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Revisdo de Literatura 1

REVISAO DE LITERATURA

1. O lodo de estacOes de tratamento de esgoto (LETE)

A crescente populacdo dos centros urbanos € importante produtora de
diversos residuos que muitas vezes sdo acumulados no ambiente sem o adequado
tratamento ou a sua devida reciclagem. Dentre esses residuos estd o Lodo de
Estacdo de Tratamento de Esgoto (LETE), residuo semissdlido resultante do
tratamento de esgoto, cuja composicdo é predominantemente organica, variando
em funcao do local de origem e periodo do ano (Coscione et al., 2010).

Durante muito tempo, a maior preocupacdo quanto ao descarte desses
residuos foi com a construcé@o de sistemas de coleta, que se limitavam a despejar
esses residuos ndo tratados (brutos) em rios e mares, gerando uma série de
problemas ambientais e de salude publica para os que se beneficiavam de regides
banhadas por essas aguas. No Brasil, o percentual de esgoto tratado em relacdo ao
coletado passou de 8,7% para 61,6% em dez anos (1995-2005), mantendo-se

nesse patamar de 2006 a 2008, quando atingiu 66,2% (IBGE, 2012).

Estima-se que a producdo de LETE no Brasil estd entre 150 a 220 mil
toneladas de matéria seca por ano. Se todo o esgoto do pais fosse tratado, seria
de se esperar uma geracao de lodo superior a 400 mil toneladas (Soares, 2004), ou

mesmo de 3 a 4 vezes a mais( Andreoli et al., 2002).

Atualmente, a conscientizacdo ambiental crescente tem levado a busca de
solugcbes mais adequadas para este tipo de problema, obrigando maior investimento
em novas tecnologias de tratamento e disposicéo final dos residuos sanitarios, o

gue € realizado para atender padrbes de qualidade de controle ambiental.
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Os projetos de tratamento de esgotos quase sempre foram elaborados e
executados sem uma destinacdo adequada para o LETE gerado, mas recentemente
orgdos ambientais passaram a exigir projetos que contemplem também o
gerenciamento deste material (Berton et al., 2010). O LETE contém consideravel
percentual de matéria organica e de elementos essenciais para as plantas, podendo
substituir, ainda que parcialmente, fertilizantes minerais, desempenhando
importante papel na produgdo agricola e na manutencdo da fertilidade do solo

(Nogueira et al., 2008).

Sua composicao tipica é 98% de agua; 70 a 80% dos solidos contidos sao
matéria organica. O volume e a composi¢cdo do lodo gerado recebe influéncia de
fatores sazonais assim como da composicdo da agua a ser tratada, grau de
estabilizacdo ou mineralizacéo, e do tipo de processo utilizado no tratamento (Van

Vooneburg et al.,1993; Lombardi et al., 2002).

Existem vérias alternativas para a disposicao final do LETE, como descarte em
aterros, oceanos e lagoas de armazenagem, incineracdo, e, também, a reciclagem
agricola. Opgdes como incineracdo e disposi¢cdo em aterros sanitarios apresentam
alto custo por tonelada tratada e requerem tecnologia sofisticada (Webber et al.,
1984; Carvalho et al.,1981; Saabye et al., 1994). A disposi¢cdo em aterros sanitarios
pode ser realizada de duas maneiras: disposicdo conjunta com os residuos solidos
urbanos e disposicdo em aterros exclusivos para este material, sendo que essa
pratica diminui a vida util dos aterros destinados a residuos solidos, sendo que séao
necessarias areas proximas dos centros geradores, ja que o custo do transporte é

alto (Tsutya, 2001).

A incineracdo € empregada quando a contaminagcdo € muito alta ou quando ha

falta de areas adequadas a implantacdo de aterros especificos, como no Japéao
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(Endo et al.,1997). Apesar de alguns aspectos favoraveis, como a possibilidade de
reaproveitamento da energia que contém, substituindo outras fontes energéticas,
e.g., Oleo combustivel ou gas natural, a incineragdo tem como desvantagens o
consumo de enorme quantidade de energia para ser desencadeada, e a geracao de
poluicdo atmosférica, que gera a necessidade de grandes investimentos em filtros
para a retencdo de gases toxicos como as dioxinas produzidas durante o processo

(USEPA, 1999).

A grande producao de LETE, principalmente em grandes centros urbanos, levou
pesquisadores e orgdos reguladores como a CETESB a intensificar os estudos para
a reutilizacdo desses residuos para fins agricolas. A utilizacdo agrondmica por meio
da aplicacéo deste material no solo apresenta-se como tendéncia mundial (Lopes et
al., 2005). Quando bem conduzido, o tratamento do esgoto produz um residuo que
ndo apresenta caracteristicas desagradaveis quanto ao aspecto ou odor, uma

particularidade importante na aplicacdo final do LETE (Rocha et al., 1999).

Segundo o USEPA (1979), o uso do LETE como fertilizante organico representa
0 reaproveitamento integral de seus nutrientes e a substituicio de parte da
adubacédo quimica sobre as culturas, com rendimentos equivalentes ou superiores

aos conseguidos com fertilizantes comerciais.

A base para essa utilizacdo como fertilizante organico e condicionador de solos
€ o retorno ao solo de matéria organica e nutrientes removidos com a produgéo
agricola, pois 0 aumento no consumo de alimentos nos centros urbanos resultou em
grande transferéncia de nutrientes e matéria organica para os residuos urbanos

(Corréa et al., 2003).
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Regides de clima tropical e subtropical apresentam predominéncia de solos com
baixos teores de matéria organica e de nutrientes disponiveis; nesse caso, 0 USO
agricola do LETE pode ser vantajoso por proporcionar beneficios agrondmicos
como a elevagcao dos valores de pH e aumento na disponibilidade de nutrientes
(Silva et al., 2001, Nogueira et al., 2006), além de representar um disposic¢ao final
com menor impacto ambiental. O LETE pode, ainda, promover melhorias fisicas do
solo como a estrutura e agregacdo de particulas e aeracdo com consequente

melhoria da infiltracé@o e retencdo de agua. (Andreoli et al., 1996).

Quando utilizado de maneira adequada na producédo de vegetais o LETE é mais
vantajoso que os fertilizantes quimicos, pois € um produto reciclado e ndo esgota
fontes ndo renovaveis de nutrientes, seus nutrientes sdo menos sollveis, sendo
liberados lentamente durante o ciclo produtivo das culturas e sua aplicacdo, sendo
regulada por normas, possibilita maior controle do que a aplicacdo de fertilizantes

quimicos e organicos utilizados indiscriminadamente (Muchovej et al.,2004).

Aparentemente, o lodo € uma importante fonte de nitrogénio e fésforo para a
cultura de cana-de-acucar, dispensando a aplicacdo de fertilizantes nitrogenados
(Chiba et al., 2005). Lourenco et al. (1996) observaram que, quando empregado em
doses elevadas, o LETE pode apresentar efeito residual para as culturas

subsequentes.

Mesmo com todas as vantagens ambientais da utlizacdo do LETE como
fertilizante agricola, sua composicédo quimica é variavel e se mostra dependente da
carga de poluentes contida em esgotos originarios das cidades, industrias,
agroindustrias ou de atividades mistas, além de depender também do tratamento e
pos tratamento (uso de sais, calcario, processos de secagem, adicdo de agentes

surfactante, etc.) das aguas e do tipo de decomposicdo da matriz organica contida
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no esgoto (Schowanek et al., 2004). Fatores como a presenca de contaminantes
biolégicos e compostos organicos toxicos podem causar graves problemas por
escoamento, contaminando fontes de agua subterraneas e superficiais e colocando
a populacdo e a fauna em contato direto com esse material (Rocha et al., 1999;

USEPA, 1999).

Um dos maiores problemas na utilizacdo agricola do LETE é a possivel
presenca de metais pesados em sua composi¢cdo, porém alguns elementos
classificados como metal pesado sdo micronutrientes das plantas (Cu, Fe, Mn, Zn,
B, Mo), outros sdo dos animais (Co) e também existem os que ndo tém funcdo
biolégica no desenvolvimento das plantas e podem acumular no solo causando
fitotoxicidade (Al, Cd, Pb, Cr, Hg) (Mcbride et al., 1997; Melo et al., 2010). A sua
absorcéo, translocacdo, e acimulo em plantas e animais é uma variavel crucial de
assimilacdo desse material pelo solo e estd relacionada principalmente ao seu
comportamento quimico apds a aplicacdo do LETE (Berton et al., 2010; Giasson et
al.,, 2010). Com relacdo a transferéncia de metais pesados para 0s vegetais
(cenoura, brécolis, alface, espinafre, couve, beterraba, aipo e alho poro), Melo et al.,
(2010) observaram que existem diferencas entre as espécies de plantas, assim
como entre os diferentes metais pesados, sendo o cadmio (Cd) e zinco (Zn) os que
tem maiores taxas de transferéncia, e o cromo (Cr) e o chumbo (Pb) as menores.
Mercuario e chumbo, devido a acidentes no passado, foram bastante estudados;
aparentemente, esses dois elementos nao implicam em riscos elevados para o
homem quando incorporados ao solo via LETE, pois adquirem formas minerais
guase insoluveis neste meio, além de serem imoOveis em sistemas radiculares
fibrosos, levando a fitotoxicidade em concentracdes abaixo das problematicas para

0s animais (Sommers et al.,1986).
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Deve-se considerar que 0s metais presentes no solo estdo na forma organica e
por isso sdo menos disponiveis para absorcdo pelas plantas do que aqueles
encontrados como impurezas em fertilizantes quimicos comerciais dependendo da

matéria prima utilizada e do seu processo de fabricagédo (Frost et al., 2000).

