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RESUMO

Avaliacao dos efeitos da exposicdo ao etefon sobre modelos de biomembranas e sobre a
funcéo reprodutiva de ratos machos

Os agrotdxicos constituem hoje um importante problema de saude publica e dentre os possiveis
efeitos adversos causados a salde humana e animal, destacam-se as alteracdes reprodutivas. Os
fosfolipidios sdo materiais muito aplicados como sistema mimético da estrutura lipidica da
membrana celular para investigar a acdo de diversos compostos sobre tal estrutura. O etefon é
um regulador de crescimento do grupo quimico etileno, utilizado para fortalecer cereais,
promover maturacdo de frutas e hortalicas, entre outras fungdes. Esta tese tem como objetivo
avaliar os efeitos do etefon sobre a morfofisiologia reprodutiva de ratos machos adultos e
investigar os efeitos do etefon sobre sistemas miméticos da estrutura lipidica da membrana
celular. Para avaliar os efeitos do etefon sobre a morfofisiologia reprodutiva, 40 ratos machos
adultos foram expostos oralmente a 0 (controle), 150 (E150), 200 (E200) e 400 mg/kg/dia
(E400) de etefon comercial por 30 dias consecutivos. Os parametros espermaticos foram
alterados nos grupos expostos. Producdo didria de espermatozoides diminuiu nos grupos
expostos quando comparados ao controle. Observou-se uma reducdo na porcentagem de
espermatozoides moveis com trajetria progressiva € um aumento no ndmero de
espermatozoides com trajetoria ndo progressiva nos trés grupos expostos. No grupo E200 houve
aumento na porcentagem de espermatozoides iméveis comparado ao grupo controle. Ocorreu
uma diminui¢do na porcentagem de espermatozoides normais nos grupos E200 e E400 em
relacdo ao controle e nos trés grupos houve aumento de cabecas isoladas e caudas dobradas e
isoladas. Na analise da histologia do testiculo dos grupos expostos notou-se a presenca de
esfoliacdo de células germinativas na luz do tibulo seminifero, vacuolizacdo e regifes com
intensa perda de células germinativas. Na analise da histologia do epididimo observou-se
grande ndmero de células claras, inclusive hiperplasicas, massa de células descamadas no
limen, vacuolizagdo e hiperplasia cribriforme. A integridade de membrana plasmaética e
acrossomal foi reduzida nos grupos E200 e E400 quando comparados ao controle. A interacdo
do etefon com sistemas miméticos formados pelos fosfolipidios DPPC, POPC e DOPC foi
investigada por meio de vesiculas unilamelares gigantes (GUVs — bicamadas lipidicas) e filmes
de Langmuir (monocamadas lipidicas). As GUVs de DPPC foram as menos afetadas na
presenca do etefon. Ja as GUVs de POPC apresentaram maior percentual de alteragdes
morfologicas (perda de contraste de fase, formato pera e buds), inclusive rompimento de
vesiculas com cerca de 5 a 11 minutos de exposicao ao etefon. Para os filmes de Langmuir, as
isotermas m-A mostraram que o etefon interage na interface ar/agua com o POPC e DOPC
causando deslocamento nas isotermas. O PM-IRRAS mostrou que, embora ndo se observem
deslocamentos nas isotermas de DPPC, ha interagdo do etefon com 0s grupos-cabega colina e
fosfato. Para 0 DOPC observam-se deslocamentos semelhantes ao do POPC. Para os trés
fosfolipidios, o PM-IRRAS mostrou que o etefon gera uma desordem nas cadeias. Diante disso,
pode-se concluir que o etefon pode gerar danos a saude geral, a saude reprodutiva e amembrana
celular. Tais resultados evidenciam a importancia de estudos que avaliem a toxicidade geral e
reprodutiva de agrotdxicos, principalmente do etefon que apresenta poucos estudos.
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ABSTRACT

Evaluation of the effects of exposure to etefon on biomembrane models and on the
reproductive function of male rats

Pesticides today constitute an important public health problem and among the possible adverse
effects caused to human and animal health, reproductive changes stand out. Phospholipids are
materials widely used as a mimetic system for the lipid structure of the cell membrane to
investigate the action of various compounds on this structure. Ethephon is a growth regulator
of the chemical group ethylene, used to strengthen cereals, promote the ripening of fruits and
vegetables, among other functions. This thesis aims to evaluate the effects of ethephon on the
reproductive morphophysiology of adult male rats and investigate the effects of ethephon on
mimetic systems of the lipid structure of the cell membrane. To evaluate the effects of ethephon
on reproductive morphophysiology, 40 adult male rats were orally exposed to 0 (control), 150
(E150), 200 (E200) and 400 mg/kg/day (E400) of commercial ethephon for 30 consecutive
days. . Sperm parameters were altered in the exposed groups. Daily sperm production decreased
in exposed groups when compared to control. A reduction in the percentage of motile sperm
with a progressive trajectory and an increase in the number of sperm with a non-progressive
trajectory was observed in the three exposed groups. In the E200 group there was an increase
in the percentage of immobile sperm compared to the control group. There was a decrease in
the percentage of normal sperm in the E200 and E400 groups in relation to the control and in
the three groups there was an increase in isolated heads and folded and isolated tails. In the
analysis of the histology of the testicle of the exposed groups, the presence of exfoliation of
germ cells in the lumen of the seminiferous tubule, vacuolization and regions with intense loss
of germ cells were noted. In the analysis of the histology of the epididymis, a large number of
clear cells were observed, including hyperplastic ones, a mass of desquamated cells in the
lumen, vacuolization and cribriform hyperplasia. Plasma and acrosomal membrane integrity
was reduced in the E200 and E400 groups when compared to the control. The interaction of
ethephon with mimetic systems formed by the phospholipids DPPC, POPC and DOPC was
investigated using giant unilamellar vesicles (GUVs — lipid bilayers) and Langmuir films (lipid
monolayers). DPPC GUVs were the least affected in the presence of ethephon. POPC GUVs,
on the other hand, showed a higher percentage of morphological changes (loss of phase contrast,
pear shape and buds), including rupture of vesicles after approximately 5 to 11 minutes of
exposure to ethephon. For Langmuir films, the n-A isotherms showed that ethephon interacts
at the air/water interface with POPC and DOPC causing displacement in the isotherms. PM-
IRRAS showed that, although no shifts are observed in the DPPC isotherms, there is an
interaction of ethephon with the choline and phosphate head groups. For DOPC, displacements
similar to those for POPC are observed. For the three phospholipids, PM-IRRAS showed that
ethephon generates disorder in the chains. Given this, it can be concluded that ethephon can
cause damage to general health, reproductive health and the cell membrane. Such results
highlight the importance of studies that evaluate the general and reproductive toxicity of
pesticides, especially ethephon, which has few studies.

Keywords: Ethephon; membrane models; Langmuir films; reproduction; rat.
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1. INTRODU(;AO E JUSTIFICATIVA

A agricultura é uma pratica que foi descoberta pela humanidade a muito tempo e
proporcionou o desenvolvimento e surgimento da sociedade atual mediante o aumento da
producdo de alimento. Porém esse aumento na oferta de alimentos, favoreceu o aparecimento
de insetos, fungos, ervas daninhas, entre outras pragas. A partir da dificuldade de controlar essas
pragas, surge uma preocupacao e estudos constantes para encontrar formas de controla-las
(KING, 2017; LIMA; SILVA; IWATA, 2019).

Tradicionalmente, substancias quimicas sdo utilizadas no controle de pragas. Os
sumérios utilizavam enxofre para combater insetos a 2500 a.C, por exemplo. No entanto, a
partir dos séculos XVIII e XIX, com a Revolugdo Industrial, teve inicio a mecanizacdo do
campo e, consequentemente, o aumento da producdo agricola. A partir desse momento surge o
primeiro produto considerado agrotoxico, chamado de Bordeaux Misture ou calda bordelesa.
Esse composto surgiu em necessidade das grandes perdas agricolas causadas pelo mildio-da-
videira (MOURA, 2018).

A industria de agrotdxicos a nivel mundial surgiu apds a Primeira Guerra. No Brasil as
primeiras unidades produtivas desses compostos chegaram em meadas da década de 1940
(TAVEIRA; ALBUQUERQUE, 2018). O Brasil é um dos paises que mais consome
agrotoxicos na atualidade, devido a sua extensa area agricultavel, disponibilidade de culturas,
boa localizacdo geografica e condi¢des climaticas (PIGNATI; OLIVEIRA; SILVA, 2019).

Agrotdxicos sdo compostos de natureza quimica, utilizadas em larga escala para
melhorar a producdo agricola. Porém, esses compostos sdo persistentes nos compartimentos
ambientais e podem se acumular ou bioacumular no meio ambiente como um todo (FATMA et
al., 2017). Os agrotoxicos podem ser classificados em quatro grupos principais, sendo eles
piretroides, organoclorados, carbamatos e organofosforados. Esses compostos atuam através de
mecanismos que difere a fungdo de cada um deles. Alguns séo considerados reguladores de
crescimento, tendo a funcdo de estimular ou retardar o crescimento de pragas ou até mesmo de
plantas, os repelentes tem a funcdo de repelir pragas, os atrativos de atris as pragas e 0S
quimioesterilizantes de esterilizar as pragas (ABUBAKAR et al., 2020).

O uso indiscriminado de agrotoxicos resulta em exposi¢do dos agricultores, seu grupo
familiar e da populagdo em geral. Essa exposicdo pode acontecer de diferentes formas,
destacando a exposic¢ao ocupacional, ambiental, acidental e a alimentar. Ambas podem resultar
na contaminagdo dos trabalhadores e da populacdo, gerando agravos a saude (PIGNATI;
OLIVEIRA; SILVA, 2019).
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Dentre 0s agrotoxicos disponiveis hoje, temo o etefon (&cido 2-cloroetilfosfonico) que
é um regulador de crescimento do grupo quimico etileno. As vias de exposicdo mais comuns
para esse pesticida sdo oral, dérmica e inalatoria (BAYER, 2023). Esse pesticida é um regulador
de crescimento, utilizado para auxiliar na maturacdo, estimulo de floracdo, entre outros
(TAHERI et al., 2012; MOUSTAKIME; HAZZOUMI; JOUTEI, 2018).

Apesar de bastante utilizado na agricultura, estudos toxicoldgicos com o etefon séo
escassos. E os estudos encontrados até 0 momento abordam o impacto da exposicdo ao etefon
sobre a fertilidade masculina (ABD ELDAIM et al., 2018; JAHANGIRFARD et al., 2021).
Considerando que a populacdo em geral estaria exposta a este composto e aos seus potenciais
efeitos sobre a fertilidade masculina, identificar possiveis prejuizos a qualidade espermaética se
torna fundamental.

Um dos parametros utilizados para avaliar a qualidade espermatica é a integridade da
membrana plasmética. Essa membrana consiste em uma estrutura predominantemente fluida,
onde macromoléculas interagem de forma sinergética, conferindo adaptabilidade a diferentes
estimulos ambientais (INGRAM, 1976; YAYANOS; DIETZ; VAN BOXTEL, 1979;
ROMANTSOV, GUAN, WOOD, 2009). A fluidez da membrana plasmatica esta relacionada
com as propriedades fisico-quimicas de seus constituintes, sendo eles os fosfolipidios,
colesterol e glicopeptideos (VIEIRA; ROCHA; RIBEIRO, 2022).

A membrana celular funciona como uma barreira que separa 0 meio intracelular do meio
extracelular, mantendo, assim, a compartimentalizacdo e garantindo a atividade celular sem que
haja dispersdo das moléculas essenciais para o metabolismo celular (GERSHFELD, 1976). Por
ser uma barreira protetora, a membrana celular é frequentemente atacada por contaminantes,
como os agrotdxicos. Sendo assim € importante compreender quais as interacGes moleculares
gue ocorrem entre esses contaminantes e os fosfolipidios presentes na membrana celular.

Devido a dificuldade de utilizar membranas in vivo para estudar interagdes moleculares
entre os fosfolipidios presentes na membrana com contaminantes (GARBETA et al., 2015),
faz-se necessario a utilizacdo de sistemas miméticos de membranas celular para compreenséo
priméaria dos possiveis efeitos que podem ocorrer sobre o0 organismo vivo. Portanto, os modelos
miméticos de membrana sdo amplamente utilizados nos estudos de interacédo, a fim de entender
0 comportamento celular e as propriedades da membrana biologica (AYE; ROTH; AKPA,
2016; JING et al., 2016).

Os sistemas miméticos de membranas produzidos através de filmes de Langmuir séo
amplamente estudados (COLLIER, 2015; HASSAN et al., 2016). Além desses, as vesiculas

unilamelares gigantes (GUVs) também sdo empregadas devido a eficiéncia como modelos de
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membrana (ZHU et al., 2016). As GUVs apresentam estruturas lipidicas automontadas em
bicamadas e, dentre as vantagens apresentadas, permitem a observacdo direta de suas estruturas
em microscopia Optica, como as de contraste de fase, fluorescéncia e confocal (HE et al., 2016).

O sistema reprodutor masculino é, normalmente, suscetivel a acdo de diversos
contaminantes ambientais, inclusive agrotoxicos. Tem sido amplamente relatado na literatura
os efeitos sobre esse sistema, entre eles as implicagdes sobre a fertilizagdo. Um dos parametros
avaliados na qualidade esperméatica € a integridade da membrana plasmatica dos
espermatozoides. A membrana plasmatica também € susceptivel a acdo dos contaminantes
ambientais, que podem interferir em sua organizacao e gerar danos as células. Sendo assim, o
presente trabalho avaliou os efeitos da exposicdo ao etefon sobre a morfofisiologia do sistema
reprodutor masculino e sobre as interacbes moleculares com a fosfatilcolina presente nas

membranas celulares dos espermatozoides.
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2. OBJETIVOS

Este estudo de doutorado possui como objetivo geral avaliar os efeitos do etefon sobre
a morfofisiologia reprodutiva de ratos machos adultos e sobre sistemas miméticos da estrutura
lipidica da membrana celular.

No estudo dos efeitos in vivo avaliou-se o potencial toxicoldgico da exposi¢do de ratos
machos adultos ao etefon nas doses de 150, 200 ¢ 400 mg/kg/dia, com énfase nos possiveis
impactos sobre a morfofisiologia reprodutiva. Dentre os parametros morfofisiologicos
avaliados, estd a integridade da membrana plasmatica dos espermatozoides. A partir dos
resultados da avaliacdo dessa membrana, sentiu-se a necessidade de investigar os efeitos do
etefon sobre modelos simples de membrana celular, a fim de compreender as interagoes

moleculares entre os fosfatidilcolinas presentes na membrana celular e o etefon.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Agrotoxicos e meio ambiente

De acordo com o Lei n® 7.802 de 11 de julho de 1989, o Brasil define agrotoxico como
sendo produtos e agentes de processos fisicos, quimicos ou bioldgicos, destinados ao uso nos
setores de producdo, no armazenamento e beneficiamento de produtos agricolas. O uso destes
compostos ocorre em pastagens na protecdo de florestas, nativas ou plantadas, e de outros
ecossistemas e de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade seja alterar a
composi¢do da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acdo danosa de seres vivos
considerados nocivos (BRASIL, 1989).

O aumento da demanda por alimentos e, consequentemente, a necessidade de aumentar
a produtividade das culturas levaram ao uso generalizado de agrotéxicos em todo o mundo
(POPP; PETO; NAGY, 2013; HANDFORD; ELLIOTT; CAMPBELL, 2015). O mercado
brasileiro de defensivos agricolas expandiu rapidamente na década de 2010 (190%), num ritmo
de crescimento maior que o dobro do apresentado pelo mercado global (93%) (CARNEIRO et
al., 2015). Segundo o Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Naturais
Renovéaveis (IBAMA) (2021), as vendas totais de agrotoxicos no Brasil de 2009 a 2020 passou
de 306,79 para 686,35 mil toneladas (Figura 1), apresentando um aumento de mais de 123% no
periodo avaliado.
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Figura 1 — Comercializacdo de agrotoxicos e afins (em toneladas de ingredientes ativos) de
2009 a 2020 no Brasil

Vendas Totais (ton) por Ano

2011 412.170

2010 182570
2009 306.790
| |

44 7%
Fonte: IBAMA, 2021.

O aumento na demanda por agrotdxicos tem promovido um aumento no nimero de
registros destes compostos no Brasil. A Figura 2 mostra que no ano de 2021 o governo federal
aprovou o registo de 562 agrotoxicos, ja no ano de 2022 o numero de aprovagdes subiu para
652 e as aprovacOes vém crescendo anualmente. Até agosto de 2023 ja foram 231 compostos
aprovados (MAPA, 2023).
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Figura 2 — Registro de agrotoxicos, componentes e afins no Brasil por ano
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Fonte: MAPA (2023)

O uso intensivo de agrotoxicos acarreta uma série de problemas ao meio ambiente, como
a degradacdo do solo, a contaminacdo das aguas (LOPES; ALBUQUERQUE, 2021), a
contaminacdo de organismos terrestres (CORBI; TRIVINHO-STRIXINO, 2008) e também de
organismos aquaticos (ALMEIDA et al., 2022).

Para o uso dos agrotoxicos, tipicamente, leva-se em considera¢do o custo e a eficacia do
principio ativo. Entretanto, o comportamento do composto no solo, que define o destino final e
0 impacto ambiente, normalmente ndo € avaliado. Desse modo, o destino de um agrotdxico
pode resultar em interagcbes complexas, devido as propriedades fisicas e quimicas do composto,
as condigdes ambientais e as caracteristicas do solo (BEDMAR et al., 2017)

Estes compostos constituem hoje um importante problema de salude publica, tendo em
vista a amplitude da populagdo exposta durante a fabricagdo dos compostos (exposi¢éo
ocupacional e da populacdo do entorno das fabricas), na agricultura, no combate as endemias e
em outros setores nas proximidades de areas agricolas. Além disso, a populagdo de maneira
geral, mesmo sem contato direto com estes setores, pode estar exposta por meio do ar, agua e

alimentos contaminados.



