéo, variagdo do tamanho da pupila,
padrdo respiratorio, etc.), alteracdes no modo de andar, postura, orientacao,
ocorréncia de movimentos espasmodicos ou tdnicos ou comportamento

anormal (automuli¢ado).
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8 semanas

3

G1 |

| n=10

G5 n=10

N total = 80 ratos Lewis — 4 semanas de idade
l Necropsia (57° dia)
: Racéo basal (AIN-93M)
Baixas doses: Ragéo basal + dicofol 0,22 mg/kg +

permethrin 5,0 mg/kg + diclorvos 0,23 mg/kg + dieldrin
0,025 mg/kg + endosulfan 0,6 mg/kg

Racéo basal + dicofol 2,5 mg/kg

=

[ Racéo basal + permethrin 25,0 mg/kg
: Ragéo basal + diclorvos 2,3 mg/kg

[E=] Ragzo basal + dieldrin 0,05 mg/kg

: Ragéo basal + endosulfan 2,9 mg/kg

35

s Doses Efetivas: Ragéo basal + dicofol 2,5 mg/kg +
permethrin 25,0 mg/kg + diclorvos 2,3 mg/kg + dieldrin
0,05 mg/kg + endosulfan 2,9 mg/kg

Figura 1: Delineamento Experimental

Andélises Hormonais

Apds eutanasia, o sangue foi imediatamente coletado (n=10/grupo)
por puncdo cardiaca para determinacdo das concentracbes de horménio
luteinizante (LH), horménio foliculo estimulante (FSH) e testosterona pela
técnica de radioimunoensaio de duplo anticorpo. O soro foi obtido apds
centrifugacdo (2400rpm, 20min, 4°C). Medicdes de testosterona foram
realizadas utilizando o kit TESTOSTERONE MAIA® (Biochem. Immuno System,
Allentown, PA, USA). Para as medigbes de LH e FSH foram utilizados kits
especificos do National Institute of Arthritis, Diabetes, Digestive, and Kidney
Diseases (NIADDK, USA). O nivel plasmatico de cada hormdnio foi detectado
No mMesmo ensaio para evitar erros inter ensaio. O erro intra-ensaio foi de 3,4%

para LH, de 2,8% para FSH e 4% para testosterona.
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Analises histoldgicas

Foram coletados o figado, testiculos, epididimos, vesiculas seminais
e glandulas de coagulagcdo. Estes érgdos foram pesados e imersos em
formalina 10% tamponada por 48 horas, exceto os testiculos e epididimos
direitos, que foram fixados em ALFAC (5% de acido acético, 10% de formol
100%, 85% de alcool 80%) por 24 horas. Cortes histoldégicos de Sum de
espessura foram corados com hematoxilina e eosina (H.E.) e analisados
qualitativa e/ou quantitativamente sob em microscépio de luz Leica®, sem

conhecimento do animal do qual a pega procedia.

Andlise histologica dos testiculos

Apoés pré-fixacdo de 4 horas os orgaos foram recortados, retornando
em seguida ao fixador. Apos 24 horas de fixagéo, a solugao foi substituida por
alcool 80°, onde as pecas permaneceram até inclusdo em paraplast, obtencéo
de cortes com S5um de espessura e coloragdo com hematoxilina e eosina. A
avaliagéo histologica foi realizada em 3 cortes ndo consecutivos do 6rgéo por
animal.

A inspecao histolégica foi realizada de modo qualitativo, analisando-se
100 cortes de tubulos seminiferos por animal e classificando-os em normais ou
anormais. Os tubulos foram considerados anormais quando ocorriam células
germinativas acidofilas, células multinucleadas, espermatides retidas,
degeneracgao celular em seus diferentes estagios de maturacao, vacuolizagéo

do epitélio ou esfoliacao de células na luz (Toledo et al., 2011).

Contagem de nucleos de células de Sertoli
Nos mesmos cortes histolégicos, os nucleos das células de Sertoli
foram contados em 20 sec¢des transversais de tubulos seminiferos no estagio

VIl da espermatogénese, classificados de acordo com Toledo et al. (2011).

Avaliacédo da dinamica da espermatogénese
Foram analisadas 100 secgdes transversais de tubulos seminiferos por animal,
0s quais apresentavam forma a mais regular e circular possivel, sendo os

mesmos caracterizados segundo a espermatogénese como se segue: Estagios
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I-VI: com duas geragdes de espermatides; Estagios VII-VIIl: com espermatides
maduras localizadas na borda do lumen; Estagios IX-XIll: com somente uma

geracgao de espermatides; Estagio XIV: com espermatécitos secundarios.

Morfometria dos testiculos

Utilizando o programa para analise de NIS-ELEMENT (NIKON
Instruments Inc., EUA), foram avaliadas a altura do epitélio germinativo e a
area da luz tubular de 6 (seis) animais por grupo. Para mensurar a altura do
epitélio, foram contados 20 tubulos aleatérios, sendo feita 4 (quatro) medidas
em diferentes regides do epitélio de cada tubulo. Para a determinacao da area
da luz tubular, foram utilizados os mesmos tubulos utilizados para a medida da
altura epitelial; foram colocados 5 (cinco) pontos ao redor da luz tubular,
formando uma circunferéncia da qual se extraiu a area. A seguir, obteve-se a

média grupal dos valores registrados para cada um dos parametros.

Anélise histologica dos epididimos
Toda a extensao do corte longitudinal do epididimo (segmento inicial,
cabeca, corpo e cauda epididimaria) foi avaliada quanto a estrutura e aspecto

do epitélio, presenga de espermatozoides na luz ductal.

Determinacao do indice de proliferacao celular no figado

O indice de proliferacao celular (IM) foi estimado pela quantificacdo dos
nucleos Ki-67 positivos detectados por imunohistoquimica. Para tanto, foi
utiizado o anticorpo anti-Ki-67 (clone SP6 - 1:100 - ABCAM). Foram
selecionados fragmentos de figado de 10 animais dos grupos Controle (G1),
“baixas doses” (G2) e “doses efetivas” (G3), fixados em formaldeido (10%),
desidratados em alcool e incorporados em paraplast. As se¢des (5um) foram
desparafinadas e depois reidratadas em agua destilada. A recuperacao
antigénica foi realizada em acido citrico 0,21% pH 6.0 em camara de presséo
(PASCAL) a 120° por 3 minutos. A atividade da peroxidase endogena foi
bloqueada com peréxido de hidrogénio 0,3% por 45 minutos, seguido por
rapido enxagie em agua destilada e tampao fosfato (PBS), em seguida
incubadas com o anticorpo secundario (LSAB - LINK - KO609 - DAKO) por 30

minutos e posteriormente incubadas com o anticorpo terciario (LSAB -
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Streptavidina — K0609 - DAKO) por 30 minutos. A revelacao foi realizada com
3,3-Diaminobenzidina (K3468 - DAKO) por 5 minutos. Os cortes foram entédo
contracorados com hematoxilina de Harris em seguida desidratados em etanol
absoluto, diafanizados em xilol e montados em resina sintética. A seguir foram
analisados 40 campos por lamina sob aumento 400x (nUmero aproximado de
células contadas = 4.000). O IM foi determinado da seguinte maneira: N° de
hepatécitos imunomarcados para Ki-67/N° total de hepatdcitos analisados
x100. A quantificagdo foi realizada em microscopio de luz contendo uma
gradicula milimetrada em uma das oculares (aumento de 400x, correspondente

a 0,25mm2) (Eyepiece Micrometer Olympus, Japan).