Por ser um residuo do tratamento de esgoto sanitario humano, podemos
encontrar também varios microorganismos causadores de doengcas humanas. A
eliminacdo desses microorganismos no processo de tratamento do esgoto € uma
etapa importante ja que, no solo, as bactérias intestinais desaparecem por estarem
em um meio pouco adequado, mas o0s parasitas encistados (helmintos e
protozodrios) e seus ovos sdo mais resistentes (Fernandes et al., 1997). Alguns dos
tratamentos eficazes para reducdo desses Ultimos sdo a compostagem, a
desinfeccdo quimica, lagoas de tratamento, tratamento com cal e microondas
(Coscione et al., 2010). No Brasil, Martins et al. (1986) observaram que o0s
tratamentos térmicos e quimicos apresentam excelentes resultados na desinfeccao
do lodo. Outros paises veem acumulando experiéncias interessantes com a
disposicdo do LETE. Nos EUA, 36% do que € gerado por ano € aplicado na
agricultura, em florestas e na recuperacdo de solos e na Europa estuda-se um

padrdo comum de disposi¢do, onde aterros sanitarios sdo permitidos apenas para

residuos improprios para a reciclagem (Schroder et al., 2005).

Um dos primeiros paises a regulamentar o uso e disposicdo do LETE domeéstico
foram os Estados Unidos que, em 1993, publicou padrbes para o uso e disposicéo
de lodo de esgoto em solo agricola (USEPA, 1999). Esta regulamentacéo foi
baseada em um banco de dados de caracterizacédo dos lodos gerados em ETEs dos
seus diversos estados e em um extenso trabalho de analise e gerenciamento de

risco. Ela serviu de base para a elaboracdo da norma CETESB P4.230 - Aplicacao
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de lodos de sistemas de tratamento biol6égico em areas agricolas - Critérios para

projeto e operacdo (Manual Técnico), de agosto de 1999 (CETESB, 1999).

Essa Norma, por sua vez, contribuiu para a elaboracdo da regulamentacdo
federal, Resolucdo CONAMA 375/2006, visando beneficios a agricultura e evitando
riscos a saude publica e ao ambiente, definindo critérios e procedimentos para 0 uso
agricola do LETE e seus produtos derivados. A Resolucdo define critérios e
procedimentos para o uso agricola de lodos de esgoto gerados em estacbes de
tratamento de esgoto sanitario e seus produtos derivados, dando critérios para sua
fiscalizacdo pelo IBAMA e 6rgaos ambientais, promovendo o uso adequado deste

residuo.

A falta de dados nacionais sobre a caracterizacdo dos lodos gerados pelas
estacOes de tratamento de esgotos dificultou o desenvolvimento de padrbes
nacionais no estabelecimento dos critérios para a Resolugcdo CONAMA 375/2006,

adotando-se padrdes internacionais ou mais restritivos.

Em 2009, a CETESB publicou os resultados das andlises de caracterizacéo
fisico-quimica, microbioldgica, parasitolégica e ecotoxicolégica de sete estacdes de
tratamento de esgoto do estado de S&o Paulo (CETESB, 2009). Foram analisadas
amostras de LETE coletadas em quatro campanhas realizadas em abril, julho e
outubro de 2007 e janeiro de 2008 junto as estacdes de tratamento de esgoto
(ETEs) de Barueri, Suzano, Parque Novo Mundo, Americana, Jundiai, Vinhedo e
Franca. A quantificacdo dos poluentes inorganicos, com excecdo de cromo,
molibdénio, niquel e zinco para Suzano, e zinco para Parque Novo Mundo, foi
inferior aos limites da Resolugdo CONAMA 375/2006. Teores elevados de alguns
compostos podem ser associados a descartes pontuais e de forma incorreta,

mostrando que € necessaria a conscientizacdo da populacéo e controle rigoroso
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dos efluentes recebidos para melhorar a qualidade do LETE. Também, foi
evidenciado que as bacias em que ocorre contribuicdo de efluentes industriais
apresentaram maior teor de hidrocarbonetos policiclicos aromaticos ( e.g., ETEs
Barueri, Suzano e Americana). Com base nesse estudo, destaca-se a importancia
do conhecimento das caracteristicas da regido onde o LETE é coletado e dos
procedimentos adotados na estacédo de tratamento. Considerando as informacoes,
faz-se necessario o conhecimento do eventual potencial toxicolégico do LETE sobre
mamiferos, a fim de calcular quantidades seguras para sua incorporagdo ao solo,

Sem riscos as espécies expostas.

2. Desregulacéo enddécrina por agentes ambientais

Substéncias quimicas naturais e sintéticas existentes no meio ambiente tém o
potencial de desregular o delicado equilibrio endécrino em humanos e outros
animais. Essas substancias, também denominadas desreguladores enddécrinos
(DEs), podem mimetizar, bloquear, ou interferir na sintese, liberacéo, transporte e
eliminacdo de horménios enddgenos (USEPA, 2008). A presenca de DEs no
ambiente esta particularmente associada a contaminagdo antrépica por substancias
de origem industrial, como praguicidas agricolas, produtos de degradacdo de
farmacos, detergentes, repelentes, desinfetantes, solventes organicos, retardantes
de chama, etc. (Fontanele et al., 2010; Martin et al., 2007). Sua ocorréncia no
ambiente decorre também da ineficiéncia dos processos de mitigacdo dessas
contaminagées, como os utilizados por Esta¢es de Tratamento de Agua (ETA) e de
Esgoto (ETE) e, por isso, sdo também encontrados nos efluentes e/ou esgoto bruto
dessas estacOes, consideradas as principais fontes de DEs para ambientes

aquaticos naturais (Mantovani et al., 1999; Marty et al., 2011). Os mais conhecidos
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DEs de origem industrial tém atividade desreguladora das funcdes e estruturas
organicas dependente de estrégenos e andrégenos, sendo denominados

xenoestrégenos (Baker, 2001).

Historicamente, ficou claro que niveis elevados desta contaminacdo ambiental
afetaram espécies selvagens como peixes, aves, répteis, etc (Colborn et al., 1993;
Sumpter, 1995), levando ao desenvolvimento de  hermafroditismo,
masculinizacéo/feminizacéo (Guillette et al., 1996) e outras desordens reprodutivas
(Wiemeyer et al., 1984). Embora a espécie humana esteja potencialmente exposta a
esta poluicdo pelo ar, &gua e por contaminacgdo alimentar, os efeitos destes tipos de
exposicao ainda ndo estdo completamente esclarecidos, particularmente no que se
refere a desregulacdo enddcrina (Martin et al., 2007). Na ultima década, tém se
acumulado referéncias sobre disfun¢des do sistema reprodutivo e enddcrino, como
puberdade precoce, diminuicdo da quantidade e funcionalidade espermatica,
aumento da incidéncia de canceres de mama, pristata e testiculos e malformacdes
congénitas (Argemi et al., 2005; Swan et al.,, 2007). Agéncias governamentais e
transnacionais, como a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (USEPA), a
Agéncia Americana de Administracdo de Alimentos e Farmacos (USFDA) e a
Organizacdo para Cooperacdo e Desenvolvimento Econdmico (OECD), estao
analisando estratégias in vivo e in vitro para identificar agentes quimicos que tém
potencial de desregulacdo enddcrina (Reif et al., 2003; Marty et al., 2011).

Criado pela USEPA, o “Endocrine Disruptor Screening Program” (EDSP) tem
como objetivo identificar substancias quimicas com potencial de desregulacdo
hormonal através de uma bateria inicial com onze ensaios (Tier 1), que incluem
ensaios in vitro (e.g., teste de ligacdo ao receptor de estrégeno (ER) e ao receptor

de androgeno (AR), teste do gene reporter para avaliagdo da capacidade de
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ativacdo de transcricdo hormonal, teste para avaliacdo da esteroidogénese e da
aromatase) e ensaios in vivo (teste uterotrofico, teste de Hershberger, ensaio com
roedores machos e fémeas puberes, reproducdo de peixes, e metamorfose de
anfibios — sapo) (OECD, 2010; EDSP, 2011). ApGs analise dos resultados iniciais é
determinado se a substancia tem potencial de interagdo hormonal, além da
necessidade de novos testes in vivo (Tier 2). Esses testes devem ser mais
abrangentes e envolver mamiferos, aves, anfibios, peixes e invertebrados para
estabelecer relacdes de dose-resposta em um contexto maior de toxicidade, além
de identificar potenciais adversidades relacionadas a reproducdo e
desenvolvimento, ao sistema enddcrino e sistemas ndo enddcrinos (por exemplo:
neurolégicos, hepaticos, imunologicos e renais) (OECD, 2010; EDSP, 2011).

O teste de Hershberger é um ensaio in vivo de curta duracdo recomendado pelo
Endocrine Disruptor Screening and Testing Advisory Committee (EDSTAC, 1998)
para triagem de substancias que apresentam atividade androgénica ou
antiandrogénica. Este teste € baseado nas mudancas de peso de cinco tecidos
androgeno-dependentes em ratos pré-puberes machos castrados
cirurgicamente. Os cinco tecidos analisados sdo: prostata ventral, vesiculas
seminais, musculo levantador do anus, glandulas de Cowper e glande do pénis. Um
significativo aumento (acdo androgénica) ou diminuicdo (a¢do antiandrogénica) nos
pesos de dois dos cinco 0rgaos indica uma resposta positiva neste ensaio (OECD,
2009; Tyl et al., 2006).

