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Revisdo da Literatura 1

Praguicidas como contaminantes ambientais

Os praguicidas merecem particular atencdo como possiveis agentes
téxicos e cancerigenos ambientais. Nao sdo apenas os trabalhadores agricolas e
industriais que estao constantemente expostos a estes compostos, mas também a
populagdo em geral esta sob risco de exposigao crénica via ar, agua e alimentos
(Cocco, 2002). Nesta area, a Organizacdo Mundial de Saude (WHO) e a
Organizacdo de Alimentos e Agricultura das Nagdes Unidas (FAO) estabeleceram
indices de ingestao diaria aceitavel (IDAs) de residuos de praguicidas. As IDAs sao
valores limites que, baseadas em conhecimento atualizado sobre os aspectos
toxicolégicos de determinado agente quimico, indicam que é improvavel que a
exposicao a seus residuos represente qualquer risco a saude humana se forem
ingeridos dentro daqueles limites durante toda a vida dos individuos. A IDA de
determinado praguicida é geralmente obtida a partir de doses criticas, como o
'NOEL, ®NOAEL, °LOAEL e “LOEL, verificados em estudos de toxicidade com
animais de laboratério e corrigidos por fatores de seguranga, que podem variar de
10 a 2.000 vezes (WHO, 1962; Lu, 1988; 1991).

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

de Residuos em Alimentos (PARA) pesquisou 4.001 amostras de alimentos in natura

'NOEL (no-observed-effect-level) = nivel sem efeito observavel; NOAEL (no-observed-adverse-
effect-level) = nivel sem efeito adverso observavel, *LOEL (lowest-observed-effect-level) = menor
nivel com efeito observavel; *LOAEL (lowest-observed-adverse-effect-level) = menor nivel com efeito

adverso observavel.
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(alface, banana, batata, cenoura, laranja, mag¢ad, mamé&o, morango e tomate)
coletadas em 12 estados da Federacdo. Do total de amostras analisadas, 3.271
apresentavam residuos de produtos, dos quais 931 (28,5%) estavam irregulares,
pois continham niveis acima dos Limites Maximos de Residuos (LMR) (16,6%) ou
continham residuos de praguicidas ndo autorizados para aquele tipo de cultura
(83,4%). As culturas com maior freqiéncia de irregularidades foram as de tomates,
macgas e morangos. Particularmente com relagcdo aos tomates, foram detectados
residuos de seis praguicidas nao autorizados para essa cultura (dicofol, dieldrin,
endossulfan, monocrotofés, clorpirifés e diclorvés) e cinco outros, embora
autorizados, apresentaram residuos acima do LMR: metamidofds, permetrina,
triazofds, ditiocarbamatos e cialotrina (ANVISA, 2005).

Dentre os praguicidas encontrados pela ANVISA como contaminantes, um
era ditiocarbamato, dois eram do grupo dos piretroides (permetrina e cialotrina), trés
organoclorados (dicofol, dieldrin e endosulfan) e cinco organofosforados (diclorvos,
monocrotofds, clorpirifés, metamidofés e triazofés). A estimativa do risco da
exposicao aos clorados € complexa; devido a sua caracteristica lipofilicidade e
acumulagdo no organismo, possiveis efeitos somatoérios ou sinérgicos podem
ocorrer quando ha exposi¢ao concomitante e ou prolongada a dois ou mais desses
agentes. Como eles podem se acumular na agua, por suspensao ou sedimentagao,
ou ainda ligarem-se a particulas do solo - propriedades devidas as suas ligagdes
cloro-carbono, de dificil quebra - sua persisténcia e de seus metabdlitos no meio
ambiente leva a exposicdo continua de animais e seres humanos. Embora os
fosforados também possuam caracteristicas lipofilicas, as reacdes de
biotransformagdes (oxidagdo, clivagem hidrolitica e redugdo) tornam seus

metabdlitos menos lipofilicos, sendo considerados pouco persistentes, pois séo
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degradados no periodo de 1 a 12 semanas. Ja os piretrdides, sdo degradados
rapidamente por reacdes de hidrdlise e oxidacdo no ambiente, sendo considerados

de modo geral como nao persistentes (Larini, 1999).