Analises estatisticas

Foram utilizados os testes Kruskal-Wallis, Dunn, Tukey e Bonferroni.
As analises foram realizadas utilizando o software SigmaStat versao 3.5. As
comparacgdes foram feitas entre os grupos Controle, “Baixas Doses” e “Doses
Efetivas” entre si, e entre cada grupo exposto aos praguicidas individuais (G4 a
G8) e o controle. As diferencas foram consideradas significativas quando
P<0,05.

3. Resultados

Peso corporeo (Tabela 1)

Os grupos Baixas Doses (G2) e Doses Efetivas (G3), nao
apresentaram diferenga significativa no ganho de peso durante o periodo
experimental quando comparados ao grupo Controle (G1).

Todos outros grupos nao diferiram do controle, excecgéao feita ao grupo
G6 (Diclorvés) que apresentou peso significativamente menor comparado ao
controle (grupo G1), possivelmente por ter iniciado o periodo experimental com
peso abaixo dos outros grupos e ingerido menos da racdo durante o estudo

(ver a seguir).
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Tabela 1 - Pesos corp6reos (g) inicial, final e ganho de peso (%, g).

Ganho de peso entre

Grupos Peso Inicial (g) Peso Final(g) momento inicial e semana 8
% g

G1 Controle 86,8 + 17,1 304,1+ 46,9 250,6 217,3+36,7ab
G2 “Baixas Doses” 86.4 453 274,2+25,6 215,0 187,8+25,6a
G3 “Doses Efetivas”™ 82,8 +4.9 312,1¢19,3 275,9 229,3+20,5b
G4 Dicofol 93,5 + 5,52 331,1+29,4 252,2 2371+ 27,6
G5 Permetrina 103,9£8,5 314,7 £ 29,6 202,8 210,8+24,6
G6 Diclorvos 57,8 +8,2 232,3+31,2 300,0 174,5+27 4*
G7 Dieldrin 70,8 + 14,1 282,1+ 43,1 297,2 211,3£35,7
G8 Endosulfan 84,4+ 10,6 281,4+41,7 234,5 197,0+ 37,1

*Ver Material e Métodos — Delineamento Experimental. Resumo em média e desvio padrao apesar de
algumas variaveis ndo apresentarem distribuicdo simétrica. * Indica diferenga significativa (p< 0,05)
entre o controle e o grupo comparado por Mann-Whitney. Letras diferentes indicam diferenca
significativa (p< 0,05) pelo teste de Dunn.

Consumo de racao e agua

O consumo médio estimado de racao variou entre 21,01+3,74 g (G1-
Controle) e 12,73+2,87 g (G6-Diclorvés) e o de agua entre 16,88+2,16 g (G5-
Permetrina) e 13,55+2,39 g (G3-Doses Efetivas). Embora tenham sido
detectadas algumas diferencas significativas entre os grupos, essas nao foram

consideradas relevantes do ponto de vista toxicolégico (dados ndo mostrados).

Peso médio relativo dos orgéos (Tabela 2)

Os pesos do figado dos grupos “baixas doses” (G2) e “doses efetivas”
(G3) apresentaram-se significativamente maiores quando comparados aos
grupos Controle (G1)

O peso do rim dos grupos “baixas doses” e “doses efetivas” nao
diferiram significativamente do grupo Controle.

O peso da adrenal dos grupos G2 e G3 nao diferiram em relacdo ao
controle, mas, entre si, o grupo G2 apresentou-se significativamente maior que
o grupo G3.

O peso do testiculo do grupo “baixas doses” (G2) apresentou-se

significativamente maior quando comparado aos grupos controle (G1) e “doses
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efetivas” (G3). O peso dos testiculos dos grupos G3 e controle ndo mostraram
diferencas significativas entre si. Todos outros grupos ndo diferiram do
controle, excecédo feita ao grupo G6 (Diclorvos) que apresentou peso
significativamente maior comparado ao controle (grupo G1),

Os pesos das prostatas e da vesicula seminal nao diferiram
significativamente entre si e do grupo Controle G1.

O peso do epididimo dos grupos G2 e G3 nédo diferiram
significativamente do grupo Controle (G1), mas o G2 apresentou peso
significativamente maior do que o grupo G3. Todos outros grupos nao diferiram
do controle, excecado feita ao grupo G6 (Diclorvés) que apresentou peso

significativamente maior comparado ao controle (grupo G1),
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Dosagens Hormonais (Tabela 3)

O nivel sérico do horménio luteinizante (LH) do grupo “baixas doses”
(G2) nao diferiu de modo significativo dos grupos controle (G1) e “doses
efetivas” (G3). No entanto, o nivel sérico de LH do grupo G3 apresentou-se
significativamente maior quando comparado ao grupo Controle (G1).

Os niveis séricos de hormdnio foliculo estimulante (FSH) de todos os
grupos nao diferiram significativamente.

Os niveis séricos de testosterona dos grupos G2 e G3 nédo diferiram
significativamente do grupo Controle G1.

O grupo G8 (Endosulfan) apresentou niveis séricos de LH e de

testosterona respectivamente aumentados e reduzidos em relagdo ao controle.

Tabela 3 — Concentragcbes plasmaticas (em ng/ml) de horménio luteinizante
(LH), horménio foliculo estimulante (FSH) e testosterona.

Concentracao de hormonios (ng/ml)*

Grupos LHL FSH?2 Testosterona®
G1 Controle (n=8) 1,65+0,88 a 6,71£1,10 0,82+0,08
G2 Baixas Doses (n=8) 3,22+1,48 a,b 8,12+0,99 0,86+0,08
G3 Doses Efetivas (n=8) 3,61x1,39 b 8,61+1,20 1,10+0,65
G4 Dicofol (n=8) 1,58+0,42 6,23+1,03 1,26+0,34
G5 Permetrina (n=8) 2,82+0,82 7,03+0,92 0,77+0,41
G6 Diclorvés (n=8) 2,89+1,19 8,26+1,67 0,93+0,09
G7 Dieldrin (n=8) 3,00+1,04 8,37+1,49 1,03+0,32
G8 Endosulfan (n=8) 3,340,75* 8,33+1,45 0,360,14*

Resumo em média e desvio padréo apesar de algumas variaveis ndo apresentarem distribuicdo simétrica.
* Indica diferencga significativa (p< 0,05) entre o controle e o grupo comparado por Tukey. Letras diferentes
indicam diferenga significativa por Tukey
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Analises histoldgicas

Todos os animais expostos ao grupo “doses efetivas” (G3) e 40% do
grupo “baixas doses” (G2) apresentaram hipertrofia hepatocitica centrolobular,
que nao ocorreu nos animais do grupo controle (G1) (Tabela 4, Figura 2b). Os
grupos dieldrin (G7) e endosulfan (G8) foram os seguintes em incidéncia
elevada de hipertrofia (90%). Outros aspectos histoldégicos, como corpos
apoptoéticos (Figura 2c), mitoses (Figura 2d), esteatose e esclerose/hiperplasia
de ductos biliares ocorreram em incidéncias variaveis, relativamente elevadas,
mas sem particularidades. Os demais 6rgaos coletados (rim, adrenais e

préostata) ndo apresentaram alteracdes relevantes.

Figura 2 — Hipertrofia de hepatécitos centrolobulares no grupo G3 “Doses efetivas”
(Hematoxilina e eosina, 400X).
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indice de proliferagéo celular no figado

Os grupos “baixas doses” (G2) e “doses efetivas” (G3) apresentaram
indices significativamente maiores de proliferacdo hepatica em relacdo ao
grupo controle (G1), mas nao diferiram entre si. Os dados nao se comportaram
de maneira paramétrica, mas as respectivas médiats.d. foram G1 = 0,77+0,60,
G2 =2,3110,92 e G3 = 2,81+0,79 nucleos marcados/4.000 hepatécitos.