A base para o teste de Hershberger é a necessidade de testosterona (produzida
nos testiculos) para o crescimento e maturacdo dos 0Orgaos sexuais durante a
puberdade em machos normais, ndo castrados. A castracdo (remocéo cirurgica dos

testiculos) leva a rapida regresséao e involucdo dos 6rgéos sexuais, particularmente
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de seus pesos, que sdo 0s parametrso principais deste ensaio. Quando uma fonte
de andrégeno (e.g., propionato de testosterona, TP) é administrada, ocorre o retorno
as condi¢Oes prévias. Este ensaio pode ser realizado por dois métodos; o primeiro é
0 ensaio classico que impde a castracdo de animais adultos jovens; o segundo
utiliza animais recém-desmamados ndo castrados. A sensibilidade dos dois
métodos esta no fato de os animais estarem com minima producdo enddgena de
andrégeno. Como os niveis de andrdogenos circulantes sdo muito baixos, o eixo
hipotalamo-hipoéfise-gonadal ndo € capaz de exercer feedback sobre os 6rgéos alvo
periféricos, que tém a variabilidade de seus pesos minimizada, e maximizada a sua
habilidade de resposta aos estimulos androgénicos (OECD, 2009).

Um problema potencial com o ensaio de Hershberger em ratos adultos é a
castracdo cirurgica, ndo sO pela necessidade de uma técnica precisa, mas também
pelo bem estar dos animais (Ashby et al., 2004). A utilizacdo de ratos imaturos nao
castrados foi relatado ha mais de 60 anos (Greene et al., 1940, 1941), porém soé
recentemente foi reconhecida como uma alternativa com a mesma eficiéncia na
detecdo de compostos (anti)androgénicos (Ashby et al., 2004; 2000b; Kelce et al,
1995;. Monosson et al.,1999; Stoker et al., 2000; Marty et al., 2001).

Em trabalhos anteriores verificamos que o LETE de uma estacao de tratamento
localizada no estado de S&o Paulo ndo induziu toxicidade oral sisttmica nem
genotoxicidade em ratos Wistar machos e fémeas quando administrado pela ragao
em concentracdo de 50.000 ppm durante 90 dias consecutivos (Solano et al., 2009;

Luvizutto et al., 2010).

Assim, além dos estudos ambientais, € de grande necessidade que, em
paralelo, sejam realizados estudos que avaliem in vivo o potencial toxicolégico do

LETE, objetivando indicar quantidades seguras para sua incorporacdo ao solo,
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minimizando os riscos das espécies expostas. Assim, 0 objetivo do presente estudo
foi avaliar o possivel efeito desregulador endécrino do Lodo de Estacdo de
Tratamento de Esgoto (LETE) em modelos experimentais utilizando ratos machos

jovens da linhagem Wistar, em particular em um ensaio baseado no teste de

Hershberger.
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RESUMO
O processamento do esgoto urbano pelas estagbes de tratamento (ETE) produz
uma mistura pastosa e complexa constituida por material organico
(microorganismos, vegetais, etc.) e inorganico (hidrocarbonetos aromaticos,
minerais, metais pesados, etc.). Diante da possibilidade de utilizacdo deste lodo
para enriquecimento de solo agricola (USEPA, 1999), o presente estudo teve como
objetivo avaliar o potencial de desregulacdo enddcrina do Lodo de uma Estagéo de
Tratamento de Esgoto (LETE) do estado de S&o Paulo em modelos in vivo
utilizando ratos machos adultos e recém-desmamados. No Estudo A, ratos Wistar
machos com 98 dias de idade receberam por oito semanas ragao basal (grupo Gl)
ou acrescida de 2.500, 5.000, 10.000 e 20.000ppm de LETE (grupos GlI, Glll, GIV e
GV respectivamente). Foram avaliados peso e aspectos histolégicos do figado, rins,
adrenais, testiculos, epididimos, prOstata ventral e vesiculas seminais. Outros
parametros analisados foram o0s niveis plasmaticos de horménios sexuais e a
gualidade e quantidade de espermatozoides. A exposicdo ao LETE reduziu a
concentracdo plasmatica do FSH e também o numero de espermatozoides com
movimento progressivo em ratos adultos. Esse resultado ocorreu de forma dose-
resposta e significativamente nas concentracdes de 10.000 e 20.000 ppm de LETE,
podendo indicar comprometimento da qualidade do esperma. O Estudo B baseou-
se no protocolo de Hershberger (OECD N° 144, 2009) e visou avaliar efeitos
androgénicos e anti-androgénicos em ratos Wistar machos desmamados no 21° dia
pés-natal. Também nesses animais ndo foram registradas alteracdes do peso
corporeo e dos 6rgaos, do consumo de racdo. Como conclusdo no Estudo A os
resultados sugerem alteracdes espermaticas funcionais que podem comprometer a
fertilidade, e no Estudo B a exposi¢cdo ao LETE néo induziu efeito androgénico ou

anti-androgénio em ratos adultos e imaturos expostos por 10 dias.

Palavras-chave: Desregulacdo enddcrina, lodo de estacdo de tratamento de esgoto,

ratos Wistar machos, efeitos androgénico e anti-androgénico.
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Potential endocrine disruption of an urban sewage sludge (SS)
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The complex mixture of organic and inorganic materials that constitutes sewage sludge (SS)
has been proposed for use in agriculture and as raw material for the pottery industry. This
study aimed to assess the potential for endocrine disruption of SS in vivo using adult and
weanling male Wistar rats. In a first experiment, pubertal male rats (42" postnatal day, PND)
were exposed ad libitum up to adulthood (56™ PND) to a diet containing 0, 2,500, 5,000,
10,000 or 20,000 ppm of SS. The liver, kidneys, adrenals, testes, epididymis, ventral
prostate and full seminal vesicle weights were evaluated, in addition to sexual hormones
levels, sperm counts and sperm motility. In the second study, androgenic and anti-
androgenic effects were evaluated in wealing male rats (21" PND), daily treated during 10
days with flutamide (anti-androgenic positive control, 3mg/kg/day, gavage), testosterone
propionate (androgenic positive control, 1mg/kg/day, s.c.) and fed diets with SS at 10,000 or
20,000 ppm. In these later animals, no alterations were registered in body and organs
weights, diet consumption and sperm countings. Exposure to the SS only induced a dose-
response decrease in the quality of adult rats sperm (first experiment), documented by
decreased number of sperm with progressive movement (10,000 ppm, 20,000ppm).
According to these results, SS exposure did not induce androgenic or antiandrogenic effect

in both periods of the life of Wistar rats.
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INTRODUCAO

A transformacdo do esgoto em agua reutilizavel pelas estacdes de tratamento
de esgotos (ETE) produz, secundariamente, uma mistura complexa de material
inorganico, organico e bioldgico, denominada “lodo de ETE” (LETE), basicamente
constituida por detritos domésticos e industriais. A composi¢édo do LETE pode variar
de acordo com sua origem, regido, tipo de tratamento e época do ano (USEPA,
1999). Em geral, agentes toxicos fazem parte da composicao do LETE, como metais
pesados, praguicidas e solventes, que podem representar risco potencial para o
ambiente e para a biota exposta de forma direta ou indireta a ele. A designacao
‘lodo de esgoto” tem sido substituida pelo termo “biossdlido”; nos EUA, termo esse
gue indica o lodo que ja passou por tratamento e atinge os padrbes governamentais

para sua reutilizacdo (USEPA, 1999).

A disposicao final do LETE tem sido uma preocupacao mundial pelo crescente
aumento do seu volume, pelo fato de que alguns paises tém adotado esse material
para enriquecer o solo e, também, pelo desconhecimento quase completo de seu
potencial toxico (Bettiol et al., 2000; Tollefsson, 2008). Esta pratica de
enriquecimento do solo ndo é muito difundida no Brasil, particularmente porque
ainda sao relativamente poucas as zonas urbanas que possuem estacfes de
tratamento. No entanto, poderia ser uma solugao para escoar o LETE produzido por
regibes metropolitanas como a cidade de S&o Paulo, onde a producédo do lodo é
enorme e aterros sanitarios sdo escassos. Uma possivel limitagdo a esta medida é a
intensa atividade industrial dessas regides, que geram um lodo com altas
concentragfes de metais pesados e compostos organicos persistentes, que pode

tornd-lo potencialmente nocivo. A possibilidade de reutilizacdo do LETE para



Artigo Cientifico 23

enriquecer areas agricolas € interessante porque aparentemente ele melhora as
condicdes fisicas do solo, permitindo a incorporacdo de macro e micronutrientes,
além de proporcionar beneficios agronédmicos como elevac¢do do pH do solo (Silva
et al., 2001; Berton et al., 1989; Da Ros et al., 1993). Existem informag¢des nacionais
de uso favoravel do LETE em culturas de arroz, aveia, trigo, pastagens, feijao, soja,
girassol, café e péssego, e no cultivo de plantas do género Eucalyptus, entre outras,
de modo que o produto apresenta potencial para substituicdo dos fertilizantes

minerais. (Bettiol et al., 2000; Gongalves et al., 1997).

Assim, a incorporagdo do LETE ao solo pode representar um beneficio social,
pela possibilidade de disposicéo final deste composto sem impacto relevante com
um hipotético pequeno impacto no ambiente. No entanto, esta aplicacdo gera a
possibilidade de exposicdo direta ou indireta dos seres humanos e da fauna
silvestre aos componentes do lodo. Embora estudos agrondmicos com LETE
indiquem que ele possui nutrientes essenciais as plantas, que é rico em matéria
organica, e atua como um condicionador do solo, melhorando sua estrutura, ha a
necessidade de avaliagdo do impacto ambiental decorrente da aplicacdo do LETE

no solo (Barbosa et al., 2006).