23

3.2. Toxicidade dos agrotoxicos

Os agrotoxicos podem ser categorizados de acordo com a sua aplicacdo, organismo alvo
e natureza quimica. Com base na aplicacdo, temos 0s agrotdxicos utilizados na agricultura
(utilizados para proteger culturas de pragas e insetos), na satde publica (para combater vetores
que causam doencas) e os de uso domestico (utilizados para matar insetos). Com base no
organismo alvo, os agrotoxicos podem ser inseticidas (combater insetos), fungicidas (combater
fungos), herbicidas (combater ervas daninhas), rodenticidas (combater roedores), fumigantes
(combate de pragas) e repelentes de inseto. Com base na natureza quimica, os agrotdxicos séo
classificados como organoclorados, organofosforados, carbamatos, piretroides, triazinicos,
entre outras (JAYARAJ; MEGHA; SREEDEYV, 2016).

Além das categorias ja citadas, os agrotoxicos sao classificados, também, quanto a sua
toxicidade. Para essa classificacdo, considera-se a DLso (dose letal mediana) oral, dérmica e
inalatoria. No Brasil 0 6rgdo responsavel por fazer essa classificacdo é a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA). Recentemente o0s agrotoxicos foram reclassificados,
aumentado de quatro para cinco categorias de classificacdo (Figura 3), com o objetivo de tornar

mais claro os critérios de avaliacdo da classificacao toxicologica no Brasil (ANVISA, 2019).

Figura 3 — Classes toxicoldgicas dos agrotoxicos

CATEGORIA 1 CATEGORIA 2 CATEGORLA 3 CATEGORIAS4 | CATEGORIA S NAD
CLASSIFICATED
EXTEEMAMENTE ALTAMENTE AMODE RAMENTE POLC IXMPROVAVEL NAD
TOXICO TOXICO TOXICO TOXICO DE CAUSAR CLASSIFIC AT
DAND AGUDOD
FICTOGRAMA Sem umbolo Sem umbolo
PALAVRA DE PERIGD PERIGD PERICGD CUMADY CUIDADO Sean ndveriaicia
AIWEERTENCILA
CLASSE DE PERIGO
Cenl Fatal w2 isgearida Fatal ¢ ingenide Tégizs s ingeiide Movo e iapesda I :.J $Er penigoso
seingarido
Dhirmics Fatal em contstocom a | Fatal em contsto | Téxico em contasto | Modvo em contao Pode ser perigoss
pele com apele com apde coen o pele ﬁ:ﬂnw foms a
Llat i Fatal we isalade Fatal s inalada Téxice s inalads Noaave s inal ado T;ﬂﬂ!:hpﬂlﬁm
COR DA FAIXA Amarelo |
PMS Yellow C

Fonte: ANVISA (2019)

A Lein®7.802 de 1989, também conhecida como Lei dos Agrotoxicos, regulamenta que
¢ obrigatdrio constar nos rotulos destes produtos informagfes como composicao, classificacao
toxicoldgica, efeitos causados a saide humana, simbolos que alertem o perigo da substancia,
instrucdes de primeiros socorros, precaugdes, entre outras informacdes. Essa obrigatoriedade
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de informacBes deve-se ao fato de que muitos efeitos nocivos a salde humana ja foram
observados ou associados a utilizacdo de agrotoxicos (BRASIL, 1989).

Os trabalhadores envolvidos na fabricacao dos agrotoxicos e na aplicagdo no campo sao
0s principais afetados pela exposicéo a esses compostos (RANI et al., 2021). Entre 2007 e 2018
foram notificados no Sistema de Informacdo de Agravos de Notificagdo (SINAN) 9.799 casos
de intoxicacdo por agrotoxicos em geral no estado de S&o Paulo, representando 4,0% do total
de notificacbes que envolvem medicamentos, drogas de abuso, entre outros produtos
(PEREIRA et al., 2019). A problematica é ainda maior quando se trata de avaliar os efeitos
cronicos dos agrotoxicos diante do progressivo aumento do consumo e intensificacdo do uso
dessas substancias no pais (RIGOTO; VASCONCELOS; ROCHA, 2014).

Vérios problemas de saude, incluindo cancer, diabetes, distlrbios respiratorios e
neuroldgicos e sindromes reprodutivas sdo causados pela exposicdo direta, manuseio ou
residuos de agrotdxicos presentes na agua ou nos alimentos. A exposicao direta aos agrotoxicos
é frequentemente associada ao aparecimento de cancer, tornando-se uma questdo de
preocupacdo global e atraindo pesquisadores de todo o mundo (SAMANIC et al., 2008). A
associacdo entre exposicdo a agrotoxicos e desenvolvimento de cancer gera polémicas, porque
a populacdo esta exposta a diversas substancias e ainda tem fatores genéticos que influenciam
no processo da doenca. Porém estudos vém demonstrando a relacdo entre a exposicdo a
agrotoxicos e o desenvolvimento de cancer de pele, cavidade nasal, pancreas, leucemia, entre
outros (INCA, 2022).

Estudos relacionados a altera¢cdes em organismos vivos causadas por agrotdxicos sao de
extrema importancia para a compreensdo das interagdes que ocorrem entre essas substancias
quimicas e 0s organismos Vvivos. Esses estudos podem contribuir para que se avance na
identificacdo dos mecanismos que levam a toxicidade e no desenvolvimento de tratamentos e
medidas preventivas de intoxicacdes. Além disso, contribui na tomada de decisdes do poder
publico na criacéo de leis e politicas publicas que visem o bem-estar da populacéo exposta aos
defensivos agricolas (SILVA; ANTUNES; FAVARETO, 2014).

3.3. Sistema reprodutor masculino

O aparelho reprodutor do rato, bem como da maioria dos mamiferos, é composto por
testiculos, epididimos, ductos deferentes, glandulas sexuais acessorias (prostata e glandula
seminal) e pénis. Os testiculos, epididimos e glandulas sexuais acessoOrias sdo 0Orgaos
androgeno-dependentes, ou seja, qualquer agente toxico que atue desordenando a interagdo do

eixo hipotalamo-hipofise-testiculo pode causar anormalidades reprodutivas (SOKOL, 1997).
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Os testiculos podem ser divididos em duas partes histoldgicas e funcionais, sendo elas
o tecido intersticial e tdbulos seminiferos responsaveis pela esteroidogénese e pela
espermatogénese, respectivamente (RODRIGUEZ; FAVARETTO, 1999). O tecido intersticial
esta localizado entre os tubulos seminiferos e possui vasos sanguineos e linfaticos, nervos e as
células intersticiais chamadas de células de Leydig, que sdo responsaveis pela producdo de
andrdgenos e fonte para uma variedade de outros esteroides (RUSSELL et al., 1990). Os tabulos
seminiferos sdo constituidos de tecido peritubular e epitélio seminifero, onde se encontra as
células de Sertoli e células germinativas (espermatogonias, espermatocitos e espermatides). O
processo de espermatogénese é o processo pelo qual as células-tronco espermatogoniais
transformam-se em células haploides altamente diferenciadas, também chamadas de
espermatozoides (CLERMONT, 1972).

A célula de Sertoli é uma célula somatica que se estende desde a lamina basal até a luz
do tubulo seminifero. Essas células sdo responsaveis por diversas fungdes importantes para o
processo espermatogénico, com destaque para o suporte estrutural e nutricional as células
germinativas em desenvolvimento, formacdo de barreira hematotesticular através de juncdes
intercelulares, fagocitose, secrecdo de fluido e horménios (FOLEY, 2001). Alteracbes na
estrutura ou funcdo ou no nimero desse tipo de célula podem resultar em danos ao epitélio
germinativo e, consequentemente, comprometer a espermatogénese (BOEKELHEIDE;
JOHNSON; RICHBURG, 2005), pois o0 numero de células de Sertoli esta intimamente ligado
ao tamanho testicular no individuo adulto e com a producéo espermatica (CHAPIN et al., 1996)

No epitélio seminifero de um rato adulto é possivel encontrar uma ou duas geracdes de
espermatog0nias, espermatécitos e espermatides. Cada uma dessas geracdes representa um
grupo de células em um mesmo estagio de desenvolvimento, ou seja, apresenta células que
foram produzidas de maneira sincronizada. As diferentes geracdes de células germinativas
presentes no epitélio seminifero ndo estdo organizadas aleatoriamente, mas sim agrupadas em
associacfes celulares de composicdo fixa que correspondem aos estdgios do ciclo
espermatogénico (CLERMONT, 1972).

O ciclo da espermatogénese de ratos dura aproximadamente 12 dias e é composto por
14 estagios. Uma espermatogénia necessita de 4,5 ciclos para formar um espermatozoide, o que
significa que a espermatogénese completa de rato tem duracgéo de 52 a 53,2 dias, dependendo
da linhagem animal avaliado (CLERMONT, 1972). A duracéo desse processo é regulada pelo
genotipo das células germinativas, sendo geralmente constante entre individuos de uma mesma
espécie (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005).
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Os espermatozoides saem dos testiculos imoveis e incapazes de fertilizar um ovocito. A
motilidade e a capacidade de fertilizar um ovdcito € adquirida apds sua passagem pelo ducto
epididimario (SHUM et al., 2009). O epididimo dos mamiferos € um 6rgdo formado por um
ducto Unico e enovelado que liga os ductos eferentes ao ducto deferente (HERMO; ROBAIRE,
2002), sendo anatomicamente dividido em trés regifes principais: cabega (com 0 segmento
inicial), corpo e cauda (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005).

A funcdo priméria do epididimo é o transporte dos espermatozoides que chegam do
testiculo (BROOKS, 1983). Além do transporte, o epididimo € responsavel pela estocagem,
protecdo, concentracdo e maturagdo dos gametas (HERMO; ROBAIRE, 2002), regulando o
desenvolvimento da motilidade, a aquisicdo da capacidade de sofrer reacdo acrossomica e
tornando-os capazes de fertilizar um ovdcito |1 (FRANCA; AVELAR; ALMEIDA, 2005). Em
adicdo, o epididimo protege os espermatozoides de espécies reativas de oxigénio (ROS) e estoca
0s gametas maduros na regido da cauda (HERMO; ROBAIRE, 2002).

3.4. Toxicidade reprodutiva dos agrotoxicos

Os efeitos nocivos do uso de agrotéxicos para a salde humana tém sido objeto de
diversos estudos que apontam a possibilidade de ocorréncia de anomalias congénitas, de cancer,
doencas mentais e disfungdes na reproducéo e fertilidade humana. Dentre os possiveis efeitos
adversos causados a salde humana e animal, destacam-se as alteracGes reprodutivas, muitas
vezes, associadas a desregulacdo enddcrina causada por agrotoxicos (ZHOU et al., 2019;
YAWER et al., 2020).

Nos anos 70 teve inicio um debate sobre o possivel declinio dos espermatozoides
humanos, o que foi revisto nos anos 90 e causa inquietacdo em pesquisadores. Considera-se que
durante os ultimos 50 anos a média de contagem dos espermatozoides tenha diminuido em 50%,
apesar de n&o estar claro o motivo desta diminuicdo. Acredita-se que possa decorrer de fatores
ambientais tais como poluicdo (MULTIGNER; OLIVA, 2002).

A infertilidade pode ocorrer por varias causas relacionadas ao meio ambiente, entre elas
pode-se citar contaminagdo por contato com agrotdxicos, solventes organicos, metais pesados
entre outros. O processo de infertilidade muitas vezes acontece por efeito citotdxico direto nas
células germinativas masculinas, mas também pode ocorrer por interferéncia dos chamados
desreguladores endocrinos (DE) que podem afetar o desenvolvimento reprodutor e sexual
através de mecanismos diversos, tanto mediados por receptores como por mecanismos
bioquimicos (PETRELLI; MANTOVANI, 2002; HEINDEL, 2019).
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A relacéo entre contato no meio ambiente e no trabalho com agrotoxicos foi amplamente
analisada e as avalia¢fes confirmaram que o contato pode produzir disturbios de fertilidade em
mulheres e homens (HANKE; JUREWICZ, 2004; KUMAR, 2004). A infertilidade é um
problema de salde publica global que envolve paises desenvolvidos e em desenvolvimento
(CLEMENTI et al., 2008). Liu e colaboradores (2019) relataram que as taxas de infertilidade
variavam entre 7 e 8% na década de 1960 e aumentaram drasticamente para 20 a 35% na Ultima
década. Falando especificamente de infertilidade masculina, varios fatores podem contribuir
para essa condicdo, dentre eles temos desequilibrios hormonais, questdes anatdmicas, infec¢oes
sexualmente transmissiveis, fatores genéticos, ambiente e estilo de vida (BABAKHANZADEH
et al., 2020; MURSHIDI; CHOY; EISENBERG, 2020). Entre os fatores, encontra-se também
a exposicao ambiental ou ocupacional a substancias toxicas, como agrotoxicos (AGARWAL et
al., 2021)

A espermatogénese € um processo que requer uma regulacdo precisa das populacdes de
células somaticas, células de Leydig, Sertoli e miodides, que juntamente com as células
germinativas, representam 0s principais tipos de células testiculares (ZHOU et al., 2019;
YAWER et al., 2020). Essas células possuem diferentes caracteristicas e funcées, porém todas
sdo suscetiveis a fatores internos e externos, como fatores ambientais, desregulagdo hormonal,
doencgas em geral e estresse oxidativo (RATO et al., 2012; WANG et al., 2017; YAWER et al.,
2020). Levando em consideracdo exclusivamente os agrotoxicos, eles podem prejudicar o
sistema reprodutor masculino de varias formas: i) toxicidade reprodutiva causando danos direto
a estrutura celular; ii) alteraces na estrutura do DNA, que podem levar a mutagdes genéticas e
causar defeitos congénitos ou infertilidade; iii) efeitos epigenéticos onde as modificacbes no
genoma sdo herdadas de pai para filho (VAN CAUWENBERGH et al., 2020).

Estudos acerca da exposi¢cdo masculina a agrotoxicos demonstram que o contato com
esses compostos pode influenciar os hormdnios sexuais, morfologia, concentragdo, motilidade
e qualidade espermatica. Além disso, foi observado uma reducdo na contagem de
espermatozoides em homens que trabalhavam aplicando agrotdxico ha mais de dez anos
(JUREWICZ; HANKE, 2007; BRETVELD et al., 2007; ROELEVELD; BRETVELD, 2008;
JUREWICZ; HANKE; MAKOWIEC-DABROWSKA, 2008; PERRY et al., 2011; SAADI;
ABDOLLAHI, 2012).

3.5. Etefon
O etefon (4cido 2-cloroetilfosfonico) é um regulador de crescimento que desempenha

sua funcdo através da liberacdo de etileno. Apresenta classificacdo toxicologica IV (produto
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pouco toxico) e classificacdo de risco ambiental 111 (produto perigoso). As vias de exposi¢do
mais comuns para esse pesticida sdo oral, dérmica e inalatéria. O limite de ingestdo diaria
aceitavel (IDA) do etefon é de 0,05 mg/kg e o limite maximo de residuo (LMR) varia de 0,1 a
2,0 mg/kg em alimentos (BAYER, 2022). Esse pesticida é utilizado para fortalecer cereais,
promover a maturagéo de frutas e hortaligas, estimular florag&o, ramificacdo lateral e redugéo
da altura de plantas ornamentais. Além disso, também é utilizado para melhorar a desfolhacéo,
aumentar o rendimento e reduzir o consumo de casca no algodao. Para aplicagdo no campo a
quantidade de etefon utilizada varia em funcéo da cultura onde sera aplicado. Em geral utiliza-
se de 7 a 670 de etefon comercial por litros de agua ou hectare (BAYER, 2022).

O etefon pertencente ao grupo quimico dos organofosforados. Apos a proibicdo dos
agrotoxicos organoclorados, os agrotoxicos organofosforados tém sido amplamente utilizados
na agricultura, sendo um dos principais produtos para o controle de pragas (SOLTANINEJAD;
SHADNIA, 2014; COSTA, 2018). Os organofosforados possuem mecanismo de acao
conhecido em organismo vivo, atuando sobre a inibigdo da enzina acetilcolinesterase (AChE),
gue é importante e critica para a indugdo do impulso nervoso. A inibicdo da AChE faz com que
a acetilcolina ndo seja quebrada, permanecendo ativa por um tempo maior na fenda sinaptica,
sem que haja a receptacao, resultando em convulsdes, parada respiratdria e até mesmo a morte
do organismo exposto (GONZALEZ-ALZAGA et al., 2014; COSTA, 2018).

O mecanismo de liberagdo do etefon no ambiente funciona de maneira direta, onde uma
vez que o composto encontre o pH ideal para sua degradacao, inicia-se a liberacéo de etileno.
Os pKal e pKa2 do etefon sdo, respectivamente, 2,5 e 7,2, indicando que este composto existira
na forma de anions no ambiente. Os anions formados pelo etefon geralmente ndo adsorvem
muito fortemente em solos contendo carbono organico e argila. E, se liberado na 4gua, acredita-
se que o etefon seja adsorvido a sélidos suspensos e sedimentos. Essas caracteristicas conferem
ao etefon um tempo de meia vida curto, em torno de 1,0 a 2,4 dias e, por isso, a popula¢do em
geral ndo esta exposta ao etefon devido a sua rapida degradacdo em condigdes ambientais
(HSDB, 2022). O processo de desprotonacdo do etefon nos respectivos valores de pKa é

mostrado na Figura 4.
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Figura 4 — Processo de desprotonacgéo do etefon
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Fonte: Proprio autor.