Anédlise Histomorfométrica e Avaliagcdo da Espermatogénese (Tabela 6)

A porcentagem de tubulos seminiferos normais e a dinédmica da
espermatogénese nos grupos tratados com a mistura dos praguicidas ou com
os praguicidas individuais nao diferiram significativamente do grupo Controle
(G1). Da mesma forma, as alturas do epitélio germinativo, a area da luz tubular
e numero de ceélulas de Sertoli dos grupos tratados n&o apresentaram

diferencas em relagéo ao grupo Controle (G1).
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4. Discusséo

De modo geral, o presente estudo mostra que a exposi¢cado de ratos
Lewis adultos jovens a uma mistura de praguicidas via racdo durante 8
semanas leva a alteragdes morfolégicas no figado, mas nao no rim, adrenal,
préstata, vesicula seminal, testiculo e epididimo.

Nosso estudo mostrou ganho de peso significativamente menor do
grupo G6 em relagao a todos os outros grupos tratados, mas afastamos a
possibilidade de comparagdo, pois, esses animais iniciaram o periodo
experimental com peso inferior aos demais, fato ocasionado pela entrega de
diferentes lotes de animais + ingestao baixa. Em relacdo os demais grupos néo
houve comprometimento do ganho de peso corpéreo pelos diferentes grupos
experimentais, embora tenha sido detectada diminuicdo de ingestdo de racéo
pelos animais que compunham os grupos de misturas (G2 e G3) e diminui¢cao
de consumo de agua do grupo G3 em relacdo ao grupo Controle (G1),
coincidente com observagbes prévias de nosso grupo de pesquisa (Perobelli et
al., 2010) e de Wade et al. (2002) que avaliaram ratos machos adultos
expostos a uma mistura em baixas doses de contaminantes ambientais
persistentes (organoclorados e metais) por 70 dias, quando também nao foram
observadas diferengas acentuadas; a alteracédo deste parametro poderia
traduzir comprometimento sistémico pelas exposi¢cdes quimicas (EPA, 1996), o
que n&o ocorreu em nosso estudo.

Nossos resultados mostram auséncia de diferengas significativas nos
pesos de rim, adrenal, prostata, vesicula seminal e epididimo de todos os
grupos em relagéo ao grupo controle (G1), da mesma forma que Perobelli et al.
(2010) demonstrou auséncia de diferenga significativa nos pesos de testiculo e
epididimo de animais tratados com a mesma mistura deste estudo. Embora
tenha havido aumento significativo do peso relativo do testiculo do grupo
“baixas doses” (G2) em relagdo ao controle (G1), ndo foram observadas
alteracdes histologicas que justificasse essa variacdo, nem ela seguiu dose-
resposta, sugerindo que a diferenca observada ndo é biologicamente relevante.

O figado tem como uma de suas fungbes principais a manutencéo da
homeostasia metabdlica incluindo a biotransformacédo de substancias
endogenas e xenobibticas com posterior liberacdo de metabdlitos na corrente

sanguinea. Assim, sua avaliagéo é critica em estudos de toxicidade, nos quais
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este oOrgdo pode apresentar alteracbes adaptativas e adversas nao-
proliferativas e proliferativas (Hardisty, 2005; Maronpot, 2010). Nossos
resultados mostram aumento de peso relativo do figado dos animais de ambos
0s grupos “baixas doses” e “doses efetivas” em relagdo ao controle.
Considerando a incidéncia elevada de hipertrofia hepatocitica nas regides
centrolobulares dos animais expostos aos praguicidas, em especial o grupo G3
(“Doses Efetivas”), pode-se sugerir que as misturas provocaram aumento da
atividade metabdlica. De fato, hipertrofia hepatocitica resulta de indugéo
enzimatica hepatica continua por xenobibticos, ja que os hepatécitos desta
regido sao responsaveis pela maior parte das reacbes de biotransformacao
levada a efeito pelo figado (Hodgson, 1999; Maronpot, 2010). Da mesma
forma, estudo de expressao das CYPs (2b1/2b2) realizado em cooperagao com
Dra.Suzane Ramos da Silva e Dra. Carla Adriene da Silva Franchi, com os
figados em questdo mostrou aumento da atividade metabdlica dos grupos
“baixas doses” e “doses efetivas”. O paper com esses resultados esta em fase
de redacéo para publicagdo.

Acompanhando a hipertrofia resultante da indugdo enzimatica, muitas
vezes também ¢€ relatada a hiperplasia em figado de roedores; esta é a
situacao classica da resposta do figado ao fenobarbital, um classico indutor
enzimatico neste 6rgdo. A hiperplasia contribui para o aumento do volume e da
capacidade funcional do figado através do aumento do numero de hepatdcitos;
esses eventos podem ocorrer em conjunto em resposta a indutores
enzimaticos e podem corresponder as alteragbes mais precoces do
desenvolvimento de tumores hepatocelulares (Maronpot, 2010). Reafirmando
iss0, nossos resultados mostraram aumento na taxa de proliferagao celular nos
grupo tratados com a mistura nas suas duas formas, “baixas doses” e “doses
efetivas”.

As secre¢des do hipotalamo, hipofise anterior e gbnadas controlam o
sistema reprodutor masculino. Nos machos, o principal horménio envolvido no
controle das fungbes reprodutivas é a testosterona. O horménio liberador de
gonadotrofinas (GnRH/LHRH), produzido pelo hipotalamo, controla a secrecéo
dos hormonios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) pela hipdfise
anterior. O FSH é responsavel pela integridade dos tubulos seminiferos e, apos

a puberdade, € importante na gametogénese através de sua acao nas células
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de Sertoli. O LH estimula as células de Leydig a secretarem androgénios — em
particular a testosterona. A testosterona € importante para a manutencéo dos
orgaos reprodutores, desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios
masculinos, manutencdo da espermatogénese, incluindo a maturacdo dos
espermatozoides no epididimo e, conseqlientemente, para a fertilidade (Rang,
et al., 2001).

Os resultados do presente estudo ndo mostraram qualquer diferenca
significativa entre os grupos tratados versus grupo controle (G1) quanto aos
niveis séricos de FSH e testosterona; apenas o grupo tratado com a mistura
em “doses efetivas” (G3) apresentou nivel de LH aumentado em relagéo ao
controle (G1), embora essa variagdo nao tenha sido associada a nenhuma
outra dentre os parametros analisados. Perobelli et al. (2010) n&o observaram
alteragdes nos niveis de LH, FSH e testosterona de animais tratados com
misturas semelhantes a estas. Loeffler e Peterson (1999), também nao
observaram alteragbes nos niveis séricos de LH e de testosterona em ratos
Sprague-Dawley adultos expostos por 28 dias ao Tris(4-chlorophenyl)methanol
(TCPM-OH), um contaminante ambiental cuja estrutura molecular é semelhante
a dos praguicidas dicofol e DDT, sugerindo que a exposicdo da forma
apresentada neste estudo n&o causou alteragdes toxicologicamente relevantes.