Desreguladores endécrinos e praguicidas agricolas

Nos ultimos anos, muitos estudos apontaram para o fato de que alguns
xenobidticos como farmacos, solventes e poluentes ambientais podem mimetizar ou
antagonizar os efeitos dos hormdnios esteroides, como estrégenos e andrégenos.
Neste sentido, estes agentes podem ser considerados como “desreguladores
endocrinos”, que sao substancias exdgenas capazes de interferir na sintese,
secrecgédo, transporte, ligagcédo, acado ou eliminagdo dos horménios naturais, que s&o
0s responsaveis pela manutencdo da homeostase, reproducdo, desenvolvimento e
comportamentos normais do organismo (Mendes, 2002). Como é sabido, horménios
sdo potentes moduladores de fungdes fisiologicas variadas, havendo sugestdes de
que as atuais incidéncias dos canceres de mama, testiculo e prostata, além de
algumas disfungdes reprodutivas, possam ser influenciadas pela alteracdo dos
niveis de hormonios esterdides ou de substancias que os mimetizam funcionalmente
(Massaad et al., 2002).

Estudos epidemioldgicos indicam que nos ultimos 50 anos ocorreu
aumento progressivo da prevaléncia de alteragées no trato reprodutivo masculino,
particularmente decréscimo da quantidade e qualidade espermatica e aumento da
frequéncia de malformacgdes (criptorquidismo e hipospadia) e de tumores testiculares
(Cooper e Kavlock, 1997; Nunes e Tajara, 1998; Toppari et al., 2002). Dentre os
compostos quimicos com acado desreguladora enddécrina potencial, muita

importancia tem sido atribuida aos praguicidas agricolas, de forma que um numero
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crescente de estudos tem sido realizado sobre os efeitos da exposi¢ao populacional
a estes compostos (Quandt et al., 2004). Neste quadro, fato relevante e de nosso
interesse particular € o crescimento do mercado de defensivos agricolas no mundo.
O Brasil se destaca como terceiro maior mercado global destes produtos, que
movimentou 4,5 bilhées de ddlares no ano de 2004 (Marchiori, 2005). A utilizagao
desta enorme quantidade de praguicidas provavelmente resultou em contaminagao
difusa do meio ambiente e o seu impacto potencial sobre a saude humana nao pode
ser ignorado.

Com relacao as evidéncias experimentais e observacionais em animais de
vida selvagem, um dos primeiros praguicidas identificados como desregulador
enddcrino foi o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), seguido por outros organoclorados
como o dieldrin, clordane, heptaclor, endosulfan, hexaclorobenzeno, metoxicloro e
clordecone (Massaad et al., 2002). Devido sua persisténcia no meio ambiente, estes
produtos também tém sido agrupados sob a denominagédo de poluentes orgéanicos
persistentes (POPs). Esta persisténcia € resultante de caracteristicas como
lipossolubilidade e estabilidade, que os torna resistentes a degradacéo bidtica ou
abidtica, podendo ser detectados em diferentes regides do planeta décadas apos
sua liberagdo. Em virtude de sua baixa solubilidade em agua e alta solubilidade em
gorduras, estes compostos podem ser encontrados também em alimentos de origem
animal (leite, carnes, peixes e seus derivados), 0 que perpetua a contaminacéo da
cadeia alimentar. Por estas razbes, muitos destes praguicidas tiveram seu uso
proibido ou controlado em diversos paises, incluindo no Brasil. No entanto, devido
suas propriedades bioacumulativas, residuos de organoclorados podem ser
detectados no ambiente e em tecidos humanos e animais em varias regides do

planeta (Guillette et al., 1994; D’Amato et al., 2002; Delgado et al., 2002; Windhan et
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al., 2005). Apesar disto, muitos praguicidas organoclorados continuam em utilizagao,
seja de forma adequada ou ndo, em diversas culturas agricolas.