O etefon é estavel em solugdes aquosas abaixo de pH 4,0, mas acima de pH 4,0 e no pH
do citoplasma da célula, o etefon se decomp®e para produzir etileno, fosfato e ion cloreto, o
mesmo processo que ocorre no ambiente. Os valores de pKa ja citados, indicam que entre 0s
pH 5 e 9, o etefon exista inteiramente na forma de anions (HSDB, 2022). E embora ndo seja
provavel que a populacdo em geral seja exposta diretamente ao etefon pelo ambiente, como
ocorre com outros agrotoxicos, a populacao € exposta de maneira indireta através do consumo
de alimentos contaminados. O Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos
(PARA) identificou residuos excessivos de etefon em alimentos nos anos de 2017 e 2018. Entre
0s compostos analisados, o etefon ocupa a 142 posicdo entre os agrotdxicos mais detectados
(ANVISA, 2020).

O etefon apresenta efeitos diretos e indiretos na agricultura e nos trabalhadores expostos
aele (PIERIK et al., 2006; CONEVA; CLINE, 2009; MOUSTAKIME; HAZZOUMI; JOUTEI,
2018). Alguns efeitos toxicos tém sido relatados para administracdo por via oral de etefon em
ratos e camundongos, sendo eles efeitos mutagénicos e teratogénicos, gastroenterite, hepatite
necrética, microftalmia, causa ausente e aberragdes cromossémicas (RODWELL; SPENCER,;
ALLEN, 1980; EL RAOUF; GIRGIS, 2011).

Um estudo realizado por Abd Eldaim e colaboradores (2018) indicou que a exposicao a
200 mg/kg de etefon diminui significativamente os niveis de horménio foliculo estimulante,

horménio luteinizante, testosterona e prolactina. Além disso, diminuiu significativamente a
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contagem de espermatozoides, a vitalidade, a motilidade total e a motilidade progressiva. Além
disso, aumentaram significativamente as anormalidades dos espermatozoides, os danos no

tecido testicular e no DNA, a mobilidade ndo progressiva e os espermatozoides imdveis.

3.6. Membrana celular

Os primeiros estudos que demonstraram a existéncia de uma barreira que separava o
interior e o exterior das células foram realizados no século X1X, sendo o principal pesquisador
0 botanico alemdo Wilhelm Pfeffer. Descobriu-se que havia uma camada fina que permitia a
entrada de agua por osmose, mas nao permitia a passagem de moléculas como a glicose. Esta
barreira foi chamada de membrana plasmatica e desencadeou uma série de estudos que levaram
as descobertas do que sabemos hoje sobre a membrana plasmatica (HEIMBURG, 2008;
SEZGIN; SCHWILLE; 2012).

Segundo Singer e Nicholson (1972) o modelo de membrana celular é constituido por
uma dupla camada de fosfolipidios fluidica, onde as proteinas podem estar do lado interno,
externo ou atravessando a membrana, como se fossem pecas de um mosaico. Este modelo
recebe o0 nome de modelo do mosaico fluido devido ao fato de admitir que a membrana néo é
uma estrutura rigida. Ou seja, existe movimento das moléculas que constituem a membrana,
devido a sua fluidez, que esta relacionada ao tipo de ligacdo intermolecular existente na
membrana. E constituida por lipidios, fosfolipidios, glicolipidios, oligossacarideos, esterois,
colesterol e proteinas. Sua funcéo € regular diversos processos fisioldgicos a partir do fluxo de
entrada e saida de substancias em sistemas celulares.

Os fosfolipidios que estdo presentes na composi¢do da membrana plasmética possuem
carater anfifilico, onde parte de sua estrutura quimica apresenta afinidade com a éagua
(hidrofilica) e outra parte repulsdo (hidrofébica). Os fosfolipidios sdo moléculas que possuem
duas cadeias de hidrocarbonetos hidrofobicas e terminagdo com cabeca polar (hidrofilica), que
inclui o grupo fosfato (LIPOWSKY; SACKMANN, 1995). Dentre os diversos fosfolipidios
existentes, as fosfatidilcolinas (PC) estdo em maior quantidade na composicdo da membrana
plasmética dos mamiferos, sendo importante sua aplicacdo em estudos de membrana bioldgica
(GONG; WINNIK, 2012; BHATIA et al., 2015; JURAK et al., 2015).

Para o bom funcionamento da célula e manutencdo da vida celular é essencial a
manutencdo da organizacdo da membrana plasmatica, bem como de suas propriedades
mecanicas e termodindmicas e a manutencdo do grau de fluidez adequado para a bicamada

lipidica. Diversos processos celulares envolvem a deformacdo mecéanica e alteragcdes na
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curvatura da membrana plasmatica, entre eles tem-se 0s processos de endocitose que
desempenham papel importante na manutencao da vida celular (RAPHAEL; WAUGH, 1996).

As fases de ordenamento das bicamadas lipidicas tém seu comportamento relacionado
com a temperatura. Quando as bicamadas sdo formadas por um anico lipidio, as principais fases
podem ser descritas como fase gel (Lg) ou sélido-ordenada e fase fluida (L.) ou liquido-
desordenada (Figura 5). O que determina a transi¢éo de fases dos fosfolipidios é a temperatura,
chamada de temperatura de transi¢do de fase. Abaixo da temperatura de transicao de fase os
fosfolipidios estdo na fase gel, ou seja, os fosfolipidios possuem cadeias carbénicas ordenadas
e estendidas, caracteristicas da configuracdo all trans. Acima da temperatura de transicdo de
fase os fosfolipidios encontram-se na fase fluida, onde as cadeias carbénicas apresentam dobras,
estdo desordenadas e distribuidas aleatoriamente, caracteristicas da configuracdo gauche para
cadeias saturadas e cis para cadeias insaturadas (MARSH, 2010). A temperatura de transicao
de fase é diferente para cada fosfolipidio e essa variacao esta relacionada com os grupos-cabeca
existentes na regido polar da molécula, tamanho da cadeia carbdnica e quantidade de
insaturac@es presentes na cauda do fosfolipidio (PIGNATELLO, et al., 2011).

E relatado na literatura que além das duas fases principais ha ainda a existéncia de uma
fase de pré-transicdo entre as fases gel e fluida chamada de fase ripple (Pg). Nesta fase as cadeias
carbonicas ainda estdo na fase gel, porém surgem ondulacGes na superficie da bicamada (Figura
5) (MELLO, 2004). Além das fases ja citadas, ha ainda a ocorréncia da fase liquido-ordenada,
gue acontece a partir da adicdo de colesterol nas bicamadas lipidicas e permite que o esterol

atue como regulador das fases principais (fases gel e fluida) (Figura 5) (MARSH, 2010).

Figura 5 — llustracdo das fases de uma bicamada composta por um Unico fosfolipidio
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Fonte: Adaptado de RUIZ (2020)
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3.7. Sistemas miméticos de membrana celular

Devido a dificuldade de utilizar membranas in vivo para estudar interacbes com
contaminantes, faz-se necessario a utilizacdo de sistemas miméticos de membranas celular para
compreensdo primaria dos possiveis efeitos que podem ocorrer sobre 0 organismo Vivo
(SOFINSKA et al., 2022). Portanto, os sistemas miméticos de membrana sdo amplamente
utilizados nos estudos de interacdo, a fim de entender o comportamento celular e as
propriedades da membrana biologica (ELDERDFI; SIKORSKI, 2018). Os sistemas miméticos
de membranas produzidos através de filmes de Langmuir e vesiculas unilamelares gigantes
(GUVs) fazem parte deste contexto (RODRIGUEZ; DYNAROWICZ-LATKA; CONDE,
2020; SOFINSKA et al., 2022).

3.7.1. Filmes de Langmuir

Os filmes de Langmuir servem como um modelo fisico simples de uma membrana
celular onde é possivel estudar a interacdo de diversas substancias com os componentes da
membrana separadamente ou em conjunto. Uma vantagem do uso de filmes de Langmuir para
sistemas miméticos de membrana é a possibilidade de modificar a composicdo da membrana
que é espalhada na interface ar/agua facilmente. Desse modo, € possivel iniciar pesquisas a
partir de um sistema simplificado e aumentar sua complexidade (RODRIGUEZ;
DYNAROWICZ-LATKA; CONDE, 2020). Diversos estudos comprovam a aplicacdo bem
sucedida de filmes de Langmuir para sistemas miméticos de membrana celular de varios tipos
de células. Dentre eles temos modelagem de membrana de leucécitos normais e com leucemia
(HAC-WYDRO; DYNAROWICZ-LATKA, 2010), células do sistema nervoso (ROSETTI;
MAGGIO; OLIVEIRA, 2008), membranas bacterianas (WYDRO, 2013; WYDRO;
FLASINSKI; BRONIATOWSKI, 2012), pulmonares (DE LA SERNA et al., 2013), entre
outros.

Os filmes ou monocamadas de Langmuir sdo obtidos em uma cuba de Langmuir
fabricada em teflon e que contém um par de barreiras mdveis e um sensor que mede a tenséo
superficial da subfase aquosa. As barreiras moveis sdo responsaveis pela compressdo das
moléculas e formagdo da monocamada na interface ar/agua, sendo esse processo acompanhado
através de isotermas m-A que relaciona a pressdo de superficie () e a area molecular média
ocupada pelas moléculas (A). A pressao de superficie (m) ¢ calculada pela diferenca entre a
tensdo superficial da subfase aquosa (yo) e a tensdo superficial da subfase aquosa com a
monocamada (y). Para isso utiliza-se a seguinte formula: © = yo - y (PENG; BARNES;

GENTLE, 2001). Para obter o valor da tensdo superficial utiliza-se comumente o método de
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Wilhelmy, o qual utiliza-se um sensor de papel de filtro ou fio de platina conectado a uma
eletrobalanca, que permite calcular a variacdo de pressdo superficial (BARNES; GENTLE,
2011).

Para a fabricacdo de um filme na interface ar/agua é necessario que a molécula seja
anfifilica, tendo parte da molécula afinidade pela agua (hidrofilica) e outra parte ndo
(hidrofébica). Desse modo, a parte hidrofilica é responsavel pelo espalhamento das moléculas
na superficie da agua e a parte hidrofobica pela permanéncia das moléculas na interface ar/agua.
A molécula de estudo é solubilizada em solvente organico altamente volatil, como cloroférmio,
para que ocorra a evaporacdo rapida e completa do solvente na interface ar/dgua, restando
apenas a molécula de interesse. As moléculas sdo espalhadas na superficie de dgua e apos o
processo de evaporacao do solvente as barreiras sdo comprimidas organizando as moléculas
presentes na interface ar/agua e formando o filme ou monocamada de Langmuir.

Ao longo da compressdo as barreiras moveis promovem a diminuicdo da area na
superficie, fazendo com que as isotermas n-A apresente essencialmente trés fases distintas,
sendo elas bem caracteristicas para moléculas como acidos graxos estearico ou araquidico, por
exemplo: i) fase gasosa (G), onde as moléculas estdo bastante dispersas e ndo héa interacdo entre
elas; ii) fase liquida (L), na qual comega haver uma pequena interacdo entre as moléculas e a
area disponivel por molécula diminui e iii) fase sélida (S), em que a monocamada atinge o nivel
maximo de organizagdo e maior empacotamento, como ilustra a Figura 6. No caso de moléculas
anfifilicas com estrutura mais complexa que os acidos graxos, outros perfis de isoterma n-A e
outras fases podem ser observadas para os fosfolipidios saturados e insaturados, por exemplo
(Figura 6).
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Figura 6 — llustracdo das fases da compressdo de filmes de Langmuir e organizagdo das

moléculas durante a compressao
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Fonte: Adaptado de RUIZ (2020)

Na medida de isoterma =-A, a pressdo superficial que corresponde a pressao das
condigdes das membranas celulares € 30 mN/m (MARSH, 1996), sendo importante avaliar o
comportamento dos fosfolipidios nessa pressao. Os fosfolipidios insaturados a 30 mN/m, em
temperatura ambiente, encontram-se na fase fluida, pois sua temperatura de transicdo de fase
estd abaixo da temperatura ambiente. Na fase fluida temos cadeias mais desordenadas, ndo
sendo possivel alcancar a fase liquido-condensada nas isotermas n-A. Ou seja, em 30 mN/m ¢
possivel avaliar o comportamento do fosfolipidio na fase liquido-expandida (SENNATO et al.,
2005; AOKI et al., 2016). Os fosfolipidios saturados a 30 mN/m e temperatura ambiente
encontram-se na fase gel, pois sua temperatura de transicdo de fase é acima da temperatura
ambiente. Na fase gel as moleculas estdo mais empacotadas e possuem um grau de organizagéo
maior. Para esses lipidios, em 30 mN/m avaliar o comportamento do fosfolipidio na fase

liquido-condensada.
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3.7.2. Vesiculas unilamelares gigantes (GUVS)

As vesiculas lipidicas sdo estruturas que apresentam formato esférico e seu didmetro
pode variar de 20 nm a dezenas de um. Essas estruturas mimetizam a organizacao dos
fosfolipidios nas membranas celular, pois podem ser constituidas por uma ou mais bicamadas
de fofoslipidios, sendo chamadas de unilamelar e multilamelar, respectivamente. As vesiculas
lipidicas sdo amplamente utilizadas para estudar fendmenos fisico-quimicos de processos
biologicos (KASZAS et al., 2013; WORCH et al., 2016; BOYTSOV et al., 2016).

Dentre as vesiculas multilamelares, as mais utilizadas séo as vesiculas multilamelares
(MLV - mutilamellar vesicle) e as vesiculas oligoméricas (OLV - oligolamellar vesicles). Além
das lamelas, outra forma de classificar as vesiculas é em relacdo ao seu tamanho, conforme

representado na Figura 7.

Figura 7 — Representacdo do tamanho das vesiculas lipidicas unilamelares
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Fonte: PAZIN, 2016.

As vesiculas unilamelares sdo divididas em pequenas (SUV - small unilamellar
vesicles), grandes (LUV - large unilamellar vesicles) e gigantes (GUV - giant unilamellar
vesicles). As GUVs possuem algumas vantagens, entre elas a capacidade de encapsular
moléculas grandes e permitir que a observacdo seja realizada de modo direto, utilizando
microscopia Optica, como as de contraste de fase, fluorescéncia e confocal (SIMONS; VAZ,
2004; BAGATOLLI, 2010; ZAN et al., 2012). Outra vantagem muito importante das GUVs é
que sdo formadas com tamanho comparavel ao de uma célula eucariotica (NIEH; HEBERLE;
KATSARAS, 2019). Com dimensdes superiores a 1000 nm, esse tipo de vesicula unilamelar é

utilizado em estudos que investigam as propriedades das membranas plasmaticas e 0s
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mecanismos de interacdo com moléculas de interesse (HALUSKA et al., 2008; KASZAS et al.,
2013).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Materiais de estudo

Os fosfolipidios zwiteriénicos DPPC (1,2-dipalmitoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina) e
DOPC (1,2-dioleoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina) foram adquiridos da Avanti Polar Lipids Inc.
O fosfolipidio zwiteridnico POPC (2-oleoil-1-palmitoil-sn-glicerol-3-fosfatidilcolina) e o
etefon foram adquiridos da Sigma-Aldrich Co. As estruturas moleculares dos fosfolipidios e do

etefon (no pH de estudo) estdo representadas na Figura 8.

Figura 8 - Representagdo das estruturas quimicas dos materiais utilizados
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4.2. Protocolo animal

4.2.1. Animais e ambiente de experimentacao

Para este estudo foram utilizados 40 ratos machos (com 75 dias de idade e
aproximadamente 300 g de peso corporeo) da linhagem Wistar. Durante o periodo
experimental, os animais foram mantidos em Biotério de Experimentacdo, em gaiolas de
polipropileno, sob condic¢des controladas de luminosidade (ciclo de 12 horas claro/escuro) e
temperatura (média de 25 °C), e receberam agua e racdo comercial para roedores a vontade. Os
procedimentos experimentais estido de acordo com os Principios Eticos na Experimentacio

Animal, regulamentados pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
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(CONCEA). O estudo foi aprovado pela Comissio de Etica no Uso de Animais (CEUA) sob
protocolo n° 5533 (Anexo — Protocolo de Aprovagdo - CEUA).

4.2.2. Delineamento experimental e exposi¢ao

Os ratos foram previamente pesados e distribuidos aleatoriamente em quatro grupos
experimentais (n = 10/grupo): controle e expostos a trés diferentes doses de etefon, por 30 dias
consecutivos, via gavagem.

A formulacdo comercial do etefon, Ethrel 720 fabricado pela Bayer, contendo 720 g/L
de etefon, utilizado para a exposi¢do dos animais, foi adquirido em comércio especializado na
cidade de Presidente Prudente-SP.

As doses de etefon utilizadas foram baseadas no estudo de Abd Eldaim e colaboradores
(2018) e no valor da LOEL (menor dose em que se observa efeito) (150 mg/kg/dia) proposto
pela Environmental Protection Agency (USEPA, 1995). As doses foram distribuidas entre os
grupos da seguinte forma:

e Grupo controle: apenas veiculo (dgua destilada).
e Grupo E150: 150 mg/kg/dia de etefon;
e Grupo E200: 200 mg/kg/dia de etefon;
e Grupo E400: 400 mg/kg/dia de etefon;

Os animais foram pesados a cada trés dias e o consumo diario de agua e racdo foram
estimados (em mililitros e gramas, respectivamente). O ganho de peso foi calculado usando a
seguinte formula: ((Ps - Pi)/Pi)*100, onde P; é peso inicial e Ps é 0 peso final. Além disso, foram
observados sinais clinicos indicativos de toxicidade, tais como, piloerecao, alteracdo no padréo
de deambulagdo no interior da gaiola, ocorréncia de diarreia e vocalizacdo (CHRISTIAN,
2001). Os animais do grupo controle receberam agua destilada, no mesmo protocolo de

administracdo que 0s grupos expostos ao etefon.