Alteragbes histoldgicas s&o conhecidas como um dos parédmetros mais
sensiveis para detecgdo de toxicidade testicular (Lanning et al., 2002). A
vacuolizacdo das células de Sertoli, esfoliagdo da camada germinativa,
presenca de células aciddéfilas e formagcao de células gigantes multinucleadas
apresentaram-se de forma difusa e em pequena quantidade em todos os
grupos tratados, fato este que n&o afetou a dindmica da espermatogénese e a
funcao testicular em todos os grupos de forma semelhante aos achados de
Perobelli et al. (2010). Além disso, a altura da camada germinativa e area da
luz tubular, juntamente com o nimero de células de Sertoli dos grupos tratados
com os praguicidas ndo sofreram alteragcbes em relacdo ao grupo controle
(G1).

Assim, nossos resultados indicam que a mistura em niveis de
NOEL/NOAELs pode alterar os pesos relativos de testiculos e epididimos, mas
nao causa alteragbes morfométricas nesses 6rgaos, nem altera a dindmica da

espermatogénese e funcgao testicular, além disso, as alteracdes observadas
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nao ocorrem de maneira dose-resposta, ndo sendo relevante biolégica e
toxicologicamente. De qualquer modo, deve ser referido que a analise funcional
em estudo prévio de nosso grupo revelou prejuizo significativo da motilidade
dos espermatozdides nos grupos tratados com a mistura em doses “baixas” e
“efetivas”, bem como em animais expostos ao dicofol e dieldrin (Perobelli et al.,
2010). No presente estudo, o epididimo n&o apresentou alteragbes
morfologicas. Isto sugere que o efeito estressor potencial dos agentes se faz
inicialmente sobre o aspecto funcional do epididimo que é o érgéo envolvido
com a aquisi¢ao de motilidade e capacidade fértil dos gametas masculinos.

Em conclusédo, a exposi¢cao aos praguicidas da maneira apresentada
nao causou alteracdes toxicologicamente relevantes quanto ao ganho de peso
e consumo de agua e ragcdo e dosagens hormonais dos animais tratados,
embora possa causar aumento da atividade metabodlica hepatica, além de

alteracdes funcionais reprodutivas.
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Resumo

O presente estudo objetivou avaliar, em ratos recém desmamados e
estimulados com propionato de testosterona (TP), os possiveis efeitos
androgénicos ou antiandrogénicos provocados por uma mistura de 5
praguicidas fornecidos a ratos machos recém-desmamados da linhagem Lewis.
Esses praguicidas foram escolhidos porque foram detectados em 2004 pela
Agéncia Brasileira de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) como residuos em tomates
frescos a disposicdo da populagdo. Os animais foram separados em cinco
grupos: Grupo 1: Controle; Grupo 2: TP, 1 mg/kg/dia por injecao s.c. (controle
positivo para acao androgénica); Grupo 3: TP + flutamida (FLU), 3 mg/kg/dia
por gavagem (controle positivo para agao antiandrogénica); Grupo 4: TP +
Mistura em “baixas doses”, praguicidas em nivel de seus respectivos
NOEL/NOAELs (diclorvos 0,23 mg/kg, dicofol 0,22 mg/kg, endosulfan 0,6
mg/kg, dieldrin 0,025 mg/kg, permetrina 5,0 mg/kg); Grupo 5: TP + Mistura em
“‘doses efetivas”, praguicidas adicionados em seus respectivos LOEL/LEL/
LOAEL (diclorvos 2,3 mg/kg, dicofol 2,5 mg/kg, endosulfan 2,9 mg/kg, dieldrin
0,05 mg/kg, permetrina 25,0 mg/kg). Os animais foram sacrificados ao final do
10° dia do estudo por narcose induzida em camara de CO,. Os pesos relativos
dos testiculos dos grupos G2, G3, G4 e G5 apresentaram-se menores (p<0,05)
que o grupo controle. No entanto, os pesos da vesicula seminal, prostata e
epididimos dos grupos G2, G4 e G5 apresentaram-se aumentados (p<0,05). A
altura do epitélio germinativo dos testiculos dos grupos G2, G3 e G4
apresentou-se menor que a altura do epitélio controle (G1). A area da luz
tubular dos testiculos dos grupos G2 e G3 apresentaram-se diminuidas em
relacgo a do G1. Nossos dados sugerem que a mistura especifica de
praguicidas usada para a exposi¢éo a curto prazo de ratos recém desmamados

e estimulados com TP nao possui acao (anti)androgénica.
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1. Introducéo

A Agéncia Brasileira de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) tem realizado
monitoramentos periddicos para detectar residuos de agrotoxicos em frutas,
legumes e verduras frescas disponiveis para compra e consumo pela
populacdo. Entre julho de 2001 e dezembro de 2004, o Programa de Analise de
Residuos em Alimentos (PARA) pesquisou 4.001 amostras de alimentos in
natura (alface, banana, batata, cenoura, laranja, mag¢a, mamao, morango e
tomate), coletadas em 12 estados da Federagdo. Do total de amostras
analisadas, 3.271 (81,7%) apresentaram residuos de praguicidas, sendo que
931 (28,5%) delas continham niveis acima dos Limites Maximos de Residuos
(LMR) (16,6%) ou continham residuos de produtos n&o-autorizados para
aquele tipo de cultura (83,4%). As culturas com maior frequéncia de
irregularidades foram as de tomates, macgas e morangos. Particularmente com
relacdo aos tomates, foram detectados residuos de seis praguicidas né&o-
autorizados (dicofol, dieldrin, endosulfan, monocrotofés, clorpirifés e diclorvés),
e de cinco praguicidas permitidos, mas cujos niveis estavam acima do LMR
(metamidofés, permetrina, triazofés, ditiocarbamatos e cialotrina) (ANVISA,
2004). Esses praguicidas pertencem a diferentes classes: um ditiocarbamato,
dois piretréides (permetrina e cialotrina), trés organoclorados (dicofol, dieldrin e
endosulfan) e cinco organofosforados (diclorvés, monocrotofés, clorpirifés,
metamidofds e triazofds). O impacto potencial destes tomates contaminados a
saude do consumidor ndo é conhecido.

Com relacao as evidéncias experimentais e observacionais em animais
de vida selvagem, um dos primeiros praguicidas identificados como
desregulador endocrino foi o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), seguido por
outros organoclorados como o dieldrin, clordane, heptaclor, endosulfan,
hexaclorobenzeno, metoxicloro e clordecone (Massaad et al., 2002). Devido
sua persisténcia no meio ambiente, estes produtos também tém sido incluidos
na denominacéo de poluentes organicos persistentes (POPs). Esta persisténcia
€ resultante de caracteristicas como lipossolubilidade e estabilidade, que os
tornam resistentes a degradacao bidtica ou abidtica, podendo ser detectados
em diferentes regides do planeta décadas apds sua liberacdo. Em virtude de
sua baixa solubilidade em agua e alta solubilidade em gorduras, estes

compostos podem ser encontrados também em alimentos de origem animal
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(leite, carnes e seus derivados), o que perpetua a contaminagdo da cadeia
alimentar. Por estas razbes, muitos destes praguicidas tiveram seu uso
proibido ou controlado em diversos paises, incluindo no Brasil. Apesar disto,
muitos praguicidas organoclorados continuam sendo utilizados em culturas
agricolas, ou para outros fins. Devido suas propriedades bioacumulativas,
residuos de organoclorados podem ser detectados no ambiente e em tecidos
animais em varias regides do planeta (Guillette et al., 1994; D’Amato et al.,
2002; Delgado et al., 2002; Windhan et al., 2005).