Os xenobidticos que tém agao estrogénica sdo também denominados
xenoestroégenos e, mesmo possuindo mecanismos de agao variados em organismos
superiores, todos aparentemente influenciam na reducdo da fertilidade,
malformagdes genito-reprodutivas (hipospadia e criptorquidismo) e desenvolvimento
de neoplasias masculinas (Rittler et al, 2002; Toppari et al., 2002). Os mais descritos
sd0 0s que agem sobre os receptores nucleares de estrogeno (RE) e de andrégenos
(RA). Alguns compostos, como o o,p-DDT e seu metabdlito o p,p-DDE, tém efeito
anti-androgénico, ligando-se e bloqueando a fungdo dos RA. A exposi¢ao humana a
estes compostos durante a puberdade ou vida adulta pode causar retardo do
aparecimento de caracteristicas sexuais masculinas e ou diminuicdo da producao
espermatica, respectivamente (Massaad et al., 2002; Toppari et al., 2002).

Outro mecanismo de agao dos desreguladores enddcrinos em machos é
o0 aumento do clearence metabdlico da testosterona. Alguns praguicidas, como o
endosulfan e o,p-DDT aumentam a eliminacdo de testosterona circulante pela
indugcdo de enzimas hepaticas de biotransformacéo (Massaad et al.,, 2002). Em
animais de experimentagdo, o dieldrin foi considerado anti-androgénico fraco,
enquanto outros compostos, como o metoxicloro, atuam causando atrofia testicular,
decréscimo da produgdo espermatica, diminuicdo dos niveis de testosterona e
diminuicdo de fertilidade em ratos e camundongos (Cocco, 2002). Outros
praguicidas organoclorados, como o dicofol, ndo possuem carater acumulativo e por
isso sdo utilizados em substituicdo aos que possuem esta caracteristica. No entanto,
em virtude de sua estrutura quimica muito semelhante ao DDT, o dicofol se

enquadra no grupo suspeito de atuar como desregulador enddécrino. Além disso,
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concentragdes de 0,63% a 23,9% de residuos de DDT ja foram observadas como
contaminantes em diferentes formulagées comerciais de dicofol (Di Muccio et al.,
1988).

Apesar dos relatos sobre queda de motilidade espermatica, malformacodes
do aparelho reprodutor masculino e feminino e aumento na incidéncia de alguns
tipos de neoplasias (Toppari et al., 2002), a relagao destes fenbmenos com possivel
acao desreguladora enddécrina de praguicidas em seres humanos ainda é
controversa, de modo que os estudos epidemioldgicos - principalmente com relagéo
a influéncia destes compostos sobre o desenvolvimento de tumores de mama e de
testiculos — tém provocado intenso debate porque ndo sido claramente conclusivos.
Em contraste, os estudos experimentais documentam a importancia da exposicao
aos desreguladores enddcrinos no periodo pré-natal e puberdade de roedores
(Skakkeback et al., 2001; Birnbaum e Fenton, 2003). Mesmo assim, a influéncia de

alguns fatores como dose, idade e tempo de exposi¢cdo carecem de mais estudos.

Exposicao a compostos bioacumulativos e as misturas quimicas

Diferente dos estudos experimentais e padronizados com animais de
laboratorio, nos quais os agravos provocados por substancias quimicas sao
avaliados em modelos que utilizam substancias individuais, os estudos
epidemioldgicos com seres humanos sao muito mais complexos, porque raramente
esta espécie sofre exposi¢ao isolada a um unico agente quimico, em determinado
momento ou ao longo de sua vida. No entanto, muito da legislagdo que procura
proteger a saude humana dos efeitos adversos causados pela exposicdo a

contaminantes ambientais baseia-se no primeiro tipo de estudo, isto €, em estudos
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experimentais com substancias individuais, e ignora a eventual exposicdo as
misturas quimicas que ocorre na vida cotidiana na espécie humana.

Assim, ha relativamente pouca informacao sobre se, e como, a exposi¢cao
a dois ou mais contaminantes pode afetar a saude do homem (Carpenter et al.,
1998). Isto ocorre em virtude de um numero significativo de fatores que complicam a
avaliacao das misturas quimicas, como o fato de dois ou mais compostos poderem
exercer efeitos aditivos, antagonistas ou sinergistas sobre um mesmo érgéo-alvo, do
mesmo modo que um composto pode alterar o metabolismo de outros, gerando
novos metabdlitos toxicos. Além do modo de exposi¢cao, que pode ser sequencial ou
simultdneo, muitas outras combinagdes e cenarios sao possiveis quando se trata da
exposicao humana a multiplos agentes quimicos (Mantovani, 2006).