4.2.3. Coleta de materiais biol6gicos

Ao término do periodo de exposicdo, os ratos sofreram eutanasia com 100 mg/kg de
tiopental sodico (ip., Syntec, EUA). O testiculo e epididimo direito foram retirados e pesados
em balanga analitica e congelados a -20 °C para posterior determinagdo do numero de células
germinativas. O ducto deferente direito foi pesado e utilizado para a obtencdo dos
espermatozoides para a analise morfolégica. O ducto deferente esquerdo foi utilizado para a

obtencdo dos espermatozoides para a avaliagdo da motilidade. O testiculo e o epididimo
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esquerdos foram coletados para posterior processamento e analise histopatoldgica. A préstata
ventral, as glandulas seminais (cheias e vazias, sem a glandula coaguladora), figado e rins foram

retirados e pesados em balanca analitica.

4.2.4. Anédlise histopatoldgica

Testiculos e epididimos esquerdos foram colhidos, limpos e imersos em solugdo
fixadora formalina tamponada a 10%. Apds uma pré-fixacdo de 24 horas, os 6rgaos foram
removidos do fixador e recortados, retornando em seguida ao fixador. Apos 24 horas, as pecas
foram lavadas e a solugdo foi substituida por alcool 70%, onde as pecas permaneceram até o
processamento, que consistiu na inclusdo do material em Paraplast, obtencdo de cortes com
espessura de 5 um e coloragdo com hematoxilina e eosina para avaliacdo histopatologica
realizada em microscépio optico Leica DM750. As fotomicrografias foram obtidas no mesmo
microscopio, com camara acoplada (ICC50HD), a partir do software Leica LAS V4.2.

Cortes transversais de tubulos seminiferos foram avaliados quanto a presenca de
alteracdes como: presenca de células acidofilas, células multinucleadas, espermatides retidas,
degeneracdo de tipos celulares, deplecdo de células, vacuolizacdo do epitélio ou esfoliacdo de
células na luz. Cortes longitudinais dos segmentos cabeca e cauda do epididimo foram avaliados
quanto a presenca de hiperplasia cribriforme no epitélio, vacuolizacdo epitelial, infiltrado
inflamatorio no tecido intersticial, quantidade e aspecto dos espermatozoides no limen e de
células claras no epitélio (KEMPINAS; KLINEFELTER, 2014).

4.2.5. Calculo da producéo diaria de espermatozoides por testiculo

Os testiculos direitos, descapsulados e pesados logo ap6s a coleta, permaneceram
congelados até a homogeneizagdo, que foi realizada segundo método descrito por Robb e
colaboradores (1978) com as adaptacdes de Fernandes e colaboradores (2007). O parénquima
testicular foi descongelado e homogeneizado numa mistura de NaCl (9 g), Triton X-100 (0,5
ml).

Ap0s diluicdo de 10 vezes na mistura contendo Triton X-100, uma pequena amostra foi
transferida para camaras de Neubauer (4 campos por animal), procedendo-se a contagem das
espermatides resistentes ao processo de homogeneizacdo (estagio 19 da espermiogénese),
utilizando microscépio éptico (Nikon YS2-T).

Para o calculo da producdo diaria de espermatozoides (PDE), a concentracdo de
espermatozoides por testiculo foi dividida por 6,1, que € o nimero de dias em que as

espermatides maduras (estagio 19 da espermiogénese) estdo presentes no epitélio seminifero.
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4.2.6. Contagem do nimero e célculo do tempo de transito dos espermatozoides no epididimo

Os epididimos direitos tiveram as por¢des cabeca/corpo e caudas separadas logo apds a
coleta e permaneceram congeladas até a homogeneizacdo, conforme descrito para o testiculo.
Apos diluicdo de 20 vezes, procedeu-se a contagem de espermatozoides em cémaras de
Neubauer, utilizando microscopio optico (Nikon YS2-T).

A média aritmética dos campos contados resultou no ndmero de espermatozoides
expresso em milhdes por mL, que multiplicado pelas dilui¢des utilizadas, resultou no nimero
de espermatozoides/6rgdo que, dividido pela PDE, expressa o tempo de transito dos
espermatozoides (nimero de dias requeridos para que eles atravessem as diferentes porcbes

epididimarias), em dias.

4.2.7. Andlise da motilidade espermaética

Imediatamente apds a eutanasia dos animais, os espermatozoides foram obtidos do
ducto deferente esquerdo, sendo liberados com ajuda de uma seringa, no meio PBS a 34°C. A
avaliacdo da motilidade dos espermatozoides foi realizada em cdmaras de Neubauer utilizando
microscopio Optico (Nikon YS2-T) em aumento de 200X. Os gametas foram classificados em:
movel, com trajetdria progressiva; movel, sem progressdo e imével de acordo com Perobelli e

colaboradores (2012). Avaliaram-se 200 espermatozoides por animal em duplicata.

4.2.8. Analise da morfologia espermatica

Os espermatozoides foram obtidos do ducto deferente direito, sendo liberados com
ajuda de uma seringa e fixados em formol-salina a 10%. A seguir foram feitos esfregagos em
laminas histoldgicas, que foram deixadas secar ao ar livre por 90 minutos e entdo observadas
em microscopio Optico (Nikon YS2-T) (SEED et al., 1996). Analisaram-se 200
espermatozoides por animal e as anormalidades morfologicas encontradas foram classificadas
em duas categorias: a) anormalidades da cabeca (sem curvatura caracteristica, em forma de
alfinete ou isolada) e b) anormalidades da cauda (enrolada, quebrada, dobrada e isolada)
(FILLER, 1993).

4.2.9. Analise da integridade de membrana plasmatica
Para a anélise da integridade de membrana plasmatica (vitalidade), uma gota de solucao
espermatica em tampdo fosfato-salino (PBS) e duas gotas de solugdo de coloracdo

eosina/nigrosina foram colocadas em uma lamina histoldgica, e com o auxilio de outra lamina
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realizou-se o esfregaco. Duzentos espermatozoides foram contados em microscopio 6ptico
(Nikon YS2-T), utilizando a objetiva de 40X e classificados como: ndo corados (intacto, vivo)

e com coloragédo vermelha (com membrana danificada).

4.2.10. Determinacdo da integridade da membrana acrossomal

A membrana acrossomal foi analisada pela coloracdo de Pope (POPE; ZHANG;
DRESSER, 1991). Para isso, preparou-se a solucdo para a coloracdo com 1% (p/v) de Rosa
Bengala, 1% (p/v) de Fast Green FCF e 40% de etanol em tampé&o de Mcllvaine’s (0,1 M de
acido citrico e 0,2 M de fosfato dissddico), ajustando o pH da solucgdo final entre 7,2 e 7,3.

As amostras espermaticas foram coletadas da cauda do epididimo (5 pL) e adicionadas
a 45 uL de citrato de sodio 2,9% em solucao fisiologica 0,9%. A essa mistura, foi adicionada a
solucdo de coloracéo (1:1) e, apds setenta segundos em temperatura ambiente, foram realizados
esfregagos em l&minas utilizando de 5 a 10 pL da solugdo final. As laminas secaram a
temperatura de 37 °C.

Observaram-se 200 espermatozoides por lamina, em microscopio optico (Nikon YS2-
T), em objetiva 40X, caracterizando-0s em integros e ndo integros, conforme sua aparéncia. A
ndo integridade da membrana acrossomal foi identificada pela por¢céo anterior da cabeca do

espermatozoide levemente mais clara que a porgéo posterior.

4.2.11. Forma de anélise de resultados

Para comparacdo dos resultados foram utilizados os testes estatisticos de Kruskall-
Wallis, com o teste “a posteriori” de Dunn, e ANOVA com o teste “a posteriori” de Tukey,
dependendo das caracteristicas de cada variavel. Foi considerado como nivel de significancia
estatistica o limite de 5% (p < 0,05). As analises estatisticas foram feitas utilizando o software
estatistico InStat 5.0 da GraphPad Software. Os graficos foram feitos utilizando o software
Origin 8.5 da Originlab.

4.3. Modelos miméticos de membrana celular

43.1. GUVs

As GUVs foram preparadas utilizando o método gel descrito por Weinberg et al. (2013).
O fundo de um béquer de 5 mL foi preenchido com 200 pL de uma solucio de PVA (1.10° M)
e seco em estufa com temperatura entre 50 e 75 °C até que se formasse um filme de PVA no

fundo do béquer. Apos a secagem foram espalhados, separadamente, 10 uLL de solucao dos
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lipidios DPPC, POPC e DOPC diluidos em cloroférmio e concentragdo 1.10° M. O sistema foi
deixado em vacuo por uma hora e trinta minutos para a remocdo total solvente. Ao término da
secagem, adicionou-se 1 mL da solucdo de sacarose (0,2 M) no béquer e a formacdo das
vesiculas se deu em uma hora e meia. Para a formacdo das GUVs de DPPC, a solucdo de
sacarose foi pré-aquecida a temperatura de 55° C, i.e., acima da temperatura de transicdo do
lipidio, e a formacéo das vesiculas se deu em banho maria com temperatura controlada em 60°
C.

Para estudar a interacdo das GUVs com o etefon, aliquotas de 50 puL de solucéo de
GUVs foram adicionadas a um suporte de vidro de oito pocos (Ibidi, Munique, Alemanha)
contendo 200 pL de solugdo de glicose (0,2 M) na auséncia e na presenca de etefon (1.10% M).
As solucdes de glicose e sacarose, de mesma osmolaridade, foram preparadas em agua
ultrapura. As vesiculas foram observadas em um microscépio confocal (Nikon C2/C2si Eclipse
Ti-E, Kyoto, Japdo), usando uma objetiva de ar de 40x, NA 0,6 através da técnica de contraste
de fase. Videos de ao menos 30 min foram adquiridos e vérias coletas de imagem foram feitas
para medida, a fim de quantificar o nimero de GUVs afetadas por etefon. As medidas foram

realizadas em triplicata e as imagens foram analisadas pelo software ImageJ.

4.3.2. Isotermas n-A

O fosfolipidio fosfatidilcolina (PC) representa a maior parte dos glicerolipidios
presentes na parede da membrana celular de espermatozoides de mamiferos (GULAYA et al.,
2001). Sendo assim, foram estudadas monocamadas de DPPC, POPC e DOPC. As
monocamadas dos fosfolipidios DPPC, DOPC e POPC foram formadas em uma cuba de
Langmuir KSV NIMA LB de 200 mL a 23 °C. Para isso foram preparadas solugdes dos
fosfolipidios de concentragdo 1.10° M, utilizando cloroférmio como solvente. Foram
espalhados 30 pL das solugdes dos fosfolipidios, separadamente, na interface ar/agua. Apos o
espalhamento, aguardou-se cerca de 15 minutos para a evaporacdo do solvente, e entdo a
monocamada foi comprimida mecanicamente, e de forma simétrica, por barreiras moveis a uma
velocidade de 10 mm/min, registrando assim a isoterma n-A. Este procedimento foi realizado
em subfase aquosa, contendo agua ultrapura, e em subfase contendo etefon em diferentes
concentragdes, sendo elas 1.10°, 1.10° e 1.10* M, afim de observar se ha mudangas nas
isotermas m-A em baixas concentracfes. As solucdes de etefon utilizadas na subfase estavam
em pH 5,0, indicando que em todas as medidas realizadas o etefon estava inteiramente na forma

de &nion, ou seja, desprotonado.
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4.3.3. Mbdulo compressional (Cs™?)

) : : _ B .
O médulo compressional foi calculado por Cs™! = —A (ﬁ) , sendo A a area molecular
T

e 1 a pressao superficial. Os dados utilizados no célculo foram coletados das isotermas n-A para
0s casos analisados. Este método permite verificar possiveis mudancas estruturais durante a
compactacdo da monocamada e como a presenca do etefon na subfase pode afetar as
propriedades mecénicas das monocamadas dos fosfolipidios DPPC, DOPC e POPC.

Através do mddulo compressional é possivel determinar a susceptibilidade da
monocamada a compressao, além de ser Gtil na determinacdo das transicdes de fase. Quanto
maior 0 aumento da pressdo de superficie devido a compressdo, mais compactada estardo as
moléculas na monocamada e, consequentemente, maior sera o valor de Cs* (VOLLHARDT;
FAINERMAN, 2006). A Tabela 1 mostra as fases e intervalos que sdo atribuidos a cada uma
delas.

Tabela 1 — Fases e valores de modulo compressional

Fase da monocamada Valor de Cs* (mN/m)
Auséncia de monocamada 0
Liquido-expandida 10 -100
Liquido-condensada 100 — 250
Sélido 1000 — 2000

Fonte: ORTI1Z-COLLAZOS (2016)

4.3.4. Estudo da estabilidade

Em uma cuba de Langmuir contendo 200 mL de &gua ultrapura foram espalhados,
separadamente, 30 UL das solugdes de DPPC, DOPC e POPC, todas em concentracdo de 1.10°
3 M. Apds a completa evaporagdo do solvente (cerca de 15 minutos), as barreiras foram
comprimidas até o filme apresentar uma pressdo de superficie de 30 mN/m. Esta pressao de
superficie foi mantida constante pela movimentagdo compensatoria das barreiras (controladas
via software), durante o tempo de 4800 segundos (1h e 20min). O mesmo procedimento foi
realizado com 200 mL de etefon (1.10* M) na subfase. A estabilidade do filme foi avaliada
pela variagdo da &rea média ocupada pelas moléculas na superficie e os procedimentos

utilizados foram realizados em triplicata.
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4.3.5. Espectroscopia de absorcdo de reflexdo infravermelha de modulacdo de polarizagdo

(PM-IRRAS)

Os espectros de PM-IRRAS foram obtidos no Laboratorio do Grupo de Polimeros
Bernhard Gross no Instituto de Fisica da USP — S&o Carlos, utilizando um espectrofotdmetro
modelo PMI1550 da KSV Instruments. O espectro foi coletado no intervalo de 800 a 4200 cm'?
e resolucéo espectral de 8 cm™. Este equipamento é equipado com um detector HgCdTe modelo
PCI-3TE-10.6, com area ativa de 1x1 mm?.

As medidas foram realizadas com o angulo rasante de 80° a 23 °C, sendo 0s espectros
obtidos na pressdo superficial de 30 mN/m, pressao correspondente a pressdo lateral interna das
membranas celulares sob pressdo atmosférica e livre de interferentes externos (MARSH, 1996).
A membrana celular tende a manter uma densidade especifica de empacotamento lipidico em 30
mN.m™? (JANMEY; KINNUNEN, 2006). A pressio lateral também regula o funcionamento de
determinadas classes de proteinas presentes na membrana, que podem sofrer alteracdes de acordo
com as variag@es do contetdo lipidico (CANTOR, 1997).

Foram obtidos espectros para os fosfolipidios DPPC (1.10° M) na auséncia e presenca
de etefon (1.10* M). O sinal PM-IRRAS (S) é obtido pela diferenca entre os espectros s e p,
usando a equagdo: S = AR/R = (Rp-Rs)/(Rp+Rs) (BLAUDEZ et al., 1993; NAKAHARA,; LEE;
SHIBATA, 2010), onde Rp e Rs sdo as reflectancias polarizadas paralela (p) e perpendicular
(s) ao plano de incidéncia, respectivamente.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Avaliacdo da saude geral e reprodutiva dos ratos

5.1.1. Toxicidade geral

As preocupacOes acerca dos riscos potenciais & salde causados pela exposicdo a
agrotoxicos sdo eminentes (MARONI et al. 2006; GILDEN et al. 2010; SYAFRUDIN et al.,
2021). Porém, apesar dessa preocupacao, observa-se que alguns compostos ainda apresentam
poucos estudos sobre seus efeitos e toxicidade para a saude geral e reprodutiva, como é o caso
do etefon.

Durante o periodo de exposi¢cdo, ndo foram observados sinais clinicos de intoxicacéo,
entretanto, algumas modificacbes no padrdo de consumo de agua e racdo foram identificadas.
No consumo diario de &gua, houve um aumento (p < 0,05) no grupo E400 em relacdo ao grupo
controle e ao grupo E200 no 9° dia de exposicao. E no 27° dia, ocorreu um aumento (p < 0,05)
no consumo de dgua no grupo E400 em relacéo ao grupo controle (Figura 9A).

O consumo de racdo apresentou diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05) em
5 dias no decorrer da exposi¢do. No 6° dia houve um aumento no consumo de ragdo no grupo
E200 quando comparado ao grupo E150 e observou-se um aumento no consumo do grupo E400
em relagéo ao grupo E200. Esta mesma situagéo foi observada no 9° dia de exposic¢do. Nos dias
12 e 27 ocorreu um aumento no consumo do grupo E400 em relacdo ao grupo E200. E no 21°
dia de exposicdo, observou-se um aumento no consumo de racdo para o0 grupo E400 em
comparacdo ao grupo controle (Figura 9B).