Os xenobidticos que tém acgéo estrogénica sdo também denominados
xenoestréogenos e, mesmo possuindo modos de acéo variados em organismos
superiores, tém sido hipoteticamente associados a reducdo da fertilidade,
malformagdes genito-reprodutivas  (hipospadia e criptorquidismo) e
desenvolvimento de neoplasias masculinas (Skakkebaek et. al., 2001; Rittler et
al, 2002; Toppari et al., 2002; Metzdorff et al., 2007). Os mais referidos séo os
que agem sobre os receptores nucleares de estrogeno (RE) e de andrégenos
(RA). Alguns compostos, como o 0,p’-DDT e seu metabdlito o p,p’-DDE, tém
efeito antiandrogénico, ligando-se e bloqueando a fungéo dos RA. A exposi¢éo
humana a estes compostos durante a puberdade ou vida adulta pode causar
retardo do aparecimento de caracteristicas sexuais masculinas e ou diminui¢gao
da produgédo espermatica, respectivamente (Skakkebaek et al., 2001; Massaad
et al., 2002; Toppari et al., 2002).

Os ensaios toxicolégicos convencionais de curta ou longa duragdo com
animais de experimentacdo podem indicar o potencial desregulador endoécrino
de substancias quimicas quando registram efeitos adversos sobre 6rgaos
reprodutivos e ou enddécrinos, ou especificamente sobre os processos de
reproducao e desenvolvimento. Além desses, ha ensaios in vivo e in vitro mais
curtos, que permitem identificar modos e mecanismos de acdo em 6rgaos e
células alvo especificas (USEPA, 1997; 1998). Por exemplo, o teste uterotréfico
(EDSTA, 1998), bem como o ensaio com roedores fémeas puberes (Gray et al.,
2002; Marty et al., 1999), tém como objetivo a detecgao de agao estrogénica de
determinada substancia, enquanto o teste de Hershberger (Baker, 2001;
OECD, 2010; EPA 2011), juntamente com o ensaio com roedores machos
puberes (Gray et al., 2002; Marty et al., 1999), detectam se a substancia tem

efeito androgénico ou antiandrogénico. Todos estes ensaios sdo considerados
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de curta duragédo, variando de 5 dias a 7 semanas. Existem também ensaios
com animais knockout para determinagdo do mecanismo de agédo e interagéo
das substancias potencialmente desreguladoras com receptores hormonais
(Heley e Korach, 2006), estes sendo de duracdo relativamente longa (18
meses). E importante salientar que a maioria desses ensaios para identificagao
de substancias desreguladoras endécrinas ainda ndo esta validada (Clode,
2006; USEPA, 2007; OECD, 2008). Entre os ensaios atualmente disponiveis
nao ha um s6 que aborde todos os parametros teoricamente necessarios para
conhecimento dos fendmenos sistémicos envolvidos na desregulacéo
endocrina.

O ensaio de Hershberger em ratos machos, avalia in vivo o potencial
(anti)androgénico de uma substéncia pela alteragbes dos pesos de cinco
orgaos/tecidos sexuais sensiveis ao andrégeno: glandulas de Cowper, musculo
elevador do anus, musculo bulbo cavernoso, vesiculas seminais, glandulas de
coagulagao e prostata dorsolateral e ventral (OECD, 2010; EDSTA, 2011). Este
ensaio pode ser realizado por dois métodos; o primeiro € 0 ensaio classico que
impbe a castracao de animais adultos jovens; o segundo utiliza animais recém
desmamados nao castrados. A sensibilidade dos dois métodos esta no fato do
uso de animais com minima produgdo endégena de andrégeno. Como o0s
niveis de androégenos circulantes sao muito baixos, o eixo hipotalamo-hipoéfise-
gonadal n&o é capaz de compensar o feedback sobre os mecanismos internos,
a habilidade de resposta dos tecidos € maximizada e a variabilidade do peso
inicial dos tecidos e 6rgaos alvo € minimizada (OECD, 2010). O presente
estudo objetivou avaliar os possiveis efeitos (anti)androgénicos provocados por
uma mistura de 5 praguicidas fornecidos em baixas doses a ratos machos
recém desmamados da linhagem Lewis, baseando-se no segundo método do
teste. Esses praguicidas foram escolhidos porque foram alguns dos envolvidos
nas irregularidades detectadas pelo PARA no monitoramento da ANVISA em
2004.
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2. Material e métodos

Reagentes

Propionato de testosterona (TP) (C22H3203), CAS 57-85-2, 97% puro.
Flutamida (FLU) (C11H41F3N20O3), CAS 13311-84-7, 95% puro. Dicofol
(C14H9CI60), CAS 115-32-2 (gentiimente cedido pela Milenia Agrociéncias
S/A, Londrina (PR), 96,5% puro; endosulfan, mistura de isdmeros alfa e beta
(2:1) (CgHeClsO3S), CAS 115-29-7 (gentiimente cedido pela Bayer CropScience
S/A, Belford Roxo, RJ), 100% puro; diclorvos (C4H7Cl,0O4P), CAS 62-73-7,
99,4% puro; permetrina, mistura de isdmeros cis e trans (C1H20Cl203), CAS
52645-53-1, 98,0% puro; dieldrin (C12HsClgO), CAS 60-57-1, 97,9% puro. Os
praguicidas diclorvés, permetrina e dieldrin foram adquiridos da Fluka
Chemicals, Sigma-Aldrich, Milwaukee, EUA. Anticorpo Receptor de Androgeno
- AR (SC-816, Santa Cruz Biotechnology, USA).

Animais e ambiente

Matrizes da linhagem Lewis (4 machos e 10 fémeas) foram adquiridas
do Centro Multidisciplinar de Investigacédo Biologica da UNICAMP (CEMIB-
UNICAMP, Campinas-SP), afim de se reproduzir em nosso biotério e
possibilitar o inicio do tratamento logo apdés o desmame. Todos os animais
foram mantidos no Biotério do Departamento de Patologia da Faculdade de
Medicina de Botucatu — UNESP em gaiolas de polipropileno de 41 x 34 x 16
cm, com tampa de aco inox na forma de grade, e forradas com maravalha
branca de pinho autoclavada (cinco animais por gaiola, duas gaiolas por
grupo), sendo as trocas das gaiolas e da maravalha realizadas trés vezes por
semana.

Durante toda a fase experimental foram controladas as condi¢des
ambientais do biotério como temperatura (22 + 2°C), umidade relativa do ar (55
+ 10%), periodo de luz (12 horas claro/12 horas escuro) e mantida exaustédo
continua do ar. Todos os animais receberam ragéo especifica de acordo com o
grupo pertencente, e agua filtrada em bebedouros de vidro com tampa de
borracha e bico metélico (500 ml). A agua e a racédo foram fornecidas ad

libitum.
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O protocolo respeitou os principios éticos da experimentacao animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA), e foi
aprovado pela Comissédo de Etica em Experimentacdo Animal da Faculdade de
Medicina de Botucatu, UNESP (CEEA), protocolo n° 670.

Delineamento Experimental (Figura 1)

Os praguicidas e o 6leo comestivel componente da formulagdo (8%)
foram incorporados a racéo [AIN93-M (Reeves et al.,1993)] em p6 produzida
pela Nutri Experimental (Campinas, SP), assegurando-se 0 uso, em sua
formulagéo, de constituintes livres de residuos de quaisquer praguicidas.

Filhotes desmamados ao 28° dia apdés o nascimento foram distribuidos
em grupos conforme o numero disponivel dentro de cada ninhada até que
completassem a quantidade de 10 por grupo. Os grupos foram tratados em
momentos diferentes, pois o nascimento dos filhotes foi variavel e, por se tratar
de linhagem isogénica, normalmente em numero pequeno.