Dentre os raros trabalhos que estudam o efeito das misturas sobre os
orgaos reprodutivos, cabe citar os de Heindel et al. (1997) e Chapin e Gulati (1997).
Estes autores forneceram a camundongos machos Swiss CD-1, misturas
semelhantes aquelas encontradas em aguas contaminadas nos estados norte-
americanos de lowa (alaclor, atrazina, cianazina, metolaclor, metribuzin e nitrato de
amoénio) e Califérnia (aldicarb, atrazina, dibromocloropropano, 1,2-dicloropropano,
dibrometo de etileno, simazina e nitrato de amoénio). Embora n&do tenham sido
detectados efeitos reprodutivos relevantes, os camundongos tratados com a mistura
“Califérnia” apresentaram reducédo de 11% no peso médio das vesiculas seminais
(Chapin e Gulati,1997).

As evidéncias sugestivas de acdo dos desreguladores enddcrinos, as
incertezas associadas a elas, e a complexidade da analise dos efeitos da exposi¢cao
as misturas quimicas na desregulacdo enddcrina requerem investigagdes

abrangentes e de maior profundidade, sejam estas por estudos epidemioldgicos ou
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por estudos experimentais. O presente estudo objetivou estabelecer um modelo
experimental para avaliar a desregulagao endécrina decorrente da exposi¢gao a uma
mistura real de praguicidas, isto é, existente na alimentagdo humana brasileira, tal
como documentado pelo Programa de Avaliacdo de Residuos nos Alimentos

(ANVISA, 2005).
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Resumo

O presente estudo objetivou avaliar o potencial de desregulagcdo enddcrina de
uma mistura de cinco praguicidas, fornecidos a ratos Lewis macho via ragdo em
nivel de seus NOELs. Os praguicidas estudados foram encontrados pela ANVISA
em tomates a disposi¢cao do consumidor brasileiro. Os animais foram distribuidos em
8 grupos de acordo com a ragao experimental, da seguinte maneira: Grupo 1 - ragao
basal, sem contaminantes; Grupo 2 (“Baixas doses”, praguicidas adicionados a
racdo em nivel de seus respectivos NOELs) - diclorvés 0,23 mg/kg, dicofol 0,22
mg/kg, endosulfan 0,6 mg/kg, dieldrin 0,025 mg/kg, permetrina 5,0 mg/kg; Grupo 3
(“Doses efetivas”, correspondentes aos respectivos LOEL/LOAEL) - diclorvés 2,3
mg/kg, dicofol 2,5 mg/kg, endosulfan 2,9 mg/kg, dieldrin 0,05 mg/kg, permetrina 25,0
mg/kg e Grupos 4 a 8 (controles positivo) - ragdes contendo cada praguicida
separadamente, em concentragdes correspondentes aos seus respectivos LOEL/
LOAEL. Os animais foram sacrificados no final da 82 semana de tratamento. O
modelo utilizado permitiu verificar que os praguicidas estudados, individualmente ou
em misturas em “doses baixas” e em “doses efetivas”, provocam alteracdes variadas
na proéstata, testiculos e figado. No entanto, a mistura “baixas doses”, constituida
com os praguicidas em nivel de seus NOELs, nao diferiu, grosso modo, dos efeitos
verificados com a mistura “doses efetivas”, em que os praguicidas foram adicionados
em niveis de LOEL/LOAELs. Questdes de delineamento, como idade dos animais e
duracdo do experimento, podem ter influenciado os resultados, reduzindo a

magnitude e significancia das alteragbes encontradas.