Em paises onde o LETE é aplicado na agricultura, como nos Estados Unidos,
existem normas que regulamentam as concentracdes maximas de metais pesados
no lodo e seu teor maximo acumulado no solo. No Brasil, a Resolu¢do N° 375 do
CONAMA estabeleceu normas para o uso agricola do LETE, vinculadas ao
monitoramento periodico dos solos quanto aos niveis de metais pesados,

compostos organicos e patégenos humanos (CONAMA, 2006).

A literatura nacional tem informagdes sobre a incorporacdo do LETE em solos

cultivaveis (Caldeira Junior et al., 2007; Teixeira et al., 2007), mas nado prové
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subsidios para a regulamentacdo, manejo, fiscalizacdo e controle da aplicacdo do
lodo na agricultura. Por isso, é indispensavel o conhecimento do potencial toxico do
LETE, para calcular quantidades seguras para sua incorporagéo ao solo sem riscos
as espécies expostas. Em trabalhos anteriores verificamos que o LETE de uma
estacao de tratamento localizada no estado de S&o Paulo, ndo induziu toxicidade
oral sisttmica nem genotoxicidade em ratos Wistar machos e fémeas quando
administrado pela racdo em concentracdo de 50.000 ppm, durante 90 dias

consecutivos (Solano et al., 2009; Luvizutto et al., 2010).

Nos dUltimos anos, muitos estudos apontaram para o fato de que alguns
poluentes ambientais podem mimetizar ou antagonizar os efeitos dos hormdnios
esterdides, como estrogenos e andrégenos, provocando o que € denominado
desregulacdo endocrina (DE) (Massaad et al., 2002). E considerado desregulador
enddcrino todo agente exdgeno capaz de interferir na sintese, secrecéo, transporte,
ligacdo, acdo ou eliminacdo dos horménios naturais, que sao 0s responsaveis pela
manutencdo da homeostase, reproducdo, desenvolvimento e comportamentos
normais do organismo (Mendes et al., 2002). Investigacfes epidemioldgicas indicam
aumento de incidéncia de malforma¢des do sistema reprodutor e decréscimo da
fertilidade masculina, bem como o aumento da incidéncia de neoplasias de
testiculos e prostata, e da mama e vagina (Heley et al., 2006). Estas observacdes
podem, possivelmente, estar associadas a substancias desreguladoras endocrinas
contaminantes do meio ambiente (Toppari et al., 2002; Skakkekebaek et al., 2001).

Para avaliacdo do potencial desregulador endocrino de substancias quimicas
existem ensaios de curta e longa duracdo com animais de experimentacao,
associados a testes in vitro para identificar seus modos e mecanismos de agcdo em

orgaos alvo especificos (USEPA, 1997; 1998). Por exemplo, o teste uterotrofico
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(EDSTA, 1998), bem como o ensaio com roedores fémeas puberes (Gray et al.,
2002; Marty et al., 1999), tém como objetivo a deteccdo de acdo estrogénica de
determinada substancia, enquanto o teste de Hershberger, juntamente com o ensaio
em roedores machos puberes, procuram detectar se a substancia tem efeito
androgénico ou antiandrogénico (OECD N°144, 2009). Todos estes ensaios séo
considerados de curta duracéo, variando de 5 dias a 7 semanas. Existem também
testes com animais knockout para determinagdo do mecanismo de acao e interacao
das substancias potencialmente desreguladoras com receptores hormonais (Heley e

Korach, 2006), estes sendo de duracgao relativamente longa (18 meses).

Recentemente, Ashby et al. (2004) e Tinwell et al. (2007) desenvolveram
ensaios com duracdo de 10 dias em machos recém-desmamados e imaturos
(alternativo ao teste de Hershberger), para detec¢cdo de compostos com acao
anti/androgénica, evitando assim a castracdo dos animais e preservando 0s
testiculos. Nesses ensaios, € possivel uma abordagem mais sistémica e andlise de
parametros mais especificos, 0os quais permitem o refinamento e a caracterizacao
do modo e mecanismo de acao de substancias quimicas. Neste caso, deve-se levar
em conta que o agravo pode ocorrer indiretamente, em tecidos diferentes dos
tecidos alvo esperados, muito tempo apds a exposi¢cdo ou até mesmo em geracao
futura, dependendo também da intensidade e da frequéncia da exposicao

(Mantovani et al., 2006; USEPA, 2007).

Considerando todo este contexto, 0 objetivo do presente estudo foi o de avaliar
0 possivel efeito desregulador enddcrino do Lodo de Estacdo de Tratamento de
Esgoto (LETE) em modelos experimentais utilizando ratos machos jovens da

linhagem Wistar.
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MATERIAL E METODOS

Preparo da Racéao

Amostras do LETE in natura foram coletadas pela CETESB/SP, de uma ETE na
regido de Sao Paulo, em lotes sucessivos de 5 Kg durante 60 dias, e mantidas sob
refrigeracdo a —20 °C. Apds o periodo de coleta, os lotes foram homogeneizados,
secos a temperatura ambiente, pulverizados e adicionados nas concentracdes finais
de 2.500, 5.000, 10.000 e 20.000 ppm a racdo em po6 (Nuvilab-CR1, Nuvital-PR) no
dietario da unidade experimental da Faculdade de Medicina de Botucatu, conforme
indicado abaixo. Apds homogeneizacdo e umidificacdo em misturador industrial
(CAF-modelo M60), as misturas foram peletizadas em maquina industrial (Prensa
Peletizadora Chavantes - PR). Os pelets foram secos por ventilacdo a temperatura
ambiente durante 24h. Os diferentes tipos de racdo adicionados de LETE foram
embalados em sacos plasticos identificados e mantidos em freezer (-5 °C) por

periodo maximo de 30 dias.

Estudo A (Figura 1)

Ratos machos da linhagem Wistar foram adquiridos com 4 semanas de idade do
Centro Multidisciplinar de Investigacao Biol6gica da UNICAMP (CEMIB - UNICAMP,
Campinas-SP). Os animais foram distribuidos de forma aleatdéria em 5 grupos
experimentais de acordo com as concentracdes de LETE na racdao. A partir do
primeiro dia do experimento, que correspondeu ao 42°. dia pés-natal (42 DPN), os
animais receberam ragao basal (grupo Gl) ou acrescida com 2.500, 5.000, 10.000 e
20.000 ppm de LETE (grupos GllI, Glll, GIV e GV respectivamente) (Figura 1)
durante 8 semanas. A duragéo deste estudo deve ter coberto pelo menos um ciclo

de espermatogénese do rato (52 dias) (Russel et al., 1990). As doses de LETE na
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racao foram definidas partindo de estudos prévios com esse material (Solano et al.,

2009; Luvizutto et al., 2010).

Agua e racdo foram fornecidos ad libitum; seu consumo e o peso corporeo
foram avaliados 2 vezes por semana. No momento da pesagem foram observados
aspectos clinicos gerais dos animais como comportamento, estado da pelagem e
eventuais secregdes oculares, genital e anal. Todos os animais foram eutanasiados
por narcose induzida em camara de CO2 ao final da 8% semana ap0s o inicio do

tratamento.

0 8 semanas

Eutanasia (98 DPN)

: Gl Controle Negativo = GIV Lodo de Esgoto 10,000ppm
: Gll Lodo de Esgoto 2,500ppm : GV Lodo de Esgoto 20,000ppm

Glll Lodo de Esgoto 5,000ppm

Figura 1: Delineamento Experimental do Estudo A
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Estudo B (Figura 2)
Matrizes da linhagem Wistar (4 machos e 10 fémeas) foram adquiridas do

Centro Multidisciplinar de Investigagdo Biologica da UNICAMP (CEMIB- UNICAMP,
Campinas-SP). A reproducdo das matrizes foi realizada no Biotério do
Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Botucatu — UNESP para

possibilitar o inicio do tratamento no DPN21, imediatamente apds o desmame.

No DPN21 os filhotes machos foram distribuidos em grupos conforme o nimero
disponivel dentro de cada ninhada até que completassem a quantidade de 10
animais por grupo. Os tratamento ocorreu da seguinte maneira: Grupo | — Racéo
basal + soro fisiolégico s.c.+ éleo de milho via gavagem; Grupo |l — Ragéo basal +
propionato de testosterona (TP) (1mg/Kg/dia s.c.) + 6leo de milho via gavagem;
Grupo llI: racdo basal + TP (1mg/Kg/dia s.c.) + flutamida (FLU) 3 mg/kg/dia via
gavagem; Group IV: racdo basal acrescida de 10.000 ppm de LETE + TP
(Img/Kg/dia s.c.) + 6leo de milho via gavagem; Grupo V: racdo basal acrescida de
20.000 ppm de LETE + TP (1mg/Kg/dia s.c.) + 6leo de milho via gavagem.

O propionato de testosterona (TP) é utilizado como controle positivo de
atividade androgénica. A dose adotada de TP (1 mg/kg/dia) foi a mesma utilizada
por Ashby et al. (2004) em sua proposta de modificacdo do ensaio de Hersberger
em ratos jovens, recém desmamados e ndo castrados (Tinwell et al., 2007). A
flutamida (FLU) é um composto nao-esterdide conhecido por sua atividade
antiandrogénica, blogueando a acdo da testoterona por competir pelos receptores
de andrégenos (AR). A dose de FLU (3 mg/kg/dia; gavagem) foi recomendada para

a validacdo do ensaio de Hershberger (OECD, 2009).
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Em todas as injecdes subcutaneas (s.c.) utilizou-se o volume de 2 ml/kg de peso
corporeo; nas administraces orais (gavagem) foi utilizado o volume de 5 mil/kg de

peso corporeo (Tinwell et al., 2007).