Todos os animais foram eutanasiados no 11° dia ap6s o inicio do
tratamento por narcose induzida em camara de CO, Durante o experimento, os
animais passaram por avaliag&o clinica diaria que constituia de observagdes na
alteracédo da pelagem, mucosas, fezes, ocorréncia de atividade autbnoma
(lacrimacao, piloerecéo, variacdo do tamanho da pupila, padréo respiratério,
etc.), alteracbes no mode de andar, postura, orientacdo, ocorréncia de
movimentos espasmoédicos ou tdénicos ou comportamento anormal
(automulicdo).

A constituicdo dos 5 grupos foi a seguinte:

Grupo 1: ragcdo basal, sem contaminantes;

Grupo 2: Controle positivo. Propionato de Testosterona (TP) 1 mg/Kg/dia +
Racgao basal,

Grupo 3: TP (1 mg/Kg/ dia) + Flutamida (FLU) 3 mg/Kg/dia;

Grupo 4: TP (1 mg/Kg/dia) + “Baixas Doses” - praguicidas adicionados a ragéao
em concentracbes que permitam ingestdes finais correspondentes a seus
respectivos NOELs (no observed effect level). Ragcado basal contendo diclorvds
0,23 mg/kg, dicofol 0,22 mg/kg, endosulfan 0,6 mg/kg, dieldrin 0,025 mg/kg,
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permetrina 5,0 mg/kg; (FAO/WHO, 1986; WHO/FAO, 1970; 1989; 1996, EPA,
1992; 1993).

Grupo 5: TP (1 mg/Kg/dia) + “Doses Efetivas” - ragao basal contendo diclorvos
2,3 mg/kg, dicofol 2,5 mg/kg, endosulfan 2,9 mg/kg, dieldrin 0,05 mg/kg,
permetrina 25,0 mg/kg. Estas doses correspondem aos LOAELs (lowest
observed level adverse effect = menor nivel de efeito adverso observavel) para
ratos dos praguicidas dieldrin e endosulfan; para o dicofol sera utilizado o LOEL
(lowest observed effect level), e para o diclorvos e permetrina o LEL (lowest
effect level); (FAO/WHO, 1986; WHO/FAO, 1970; 1989; 1996, EPA, 1992;
1993).

A dose de TP (1 mg/kg/dia; s.c.) foi a utilizada por Ashby et al. (2004) e
Tinwell et al. (2007) conforme recomendagédo do EDTA Validation Management
Group, da OECD (Ashby et al., 2004).

A FLU é composto nao-esterdide conhecido por sua atividade
antiandrogénica por bloquear a ac&o da testoterona ao competir pelos
receptores de androgenos (AR). Adose de FLU (3 mg/kg/dia; gavage) foi
originalmente recomendado pela OCDE para a validagao do ensaio classico de
Hershberger e também foi a mesma utilizada por Ashby et al. (2004) nas
investigagcdes iniciais no ensaio de estimulacdo por TP em ratos recém
desmamados (Tinwell et al., 2007).

Para todas as injecdes s.c. utilizou-se o volume de 2 mil/kg de peso
corporeo e para as administragdes orais (gavagem) foi utilizado o volume de 5

ml/kg de peso corporeo (Tinwell et al., 2007).
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Racdo basal + dicofol 2,5 mg/kg +
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mg/kg + dieldrin 0,05 mg/kg +

= Ragéo basal + TP (1mg/Kg/dia - endosulfan 2,9 mg/kg + TP + dleo de
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Figura 1: Delineamento Experimental

Analises histoldgicas

Foram coletados para analise histolégica o figado, testiculos,
epididimos, prostata, vesiculas seminais e glandulas de coagulacéo. Estes
foram secos em papel filtro e pesados. A seguir foram imersos em formalina
10% tamponada por 48 horas, exceto os testiculos e epididimos, que foram
fixados em ALFAC (5% de acido acético, 10% de formol 100%, 85% de alcool
80%) por 24 horas. Cortes histolégicos de 5um de espessura foram corados
com hematoxilina e eosina (H.E.) e analisados qualitativamente em

microscopio de luz.

Analise histolégica dos epididimos
Os epididimos foram coletados, limpos e imersos em solugao fixadora

de ALFAC. Apé6s pré-fixacdo de 4 horas os o6rgaos foram recortados,
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retornando em seguida ao fixador. Apos 24 horas de fixagdo, a solucao foi
substituida por alcool 80°, onde as pegas permaneceram até o processamento
histolégico que consistiu na inclusdo do material em paraplast, obtencao de

cortes com S5um de espessura e coloracdo com hematoxilina e eosina.

Analise dos testiculos
Grau de maturacao do epitélio germinativo

Os testiculos foram coletados e processados da mesma forma que os
epididimos.

Para avaliar o grau de germinacéo do epitélio germinativo dos tubulos
seminiferos, 100 tubulos por animal nas fases I, Il e lll foram avaliados
aleatoriamente, utilizando método de atribuicdes de valores de acordo com o
tipo de célula germinativa mais numerosa no epitélio tubular (Carvalho et AL.,
1996): grau 1 - espermataocitos | ou Il; grau 2 - espermatides jovens com nucleo
arredondado (estadio 1 a 8 da espermatogénese); grau 3 - espermatides em
fase de maturagdo, com nucleo ovéide ou alongado (etapa 9 a 14); grau 4 -
espermatides em fase de maturacdo com nucleo alongado (etapa 15 a 18);
grau 5 - espermatides maduras em pequena quantidade (estadio 19); grau 6 -
espermatides maduras em quantidade média (estadio 19); grau 7 -
espermatides maduras em maior quantidade (estadio 19). O numero de tubulos
seminiferos em cada grau foi multiplicado pelo seu grau, e em seguida os

valores foram somados e divididos por 100, resultando no “grau médio”.

Morfometria

Utilizando o programa para analise de imagem NIS-ELEMENT (NIKON
Instruments Inc., EUA) foram avaliadas a altura do epitélio germinativo e area
da luz tubular de 6 (seis) animais por grupo. Para mensurar a altura do epitélio,
foram contados 20 tubulos aleatérios, sendo feita 4 (quatro) medidas em
diferentes regides do epitélio de cada tubulo. A seguir, extraiu-se a média dos
valores registrados. Para a medida da area, foram utilizados os mesmos
tubulos utilizados para a medida da altura epitelial; foram colocados 5 (cinco)
pontos ao redor da luz tubular, formando uma circunferéncia da qual se extraiu

a medida da area correspondente.
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Andlise estereoldgica da prostata

Utilizando o sistema de analise de imagem Image-Pro® (versdo Plus
4.5 for Windows™ software), 103 campos histologicos de prostata por grupo
experimental foram analisados por método estereoldgico (Weibel,1963), no
qual se utiliza um sistema teste graticulado com 120 pontos e 60 linhas. Assim,
obteve-se a proporgdo média ocupada em cada grupo, pelos seguintes
componentes: lumén, epitélio e estroma. As proporgcbes médias obtidas para

cada componente foram comparadas entre os grupos.