Palavras-chave: Desregulagdo enddcrina, praguicidas, misturas, ratos Lewis,

ANVISA.
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Abstract

The present study aimed to evaluate the potential for endocrine disruption of a
mixture of five pesticides at their NOELs levels given to Lewis rats through the feed.
The pesticides studied were found by ANVISA in tomatoes available at the counter to
Brazilian customers. The animals were allocated to 8 groups according to the
experimental feed: Group 1 - basal feed, without contaminants; Group 2 (“Low
doses”; pesticides were added to the feed at their respective NOEL levels) —
dichlorvos 0,23 mg/kg; dicofol 0,22 mg/kg, endosulfan 0,6 mg/kg, dieldrin 0,025
mg/kg, permethrin 5,0 mg/kg; Group 3 (“Effective doses”; corresponding to their
respectives LOEL/LOAELSs) — dichlorvos 2,3 mg/kg, dicofol 2,5 mg/kg, endosulfan 2,9
mg/kg, dieldrin 0,05 mg/kg, permethrin 25,0 mg/kg and Groups 4 to 8 (positive
controls) — feed containing each pesticide separately, at concentrations
corresponding to their respective LOEL/LOAELs. The animals were sacrificed at the
end of the eighth week of treatment. The model used allowed to verify that the
pesticides studied, separated or at “low” or “efective doses” induce a variety of
alterations in the prostate, testes and liver. However, the effects verified at the “low
doses” did not differ from those registered at the “effective doses”. Questions of
experiment design, animal’s age at the beginning of the experiment and experiment
length might have influenced the results, reducing the magnitude and meaning of the

alterations found.

Key-Words: Endocrine Disruption, Pesticides, Mixtures, Lewis Rats, ANVISA.
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INTRODUCAO

A exposicao advertida ou inadvertida dos seres humanos a praguicidas
agricolas ao longo de sua vida ocorre de forma muito complexa: sao exposi¢des
multiplas, simultdneas ou n&o, em altas ou baixas doses, etc. (1). Esta situagao
difere daquelas estabelecidas nos estudos com animais de experimentacao, que sao
executados com uma substancia unica, com alto nivel de pureza, e que objetivam a
identificacdo de seus efeitos tdxicos potenciais (sistémicos, neuroldgicos,
comportamentais, cancerigenos, reprodutivos, etc.) (2). Nestas circunstancias, ha
relativamente pouca informagao experimental sobre se, e como, a exposicao a
misturas pode afetar a saude animal e humana (3, 4). Isto também ocorre em virtude
do numero significativo de fatores que complicam a avaliagdo das misturas
quimicas. Por exemplo, dois ou mais compostos podem ter efeitos aditivos,
sinérgicos ou antagdnicos sobre um mesmo 6rgao ou sistema-alvo, do mesmo modo
que podem alterar mutuamente seu metabolismo, eventualmente gerando novos

metabdlitos tdxicos (1, 5).

Recentemente, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) (6)
indicou que a populagado brasileira esta exposta a residuos de praguicidas. Entre
julho de 2001 e dezembro de 2004, o Programa de Anadlise de Residuos em
Alimentos (PARA) pesquisou 4.001 amostras de alimentos in natura (alface, banana,
batata, cenoura, laranja, maga, mamao, morango e tomate), coletadas em 12
estados da Federacdo. Do total de amostras analisadas, 3.271 apresentaram
residuos de praguicidas, sendo que 931 (28,5%) delas continham niveis acima dos
Limites Maximos de Residuos (LMR) (16,6%) ou continham residuos de produtos
nao-autorizados para aquele tipo de cultura (83,4%). As culturas com maior

frequéncia de irregularidades foram as de tomates, magds e morangos.
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Particularmente com relacdo aos tomates, foram detectados residuos de seis
praguicidas nao-autorizados (dicofol, dieldrin, endossulfan, monocrotofés, clorpirifés
e diclorvés), e de cinco praguicidas permitidos, mas cujos niveis de residuos
estavam acima do LMR (metamidofds, permetrina, triazofds, ditiocarbamatos e
cialotrina) (6). Dentre os praguicidas encontrados pela ANVISA como
contaminantes, um era ditiocarbamato, dois eram piretréides (permetrina e
cialotrina), trés organoclorados (dicofol, dieldrin e endosulfan) e cinco
organofosforados (diclorvés, monocrotofds, clorpirifés, metamidofés e triazofés). O
impacto potencial a saude do consumidor destes tomates contaminados nao é
conhecido. Além disso, a estimativa do risco da exposicdo humana aos praguicidas
em geral é complexa devido as particularidades quimicas de cada praguicida, seus
mecanismos de agdo e acumulagdo no organismo e a possibilidade de ocorrerem
efeitos aditivos, somatdérios ou sinergisticos quando ha exposi¢ao concomitante e ou
prolongada a dois ou mais destes agentes (3).