0 10 dias

Eutanasia (31 DPN)

Gl Ragéo Basal + NaCl 0,9% (s.c.) + ¢leo de milho (gavagem)

Gll Racao Basal + TP 1mg/Kg/dia ( s.c.) + oleo de milho (gavagem)

Glll Ragédo Basal + TP 1mg/kg/dia (s.c)+ FLU 3mg/Kg/dia (gavagem)

GIV Lodo de Esgoto 10.000ppm + TP 1mg/kg/dia (s.c) + oleo de milho (gavagem)

GV Lodo de Esgot 20.000ppm + TP 1mg/kg/dia (s.c)+ oleo de milho (gavagem)

BRIRERERER

Figura 2: Delineamento Experimental do Estudo B

Animais e ambiente de experimentacao (Estudos A e B)

Todos os animais foram mantidos 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.
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Durante toda a fase experimental foram controladas as condi¢cdes 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 exaustdo continua do ar. Todos 0s
animais receberam racdo especifica de acordo com o grupo pertencente, e agua
filtrada em bebedouros de vidro com tampa de borracha e bico metalico (500 ml). A
agua e a racao foram fornecidas ad libitum.

Ambos os estudos respeitaram 0s principios éticos da experimentacdo animal
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), e foram
aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de

Medicina de Botucatu, UNESP (CEEA), protocolo n® 775.

Andlises Hormonais

Apébs narcose induzida por CO, o0 sangue dos animais do estudo A foi coletado
(n=10/grupo) por puncao cardiaca, no periodo das 8 horas até as 1llhoras, para
determinacdo das concentracdes (ng/ml) de hormdnio luteinizante (LH), horménio
foliculo estimulante (FSH) e testosterona sérica pela técnica de radioimunoensaio
de duplo anticorpo. O plasma foi obtido apds centrifugacao (2400rpm, 20min, 4°C) e
as amostras foram mantidas e transportadas a -20°C até o momento dos testes
realizados no laboratério de Neuroendocrinologia, Faculdade de Odontologia de
Ribeirdo Preto - USP, sob a supervisdo da Dra. Janete Aparecida Anselmo Franci. A
quantificacdo de testosterona foi realizada utilizando o kit TESTOSTERONE MAIA®
(Biochem Immuno System, Allentown, PA, USA). Para as medi¢cdes de LH e FSH
foram utilizados kits especificos fornecidos pelo National Institute of Arthritis,

Diabetes, Digestive, and Kidney Diseases (NIADDK,USA). O nivel plasméatico de
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cada hormonio foi detectado no mesmo 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.

Andlises histoldgicas

Nos dois Estudos foram coletados para andlise histologica o figado, testiculos,
epididimos, vesiculas seminais e glandulas de coagulacdo. Estes foram secos em
papel filtro antes de serem pesados. A seguir, foram imersos em formalina 10%
tamponada por 48 horas, exceto os testiculos direitos e epididimos, que foram
fixados em ALFAC (5% de acido acético, 10% de formol 100%, 85% de alcool 80%).
Cortes histologicos de 5um de espessura foram corados com hematoxilina e eosina
(H.E.) e analisados em microscopio de luz Leica®, sem conhecimento do animal do

gual a peca procedia.

Andlise histoldgica dos testiculos

O testiculo esquerdo foi coletado, dissecado e imerso em solucédo fixadora de
ALFAC. Apos pré-fixagdo de 4 horas os 6rgaos foram seccionados, retornando em
seguida ao fixador. Apds 24 horas de fixacdo, a solucao foi substituida por alcool
80°, onde as pecas permaneceram até o processamento histolégico convencional e
coloracéo H.E..

A avaliagéo histologica foi realizada de modo qualitativo analisando-se 3 cortes
nao consecutivos do orgao, totalizando 100 tabulos por animal, classificando-os em
normais (presencga, no epitélio seminifero, de camadas de células germinativas
organizadas e de forma concéntrica) ou anormais (células aciddfilas, células
multinucleadas, espermatides retidas, degeneracédo de tipos celulares, vacuolizacao

do epitélio ou esfoliacao de células para a luz (Foley, 2001).
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Motilidade espermética

A andlise da motilidade espermatica foi realizada como descrito por Perobelli et
al. (2010), onde imediatamente apds a eutandsia (98 DPN) o esperma foi obtido do
ducto deferente esquerdo e diluido em 2 ml de meio HTF modificado (fluido tubular
humano, Irvine Scientific), pré-aquecido a 34°C. Em seguida, uma aliquota de 10ul
do esperma diluido foi colocada numa camara de Makler (Irvine Israel) e analisada
em microscopio Optico, com uma ampliacdo de 400x. Foram avaliados cem
espermatozoides por animal e classificados quanto sua motilidade em tipo A: mével
com trajetdria progressiva, tipo B: movel com trajetéria ndo progressiva e tipo C:

imoével.

Contagem de espermatozoides, producdo espermatica diaria e tempo de
transito do espermaético

O testiculo direito de cada animal, desencapsulado e previamente pesado, foi
homogeneizado em 5 ml de NaCl a 0,9% contendo Triton X-100 a 0,5% e submetido
a ultrassom durante 30 segundos. Ap6s diluicdo de 10x, uma amostra foi transferida
para camara de Neubauer (4 campos por animal), onde as espermatides maduras
foram contadas. As espermétides resistentes ao processo de homogeneizacdo
testicular (etapa 19 da espermatogénese) e 0s espermatozoides presentes na
cabeca/corpo e cauda do epididimo foram enumerados como descrito por Robb et
al. (1978), com modificacdes de Fernandes et al. (2007). Para calcular a producéo
de espermatozoides por dia (DSP), a concentracdo de espermatides por testiculo foi
dividido por 6,1, que € o numero de dias em que espermatides maduras estdo
presentes no epitélio seminifero. Em seguida, o DSP por grama foi calculada de

forma a determinar a eficacia do processo. Da mesma forma, cabeca/corpo e
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por¢cdes da cauda do epididimo foram recortadas em pequenos fragmentos e
homogeneizadas para a contagem de espermatozoides, como descrito para o
testiculo. O tempo de transito através da cabeca/corpo e cauda do epididimo foi
obtido dividindo o numero de espermatides presente em cada uma destas regides

pela producao de espermatozoides por dia (DSP).

Avaliacao da dindmica da espermatogénese

No testiculo foram analisadas 100 secc¢des transversais de tabulos seminiferos
por animal, os quais apresentavam forma a mais regular e circular possivel, sendo
0S mesmos caracterizados segundo as etapas da espermatogénese (Clermont Y,
1972) como se segue: Estagios I-VI: com duas geracdes de esperméatides; Estagios
VII-VIII: com espermatides maduras localizadas na borda do Iimen; Estagios IX-XIII:
com somente uma geracao de espermatides; Estagio XIV: com espermatocitos
secundarios (Tabela 6). As avaliagdes esperméaticas foram realizadas com o apoio
do Centro de Toxicologia Reprodutiva (REPROTOX - UNESP- Botucatu), Dra.

Wilma de Grava Kempinas.

Andlise histolégica dos epididimos
Toda a extensao do corte longitudinal do epididimo (segmento inicial, cabeca,
corpo e cauda ) foi avaliada quanto a estrutura e aspecto do epitélio, presenca de

espermatozoides na luz ductal e aspecto do intersticio.
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Analises estatisticas

Os dados foram avaliados pela Andlise de Variancia (ANOVA) para amostras
independentes. Aqueles que ndo passaram pelo teste de normalidade utilizou-se os
testes de  Kruskal-Wallis, Dunn, Tukey e Bonferroni; as diferengas foram
consideradas significativas quando P<0,05. As analises foram realizadas utilizando

o software SigmaStat versao 3.5.
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RESULTADOS

Em ambos os estudos ndo foram observados sinais clinicos expressivos ou
mortalidade em quaisquer grupos, assim como nao ocorreram alteragcbes no ganho
de peso. Durante o experimento todos os grupos do Estudo A apresentaram ganho
progressivo de peso (Tabela 1); jA no Estudo B os grupos tratados com o TP
apresentaram aumento de peso quando comparados ao grupo Gl (controle
negativo); 0s grupos tratados com o TP+LETE né&o diferiram do grupo tratado

apenas com o TP (Tabela 8).

As Tabelas 2 e 9 indicam os valores do consumo médio estimado de agua
(ml/rato/dia) e racdo (g/rato/dia), assim como os de ingestdo estimada de LETE
(calculada a partir de sua concentragédo na racédo). No Estudo A os grupos tratados
com LETE tiveram maior ingestéo de racdo em relacéo ao controle, assim como, 0s
grupos GIV e GV também tiveram aumento no consumo de agua quando
comparados com o grupo controle. No Estudo B o consumo médio de racdo e agua
permaneceu constante e ndo apresentou diferenca entre os grupos. Em ambos os
Estudos o consumo de lodo foi satisfatério e manteve relacdo entre as

concentracdes nominais do LETE.
Estudo A

No Estudo A, o peso médio relativo dos rins dos animais do grupo tratado com
20.000 ppm de LETE apresentou aumento significativo quando comparado ao do
grupo controle (Tabela 3), ja os epididimos dos grupos tratados com 5.000 e 10.000
ppm apresentaram diminui¢do significativa do peso relativo. Tanto nos rins como
nos epididimos as alteracdes ndo apresentaram dose-resposta e pareceram nao

estar relacionadas ao tratamento.
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O numero de espermatozoides no testiculo e epididimo, a producédo diaria de
espermatozoides, e o tempo de transito espermatico no epididimo foram similares
entre 0S Qrupos experimentais, e nao apresentaram diferengcas significativas
relacionadas ao tratamento com LETE (Tabela 4). Na analise da dinamica da
espermatogénese também ndo houve diferencas significativas entre os grupos

tratados e o controle (Tabela 6).