Apesar das diferencas observadas no consumo diario de dgua e ingestdo de racao, estes
ndo comprometeram o peso final e 0 ganho de peso (Tabela x) dos animais expostos. Além
disso, os pesos dos 6rgaos reprodutivos, figado e rins ndo foram afetados pela exposi¢do ao
etefon (Tabela 2). Tais resultados corroboram com um estudo de toxicidade dérmica de 21 dias
(0, 25, 75 e 150 mg/kg/dia de etefon) com coelhos machos e fémeas. Efeitos cutaneos foram
observados em todas as doses, mas ndo foram observadas alteragcbes no peso corporal e peso
dos 6rgédos (USEPA, 1995).
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Tabela 2 — Peso final, ganho de peso e peso dos drgdos reprodutores, figado e rim dos ratos dos grupos controle e expostos a 150 (E150), 200
(E200) e 400 mg/kg (E400) de etefon

Grupos expostos ao etefon

Controle E150 E200 E400

Peso final dos animais (g)* 352,14 + 30,09 358,78 + 23,19 360,36 + 32,28 360,74 + 29,59
Ganho de peso (%)? 10,19 (8,82-11,06) 9,92 (5,45-10,99) 8,62 (5,41-13,25) 7,33 (5,94-10,54)
Testiculo (g)* 1,39 + 2,57 1,44 +1,23 1,50 + 1,94 1,44 2,32
Epididimo (mg)* 611,45 £ 51,42 601,00 £ 49,99 590,91 £ 80,74 571,64 £ 151,01
Prostata (mg)? 484,00 + 147,16 465,82 + 180,31 386,09 £ 121,84 442,27 + 195,56
Glandula seminal cheia (g)* 1,21 + 3,16 1,14+194 0,99 + 3,30 1,05+ 2,15
Glandula seminal vazia (mg)! 593,09 + 150,82 545,45 + 98,36 510,64 + 137,40 515,64 + 161,56
Figado (g)* 17,46 £ 2,10 17,56 £ 2,81 17,13 £ 3,46 18,61 + 1,68
Rim direito (g)* 1,45+ 1,96 141+1,15 1,44 +2.29 1,51+1,20

1Valores expressos em média + DP. ANOVA com teste a posteriori Tukey. 2Valores expressos como mediana (Q1 - Q3). Teste Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori”
de Dunn. Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p <0,05).
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Figura 9 — Consumos de &gua (mL) e racdo (g) dos ratos dos grupos controle e expostos a 150
(E150), 200 (E200) e 400mg/kg (E400) de etefon
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A — Consumo de dgua. B — Consumo de ragdo. Valores expressos em média. ANOVA com teste a posteriori Tukey.
Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

5.1.2. Andlise histopatoldgica

Na andlise histopatoldgica do testiculo é possivel observar que o grupo controle
apresentou estrutura normal dos tabulos seminiferos e tecido intersticial (Figura 10A e 10B).
E, também, epitélio germinativo testicular integro com diferentes tipos de células germinativas
e células de Sertoli e espermatozoides na luz do tdbulo seminifero (Figura 10C).

Os animais dos grupos expostos ao etefon apresentaram alteracdes testiculares focais e
com variabilidade interindividual. A alteracdo mais frequente nos animais dos trés grupos
expostos foi a esfoliacdo de células germinativas na luz dos tubulos seminiferos (Figura 10D —
10G). Na Figura 2E, observa-se a presenca de diferentes tipos de células germinativas imaturas
descamadas na luz dos tdbulos seminiferos. Tdbulos seminiferos com vacuolizacéo
intraepitelial (Figura 10H — 10J) foram observados em quatro animais dos grupos E200 e E400.

A vacuolizagéo no epitélio seminifero € a resposta morfologica das células de Sertoli
contra varias lesdes, entre eles a exposicao a agentes toxicos (CREASY, 2001). Essas células
exercem fungOes essenciais para garantir o sucesso da espermatogénese, ou seja, manutencao
da integridade do epitélio seminifero, barreira hematotesticular e nutricdo do epitélio seminifero
(RUSSEL et al.,, 1993). Assim, lesdes nessas células podem impactar fortemente a
espermatogénese.

Em dois animais do grupo E400 também ocorreu perda da integridade estrutural do
epitélio seminifero, com tubulos seminiferos com focos de perda intensa de células

germinativas, restando apenas células de Sertoli em toda a periferia da seccdo tubular e
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pequenos grupos de células germinativas (Figura 10K e 10L). Este resultado corrobora com o
resultado da contagem dos espermatozoides no testiculo para o grupo E400, onde observou-se
que a exposicdo ao etefon diminuiu o0 numero, a producéo diaria e o nimero de espermatozoides
por grama de testiculo. A intensa perda de células germinativas observada na analise
histopatoldgica pode ter influenciado na quantidade de espermatozoides no testiculo.

Estudos indicam que o etefon pode afetar a multiplicacdo e diferenciacdo celular, devido
a diminuicdo da expressao da proteina PCNA na espermatogdnia, que é essencial para a
replicacdo do DNA e crescimento e proliferacdo celular (KELMAN, 1997; WONG et al., 2000;
ABD ELDAIM et al., 2018), o que pode estar relacionado a redugdo da producdo espermatica
e alteracdes testiculares que foram observadas. Resultados semelhantes ao desse estudo foram
obtidos por Abd Eldaim e colaboradores (2018) que observaram diminuicdo na contagem de
espermatozoides em ratos expostos a 200 mg/kg de etefon. Outro estudo expondo ratos Wistar
a 10 e 100 mg/kg/dia de clorpirifés, também observou diminuicdo no numero de
espermatozoides (EL-TAWIL, 2014).
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Figura 10 - Fotomicrografias de sec¢des transversais de testiculo de ratos dos grupos controle
(A —C) e expostos a 150 (E150 - D, E), 200 (E200 - F, H, 1) e 400 mg/kg (E400 - G, J - L) de
etefon
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A - C) Grupo controle. D e E) Grupo E150. F, H e I) Grupo E200. G, J — L) Grupo E400. A e B - Estrutura normal
dos tabulos seminiferos (ts) e tecido intersticial (ti). C - Epitélio germinativo (eg) testicular integro com diferentes
tipos de células germinativas e células de Sertoli e luz do tdbulo seminifero com espermatozoides (sz). D, F, G -
Presenca de intensa esfoliacdo de células germinativas na luz de vérios tibulos seminiferos (*). E - Nota-se a
presenca de diferentes tipos de células germinativas imaturas descamadas na luz dos tibulos seminiferos. H, I, J -
Presenca de tubulos seminiferos com vacuolizagéo intraepitelial (setas). K - Perda de integridade estrutural do
epitélio seminifero, com focos de intensa perda de células germinativas (#). L - Epitélio seminifero com presenca
de células de Sertoli (cabeca de seta) em toda a periferia da seccdo tubular e apenas pequenos grupos de células
germinativas (circulos). sg: espermatogonia. sl: espermatdcito primario. sr: espermatide redonda. sa: espermatide
em alongamento. sz: espermatozoide. A, D, F, H: Aumento de 100x. B, G: Aumento de 200x. C, E, | —L: Aumento
de 400x. Hematoxilina - eosina (HE).
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Na analise histopatoldgica do epididimo observa-se que o grupo controle apresentou
epitélio do ducto epididimario com integridade morfologica, intersticio normal e lGmen com
espermatozoides nos segmentos cabeca (Figura 11A e 11B) e cauda (Figura 11C e 11D).
Entretanto, os grupos expostos ao etefon apresentaram alteracdes nas trés doses estudadas.

Assim como observado no testiculo, as lesGes epididimarias apresentaram diferencas
interindividuais e intergrupos. Animais do grupo E150 apresentaram epitélio da regido da cauda
epididimaria com grande namero de células claras (Figura 11E), inclusive com presenca de
célula clara hiperplasica (Figura 11F).

As células claras estdo presentes por todo o epididimo e desempenham a funcdo de
fagocitar as goticulas citoplasmaticas que sdo liberadas do espermatozoide em maturagéo e,
também, fagocita outros detritos luminais. O aumento das células claras pode ser causado pelo
aumento do namero de lisossomos no citoplasma envolvidos na endocitose, devido ao aumento
do acimulo de detritos no lumen (KEMPINAS; KLINEFELTER, 2014). Nesse estudo, notou-
se a presenca de massas de células epiteliais descamadas e célula germinativa acidéfila no
limen, caracterizando um aumento de detritos na regido. Tal fato, pode estar associado ao
aumento das células claras observado e, também, ao aparecimento de células claras
hiperplasicas, uma vez que pode ter ocorrido um aumento da endocitose, devido a presenca das
celulas esfoliadas.

Nos grupos E150 e E200 foi possivel observar a presenca de vacuolizagao intraepitelial
(Figura 111 e 11K) e célula germinativa aciddfila esfoliada no lGmen entre os espermatozoides
(Figuras 11J e 11K) em seis e quatro animais, respectivamente. Em um animal do grupo E200,
notou-se a presenca de corpo celular acidéfilo multinucleado no ldmen (Figura 11L). A
presenca da vacuolizagdo intraepitelial, assim como no testiculo, sinaliza uma perturbacdo no
ambiente luminal dos ratos dos grupos expostos ao etefon.

J& no grupo E400, observou-se a presenca de hiperplasia cribriforme na cauda do ducto
epididimario (Figura 11M — 110) em um animal. Nas Figuras 11N e 110 é possivel observar
o0 epitelio hiperplasico dobrando-se sobre si mesmo, formando estruturas pseudoglandulares.
Além disso, destaca-se a auséncia de espermatozoides no lumen do ducto epididimario na
regido de hiperplasia epitelial (Figura 11N). A hiperplasia cribriforme é uma alteracdo
hiperplasica no epitélio, onde este, normalmente, dobra-se sobre si mesmo e forma estruturas
pseudoglandulares. Essa alteracdo, em ratos tem sido associada a toxicidades testiculares e o
dobramento do epitélio pode ser uma resposta a falta de espermatozoides e fluido testicular e
atrofia do epididimo. Tais situagdes levam a uma ruptura do microambiente epididimal. A

hiperplasia cribiforme € frequentemente relacionada com a deplecdo androgénica,
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envelhecimento, atrofia testicular, criptorquidia e tumores (KEMPINAS; KLINEFELTER,
2014).

Segundo Abd Eldaim e colaboradores (2018), o etefon reduz significativamente os
niveis de testosterona, ou seja, induz a deplecdo androgénica. Desse modo, a presenca de
hiperplasia cribriforme observada poderia estar associada a deplecéo de testosterona causada
pela exposi¢do ao etefon. Entretanto, no presente estudo o peso da préstata ventral e glandula
seminal, que sdo andrégeno-dependentes, nao foram afetados pela exposicao ao agrotoxico.

Foi observado espessamento da lamina basal no ducto epididiméario no grupo E400
(Figura 11M — 110), que pode estar associado a um aumento de células mioides. A presenca
de aquaporinas 1 (AQP-1) nas células mioides contribui para a reabsor¢éo de liquidos e solutos,
com um papel fundamental na regulacao do fluxo de fluido transcelular (DOMENICONI et al.,
2008; TEIXEIRA etal., 2012). E pode apresentar relacdo com reduc¢édo na quantidade de fluidos
no limen epididimario e consequente hiperplasia cribriforme (KEMPINAS; KLINEFELTER,
2014). Apesar de ndo haver diferenca estatisticamente significativa, houve um aumento de
20.75% (cabeca-corpo) e 15.21% (cauda) no tempo de transito espermatico no epididimo no
grupo E400 em relacdo ao grupo controle. Desta forma, ndo ha indicios de aumento da
contragédo do ducto epididimario e do transporte luminal.

Além disso, notou-se a presenca de massa de células epiteliais descamadas no limen da
regido da cabeca epididimaria de um animal (Figura 11G e 11H). N&o foi encontrado na
literatura uma descricdo dessa alteracdo em epididimo, mas na literatura é reportada a presenca
dessa alteracdo na prostata. Ferruci e colaboradores (2017), em um estudo sobre a descamacéo
de células na prostata, relatou que as células sdo descamadas da membrana basal e ndo
interagem com as celulas vizinhas. Além disso, a maioria das células descamadas possuem

membrana plasmatica intacta.
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Figura 11 - Fotomicrografias de secgOes longitudinais dos segmentos cabeca e cauda do
epididimo dos ratos dos grupos controle (A - D) e expostos a 150 (E150 - E - J), 200 (E200 - K
M - O) de etefon

- O
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A — D) Grupo controle. E — J) Grupo E150. K — L) Grupo E200. M — O) Grupo E400. A - D - Integridade
morfologica do epitélio do ducto epididimario (ep), intersticio (in) e limen com espermatozoides (sz) nos
segmentos cabega (A e B) e cauda (C e D). E e F - Epitélio da regido da cauda epididimaria com grande nimero
de células claras (cc). Em F, observa-se presenga de célula clara hiperplasica. G e H - Presenga de massa de células
epiteliais descamadas no limen (*) da regido da cabeca epididimaria. | e K - Presenca de vacuolizacéo intraepitelial
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(seta). J e K - Presenca de célula germinativa acidofila esfoliada no limen (cabeca de seta) entre os
espermatozoides. L - Presenca de corpo celular acidéfilo multinucleado no limen (cabeca de seta) entre os
espermatozoides. M - Regido do ducto epididimario do segmento cauda com hiperplasia cribriforme (#). N — O -
Detalhe do epitélio hiperplasico, dobrando-se sobre si mesmo, com formagéo de estruturas pseudoglandulares
(setas). Em N, observa-se a auséncia de espermatozoides no limen, que pode ter levado ao dobramento epitelial.
M — O — Observa-se 0 espessamneto da lamina basal (Ib). A, B, G - J (seccdo da cabeca do epididimo). C, D, F, K
— O (secgdo da cauda do epididimo). A, C, E: Aumento de 100x. M: Aumento de 200x. B, D, F - L, N, O: Aumento
de 400x. Hematoxilina - eosina (HE).

5.1.3. Avaliagdo espermatica

Estudos vem sendo desenvolvidos a fim de avaliar anomalias qualitativas, incluindo
motilidade e vitalidade. Esses parametros desempenham papel importante na penetracdo do
espermatozoide para fecundagdo (PALOMO et al., 2010) e, consequentemente, NOS Processos
envolvidos na fertilidade (AUGER et al., 2000). No presente estudo a qualidade espermatica
dos grupos expostos ao etefon foi prejudicada. Apesar da auséncia de impacto sobre o tempo
de transito espermético na cabeca/corpo do epididimo, a maturacdo espermatica pode ter sido
afetada pela exposicdo ao etefon, considerando o comprometimento da motilidade dos
espermatozoides.

A exposicdo ao etefon afetou a contagem de espermatozoides no testiculo (Tabela 3). O
namero de espermatozoides no testiculo e a producdo diaria de espermatozoides diminuiram (p
<0,05) no grupo E400 em comparacao ao grupo controle e E150. O nimero de espermatozoides
por grama de testiculo também sofreu uma diminuicdo no grupo E400 em relagcdo ao grupo
controle apenas. A contagem de espermatozoides no epididimo e o tempo de transito

espermatico foram semelhantes (p > 0,05) entre os grupos de exposicao.



54

Tabela 3 - Contagens de espermatozoides no testiculo e epididimo em ratos dos grupos controle e expostos a 150 (E150), 200 (E200) e 400 mg/kg
(E400) de etefon

Grupos expostos ao etefon

Parametro Controle E150 E200 E400
Contagem de espermatozoides no testiculo

Nimero de espermatozoides (x 10°) 141,35+ 11,26a 135,61 +12,34a  133,24+9,79ac 121,99 + 11,58hc
(N‘i'g)‘e‘j;‘)’ de espermatozoides por grama de 0190 1 74 4 19 183 10548 + 13,61ac 102,40 + 11,84ac 92,54 + 10,87hc
X

Producdo diaria de espermatozoides 2317+1,85a  2223+203a  21,84+16lac 19,99 +1,90hc
(x 10%/testiculo/dia)

Contagem de espermatozoides na cabega/corpo

do epididimo

Numero de espermatozoides (x 10°) 103,33 + 16,10 103,57 + 27,69 95,50 £ 22,32 108,24 + 16,46
(N‘irgs‘j;()’ de espermatozoides por grama de O1ga0 444 35 4 3971 32803+91,84  30621+39.96 333,30 + 34,99
Transito espermatico (dias) 4,48 £ 0,84 4,70 £ 1,46 4,37 £0,98 5,41+ 0,65
Contagem de espermatozoides na cauda do

epididimo

Numero de espermatozoides (x 10°) 146,00 + 24,39 141,45 + 19,23 142,58 + 37,99 144,58 + 23,36
(N‘irgs‘jg)’ de espermatozoides por grama de O1gd0 ¢4y o4 4 5415 57937+6271  618,75+108,09 631,87 + 8470
Transito espermatico (dias) 6,31+ 0,96 6,44 + 1,28 6,51 + 1,65 7,27 +1,32

Valores expressos em média £ DP. ANOVA com teste a posteriori Tukey. Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significativa (p <0,05).
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Os resultados demonstram que ocorreu uma reducdo significativa (p < 0,05) na
porcentagem de espermatozoides com motilidade progressiva (Figura 12A) nos trés grupos
expostos em relagcdo ao grupo controle. Consequentemente, houve um aumento (p < 0,05) da
motilidade ndo progressiva (Figura 12B) nesses grupos. J& a porcentagem de espermatozoides
imdveis (Figura 12C) apresentou um aumento (p < 0,05) apenas no grupo E200 em relagdo ao
grupo controle.

Houve reducdo significativa (p < 0,05) no percentual de espermatozoides
morfologicamente normais nos grupos E200 e E400 (Figura 12D). Além disso, o grupo E400
apresentou mais (p < 0,05) anormalidades quando comparado ao grupo E150 (Figura 12D). A
morfologia da cabeca do espermatozoide sofreu 0 mesmo padrdo de alteracdo descrito
anteriormente (Figura 12E) e a alteracdo mais observada foi presenca de cabeca espermatica
isolada. Ja a porcentagem de espermatozoides com alteracdes na cauda aumentou (p < 0,05)
nos trés grupos expostos em relagdo ao grupo controle (Figura 12F). A alteragdo mais
frequentemente observada foi a presenca de cauda espermatica dobrada, seguida de cauda

isolada.
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Figura 12 - Motilidade e morfologia de espermatozoides dos ratos dos grupos controle e

expostos a 150 (E150), 200 (E200) e 400mg/kg (E400) de etefon
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A — Motilidade com progressdao. B — Motilidade sem progressdo. C — Imdveis. D — Espermatozoides com
morfologia normal. E — Anormalidades morfoldgicas da cabeca. F — Anormalidades morfologicas da cauda.
Valores expressos como mediana (Q1 - Q3). Teste Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” de Dunn. Letras
diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p <0,05).