Analises imunohistoquimica (IHC) da prostata

O anticorpo primario AR na concentracdo 1:50 (SC-816, Santa Cruz
Biotechnology, EUA) foi utilizado para IHC. A reacéo foi realizada utilizando o
kit Avidina-biotina (ABC) (Santa Cruz Biotechnology, EUA). Foram
selecionados fragmentos distais da préstata ventral de 6 animais por grupo,
fixados em formaldeido (10%), desidratados em alcool e incorporados em
paraplast. As sec¢des (5um) foram desparafinadas e depois reidratadas em
agua destilada. A recuperacgao antigénica foi realizada em tampao citrato em 3
ciclos de 5 minutos em microondas na poténcia maxima. A atividade da
peroxidase endogena foi bloqueada com peréxido de hidrogénio 0,3% por 45
minutos, seguido por rapido enxagle em agua destilada e tampao fosfato
(PBS), em seguida incubadas em 1% de soro bovino em PBS por 1h, para
bloquear proteinas de ligagdo inespecificas. As laminas foram incubadas com
anticorpo primario AR a 4°C durante a noite. Os cortes foram incubados com
anticorpo secundario (1:500) a 37°C, seguido por ABC e diaminobenzina
(DAB). Os cortes foram entdo contracorados com hematoxilina de Harris e
classificados qualitativamente seguindo o critério: (+) leve, (++) moderado e

(+++) intenso, conforme o padrao de marcagao nuclear das células epiteliais.
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3. Resultados
Peso corporeo (Tabela 1)

O grupo TP+Doses Efetivas (G5) apresentou significativa redug¢ao do
ganho de peso corpéreo em relagédo ao grupo controle (G1) e ao grupo TP
(G2). O ganho de peso de todos os outros grupos néo diferiu significativamente
do controle (G1). O grupo TP+FLU (G3) apresentou ganho de peso maior em

relacdo aos grupos TP+Baixas Doses (G4) e TP+Doses Efetivas (G5).

Tabela 1 - Peso corpéreo inicial, final e ganho de peso ao longo do tratamento.

Peso Inicial'  Peso Final® Ganho de peso entre
L L
Q) @) momento inicial e final
Grupos (n=10) (n=10) % "
G1 Controle 72,83+6,26 112,75%10,18 39,92+6,19 72,83+6,26 a,b
G2 TP 71,10£10,94 110,40£17,96 39,30%7,67 71,10£10,94 a,b
G3TP +FLU 74,10+3,07 117,4046,72 43,306,224 74,10+£3,07 a
G4 TP + Baixas Doses 71,20+6,20 106,40+7,23  35,20+4,96 71,20£6,20 b,c
G5TP + Doses efetivas 70,90+5,26 101,1049,34  30,20+5,88 70,90+5,26 ¢

'Média + desvio-padrdo; n = nimero efetivo de animais; em G1 n =11. Letras diferentes indicam

diferencgas significativas por Tukey - p<0,05

Consumos médios de ragdo e 4gua

O consumo estimado de racao variou entre 11,54+0,75 (TP+FLU) e
9,55+1,30 (TP+Doses Efetivas) e o de agua entre 17,15+ 1,78 (TP+FLU) e
12,28+2,09 (TP+Doses Efetivas), no entanto, ndo foram observadas diferencas

significativas (dados ndo mostrados).

Peso médio relativo dos 6rgaos (Tabela 2)

O peso do figado do grupo G5 foi significativamente maior quando
comparado os outros grupos G1 e G2.

O peso médio relativo do rim do grupo G5 foi significativamente maior
quando comparado aos grupos G1, G2 e G3. O peso médio do rim do grupo

G4 foi significativamente maior que o do grupo G3.



(utige Cientifice 2 68

Os pesos das adrenais nao diferiram significativamente entre os
grupos.

Os pesos dos testiculos de todos os grupos experimentais (G2, G3, G4
e G5) apresentaram-se significativamente menores que o controle G1.

Os pesos da proéstata, vesicula seminal e epididimos dos grupos G2,
G4 e G5 apresentaram-se significativamente maiores quando comparados ao

grupo G1e G3.
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Analises histoldgicas

As vesiculas seminais e prostatas dos animais do grupo controle
apresentaram morfologia normal para a idade (39 dias), ou seja, pequenas
estruturas glandulares, ao contrario dos animais tratados com TP (G2) e TP +
misturas (G4, G5) que apresentaram aspecto glandular mais desenvolvido. O
tratamento com FLU inibiu o amadurecimento das vesiculas seminais e préstata,
como esperado. Os figados, rins e adrenais nédo apresentaram alteragbes

relevantes.

Analise dos testiculos (Tabela 3)
Grau de maturacao do epitélio germinativo

Os graus de maturagcédo do epitélio germinativo apresentaram-se diminuidos
nos grupos tratados com TP (G2), TP+FLU (G3), TP+mistura dos praguicidas (“baixas
doses”, G4; “doses efetivas”, G5) quando comparados ao controle (G1); isto é, houve

atraso na maturagao do epitélio germinativo nos grupos tratados com TP.

Morfometria dos testiculos

A altura média do epitélio germinativo dos grupos G2, G3 e G4 apresentou-
se menor do que a altura epitelial do grupo G1.

A area média da luz dos tubulos dos grupos G2 e G4 apresentou-se menor

quando comparada ao grupo G1.

Analise estereoldgica da préstata (Tabela 4)

Os grupos G2, G4 e G5 apresentaram diminuigéo significativa na propor¢ao
do epitélio em relagdo ao lumen quando comparados ao grupo Controle G1,
sugerindo aumento da secregdo. O grupo G3, com flutamida, ndo diferiu do Gf1,
controle. apresentou proporcgéo epitelial significativamente maior quando comparado
ao grupo G4.

Os grupos G1 e G2 apresentaram aumento significativo na propor¢cdo do
lume quando comparados ao grupo G5. O grupo G4 apresentou proporgao
significativamente maior do lume quando comparado ao grupo G1.

O grupo G2 apresentou proporgéo significativamente maior do estroma em

relacéo ao grupo G5.
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Tabela 3 - Grau de maturacdo do epitélio germinativo, morfometria e incidéncias
histologicas dos testiculos de ratos aos 39 dias de idade.

Altura do epitélio

Area da luz tubular

Grupos Grau de maturagao™ germinativo (pum) @ (um2)®

G1 Controle 2,43+0,04 A 62,40 + 4,30 24142,80 + 4837,80
G2TP 1,77+0,06 B 54,50 + 6,60* 15589,60 + 3800,70*
G3 TP +FLU 1,89£0,09 B 49,70 + 7,60* 14421,60 + 3691,90*
GATP + Baixas Doses 1744002 B 46,30 + 6,70* 16858,60 + 6149,10
G5 TP + Doses Efetivas 1,88+0,05 B 55,50 £ 9,10 18299,00 + 4748,30

Média + erro padrdo da média. 'Teste de Bonferroni, p=0,05, n=10 a 8. “° Teste de Mann Whitney

contra Controle, n=6.