A proporcédo de espermatozoides com trajeto progressivo (tipo A) apresentou-se
significativamente reduzida nos grupos tratados com LETE e, consequentemente,
as fracdes de espermatozoides com trajeto ndo progressivo (tipo B) ou imovel (tipo
C) aumentaram (Tabela 5). Os niveis plasmaticos de testosterona e
diidrotestosterona (DHT) nao diferiram significativamente quando comparados com
os do grupo controle. Entretanto, os niveis plasmaticos do FSH apresentaram
diminuicédo significativa em todos os grupos tratados com o LETE. Além disto, grupo
Gll apresentou diminuicdo significativa na concentracdo do hormonio luteinizante
(LH); os outros grupos tratados com LETE também apresentaram essa diminuicao,

porém sem significAncia estatistica (Tabela 7).
Estudo B

No Estudo B (Tabela 10) o propionato de testosterona (TP) aumentou de modo
significativo o peso relativo dos epididimos, prostata e vesicula seminal. O TP
também levou a diminuicdo significativa do peso relativo dos testiculos (6rgéo
horménio dependente) quando comparado com o grupo Gl — controle negativo. No
grupo GllI tratado com flutamida (FLU), houve diminuicdo significativa no peso
relativo dos testiculos, epididimos, prostata e vesiculas seminais, quando
comparados com o grupo estimulado com o TP (GIl). Nos demais grupos tratado

com TP+LETE observou-se aumento significativo no peso relativo da prostata
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ventral do grupo tratado com 10.000 ppm de LETE. Os demais érgaos coletados
(figado, rins e adrenais) ndo apresentaram diferencas de pesos significativas entre

todos os grupos (Tabela 10).

A FLU e o TP agiram como o esperado em Gll e Glll, e os grupos tratados com
o LETE foram equivalentes ao controle negativo (Gl). Neste estudo, a préstata e a
vesicula seminal dos animais tratados com TP naturalmente, por estarem sob
influéncia da testosterona exdgena, demonstraram caracteristicas de
amadurecimento mais rapido que o controle, visualizado por &cinos grandes e com
muita secrec¢do. Ja o tratamento com a FLU inibiu os efeitos do TP, fato indicado
pela reducdo do peso dos 6érgdos, acinos pequenos e com pouca Ssecrecao,
alteracbes estas também demonstradas por Tinwell et al. (2007) e Ashby et al.

(2004).
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DISCUSSAO

Embora os grupos GlI, Glll e GV do Estudo A tenham comegado o experimento
com peso inicial significativamente maior que os Gl e GIV, no final do periodo
experimental ndo foram observadas diferencas significativas entre eles. Nos grupos
tratados com LETE, GllI, Glll e GIV, houve aumento da ingestao de racao, que pode
estar associado ao aumento da ingestao de 4gua observado nos grupos GIV e GV.

O aumento da ingestao alimentar, j& observado em nossos estudos anteriores
(Solano et al., 2009; Luvizutto et al., 2011), pode ser explicado por possivel melhora
da palatabilidade, para os ratos, pela presenca do LETE na racdo, ou por acao,
ainda ndo definida, mas possivel, de componentes do lodo sobre centros de
regulacéo da ingestédo alimentar. Agonistas que agem diretamente sobre o receptor
5HT-1A podem produzir aumento do apetite, diminuindo a liberagdo de serotonina
(Dhillo, 2007).

Durante o desenvolvimento sexual, horménios secretados pelo hipotalamo,
hipéfise anterior e gbnadas controlam o sistema reprodutor masculino. Nos machos,
o principal horménio envolvido no controle das funcbes reprodutivas é a
testosterona. O hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH/LHRH), produzido pelo
hipotdlamo, controla a secrecdo dos horménios foliculo estimulante (FSH) e
luteinizante (LH) pela hipofise anterior. O FSH é responsavel pela integridade dos
tubulos seminiferos e, apds a puberdade, é importante na gametogénese através de
sua acao sobre as células de Sertoli. O LH estimula as células de Leydig a
secretarem androgénios — em particular a testosterona, agente importante para a
manutencdo dos oOrgaos reprodutores, desenvolvimento dos caracteres sexuais
secundarios masculinos, manutencdo da espermatogénese, incluindo a maturacao

dos espermatozoides no epididimo e, consequentemente, para a fertilidade (Rang,
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et al., 2001). Assim, a homeostase hormonal € modulada pelo estagio de vida do
organismo mamifero e, portanto, susceptivel a acdo desreguladora enddcrina na
puberdade, com implicacdes na idade adulta (Mantovani et al., 2013).

Alguns estudos demonstraram que substancias antiandrogénicas interferem na
sintese hormonal causando elevagdo dos niveis de testosterona no plasma
sanguineo. (Friry-Santini et al., 2007; Rouquie et al., 2009; Svechnikov et al., 2010).

A administragdo pré-pubere de antiandrogenos como o fungicida vinclozolin, por
exemplo, retarda a puberdade, reduz o crescimento do epididimo e aumenta os
niveis plasméaticos de LH, testosterona e 5-androstene,3,17-diol em ratos machos
(Monosson et al., 1999). Os resultados do Estudo A com ratos adultos jovens
indicam que, apesar de o tratamento com o LETE diminuir a concentragao
plasmatica de FSH e LH, a producdo espermatica diaria, o tempo de transito
espermatico pelo epididimo, o aspecto histolégico dos testiculos e dos epididimos
nao diferiram significativamente entre o0s grupos experimentais. O FSH
desempenha seu maior papel nas células de Sertoli durante o desenvolvimento; em
ratos adultos seus efeitos sdo mais sutis, estando ligados a funcdo tanto das células
de Sertoli como das germinativas (Chapin et al., 2012; Ruwanpura et al. 2008; Zirkin
et al., 1995)

Houve aumento pequeno, embora significativo, do peso relativo do rim no grupo
GIlV, sem les@es histologicas evidentes. Em estudos prévios com doses maiores de
LETE obtido da mesma estacao de tratamento de esgoto, também né&o verificamos
alteracbes morfolégicas nos mesmos oOrgdos avaliados (Solano et al., 2009;
Luvizutto et al., 2010). Portanto, este achado nos rins pode ser decorrente do ganho

de peso dos animais desse grupo, que foi um dos menores se comparado com 0s
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outros cinco grupos, ou entdo um evento incidental, uma variacdo dentro da
linhagem estudada.

A histologia dos testiculos foi avaliada para detectar possivel prejuizo no
processo de espermatogénese, que € considerado um parametro sensivel da
toxicidade testicular (Anahara et al., 2008). N&o foram encontradas alteracdes
morfolégicas nos tubulos seminiferos, o que sugere que o LETE n&o induziu dano
ao processo de espermatogénese. No entanto, a reducdo no numero de
espermatozoides com movimento progressivo (Estudo A - 10.000 ppm e 20.000
ppm de LETE) pode significar comprometimento da qualidade do esperma, com
potencial diminuicdo da fertilidade dos ratos expostos as mais altas concentracdes
do lodo.

Ha relatos de diminuicdo na concentracdo dos espermatozoides e do volume do
sémen nos ultimos 50 anos (Carlsen et al., 1992; Younglai, et al., 1998). Isto vem
sendo associado a fatores ambientais e ao estilo de vida (Sharpe et al., 2000;
Sharpe et al., 2002; Horak et al.,2003). Diferentemente das causas genéticas de
infertilidade masculina, causas ambientais de infertilidade sdo de particular interesse
devido a possibilidade de medidas curativas ou preventivas. Um fator significativo e
corrigivel € a nutricio e mudanca de estilo de vida. Estudos experimentais em
animais tém demonstrado a importancia dos efeitos da nutricdo na
espermatogénese (Kwiecinski et al., 1989; Van Pelt et al., 1991; Ciereszko et al.,
1995; Wong et al., 2000a).

A motilidade espermatica depende diretamente da producdo de energia sob a
forma de ATP pelas mitocondrias presentes na peca intermediaria do
espermatozoide. Assim, 0s espermatozoides podem apresentar uma diminuicdo na

motilidade devido a dois fatores: uma diminuicdo na producdo de energia pelas
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mitocondrias da peca intermediaria ou a ocorréncia de lesdo nas proteinas do
axonema (Aitken et al., 2003; Turner et al., 2003). Estudos realizados por De
Lamirande & Gagnon (1992a, 1992b) indicaram que a motilidade espermatica pode
ser o indicador mais sensivel de estresse oxidativo, pois os altos niveis de EROs
inibem as enzimas da fosforilacdo oxidativa e/ou da glicélise, limitando a geracao de
ATP (Baumber et al., 2000; Huang et al., 2000; Huang et al., 2001). Devido a
abundancia de acidos graxos poliinsaturados nas membranas das células
germinativas e sua susceptibilidade a oxidagdo pela presenca de grupos metilenos
entre duplas ligagbes, tornam-se alvos mais provaveis para acdo dos oxidantes
(Wagner et al., 1994; Dix et al., 1993). E importante considerar que metais pesados,
em altas concentracfes, podem também catalisar as reacdes que levam a formacao
de EROs (Lloyd et al., 1998).

Em roedores a fertilidade (capacidade de gerar descendentes) ndo é um
parametro muito sensivel para estudos toxicoldgicos, visto que ha uma excessiva
producéo de espermatozoides nessa espécie, provavelmente desnecessarios para a
fertiidade basal. Em humanos, porém, a producdo espermatica é bem reduzida
(Sharpe et al., 1994). Dessa forma, o potencial de um agente toxico afetar a
reproducdo masculina é provavelmente maior para humanos que para animais, ja
gue em ratos uma reducao de 50 ou 90% no numero de espermatozoides férteis
durante o acasalamento ndo diminui a fertilidade (Amann et al., 1989).