A porcentagem de espermatozoides com membrana plasmatica integra sofreu reducao

(p <0,05) nos grupos E200 e E400 em relagédo ao grupo controle e entre os grupos E150 e E400
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(Figura 13A). O mesmo resultado foi observado para a integridade de membrana acrossomal

dos espermatozoides (Figura 13B).

Figura 13 - Integridade da membrana plasmatica (A) e acrossomal (B) dos ratos dos grupos
controle e expostos a 150 (E150), 200 (E200) e 400mg/kg (E400) de etefon
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Valores expressos como mediana (Q1 - Q3). Teste Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” de Dunn. Letras
diferentes indicam diferenca estatisticamente significativa (p <0,05).

A reducdo da motilidade progressiva e, consequentemente, o0 aumento da motilidade néo
progressiva e no nimero de espermatozoides imdveis observados corroboram com a diminuigao
do nimero de espermatozoides com membrana plasmatica intacta. A morfologia espermatica
também foi comprometida com a exposi¢cdo ao etefon. O nimero de espermatozoides
morfologicamente normais diminuiu nos grupos expostos e ocorreu um aumento de
anormalidades na cabeca e cauda nos espermatozoides desses grupos.

Tais resultados sdo semelhantes aos obtidos por Abd Eldaim e colaboradores (2018),
onde animais expostos ao etefon apresentaram diminuicdo significativa na vitalidade,
motilidade total, motilidade progressiva e contagem espermatica. Além disso, aumentaram
significativamente as anormalidades dos espermatozoides, os danos no tecido testicular e no
DNA e os espermatozoides imoveis.

O acrossoma dos espermatozoides € uma organela derivada do complexo de Golgi que
forma uma espécie de capa sobre a parte anterior do ndcleo e contém enzinas digestivas. Tais
enzimas sao liberadas durante a reagdo acrossdmica, um evento exocitotico, e decompdem a
membrana plasmatica do ovocito, permitindo assim a penetragdo do espermatozoide no ovécito
Il (ROTEM et al., 1992). Nesse estudo o etefon reduziu o nimero de espermatozoides com a

membrana acrossomal integra nos grupos E200 e E400 em relagdo ao grupo controle. Também
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houve uma reducdo significativa entre os grupos E150 e E400. Anormalidades morfoldgicas ou
no acrossoma podem comprometer a fertilizagdo (MENKVELD et al., 1996; GARRETT et al.,
1997), no presente estudo o0 aumento do numero de anormalidades morfoldgicas e a redugdo do
numero de espermatozoides com membrana plasmatica e acrossomal integra podem refletir em
prejuizos para a fertilidade.

Outros estudos foram desenvolvidos afim de avaliar a exposi¢do a agrotoxicos e 0s
efeitos sobre a integridade da membrana acrossomal. Segundo Saalfeld e colaboradores (2018),
a exposicdo de camundongos a 10 mg/kg de atrazina por 21 dias, também ocasiona uma
diminuicdo no nimero de espermatozoides com membrana acrossomal integra. Em um estudo
de exposicéo de ratos Wistar adultos a fipronil por 28 dias, constatou-se uma diminuicao de 20
e 24% na integridade da membrana acrossomal nos grupos expostos a 5 e 10 mg/kg,
respectivamente (KHAN et al., 2015).

5.2. Estudo da interagdo molecular entre fosfatidilcolinas e etefon

A partir dos resultados observados para a membrana plasmatica dos espermatozoides,
deu-se inicio ao estudo molecular da interacdo entre as fosfatidilcolinas DPPC, POPC e DOPC
e etefon (1.10* M).

5.2.1. Interacdo de bicamadas lipidicas com etefon
Para o estudo da interacdo das bicamadas lipidicas com etefon, foram utilizadas GUVs
obtidas com DPPC, POPC e DOPC (Figura 14). Essas vesiculas foram observadas quanto a sua

formacdo e os efeitos adversos na auséncia e na presenca de etefon (1.10* M).

Figura 14 — GUVs de DPPC, POPC e DOPC na auséncia de etefon, apds 30 min de observacéao
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As GUVs em sua formacdo apresentam curvatura espontanea, que ¢ uma propriedade
relacionada as diferencas na composicdo dos lipidios ou na composicdo da solucao através da
membrana. Quando o sistema € perturbado, ocorre mudancas nessa curvatura. Nesse caso, a
curvatura espontanea pode ser positiva, apresentando estruturas externas, ou pode ser negativa,
com estruturas internas. As diferentes curvaturas sdo assumidas pelo sistema apds a
perturbacdo, com o objetivo de minimizar a energia termodinamica do sistema (DIMOVA,
2019). Os efeitos morfologicos observados, estdo relacionados a esse processo.

Para o DPPC foram obtidas GUVs com conformacéo estavel e na fase gel - Lg na
temperatura ambiente (23 £ 1 °C). (NAGARAJAN et al., 2012). Na auséncia de etefon, apenas
1,8% das GUVs formadas perderam o contraste de fase ap6s 30 minutos de observacao. Ja na
presenca de etefon, 6,7% das GUVs expostas sofreram algum dano em sua estrutura, sendo a
perda do contraste de fase o efeito mais observado (5,7%) (Figura 15), seguido do formato pera

em apenas 1% das GUV:s alteradas.

Figura 15 — Imagens de microscopia de contraste de fase de GUVs de DPPC, apds 30 minutos

de exposicéo ao etefon
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A e B—-GUVs de DPPC com auséncia de contraste de fase.

As GUVs de POPC apresentaram-se em formato esférico e, nas condi¢des analisadas,
ndo foram percebidas flutuacdes na forma das vesiculas. Na auséncia do etefon, apenas 1,8%
das GUVs formadas apresentaram algum dano em sua estrutura, sendo a formacéo de buds e a
perda do contraste de fase os danos observados. A presenca do etefon no sistema afetou 58,4%
das GUVs expostas. Os dois efeitos mais observados foram a perda do contraste de fase (57%)
e aexploséo de vesiculas (Figura 16). Outros efeitos como GUVs no formato pera e bud também

foram observados em menor quantidade.
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Figura 16 — Imagens de microscopia de contraste de fase de GUVs de POPC expostas ao etefon

A a F — Exploséo de vesiculas. G a | — Processo de perda do contraste de fase. O tempo de andlise é mostrado na
parte superior de cada imagem capturada.

As GUVs de DOPC apresentaram-se em formato esférico e, nas condicOes
experimentais utilizadas, ndo houve flutuaces na forma das vesiculas. Na auséncia de etefon,
3,1% das GUVs formadas por DOPC apresentaram formacéo de bud, sendo este o Unico efeito
observado. Vale destacar que esse efeito € comum na formacéo de GUVs de DOPC (YU et al.,
2010). Ja para as GUVs expostas ao etefon esse valor foi de 9,7% de GUVs afetadas e o efeito
mais observado foi a perda do contraste de fase, seguido da formagdo de buds e formato pera.

A abertura dos poros e permeabilizacdo da membrana é resultado das quebras das
cadeias lipidicas ocasionas pelas reacGes de oxidacao sofridas naturalmente pelos fosfolipidios
insaturados. Desse modo a formacéo de aldeidos truncados favorece um aumento na distancia
lipidio-lipidio e, consequentemente, a perda de contraste de fase (PAZIN et al., 2021). Neste
estudo o etefon pode estar gerando uma desorganizacdo na bicamada lipidica. Essa
desorganizacdo pode estar favorecendo o processo de oxidacao e ocasionando um aumento na
distancia lipidio-lipidio, resultando no aumento da perda de contraste de fase observado.

Embora o POPC e DOPC estejam na fase fluida na temperatura de analise (23 £ 1°C) e
sejam insaturados, ndo observamos no DOPC a mesma intensidade de perda de contraste de
fase que observamos para 0 POPC. Além disso, para 0 DOPC também ndo foi observado a

explosdo de vesiculas que se observou para 0 POPC em poucos minutos de exposicdo. Esses
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resultados demonstram que os efeitos do etefon podem ser induzidos quimicamente nas

vesiculas e ndo de acordo com a fase em que os lipidios estao.

5.2.2. Interacdo das monocamadas lipidicas com etefon

A partir dos resultados obtidos para as bicamadas, procedeu-se o estudo com as
monocamadas a fim de entender as interagdes entre o etefon e os fosfolipidios em estudo. Na
Figura 17 sdo apresentados os resultados das isotermas n-A para o fosfolipidio DPPC (1.1073
M) em subfase aquosa, na auséncia e na presenca do etefon, nas concentragdes 1.10°, 1.10° e
1.10* M. Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente (23 °C) e em triplicata
e as médias das triplicatas s@o apresentadas para facilitar a visualizacao.

A Figura 17 também apresenta a isoterma nt-A do estudo realizado afim de identificar a
atividade superficial do etefon (1.10* M) em subfase aquosa. Para isso, as barreiras da cuba
foram comprimidas na auséncia de lipidios na interface ar/agua. Vale salientar que o etefon,
nessa mais alta concentragcdo utilizada neste estudo, ndo apresenta atividade superficial e,
portanto, ndo forma monocamadas. Esta conclusdo se d& como base na analise de que o valor
da pressao superficial ndo se alterou durante toda a compressdo das barreiras, considerando-se

apenas a presenca do etefon na subfase.

Figura 17 — Isotermas n-A de DPPC na auséncia e presenca de etefon em diferentes

concentragdes
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Isotermas 7-A obtidas a 23 °C para monocamadas de DPPC na subfase contendo &gua ultrapura e etefon 1.10°¢
(linha verde), 1.10°° (linha azul) e 1.10* M (linha vermelha). Isoterma n-A obtidas a 23 °C com etefon 1.10* M
em subfase aquosa na auséncia de fosfolipidio (linha roxa).
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A isoterma m-A em subfase aquosa para o DPPC apresenta perfil caracteristico do
fosfolipidio (RUIZ et al., 2017), com valor médio de area extrapolada de 58 A2 A éarea
extrapolada foi determinada tragando uma linha da regido de mais alto empacotamento lipidico
até a pressdo zero. Pode-se observar a presenca bem definida das fases gasosa, liquido-
expandida e liquido-condensada e o colapso € atingido em 59 mN/m. Observa-se um platd a 7
mN/m que indica a coexisténcia das fases liquido-expandida e liquido-condensada
caracteristico para o fosfolipidio. Para o DPPC, todas as concentracdes do etefon nao
provocaram mudancas no perfil da isoterma n-A, bem como ndo provocaram deslocamentos
significativos.

A diferenca de cargas entre o etefon (negativo) e o grupo colina (positivo) pode gerar
uma interacdo de atracdo eletrostatica entre as moléculas. Porém, a auséncia de alteracdes nas
isotermas de DPPC pode indicar que o etefon, por possuir alta solubilidade em agua e pela carga
negativa, permanece na subfase, abaixo da monocamada de DPPC, sem ocupar uma &rea na

interface ar/agua, conforme ilustrado na Figura 18.

Figura 18 — Esquema representativo da estruturacdo da monocamada de DPPC na fase

condensada para as subfases contendo etefon

Fonte: Préprio autor

Além da interacdo atrativa com o grupo colina, outra possivel interacdo do etefon seja
com o grupo hidratado fosfato. A presenca do grupo fosfato no DPPC promove um ambiente
repulsivo para o fosfato presente no etefon. Desse modo, ocorreria uma interacdo eletrostatica
repulsiva entre os grupos fosfato do DPPC e do etefon. Essa interacdo pode ser uma das
responsaveis pelo fato do etefon ndo ocupar uma area na interface ar/agua, uma vez que essa
repulsdo ndo permite que o etefon interaja com as areas superiores da cabeca do lipidio.

Outra hipotese para o etefon ndo ocupar uma area na interface ar/agua se deve ao

empacotamento da monocamada. O DPPC, por ndo possuir insatura¢es na cauda, forma uma
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monocamada mais organizada. Ou seja, 0 espacamento entre os lipidios ndo deixa espacos
livres para o etefon ocupar uma &rea na interface ar/agua.

Resultado semelhante foi obtido por Morato e colaboradores (2021) ao investigarem 0s
efeitos do inseticida organofosforado acefato sobre monocamadas de DPPC. Esse estudo
demonstrou auséncia de alteragBes na isoterma n-A de DPPC na presenca de acefato. Porém,
embora o acefato ndo tenha deslocado a isoterma m-A, houve interagdo com 0s grupos
hidratados colina e fosfato.

Complementando os estudos das isotermas n-A, na Figura 19 sdo apresentados 0s
gréaficos de médulo compressional por pressdo de superficie para o lipidio DPPC nas subfases
contendo agua ultrapura e etefon nas concentragdes 1.10°, 1.10° e 1.10* M. A Figura 10B
apresenta um grafico comparativo e a Tabela 4 os valores de compressibilidade das
monocamadas de DPPC na auséncia e presenca de etefon na pressdo de superficie 30 mN/m,

pressao correspondente as condi¢des das membranas celulares (MARSH, 1996).

Figura 19 — Gréafico do médulo compressional por pressdo de superficie de DPPC na auséncia e

presenca de etefon em diferentes concentracfes
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A — Curvas de Cs* em funcdo da presséo de superficie para as monocamadas de DPPC obtidas das isotermas n-A
nas subfases contendo agua ultrapura e etefon 1.10°6 (linha verde), 1.10°5 (linha azul) e 1.10* M (linha vermelha).
B — Gréfico de barras Cs* obtido das isotermas n-A de DPPC em & = 30 mN/m na subfase contendo &gua ultrapura
(barra preta) e etefon 1.10° (barra verde), 1.10°° (barra azul) e 1.10* M (barra vermelha).
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Tabela 4 — Valores de médulo compressional em 30 mN/m para as monocamadas de DPPC na
auséncia e presenca de etefon nas diferentes concentragoes

Monocamada Cst (mN/m) Desvio padréo
DPPC 166,3 0,5
DPPC + Etefon 1.10° M 171,8 0,4
DPPC + Etefon 1.10° M 154,7 0,2
DPPC + Etefon 1.10* M 156,5 0,4

O DPPC em subfase aquosa apresentou resultado coerente com o descrito na literatura
(STUNGES et al., 2017). Os valores obtidos para 30 mN/m estdo dentro da faixa liquido
condensada, referente ao intervalo de Cs™ entre 100 e 250 mN/m (DAVIES; RIDEAL, 1963).
A presenca do etefon na subfase, nas trés concentracfes estudadas, ndo causou mudancas
significativas na elasticidade da monocamada. E possivel observar que os valores de modulo
compressional (Tabela 4) sofreram alteragGes, porém permanecem no intervalo de Cs*
referente a fase liquido condensada.

Na Figura 20 sdo apresentados os resultados das isotermas 7-A para o fosfolipidio POPC
(1.10° M) em subfase aquosa, na auséncia e na presenca do etefon, nas concentragdes 1.10°,
1.10° e 1.10* M. Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente (23 °C) e em

triplicata e as médias das triplicatas sdo apresentadas para facilitar a visualizacao.

Figura 20 — Isotermas n-A de POPC na auséncia e presenca de etefon em diferentes

concentracoes
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Isotermas 7-A obtidas a 23 °C para monocamadas de POPC na subfase contendo agua ultrapura e etefon 1.10°¢
(linha verde), 1.10°® (linha azul) e 1.10* M (linha vermelha).
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A isoterma m-A em subfase aquosa para o POPC apresenta perfil caracteristico do
fosfolipidio (RUIZ et al., 2021), com valor médio de area extrapolada de 82 A2. O perfil da
isoterma ndo apresenta as transicdes de fases bem definidas, como observado para o DPPC. A
auséncia das transicdes de fase bem definidas esta relacionada com as insaturacdes presentes
nas cadeias alifaticas e a temperatura de transicdo (-2 °C) do fosfolipidio. Na temperatura em
que as isotermas z-A foram obtidas (23 °C) o POPC encontra-se na fase fluida, onde as cadeias
sdo mais desordenadas e, por estar muito acima da temperatura de transicdo, a monocamada
ndo atinge a fase liquido-condensada, sendo possivel observar apenas as fases gasosa e liquido-
expandida (SENNATO et al., 2005; AOKI et al., 2016).

Em 30 mN/m, as isotermas n-A na presenca de etefon 1.10° e 1.10° M apresentaram
deslocamento pouco significativo, de 2 A2 (2/82 = 2,4%). A maior concentracio do composto
(1.10% M) apresentou deslocamento de 3 A% (3/82 > 3,6%) em comparacdo com a
monocamada de POPC em &gua ultrapura. Um estudo desenvolvido por Pereira e colaboradores
(2018) identificou a preferéncia de interagdo entre a molécula Eosina Y e fosfolipidios
insaturados. Ao avaliar a exposi¢do de DPPC, POPC e DOPC a Eosina Y, observou-se maior
interacdo com as fosfatidilcolinas insaturadas. A preferéncia foi relacionada ao fato de que na
temperatura ambiente (23 °C), o POPC se encontra na fase fluida e possui cadeias mais
desordenadas e menos empacotadas. Esse desordenamento das cadeias facilita a incorporagéo
do composto na interface ar/agua, permitindo que ele fique embebido entre as cabecas e,
consequentemente, ocupe uma area na interface ar/dgua. A area ocupada € vista nos
deslocamentos apresentados pelas isotermas n-A.

Embora haja deslocamentos na isoterma n-A na presenca de etefon, nota-se que em altas
pressOes esse deslocamento ndo é mais observado. Isso indica que o etefon ndo permanece na
interface ar/agua até o colapso da monocamada. A Figura 21 ilustra as possiveis estruturagdes

gue a monocamada de POPC adquiri na presenga do etefon nas fases liquida e condensada.
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Figura 21 — Esquema representativo da estruturacdo da monocamada de POPC nas fases liquida

e condensada para as subfases contendo etefon

A Fase liquida B Fase condensada

Fonte: Proprio autor

Na Figura 22A sdo apresentados os graficos de médulo compressional por pressdo de
superficie para o lipidio POPC nas subfases contendo agua ultrapura e etefon nas diferentes
concentrages (1.10°, 1.10° e 1.10“ M). A Figura 22B apresenta um grafico comparativo e a
Tabela 5 os valores de compressibilidade das monocamadas de POPC na auséncia e presenca

de etefon na pressao de superficie 30 mN/m.