Tabela 4— Estereologia* da préstata

Grupos N Epitélio’ Lumen? Estroma®
(%) (%) (%)
G1 Controle 103  35,3418,29 A 34,44+11,23 C 30,2249,95 A

G2 Testosterona

G3 TP + FLU

G4 TP + Baixas Doses

G5 TP + Doses Efetivas

103  30,51+7,47 B
103  33,41+6,99 A
103 29,58+6,93 B

103  31,26+8,81B

35,12+11,20 BC

36,04+12,61 ABC

38,79+11,54 AB

39,74+10,99 A

34,37+11,09 A
30,54+11,71 A
31,63x11,12 A

28,99+11,45B

*Média + desvio-padrdo. N = numero de campos histolégicos analisados. 1 Letras

diferentes indicam diferencga significativa por Teste de Tukey. 2,3 Letras diferentes indica

diferencga significativa por Teste de Dunn

Analise de receptores androgénicos (AR) na pristata

O padrdo de marcacao nuclear para AR, revelada por IHC mostrou

intensidade moderada (++) ou intensa (+++) em todos os grupos tratados com

testosterona (G2 a G5) quando comparados ao grupo controle (Figura 2a e 2b).
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Figura 2 — Cortes histolégicos de prostata. (a) grupo Controle; (b) grupo TP +
“Baixas Doses” submetidos a IHC de AR (400X). (c) grupo Controle; (d) grupo TP;
(e) grupo TP + FLU; (f) grupo TP + Baixas Doses; (g) grupo TP + Doses Efetivas.
(100X). Abreviaturas: (ep) epitélio; (et) estroma; (lu) limen.
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4. Discussao

A ocorréncia de redugdo de ganho de peso ou mesmo emagrecimento
associado a exposi¢cdes quimicas podem sugerir comprometimento sistémico de
animais tratados (EPA, 1996). Em nosso estudo, embora o grupo TP+Doses Efetivas
(G5) tenha apresentado significativa redugdo do ganho de peso corpéreo em relagao
ao grupo controle (G1) e ao grupo TP (G2), ndo foram observadas diferencas
acentuadas em relagcdo ao consumo de agua e ragdo, mostrando que o tratamento
nao causou toxicidade sistémica.

As respostas morfolégicas da indugdo da enzima P450 no figado ao
tratamento de xenobib6ticos podem variar muito, apresentando de nenhuma alteragao
até necrose, sob microscopia oOptica. A hipertrofia no caso do figado, pode ser o
aumento do volume dos hepatdcitos (citoplasma e nucleo), mas n&o de seu numero,
e normalmente esta associado ao aumento de sintese protéica, aumento de
organelas citoplasmaticas ou acumulo de componentes intracelulares (Maronpot et
al., 2010). Neste estudo, o aumento significativo do peso relativo do figado no grupo
tratado com TP+Doses Efetivas pode estar traduzindo indu¢do de enzimas de
biotransformag¢do, embora ndo tenham sido observadas alteracbes morfologicas,
como relatado por Nims & Lubet (1995) em animais expostos a praguicidas como o
DDT, dieldrin e clordano.

A diminui¢ao dos pesos dos testiculos e aumento dos pesos dos epididimos,
vesiculas seminais e préstata dos grupos tratados com TP neste estudo sugerem
que 0 ensaio com animais recém desmamados estimulados por TP, tal como
utilizado neste estudo, possui boa reprodutibilidade, pois esses parametros, em
orgaos sensiveis a estimulacao pela testosterona, mostram modificagdes no mesmo
sentido das registradas por Ashby et al. (2004) e Tinwell et al. (2007) em ensaios
semelhantes a este. Além disso, nossos resultados também se ajustam aos dados
do programa de validagdo do teste classico de Hershberger pela OECD com ratos
adultos castrados (Owens et al. , 2006; 2007).

A prostata dos animais tratados com TP e TP+tratamentos associados
apresentaram padrédo de marcacgao nuclear para o receptor de AR mais intenso no
revestimento epitelial das glandulas em relacdo ao controle, indicando efeito do
tratamento e resposta daquele tecido. Da mesma forma, os animais tratados com TP
e TP+misturas apresentaram diferencas de proporgdo de epitélio e lumen da

prostata em relacdo ao controle; além disso nossos resultados histoldgicos deste
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mesmo 6rgao e também da vesicula seminal dos animais tratados com TP e TP+
misturas se correlacionam com as altera¢des de peso deste 6rgao.

A prostata e a vesicula seminal, estimuladas pelo TP apresentaram
caracteristicas de amadurecimento mais rapido em relacao as dos animais controle,
traduzidas histologicamente por acinos grandes e com muita secrec¢éo; o tratamento
com FLU inibiu os efeitos do TP, fato indicado pela redugédo de peso dos 6rgéos e
pelos acinos pequenos e com pouca secreg¢do. No estudo de Tinwell et al. ( 2007)
alteragdes histologicas e de peso dos érgédos dos grupos tratados com TP e TP +
FLU também foram observadas no mesmo sentido das observadas neste estudo.

Da mesma forma, o epididimo também se mostrou sensivel a acéo do TP,
mas quando este tratamento foi associado a FLU, esta inibiu os efeitos
androgénicos, assemelhando-se ao grupo controle (G1). Os grupos tratados com
TP+misturas comportaram-se da mesma forma que o grupo tratado com TP,
indicando que a mistura em ambos os niveis (“baixas doses” e “doses efetivas”) ndo
exerceram efeitos sobre o epididimo.

Por outro lado, os testiculos de todos os animais tratados com TP e
TP+tratamentos associados apresentaram-se reduzidos no final do experimento e
atraso na maturagcdo do epitélio germinativo, sem que esses tratamentos (TP,
TP+FLU e TP+misturas”) diferissem entre si. Ao contrario dessas nossas
observagbes, Yamasaki et al. (2000) e Tinwell et al. (2007) observaram,
respectivamente, alteracbes dose-dependentes em animais tratados com 17-
metiltestosterona ou com a mesma dose de TP utilizada neste estudo, mas
associada a outros xenobidticos em altas doses. Esses efeitos nos testiculos podem
ser explicados pela exposi¢cdo ao TP que leva a reducé&o de LH circulante, que por
sua vez reduz a producao de testosterona pelas células de Leydig, resultando em
reducao na concentragao da testosterona intratesticular (Steinberger, 1971).

A idade em que os animais se encontravam no momento do sacrificio ndo
favoreceu a analise histologica dos testiculos, pois o epitélio germinativo ainda
estava em fase de organizacdo e maturagao; nesta idade, a esfoliacdo do epitélio
germinativo é normal e causa consequéncias diretas na altura do mesmo, bem como
altera o didmetro da luz tubular e, portanto, da area da luz.

Estudos como o de Ashby et al. (2004) revelam dados conflitantes acerca
dos testiculos, por exemplo, alta variabilidade de peso interanimal e da gravidade

das lesdes, sugerindo que o testiculo ndo é um bom 6rgao para identificacdo de
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substancias desreguladoras enddécrinas no teste de animais recém desmamados
estimulados por TP (Tinwell et al., 2007). Da mesma forma, nossos resultados
demonstraram resultados conflitantes em relagdo a morfometria deste 6rgdo. A
altura do epitélio germinativo dos testiculos dos animais tratados com TP, TP+FLU e
TP+Doses Baixas apresentou-se diminuida em relacdo ao grupo controle (G1),
embora apenas os grupos tratados com TP e TP+FLU tenham apresentado a area
da luz tubular diminuida em relacédo ao mesmo controle.

Dentre os componentes da mistura de nosso estudo, estdo 3 poluentes
organicos persistentes (POPs; dicofol, dieldrin e endosulfan), um organofosforado
(diclorvos) e um piretréide (permetrina) que sdo considerados desreguladores
enddcrinos com efeitos variados como inibicdo de sintese de andrégenos,
competicdo por receptores estrogénicos ou androgénicos, inibicdo de proliferagao de
células sensiveis ao estrogeno (Mnif et al., 2011), entre outros. Embora estes efeitos
possam ocorrer individualmente ou em associagao, nossos resultados apontam que
a mistura desses agentes, nas concentrag¢des utilizadas, n&o apresentaram acéo de
desregulagdo hormonal evidente.

Nossos dados sugerem que a mistura especifica de praguicidas usada para
a exposicao a curto prazo de ratos recém desmamados e estimulados com TP né&o

possui agao (anti)androgénica.
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