O numero de espermatozoides presente nos testiculos e sua producdo diaria
total também séo indicadores importantes da fertilidade masculina (Ashby et al..
2004). Embora nenhum efeito tenha sido observado na producdo espermatica
diaria, o comprometimento da motilidade é um achado dependente de alteragdes no

processo de maturacdo dos espermatozoides no epididimo (Mangelsdorf ,2003;



Artigo Cientifico 42

Kempinas et al., 2010), sugerindo que este érgdo, mais do que o testiculo, poderia
ser sensivel a eventual toxicidade do LETE.

Os resultados da contagem de espermatozoides no testiculo e epididimo, assim
como a analise cinética da espermatogénese, demonstraram que 0 processo de
espermatogénese ocorreu normalmente e néo foi alterado pelo LETE. No entanto,
novas analises de conjuntos mais abrangentes de paradmetros reprodutivos
masculinos, incluindo a fertilidade e o desempenho reprodutivo, sdo necessérias
para confirmar a integridade funcional dos gametas ap0s a exposi¢cédo ao LETE.

O peso da prostata e vesiculas seminais (incluindo secrecéo) sdo indicadores
relativamente mais sensiveis que a andlise histoldgica, pois muito do peso desses
orgaos de roedores é resultado da sua funcao secretora (Chapin et al., 2012), que
traduz uma resposta direta e macroscopica da inducdo e ativacdo de receptores
celulares. Esse parametro pode ser facilmente evidenciado pelo ensaio de
Hershberger (OECD, 2009) que é um ensaio in vivo utilizado na triagem de
substancias que apresentam atividade androgénica ou antiandrogénica. O protocolo
original deste teste indica a utilizacdo de ratos pré-puberes machos castrados. O
efeito androgénico é indicado pelo aumento da massa de Orgdos responsivos a
androgenos (prostata e vesiculas seminais) frente ao estimulo anabdlico similar ao
do horménio testosterona. O efeito anti-androngénico € caracterizado pelo nao
aumento da massa do 0rgao na presenca da testosterona.

Os epididimos também foram sensiveis a acdo do TP e, quando o associado a
FLU, houve diminuicdo do peso, assemelhando-se ao grupo controle negativo (Gl).
A reducdo de peso dos testiculos em relagdo ao controle negativo pode ser
explicada pela exposicdo ao TP, que leva a reducéo do LH circulante, que por sua

vez diminui a producéo de testosterona pelas células de Leydig, resultando menor
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concentracdo da testosterona intratesticular (Steinberger et al., 1971; Yamasaki et
al., 2000).

Neste experimento, com duragédo de dez dias, o tratamento ndo induziu efeito
androgénico ou anti-androgénico nos ratos Wistar machos tratados com o LETE as
alteracbes de pesos dos testiculos, epididimos, vesiculas seminais e prostata dos
grupos tratados com TP e TP+FLU mostraram boa reprodutibilidade dos dados da
literatura e sugerem confianca no modelo adotado. Nos demais grupos, tratados
com TP e com LETE adicionado a racdo, observou-se aumento significativo no peso
da prostata ventral no grupo tratado com 10.000 ppm de LETE. Porém, essa
alteracao foi um evento isolado, sem relagédo dose-resposta e provavelmente sem
relacdo com o tratamento.

Tinwell et al., (2007) e Ashby et al., (2004) mostraram dados conflitantes em
relagdo aos testiculos, como alta variabilidade entre os animais com relacdo ao
peso do 6rgdo e gravidade das lesdes, sugerindo que o testiculo imaturo ndo € um
bom o6rgdo para identificacdo de substancias desreguladoras endécrinas em
animais recém desmamados.

Estudos para a avaliagdo de toxicidade em animais de experimentacdo sao
feitos com substancias isoladas, geralmente com niveis de pureza bem definidos. A
avaliac@o do risco toxicolégico de biossoélidos, também é atualmente utilizada, mas
com base em dados toxicologicos disponiveis de forma isolada, sobre cada um de
seus componentes, ou testando-os separadamente (como o chumbo e outros
metais pesados). Nesse sentido, a avaliagdo toxicologica de um agente como o
LETE necessariamente difere dos estudos convencionais, pois se trata de uma
mistura complexa e muito variavel em sua composi¢cdo (Coscione et al., 2010;

Schowanek et al., 2007)
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A caracterizacao fisico-quimica, microbiologica, parasitolégica e ecotoxicoldgica
realizada pela CETESB em amostras de LETE coletadas entre abril de 2007 e
janeiro de 2008 nas estacdes de Barueri, Suzano, Parque Novo Mundo, Americana,
Jundiai, Vinhedo e Franca , demonstrou que todas elas continham teores de
poluentes inorgéanicos inferiores aos limites da Resolugdo CONAMA, com excegao
dos niveis de cromo, molibdénio, niquel e zinco nas amostras de Suzano, e zinco
nas do Parque Novo Mundo (CETESB, 2009). O documento da CETESB referiu
ainda que as ETEs onde h& maior aporte de esgotos oriundos de atividades
industriais sdo as que apresentaram maiores concentracdes dos poluentes, o que
evidencia a influéncia das caracteristicas da bacia de contribuicdo sobre a qualidade
do lodo (CETESB, 2009).

Nossos estudos sugerem que a exposicdo ao LETE, nas condi¢gbes estudadas
(origem das amostras, concentracbes dietarias e linhagem de roedor), induz
diminuicdo na motilidade espermética que, no homem, pode significar queda na
fertilidade. A consisténcia desta observacéo e seu significado para o roedor e para a
espécie humana deve ser explorada por outros estudos, como analise da viabilidade
e morfologia espermética e teste de capacidade reprodutiva.

Independente dos resultados aqui apresentados, a utilizacdo do LETE na
agricultura naturalmente deve ser monitorada e fiscalizada conforme as normas
regulamentadoras P4230 da CETESB e Resolugdo CONAMA 375, ja referidas. No
entanto, o solo ndo pode ser considerado um depdsito para descarte de residuos de
importancia indefinida. ApOs a caracterizagcédo e entendimento do potencial agricola
e toxicoldgico do LETE, a aceitacdo publica passa a ser um nivel importante para
seu uso disseminado. No entanto, ela pode ser um fator regulador muito mais

restritivo do que a legislacdo existente (USEPA, 1999, 2003; Dunn et al., 2000).
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Investimentos em programas informativos e comunicagéo do risco podem evitar a
rejeicado e a aversao dos produtores rurais, trabalhadores e consumidores ao uso do

LETE.
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TABELAS

Tabela 1 Estudo A: Peso corpéreo inicial, final e ganho de peso dos animais dos
diferentes grupos experimentais.

Ganho de Peso (g9)

Grupo/ NUmero
Tratamento de ratos Inicial Final' Ganho de peso®
Gl Controle negativo 10 161.4+7.9 409.0+30.9 247.6+£27.3
Gll 2.500 ppm 10 181.8+8.3* 421.2+21.2 239.4+17.5
Glll 5.000 ppm 10 186.1+8.7* 433.3+23.7 247.3+19.4
GIV 10.000 ppm 10 169.5+11.2 426.6+34.3 257.1+26.2
GV 20.000 ppm 10 180.7+8.7* 413.1.3+11 232.6+£14.9

Valores apresentados na forma de média + DP; ‘Dados ndo paramétricos; © O ganho de peso
representa: peso corpdreo final — peso corpéreo inicial; Teste de Tukey *p<0,05.



Tabelas 54

Tabela 2 Estudo A: Consumo médio de racdo e agua e ingestédo de lodo pelos
animais dos diferentes grupos experimentais.
Consumo de  Consumo de Consumo de

Nimero Agua Racéo Lodo
Grupo/ Tratamento de ratos
ml/rato/dia g/rato/dia g/kg/day

Gl Controle negativo 10 37.09+2.61 23.36+2.16 -

Gll 2.500 ppm 10 38.96+4.88 25.59+2.68* 0.20+0.004

Glll 5.000 ppm 10 37.29+2.82 25.99+3.88* 0.40+0.004

GIV 10.000 ppm 10 38.64+2.99*  27.08+1.48* 0.84+0.003

GV 20.000 ppm 10 40.81+2.84*  26.95+1.93* 1.67+0.02

Valores apresentados na forma de média + DP; Teste de Tukey *p<0,05.



Tabela 3 Estudo A: Peso relativo dos 6rgéos dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Tabelas

Grupo/ Tratamento gggﬁgg Figado Rins™? Adrenais®>  Testiculos® Pvrgrs]:?;? se%?nsglzzfeia Epididimos?
Gl Controle negativo 10 3.48+0.23 0.29+0.02 0.01+0.001 0.36x0.02 0.08+0.01 0.26x0.04 0.11+0.01
Gl 2.500 ppm 10 3.63+0.17 0.29+0.02 0.01+0.001 0.37+0.03 0.09+0.01 0.23£0.04 0.11+0.01
Gl 5.000 ppm 10 3.47+£0.42 0.30+0.01 0.01+0.001 0.36£0.03  0.07%+0.03 0.23+0.07 0.10+0.01*
GIV 10.000 ppm 10 3.75x0.30 0.29+0.02 0.01+0.001 0.35x0.02 0.08+0.01 0.24+0.04 0.10£0.01*
GV 20.000 ppm 10 3.49+0.29 0.31+0.02* 0.01+0.001 0.37+0.02 0.07+0.01 0.22+0.02 0.11+0.01

Valores apresentados na forma de média + DP; “Dados ndo paramétricos; © Média dos 6rgéo pares; teste de Dunnett's *p<0,05.
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Tabela 4 Estudo A : Producao espermética diéria, contagem de espermatozoides e tempo de transito espermatico dos animais dos
diferentes grupos experimentais.