Figura 22 — Gréfico do médulo compressional por pressdo de superficie de POPC na auséncia
e presenga de etefon em diferentes concentragdes
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A — Curvas de Cs™ em fungéo da presséo de superficie para as monocamadas de POPC obtidas das isotermas z-A
nas subfases contendo agua ultrapura e etefon 1.10°6 (linha verde), 1.10° (linha azul) e 1.10* M (linha vermelha).
B — Grafico de barras Cs* obtido das isotermas n-A de POPC em = = 30 mN/m na subfase contendo agua ultrapura
(barra preta) e etefon 1.10°6 (barra verde), 1.10°° (barra azul) e 1.10* M (barra vermelha).
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Tabela 5 — Valores de médulo compressional em 30 mN/m para as monocamadas de POPC na

auséncia e presenca de etefon nas diferentes concentragdes

Monocamada Cs! (mN/m) Desvio padréao
POPC 89,5 0,6
POPC + Etefon 1.10% M 83,9 1,1
POPC + Etefon 1.10° M 83,3 0,6
POPC + Etefon 1.10* M 80,0 0,8

O resultado de médulo compressional para 0 POPC em subfase aquosa é coerente com
0 descrito na literatura (ANDREEVA et al., 2018). Os valores obtidos para 30 mN/m
encontram-se dentro da faixa liquido expandida, com Cs* < 100 mN/m (DAVIES; RIDEAL,
1963). O POPC, quando comparado ao DPPC, apresenta menores valores de Cs™ por ser mais
fluido e ndo apresentar as transi¢fes de fase de forma clara. Com a presenca de etefon na
subfase, nas trés concentracdes de estudo, as monocamadas ndo apresentaram mudancas
significativas na elasticidade. Observa-se que a variagdo de valores de Cs™ (Tabela 5) néo foi
suficiente para promover mudangas de fase nas monocamadas, apesar dos deslocamentos
observados nas isotermas n-A.

Na Figura 23 sdo apresentados os resultados das isotermas m-A para o fosfolipidio
DOPC (1.10°% M) em subfase aquosa, na auséncia e na presenca do etefon, nas concentragdes
1.10°, 1.10° e 1.10* M. Todas as medidas foram realizadas em temperatura ambiente (23 °C)
e em triplicata e as médias das triplicatas sdo apresentadas para facilitar a visualizacéo.
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Figura 23 — Isotermas n-A de DOPC na auséncia e presenca de etefon em diferentes

concentracOes
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Isotermas 7-A obtidas a 23 °C para monocamadas de DOPC na subfase contendo agua ultrapura e etefon 1.106
(linha verde), 1.10° (linha azul) e 1.10* M (linha vermelha).

Para a monocamada de DOPC em subfase aquosa, a isoterma n-A apresenta perfil
caracteristico do fosfolipidio (AOKI et al., 2016; PAZIN et al., 2021), com valor médio de &rea
extrapolada de 79 A% A monocamada de DOPC também n3o apresenta as transicdes de fase
bem definidas. Como ja dito para o POPC, a auséncia das transices bem definidas esta
relacionada a presenca de insaturacdes nas caudas hidrofobicas do fosfolipidio (SENNATO et
al., 2005; AOKI et al., 2016).

As monocamadas de DOPC na presenca de etefon nas concentragdes do estudo também
apresentaram deslocamento pouco significativo, de 3 A? (3/79 = 3,8%) em 30 mN/m, quando
comparadas com as monocamadas na auséncia de etefon. Porém, as alteragdes decorrentes da
presenca do etefon sdo observadas mesmo em altas pressdes superficiais, 0 que ndo ocorreu
para 0 DPPC ou POPC. Isso indica que o etefon permanece embebido na interface ar/agua até
o colapso da monocamada. A Figura 24 ilustra as possiveis configuracfes da monocamada de

DOPC na presenga de etefon nas fases liquida e condensada.
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Figura 24 — Esquema representativo da estruturacdo da monocamada de DOPC nas fases liquida
e condensada para as subfases contendo etefon

A Fase liquida B Fase condensada

Fonte: Proprio autor

Entre os fosfolipidios utilizados no estudo das monocamadas, 0 DOPC foi que mostrou
mais interagir com o etefon, uma vez que foi o Unico que apresentou deslocamento nas
isotermas n-A em todas as concentracOes estudadas. Levando em consideragdo que os trés
lipidios estudados apresentam o mesmo grupo fosfatidilcolina, que o DPPC ndo apresentou
deslocamentos nas isotermas n-A na presenca do etefon, e 0 POPC e DOPC apresentaram
deslocamentos, reforga-se a hipotese de que as insaturagcdes promovem uma monocamada mais
desordenada e facilita a incorporacéo do etefon na monocamada. O efeito dessa incorporacéo é
mais sentido nas monocamadas de DOPC, pois apresenta duas insaturacgdes, enquanto o POPC
apresenta apenas uma.

A Figura 25A apresenta os graficos de mddulo compressional por presséo de superficie
para o lipidio DOPC nas subfases contendo agua ultrapura e etefon nas diferentes concentragoes
(1.10°, 1.10° e 1.10* M). Na Figura 25B e na Tabela 6 sdo apresentados, respectivamente, um
grafico comparativo e os valores de compressibilidade das monocamadas de DOPC na auséncia

e presenca de etefon na presséo de superficie 30 mN/m.



70

Figura 25 — Gréfico do modulo compressional por pressao de superficie de DOPC na auséncia

e presenca de etefon em diferentes concentracfes
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A — Curvas de Cs* em funcdo da pressdo de superficie para as monocamadas de DOPC obtidas das isotermas -
A nas subfases contendo agua ultrapura e etefon 1.10° (linha verde), 1.10°° (linha azul) e 1.10# M (linha vermelha).
B — Grafico de barras Cs™ obtido das isotermas n-A de DOPC em = = 30 mN/m na subfase contendo agua ultrapura
(barra preta) e etefon 1.10° (barra verde), 1.10°° (barra azul) e 1.10* M (barra vermelha).

Tabela 6 - Valores de modulo compressional em 30 mN/m para as monocamadas de DOPC na

auséncia e presenca de etefon nas diferentes concentracdes

Monocamada Cs! (mN/m) Desvio padréo
DOPC 82,6 0,8
DOPC + Etefon 1.10° M 89,1 1,0
DOPC + Etefon 1.10° M 86,5 0,3
DOPC + Etefon 1.10* M 84,5 0,2

Os resultados observados para 0 DOPC em subfase aquosa séo coerentes com o descrito
na literatura (HAC-WYDRO et al., 2007). Os valores obtidos para 30 mN/m encontram-se
dentro da faixa liquido expandida, com Cs™ < 100 mN/m (DAVIES; RIDEAL, 1963). O DOPC,
assim com o POPC, apresenta menores valores de Cs™ quando comparado ao DPPC por ser
mais fluido e ndo apresentar as transicdes de fase de forma clara. Na presenca de etefon, nas
trés concentracdes de estudo, observa-se que a variacio de valores de Cs™ ndo sugere mudanga
de fase nas monocamadas, indicando que apesar dos deslocamentos observados nas isotermas

n-A, ndo houve mudangas na fluidez da monocamada.
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5.2.3. Estudo da histerese e estabilidade das monocamadas lipidicas

Ciclos de compressdo-descompressdo da monocamada de DPPC foram estudados na
auséncia e presenca de etefon 1.10* M na subfase. Este estudo tem como objetivo observar se
h& formacdo de agregados estaveis durante o processo de compressdo e descompressdo. A
formacdo desses agregados é o que caracteriza a presenca da histerese. Na Figura 26A sdo
apresentados dois ciclos de compressdo-descompressédo da monocamada de DPPC na auséncia

e presenca de etefon. Os ciclos foram analisados até = = 30 mN/m.

Figura 26 — Ciclos de compressao-descompresséo e curvas de estabilidade das monocamadas
de DPPC na auséncia e presenca de etefon
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A - ciclos de compressao-descompressdo obtidos a 23 °C para as monocamadas de DPPC na subfase contendo
agua ultrapura (linha preta) e etefon 1.10 M (linha vermelha). B - curvas de estabilidade obtidas a 23 °C para
monocamadas de DPPC na subfase contendo agua ultrapura e etefon 1.10** M (linha vermelha).

As isotermas 7-A de compressdo da monocamada em agua ultrapura sdo semelhantes as
obtidas na Figura 17. As isotermas n-A obtidas na descompresséo, quando ocorre a abertura
das barreiras, sdo semelhantes as isotermas n-A de compressdo e retornam a pressdo nula ao
final do ciclo. E possivel observar uma pequena diminuicdo de area molecular média na
descompressao em relagdo a compressao, porém ndo sugere que o filme forme agregados.

Resultados semelhantes foram obtidos por Xu e Zuo (2018) em um estudo com
monocamadas de DPPC, onde também ocorre o deslocamento do ciclo de descompressdo para
menores areas moleculares média. A compressdo promove uma maior estabilidade para a
monocamada que é perturbada pela descompressdo. Como a descompressdo ocorre
sucessivamente a compressao e de forma rapida, as moléculas ndo conseguem se desvencilhar
totalmente, gerando o deslocamento observado (PIRES et. al., 2022).
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As isotermas 7-A obtidas nos ciclos de compressao-descompressédo da monocamada de
DPPC na presenca de etefon 1.10* M sdo semelhantes as obtidas na auséncia do composto.
Portanto, mesmo com as interacOes ja descritas anteriormente entre o etefon e a monocamada
de DPPC, ndo houve formacéo de agregados que levariam a monocamada a histerese.
As monocamadas também foram utilizadas no estudo de estabilidade. Para isso, a monocamada
foi comprimida até = = 30 mN/m e permaneceu nessa pressao por 4800 segundos na auséncia
e na presenca de etefon 1.10 M (Figura 26B).

A monocamada de DPPC demonstrou-se estavel com o passar do tempo, apresentando
uma variacdo de area molecular de apenas 3 A. O mesmo resultado foi observado para a
estabilidade da monocamada na presenca do etefon, que apresentou a mesma variagao de area
molecular observada para a monocamada na auséncia do composto. Desse modo, é possivel
inferir que o etefon ndo induziu mudancas na estabilidade da monocamada.

A Figura 27 apresenta dois ciclos de compresséo-descompressdo e as curvas obtidas
para as medidas de estabilidade da monocamada de POPC em subfase contendo &gua ultrapura
e etefon 1.10* M. Para esse estudo, as monocamadas foram comprimidas até = = 30 mN/m e,

somente para a analise da estabilidade, permaneceram nessa pressao por 4800 segundos.

Figura 27 — Ciclos de compressao-descompressdo e curvas de estabilidade das monocamadas
de POPC na auséncia e presenca de etefon
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A - ciclos de compressdo-descompressao obtidos a 23 °C para as monocamadas de POPC na subfase contendo
agua ultrapura (linha preta) e etefon 1.10* M (linha vermelha). B - curvas de estabilidade obtidas a 23 °C para
monocamadas de POPC na subfase contendo agua ultrapura e etefon 1.10* M (linha vermelha).

No primeiro ciclo (Figura 27A), as isotermas m-A de compressdo obtidas para o
fosfolipidio POPC na auséncia e presenca de etefon sdo semelhantes as obtidas na Figura 20.

Nota-se que dois ciclos de compressao-descompressao na auséncia e presenca de etefon séo
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semelhantes. No primeiro ciclo ha histerese na auséncia e presenca de etefon na subfase. No
segundo ciclo ndo é possivel observar a histerese vista no primeiro e as isotermas 7-A deslocam-
se para menores areas na auséncia e presenca do etefon. Porém, no caso do etefon, seja no
primeiro ou no segundo ciclo, as isotermas w-A estdo em maiores areas moleculares em
comparagao com os ciclos sem etefon, como ja foi observado na Figura 20.

Os fosfolipidios insaturados sdo sensiveis a reages de hidrolise, que € um processo
natural sofrido pelo fosfolipidio e ocorre devido a quebra da ligacdo do grupo carbonila. Ao
sofrer essa quebra, o POPC fornece os seguintes produtos: 1-Acil-Lyso-PC, 2-Acil-Lyso-PC,
acidos graxos livres e glicerofosforilcolina. A formacdo de Lyso-PC € uma das principais razées
para a ocorréncia de instabilidade quimica e fisica observadas para as monocamadas na
histerese e nas bicamadas, uma vez que essa molécula possui propriedades detergentes e pode
desestabilizar a mono e bicamada de POPC (GRIT et al., 1989).

Além das reac@es de hidrolise, os fosfolipidios insaturados também sofrem um processo
de oxidacdo natural. A oxidacdo das liga¢fes duplas C=C em lipidios pode ser mediada por
uma variedade de espécies reativas presentes na atmosfera, como oxigénio singleto, 0zdnio ou
o radical OH (DIX; AIKENS, 1993; ELIASON; GILMAN; VAIDA, 2004). Apos a reacdo
dessas espécies reativas com as insaturacdes da cadeia, ocorre formacédo de aldeidos lipidicos
truncados (BACELLAR; BATISTA, 2019). A possivel ocorréncia dos dois processos citados,
hidrélise e oxidacdo, podem ser os responsaveis pela perda de area molecular média observada
no segundo ciclo da histerese.

A monocamada de POPC em &gua ultrapura mostrou-se instavel com o transcorrer do
tempo (Figura 27B). Esse efeito também pode estar relacionado com as reacGes de hidrolise e
oxidagdo que esse fosfolipidio pode fazer. Esse fato explica a instabilidade da monocamada de
POPC no decorrer dos 4800 segundos do experimento.

A monocamada de POPC na presenga de etefon apresentou 0 mesmo perfil observado
para a monocamada em agua ultrapura. O deslocamento observado nas isotermas m-A € noS
ciclos de compressdo-descompressdo também foi observado na curva de estabilidade. 1sso
indica que o etefon, mesmo embebido entre as cabecas dos lipidios na interface ar/dgua, na
pressdo de 30 mN/m, ndo influencia nos processos de hidrolise e oxidagdo sofridos
naturalmente pelo POPC.

A Figura 28 apresenta dois ciclos de compressao-descompressao e as curvas obtidas
para as medidas de estabilidade da monocamada de DOPC em subfase contendo &gua ultrapura
e etefon 1.10 M. Para esse estudo, as monocamadas foram comprimidas até = = 30 mN/m e,

somente para a analise da estabilidade, permaneceram nessa presséo por 4800 segundos.
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Figura 28 — Ciclos de compressdo-descompressdo das monocamadas de DOPC na auséncia e
presenca de etefon
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A - ciclos de compressdo-descompressao obtidos a 23 °C para as monocamadas de DOPC na subfase contendo
agua ultrapura (linha preta) e etefon 1.10“ M (linha vermelha). B - curvas de estabilidade obtidas a 23 °C para
monocamadas de DOPC na subfase contendo agua ultrapura e etefon 1.10* M (linha vermelha).

Para o primeiro ciclo (Figura 28A), as isotermas n-A de compressdo obtidas para a
monocamada de DOPC sdo semelhantes as apresentadas na Figura 23. As isotermas de
descompressdo (abertura das barreiras) sdo semelhantes as isotermas m-A de compressdo,
retornando a pressdo nula ao final do ciclo. No segundo ciclo, 0 mesmo comportamento
observado para 0 POPC ocorreu para 0 DOPC, apresentando deslocamento para menor area
molecular média.

Na presenca de etefon, observa-se que a isoterma ©-A (Figura 28A) de compressao
apresenta um pequeno deslocamento, quando comparado a isoterma n-A de compresséo do
DOPC em &gua ultrapura. A isoterma m-A de descompressdo (abertura das barreiras) é
semelhante a de compressdo. No segundo ciclo, nota-se 0 mesmo comportamento observado
para o DOPC em agua ultrapura, as isotermas n-A de compresséo e descompressao apresentam
deslocamento para menor area molecular média.

O DOPC é um fosfolipidio que possui insaturaces em sua cadeia alifatica e,
consequentemente, sofre os processos de oxidacao e hidrdlise ja descritos anteriormente. Tal
fato justifica a diminuicdo da area molecular média que ocorre no segundo ciclo para esse
fosfolipidio, independentemente da presenca de etefon na subfase aquosa.

A curva de estabilidade da monocamada de DOPC em agua ultrapura (Figura 28B)
apresentou comportamento tipico para o fosfolipidio. Aqui também observamos a diminuicao
da &rea ocupada devido ao processo natural de oxidag&o e hidrélise do fosfolipidio. Na presenca

de etefon a curva de estabilidade apresenta deslocamento semelhante ao observado na isoterma
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n-A, mas néo altera o perfil da curva, indicando que embora o etefon esteja presente na interface
ar/agua, ndo influéncia nos processos naturais sofridos pelo DOPC.

Apds a etapa inicial da reacdo de oxidacgéo, que faz com que o estiramento do vinil CH
desapareca, a decomposicao posterior resulta na inser¢do de uma variedade de grupos polares
que contém oxigénio em sua composi¢do. Por sua vez, estes compostos aumentam a
solubilidade e restringem o movimento livre das cadeias aliféticas, formando ligacGes de
hidrogénio com o meio circundante, nesse caso agua (WONG-EKKABUT et al., 2007). Outro
resultado da oxidacdo € a quebra das cadeias alifaticas, gerando aldeidos ou alcoois de cadeia
curta mais soltveis em agua (CATALA, 2006; PAZIN et al., 2021). Portanto, de forma geral
para os fosfolipidios insaturados (POPC e DOPC neste caso), a quebra das cadeias alifaticas,
formando produtos mais solGveis em agua (Figura 29), pode ser é a principal responsavel pela
diminuicdo da area observada no segundo ciclo de compressao-descompressdao e curva de

estabilidade, independentemente da presenca de etefon na subfase aquosa.