Numero de Producéo Producéo relativa Numero de Tempo de transito Numero de Tempo de transito
Grupo/ NUmero espermatozoides espermatica diaria de espermatozoide  espermatozoides espermatico espermatozoides espermatico na
Tratamento de ratos no testiculo no testiculo no testiculo cabeca/corpo do cabeca/corpo do na cauda do cauda do epididimo
(x10°) (x10%testis/dia)  (x10%g testis/dia) epididimo (x10°) epididimo (dia epididimo (x10°) (dia)
Gl Controle
negativo 10 176.57+£18.99 28.95+3.11 21.71+2.63 101.92+13.63 3.54+0.51 156.53+18.86 5.43 £0.59
GIl 2.500 ppm 10 180.46+18.07 29.58+2.96 20.73+1.26 111.53+12.41 3.79£0.45 154.35+17.54 5.28+0.86
GlII 5.000 ppm 10 191.49+21.40 31.39+3.51 22.14+1.91 98.05+14.91 3.15+0.53 139.98+16.91 4.48+0.42
GIV 10.000 ppm 10 178.87+£21.01 29.32+3.44 21.72+1.71 100.92+18.98 3.48+0.76 140.27+15.21 4.85+0.81
GV 20.000 ppm 10 180.99+29.07 29.67+4.77 20.79+£2.05 101.15+£12.92 3.47+0.56 146.07+23.18 5.03£1.09

Valores apresentados na forma de média + DP; Teste de Tukey *p<0,05
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Tabela 5 Estudo A: Andlise da dinamica do processo espermatogénico dos animais nos
diferentes grupos experimentais

Grupo/ Tratamento Nucrjrz-:‘ero Estadio I-IV  Estadio VII-VIIl  Estadio IX-XIIl Estadio XIV*
ratos
GI Controle negativo 10 41.50+1.72 31.40+1.65 23.00£1.05 3.70%0.69
Gl 2.500 ppm 10 39.90+1.52 33.30+1.83 22.80+1.48 4.20+0.92
GlIl 5.000 ppm 10 40.90+1.91 33.10+2.28 22.50+1.43 4.70+0.48
GIV 10.000 ppm 10 42.30+1.42 31.70+0.95 21.80+1.55 4.10+0.74
GV 20.000 ppm 10 41.50+1.18 33.40+2.01 21.30+1.70 3.80+0.79

Valores apresentados na forma de média = DP; "Dados n&o paramétricos; teste de Dunnett's *p<0,05.
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Tabela 6 Estudo A: Motilidade espermatica nos animais dos diferentes grupos
experimentais

Grupo/ Tratamento Namero de

ratos Tipo A (%) Tipo B (%) Tipo C (%)
Gl Controle negativo 10 63.3£12.4 23.7£9.5 13.9+2.9
GIl 2.500 ppm 10 48.1+12.1* 28.7+11.6 23.74£5.3*
GlII 5.000 ppm 8 61.7+9.1 22.448.1 16.4+4.7
GIV 10.000 ppm 10 30.9+11.1* 41.5+13.2* 27.9+8.9*
GV 20.000 ppm 9 26.9+ 9.3* 40.4+7.5* 33.0+9.6*

Valores apresentados na forma de média + DP; *Dados nao paramétricos; teste de Dunnett's *p<0,05.
Tipo A: mdvel, com trajeto progressivo; Tipo B: mdvel, com trajeto ndo progressivo; Tipo C: imovel
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Tabela 7 Estudo A: Concentracdo hormonal plasmatica dos animais dos
diferentes grupos experimentais

Grupo/ Tratamento Numero de FSH LH DHT Testosterona
P ratos (ng/ml) (ng/ml) (pg/ml) (ng/ml)

Gl Controle negativo 10 13.51 12.38 116.55 1.06

9 (12.18-14.41)  (9.92-27.75) (6.8-194.17) (0.76-2.49)
10.02* 6.14* 142.16 2.15

GII 2.500 ppm 10 (8.72-11.36)  (5.17-7.39)  (78.31-194.72)  (0.61-3.42)
9.43* 7.63 139.57 1.35

Glil5.000 ppm 10 (8.92-10.16)  (7.06-9.64)  (68.71-150.73)  (0.79-1.87)
10.04* 8.33 83.82 0.96

GIV'10.000 ppm 10 (9.77-10.43)  (7.28-9.71)  (74.49-127.99)  (0.46-1.19)
9.21* 10.63 115.78 1.95

GV 20.000 ppm 10 (8.72-10.02)  (6.67-11.85) (82.91-131.52)  (1.05-4.39)

Valores apresentados na forma de mediana e intervalo interquartilico; *p<0,05.
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Tabela 8 Estudo B: Peso corpéreo inicial, final e ganho de peso dos animais
dos diferentes grupos experimentais.

Ganho de Peso (g)

Grupo/ Numero

Tratamento de ratos . . 12
Inicial Final Ganho de peso™

Gl -Controle negativo 10 45.4+5.41 104.8+12.74 59.4+7.78

Gll-TP 10 48.4+4.81 120.1+ 7.11% 71.7+2.95°

Glll - TP+FLU 10 43.2+47.16  109.3+10.05" 66.1+3.35"

GIV - TP+10.000 10 41.6+5.46 111.3+8.14 69.7+5.17

GV - TP+20.000 10 48.1+4.63 117.3x11.84 69.2+9.41

O animais tinham 21 dias de idade no inicio do tratamento; Valores apresentados na forma de média +
DP; % Dados n&o paramétricos; Primeiro foram comparados os grupos Gl - controle negativo e GlI -
TP (?p<0.05) para garantir os efeitos androgénicos do Propionato de testosterona (TP). Uma segunda
comparac3o foi feita entre os grupos Gll - TP e TP + LETE ou Flutamida (FLU) °p<0.05)
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Tabela 9 Estudo B: Consumo médio de racao e agua e ingestao de lodo pelos
animais dos diferentes grupos experimentais.

Consumo de Consumo de Consumo de

NGmero Agua Racao Lodo
Grupo/ Tratamento efetivo de
ratos mil/rato/dia g/rato/dia

Gl -Control 10 17.13+4.87 10.43+3.38 -

GIl - TP 10 19.63+5.69 11.41+3.34 -

Glll - TP+FLU 10 19.90+5.54 10.56+3.14 -
GIV - TP+10.000 10 16.75+£3.77 10.17+£3.26 0.91+0.02
GV - TP+20.000 10 17.83+4.25 10.83+3.40 1.85%£0.04

Valores apresentados na forma de média + DP; Teste de Tukey *p<0,05.



Tabela 10 Estudo B: Peso relativo dos 6rgdos dos animais dos diferentes grupos experimentais

Tabelas 62

Nl]m_ero Peso Relativo (%)

Grupo/ efetivo - :

Tratamento de Figado® Rins Adrenais® Testiculos® Epididimos® Prostata’ Vesicula seminal
ratos cheia

G;égg{;érg"e 10 5.06+0.28 0.540.04  0.02#0.03  0.36+0.02  0.04+0.003  0.04+0.004 0.02+0.003

GIl-TP 10 5.28+0.15 0.540.03  0.01+0.001 0.17+0.01*  0.05+0.005°  0.07+0.01° 0.1+0.042

Glll - TP+FLU 10 5.28+0.29 0.540.04  0.03+0.03  0.13+0.04°  0.03+0.004°  0.04+0.004° 0.06+0.03°

GIV-TP+10.000 10 5.22+0.30 0.540.03  0.01+0.003 0.16+0.02  0.05+0.007  0.08+0.01° 0.1+0.03

GV-TP+20.000 10 5.18+0.56 0.540.06  0.01+0.001 0.19+0.03  0.05+0.008  0.07+0.02 0.09+0.04

O animais tinham 21 dias de idade no inicio do tratamento; Valores apresentados na forma de média + DP;  Dados ndo paramétricos; Primeiro foram
comparados os grupos Gl - controle negativo e GllI - TP (?p<0.05) para garantir os efeitos androgénicos do Propionato de testosterona (TP). Uma segunda

comparacéo foi feita entre os grupos Gll - TP e TP + LETE ou Flutamida (FLU) bp<0.05.
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FIGURAS

Figura 3: Motilidade espermatica dos animais dos diferentes grupos experimentais
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Figura 4: Concentracdo hormonal plasmatica dos animais nos diferentes grupos

experimentais
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“;;E;’ Universidade Estadual Paulista
unesp Faculdade de Medicina de Botucatu

Distrito Rubifio Junior, s/n° - Botucatu — S.P
CEP: 18.8618-970

FonefFax: {Oxx14) 3811-6143

e-mail secretaria: capellup@fmb.unesp.br

Instituida na Faculdade de Medicina alravés da Portaria do Diretor n° 30 de 26/04/99

CERTIFICADO

CERTIFICAMOS que o Protocolo n° 775 sobre o projeto de
pesquisa “Estudo do potencial desregulador endécrino do lodo de esgoto
tratado (LETE) em ratos Wistar macho”, de autoria de Jodo Francisco
Luvizotto, orientado pelo Prof. Titular Jodo Lauro Viana de Camargo, estd de
acordo com os Principios Eticos na Experimentagdo Animal adotado pelo
Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), com a ressalva
de que os “ratos wistar”, sdo provenientes de Biotério convencional,
sem condicdes de atestar a sanidade dos mesmo.

Projeto de Pesquisa aprovado em reunido da CEEA em 26/11/2009.
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Prof® Dr® Regina H. Garcia Martins Alberto Santos| Capelluppi
Presidente da CEE Secretario da CEEA