Figura 29 - Esquema representativo da oxidacdo de fosfolipidio insaturado e formacéo de

aldeido
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5.2.4. PM-IRRAS

Complementando os estudos das monocamadas e com 0 objetivo de compreender quais
grupos presentes nos lipidios foram alterados na exposi¢é@o ao etefon, foram obtidos espectros
de PM-IRRAS para 0 DPPC, POPC e DOPC na auséncia e na presenca de etefon (1.10 M).

A Figura 30 apresenta os espectros de PM-IRRAS obtidos para as monocamadas de
DPPC em éagua ultrapura e etefon 1.10* M, a 30 mN/m, no intervalo de 900 a 1800 cm™
(cabeca) e no intervalo de 2800 a 2980 cm™ (cauda), e os valores referentes aos modos
vibracionais das bandas presentes no espectro (Tabela 7). O intervalo espectral corresponde as

vibragdes dos grupos presentes na cabeca polar do fosfolipidio.
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Figura 30 — Espectros de PM-IRRAs do fosfolipidio DPPC na auséncia e presenca de etefon
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Espectros de PM-IRRAS obtidos o fosfolipidio DPPC em &gua ultrapura (linha preta) e na presenca de etefon 1.10°
4 M (linha vermelha) a 30 mN/m.

Tabela 7 — Atribuicdes das principais bandas de vibragdo da cabeca do DPPC na auséncia e

presenca de etefon na subfase

Grupo DPPC (cm?) DPPC + Etefon (cm™)
vas(CN'N) 943 924

vs(PO2) 1065 1060
vas(PO2) 1220 1245

8(CHz) 1470 1470

v(C=0) 1737 1737

vs(CH2) 2849 2847
vas(CH2) 2920 2920

Vas CH3 2965 2952

Vas — estiramento antissimétrico. vs— estiramento simétrico. & — deformacdo angular. v- estiramento.

O espectro de PM-IRRAS da monocamada de DPPC na subfase contendo agua ultrapura
apresenta as bandas caracteristicas para o fosfolipidio, estando de acordo com a literatura
(AOKI et al., 2016; PEREIRA et al., 2018; MORATO et al., 2021). Nota-se a presenc¢a do
estiramento antissimétrico do grupo colina (vas(CN*N)), os estiramentos simétrico e
antissimétrico do grupo fosfato (vs(PO2) e vas(PO2)), a deformacdo angular do grupo CH>

(6(CH2)), o estiramento simétrico do grupo carbonila (v(C=0)), os estiramentos simeétrico e
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antissimétrico do grupo CH> (vs(CH:) e vas(CH2)) e o estiramento antissimétrico do grupo CH3
(vas(CHg)).

Para a regido da cabeca do fosfolipidio, na presenca de etefon houve deslocamento do
estiramento antissimétrico do grupo colina (vas(CN*N)) de 943 para 924 cm™. Portanto, mesmo
ndo observando mudangas nas isotermas m-A, 0 deslocamento é consistente com a ocorréncia
de uma interacdo atrativa entre o grupo cationico do DPPC, colina, e o etefon desprotonado.
Morato e colaboradores (2021) obtiveram resultados semelhantes ao exporem monocamadas
de DPPC ao inseticida organofosforado acefato, indicando que esse pode ser um
comportamento comum dos organofosforados a interagdo com o grupo hidratado colina.

O estiramento simétrico do grupo fosfato (vs(PO27)), na presenca do etefon, deslocou de
1065 para 1060 cm™. J4 o estiramento assimétrico do grupo fosfato deslocou de 1220 para 1245
cm. Essas mudangas nas bandas de fosfato indicam que a interacdo entre as moléculas de
etefon e DPPC podem ter afetado a ligacdo de hidrogénio do grupo fosfato com as moléculas
de &gua na vizinhanca. Ja é reportado na literatura que os grupos fosfato tém se mostrado
passiveis de realizar ligagdes de hidrogénio com moléculas de dgua (ARRONDO; GONI,
MACARULLA, 1984).

O espectro de PM-IRRAS de DPPC na presenca de etefon ndo apresentou alteracdo nas
bandas dos grupos CH2 (1470 cm™) e carbonila (1737 cm™). A auséncia de alterages nesses
grupos reforca as hipéteses de interagdo do etefon com a colina e fosfato, presentes na cabeca
do fosfolipidio.

Ja para a regido da cauda do fosfolipidio, na presenca de etefon na subfase, ndo houve
deslocamento significativo da banda do estiramento antissimétrico do grupo CH. (2920 cm™)
e nota-se o deslocamento de apenas 2 cm™ da banda do estiramento simétrico do grupo CH>
(2849 para 2847 cm™). Embora ndo se observe deslocamentos na banda do estiramento
antissimétrico e para o estiramento simétrico o deslocamento seja muito pequeno, a intensidade
relativa entre eles (vs(CH2)/vas(CH2)) aumentou de 0,42 para 0,86 na presenca de 1.10“ M de
etefon na subfase.

Na literatura ja é reportado que o aumento da intensidade relativa se deve a uma
desestruturacdo nas cadeias da monocamada (LEVIN et al., 1985). Esta desestruturagéo da
monocamada afeta o grupo CHs, levando a um deslocamento de 13 cm™ (2965 para 2952 cm-
1) (DICKO, BOURQUE; PEZOLET, 1998; SILVA et al., 2018). Esses resultados demonstram
gue, embora, as moléculas de etefon ndo penetrem na regido hidrofébica do fosfolipidio, as
interacbes com 0s grupos presentes na cabecga perturbam a organizagédo da monocamada. Essa
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perturbacdo pode estar presente na bicamada e pode ser a responsavel pelos efeitos observados
nas GUVs.

A Figura 31 apresenta os espectros de PM-IRRAS obtidos para as monocamadas de
POPC em 4&gua ultrapura e etefon 1.10“% M, & 30 mN/m, no intervalo de 900 a 1800 cm™
(cabeca) e no intervalo de 2800 a 3000 cm™ (cauda), e os valores referentes aos modos
vibracionais das bandas presentes no espectro (Tabela 8). O intervalo espectral corresponde as

vibrac6es dos grupos presentes na cabeca polar do fosfolipidio.

Figura 31 - Espectros de PM-IRRAs do fosfolipidio POPC na auséncia e presenca de etefon
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Espectros de PM-IRRAS obtidos o fosfolipidio POPC em &gua ultrapura (linha preta) e na presenca de etefon 1.10
4 M (linha vermelha) a 30 mN/m.
Tabela 8 — Atribuicdes das principais bandas de vibracdo da cabeca do POPC na auséncia e

presenca de etefon na subfase

Grupo POPC (cm?) POPC + Etefon (cm™)
vas(CN*N) 1009 1009

vs(PO2) 1066 1056

vas(PO?) 1233 1255

v(C=0) 1722 1744

vs(CHz) 2852 2852

vas(CH2) 2920 2928

Vas(CH3) 2948 -
v(HC=CH) 2988 2995

Vas — estiramento antissimétrico, vs — estiramento simétrico. & — deformag&o angular. v- estiramento.
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Para a regido da cabeca do fosfolipidio, na presenca de etefon ndo houve deslocamento
do estiramento antissimétrico do grupo colina (vas(CN*N)). A banda do estiramento
antissimétrico do grupo fosfato (vas(PO2)) deslocou de 1233 cm™ para 1255 cm™. Ja a banda
do estiramento simétrico do grupo fosfato (vs(PO2)) deslocou de 1066 cm™ para 1056 cm™. Na
literatura é reportado que o deslocamento da banda do grupo P=O para menores nimeros de
onda, é consequéncia do aumento da hidratagio desse grupo (FRINGELI; GUNTHARD, 1981).

A banda relativa ao estiramento do grupo carbonila (v(C=0)) do POPC esté localizada
em 1722 cm™. A posicdo dessa banda, assim como do grupo fosfato, estd relacionada a
hidratacdo da regido polar do lipidio, além da polaridade do meio. A localiza¢do dessa banda
em menores nimeros de onda, quando comparado ao DPPC, confirma uma maior fluidez para
a monocamada de POPC (HUO et al., 1999). Apds a exposicdo ao etefon, houve um
deslocamento para 1744 cm™ da banda do estiramento do grupo carbonila (v(C=0)). Esse
deslocamento pode estar relacionado as alteracbes na solvatacdo do grupo carbonila
(SCHMIDT et al., 2015).

Os resultados observados para os deslocamentos das bandas do estiramento
antissimétrico do grupo fosfato (vas(PO27)) e das bandas do estiramento do grupo carbonila
(V(C=0)) estao intrinsecamente ligados a hidratacdo da regido polar do lipidio. Esses resultados
sugerem que o POPC pode ter passado pelo processo natural de hidrélise ja citado
anteriormente, devido aos grupos atingidos.

Para a regido da cauda do fosfolipidio, na presenca de etefon na subfase, ndo houve
deslocamento da banda do estiramento simétrico do grupo CH. (2852 cm™). Para a banda de
estiramento antissimétrico do grupo CH> (vas(CH2)) nota-se um deslocamento de 8 cm™ (2920
para 2928 cm™). A intensidade relativa entre os estiramentos citados aumentou de 0,48 para
2,19. Além disso a banda referente ao estiramento do grupo CHs (vas(CH3)) ndo é vista na
presenca do etefon e o estiramento v(HC=CH) deslocou de 2988 cm! para 2995 cm™.

Conforme ja discutido para o DPPC, o aumento da intensidade relativa gera uma
desestruturacao nas cadeias da monocamada que pode ter afetado o grupo CHj3 e levado ao
desaparecimento de sua banda na presenca do etefon. Esses resultados podem indicar que o
etefon ndo permanece apenas na subfase, mas também interage com a regido da cauda do
fosfolipidio.

A Figura 32 apresenta os espectros de PM-IRRAS obtidos para as monocamadas de
DOPC em agua ultrapura e etefon 1.10* M, a 30 mN/m, no intervalo de 900 a 1800 cm™

(cabeca) e no intervalo de 2800 a 3000 cm™ (cauda), e os valores referentes aos modos
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vibracionais das bandas presentes no espectro (Tabela 9). O intervalo espectral corresponde as

vibragdes dos grupos presentes na cabeca polar do fosfolipidio.

Figura 32 - Espectros de PM-IRRAs do fosfolipidio DOPC na auséncia e presenca de etefon
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Espectros de PM-IRRAS obtidos o fosfolipidio POPC em agua ultrapura (linha preta) e na presenca de etefon 1.10
4 M (linha vermelha) a 30 mN/m.

Tabela 9 — Atribuicbes das principais bandas de vibracdo da cabeca do DOPC na auséncia e

presenca de etefon na subfase

Grupo DOPC (cm) DOPC + Etefon (cm™)
vas(CN*N) 979 965
vs(PO2) 1064 1065
Vas(POZ-) 1225 1218
v(C=0) 1688 1674
vs(CH2) 2868 2843
vas(CHo) 2921 2936
v(HC=CH) 2989 2998

Vas — estiramento antissimétrico. vs — estiramento simétrico. & — deformagéo angular. v- estiramento.

As bandas da regido da cabeca do DOPC na presenca de etefon foram ligeiramente
alteradas. Os estiramentos simétrico vs(PO2") e antissimétrico vas(PO2") do grupo fosfato
deslocaram de 1064 cm™ e 1225 cm™ para 1065 cm™ e 1218 cm'?, respectivamente. Conforme

ja discutido para o POPC, o deslocamento da banda do grupo P=0 para menores numeros de
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onda infere uma maior hidratagdo desse grupo. Outro grupo que esta ligado a hidratagdo e
também apresentou deslocamento foi o grupo carbonila v(C=0) que passou de 1688 cm™ para
1674 cm™. Esses resultados sugerem que o DOPC também possa ter sofrido processo de
hidrdlise.

Para a regido da cauda, a insercdo de etefon na subfase gerou efeitos em todas as bandas
observadas. Os estiramentos simétrico vs(CH2) e antissimétrico vas(CH2) referentes ao grupo
CH_ deslocaram de 2868 cm™ e 2921 cm™ para 2843 cm™ e 2936 cm™*. A banda do estiramento
do grupo v(HC=CH) também apresentou um deslocamento de 9 cm™'. Esses deslocamentos
sugerem que o etefon, assim como para o DPPC e o POPC, esteja causando uma desordem nas
cadeias do DOPC. Além disso, o etefon talvez ndo esteja permanecendo apenas na subfase, mas
interagindo com a regido da cauda do fosfolipidio também. Esses resultados corroboram com
os que foram observado nas isotermas n-A, onde os deslocamentos na presenca do etefon foram

mantidos até o colapso.
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6. CONCLUSAO

Em geral, pode-se concluir que a exposicdo oral de ratos machos ao etefon causou
toxicidade leve sobre a satde geral dos animais, evidenciada pelas alteracdes nos consumos de
agua e racdo. A analise histopatologica do testiculo e epididimo revelou alteracGes focais e
interindividuais nos grupos expostos ao etefon. As alteracbes observadas corroboram a
diminuicdo da quantidade de espermatozoides na contagem no testiculo. Na avaliacdo
espermatica notou-se uma reducdo no numero de espermatozoides com motilidade progressiva
e um aumento na motilidade ndo progressiva. Também foi observado um aumento de
espermatozoides com morfologia, membrana plasmética e membrana acrossomal
comprometidas. Sendo assim, a exposicao oral dos ratos machos ao etefon levou a mudangas
estruturais e funcionais nos espermatozoides, indicando uma reducdo na quantidade e qualidade
dos mesmos, com possiveis implicacdes na fertilidade.

As GUVs de DPPC foram as que apresentaram menor interacdo com o etefon e,
consequentemente, menor numero de efeitos morfologicos foram observados. Ja as GUVs de
POPC foram as que apresentaram maiores efeitos morfologicos (perda de contraste de fase,
formato pera e buds), com danos a estrutura da bicamada. Além disso, também observamos a0
rompimento de vesiculas com apenas 5 minutos de exposicdo ao etefon. O POPC ¢ um
fosfolipidio sensivel a reagdes de hidrolise e oxidagdo, que ocasionam a quebra dessa molécula
em moléculas menores. Porém, em comparacao com o grupo controle e ainda considerando as
possiveis reacdes de hidrolise e oxidacdo, pode-se afirmar que a exposi¢do ao etefon ¢
responsavel pelas alteracdes morfologicas e rompimento das vesiculas de POPC. O DOPC
também apresentou os mesmos efeitos morfologicos observados nas GUVs de POPC expostas
ao etefon, porém em menor numero (9,7%) quando comparado ao POPC (58%).

Para compreender as interagdes em nivel molecular observadas nas bicamadas, foram
estudadas monocamadas de DPPC, POPC e DOPC. Os filmes de Langmuir mostraram que o
etefon interage com as monocamadas dos trés fosfolipidios investigados. O maior efeito nas
monocamadas foi observado para o fosfolipidio DOPC, pois o etefon se manteve na interface
ar/agua até o colapso, provocando deslocamentos para maiores areas nas isotermas n-A. As
monocamadas de POPC também foram deslocadas para maiores areas na presenca de etefon na
subfase, mas o composto ndo se manteve até a pressao de colapso, sendo expulso da interface
ar/agua quando a isoterma n-A alcanca pressdes acima de 30 mN/m. Ja a interacdo com o
fosfolipidio DPPC ocorreu de forma eletrostatica com 0s grupos presentes na cabecga polar
(colina e fosfato). Porém, a interacdo ndo permitiu que o etefon ocupasse uma area na interface

ar/agua e, por esse motivo, ndo foram observados deslocamentos das isotermas zn-A. No estudo
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de estabilidade das monocamadas, conclui-se que o etefon ndo interfere no processo oxidagédo
e hidrolise que é sofrido naturalmente pelos fosfolipidios POPC e DOPC, nem na estabilidade
do DPPC.

A analise das monocamadas por PM-IRRAS confirmou a interacdo eletrostatica do
DPPC com o etefon através do deslocamento observado para o grupo colina (vas(CN*N)).
Apesar de ndo se observarem muitos efeitos nas bicamadas e deslocamentos nas monocamadas
de DPPC, o etefon gera uma desestruturacdo das cadeias, evidenciado pelo aumento da
intensidade relativa entre os estiramentos simétrico e antissimétrico do grupo CH». Para o
POPC, a andlise de PM-IRRAS fortaleceu a hipdtese de que os danos morfoldgicos nas
bicamadas sejam devidos as reacdes de hidrélise sofridas pelo fosfolipidio na interagdo com o
etefon, pois houve deslocamento das bandas do grupo fosfato e das bandas do grupo carbonila,
que sdo grupos que estdo intrinsecamente ligados a hidratacdo da regido polar do lipidio. A
regido da cauda também sofreu uma desestruturacdo pela exposicdo ao etefon. O DOPC
também apresentou deslocamentos dos grupos responsaveis pela hidratacdo da regido polar do
fosfolipidio e as cadeias também apresentaram uma desestruturacdo devido a exposicdo ao
etefon em ambos 0s casos.

Diante disso, pode-se concluir que o etefon pode gerar danos a salde geral, saude
reprodutiva e a membrana celular. Tais resultados evidenciam a importancia de estudos que
avaliem a toxicidade geral e reprodutiva de agrotdxicos, principalmente do etefon que apresenta
poucos estudos. Estudos que identifiquem os niveis de exposic¢do real no local de trabalho,
especialmente de homens que sdo a maioria dos trabalhadores nas lavouras, também sdo de
extrema importancia. Além disso, estudos primarios envolvendo apenas as interacGes
moleculares, como foi realizado nesta tese com os sistemas miméticos, também sdo de

fundamental importancia para compreender o mecanismo de acdo dos agrotoxicos.
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