Nos ultimos anos, muitos estudos apontaram para o fato de que alguns
poluentes ambientais podem mimetizar ou antagonizar os efeitos dos hormdnios
esterdides, como estrégenos e andrdégenos, provocando o que € denominado
desregulacdo enddcrina (DE) (7). E considerado desregulador endécrino todo
agente exdégeno capaz de interferir na sintese, secregao, transporte, ligacéo, agéo
ou eliminagdo dos hormdnios naturais, que sao os responsaveis pela manutencao
da homeostase, reproducdo, desenvolvimento e comportamentos normais do
organismo (8). Investigagcbes epidemiolégicas indicam aumento de incidéncia de
malformagdes no trato genito-reprodutivo e decréscimo da fertilidade masculina,

possivelmente pela agcdo de substancias desreguladoras enddcrinas, bem como o
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aumento da incidéncia de certas neoplasias de testiculos e préstata no homem e da
mama e vagina em mulheres (9, 10)

Para avaliagdo do potencial desregulador endécrino de substancias
quimicas existem ensaios de curta e longa duragdo com animais de experimentagao,
associados a testes in vitro a fim de identificar seus modos e mecanismos de agao
em o6rgaos alvo especificos (11, 12). Por exemplo, o teste uterotréfico (13), bem
como o ensaio com roedores fémeas puberes (14, 15), tém como objetivo a
deteccdo de acdo estrogénica de determinada substancia, enquanto o teste de
Hershberger (16), juntamente com o ensaio em roedores machos puberes (14, 17),
detectam se a substancia tem efeito androgénico. Todos estes sendo considerados
de curta duracdo, variando de 5 dias a 7 semanas. Existem também testes com
animais knockout para determinagdo do mecanismo de acdo e interacdo das
substancias potencialmente desreguladoras com receptores hormonais (10), este
sendo de longa duracdo (18 meses). E importante salientar que a questdo de
ensaios validados para identificagdo de substancias desreguladoras enddécrinas
ainda nao esta encerrada (18). Entre os ensaios atualmente disponiveis ndo ha um
sO que aborde todos os parametros teoricamente necessarios para conhecimento
dos fenbmenos sistémicos envolvidos na DE. Observagdes realizadas em ensaios
com duracgao relativamente mais longa e abordagem mais sistémica podem auxiliar
na escolha de parametros mais especificos que permitam o refinamento e
padronizagdo de novos ensaios para caracterizar o perigo potencial das substancias
quimicas induzirem DE, com elucidacdo de seu modo e mecanismo de acao,
farmacocinética e farmacodinamica e agao sobre a expressao génica. Neste caso,

deve-se levar em conta que o agravo pode se dar indiretamente em tecidos
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diferentes dos tecidos alvo, muito tempo apds a exposicdo ou até mesmo em

geracgao futura, dependendo também da intensidade e frequéncia da exposi¢ao (3).

O presente estudo objetivou avaliar morfologicamente possiveis efeitos de
desregulagdo enddcrina provocados por uma mistura de 5 praguicidas fornecidos
em baixas doses a ratos machos adultos jovens da linhagem Lewis durante oito
semanas. A verificagdo de eventuais agravos permitira o delineamento e a
execucao de ensaios mais detalhados para explorar modos € mecanismos de acao

da mistura estudada.



Materiais e Métodos 20

MATERIAIS E METODOS

1. Praguicidas Agricolas

Dicofol (Cy4H¢CIlsO), CAS 115-32-2 (gentilmente cedido pela Milenia
Agrociéncias S/A, Londrina (PR), produto analitico 96,5%, lote: 0510624); diclorvos
(C4H7CI,04P), CAS 62-73-7, produto analitico 99,4%; permetrina, mistura de
isbmeros cis e trans (Cz1H20Cl203), CAS 52645-53-1, produto analitico 98,0%;
endosulfan, mistura de isbmeros alfa e beta (2:1) (CgHsClgO3S), CAS 115-29-7,
produto analitico 100,0%; dieldrin (C12HgCleO), CAS 60-57-1, produto analitico
97,9%. Os praguicidas diclorvés, permetrina, endosulfan e dieldrin foram adquiridos

da Fluka Chemicals, Sigma-Aldrich, Milwaukee, EUA.

2. Ragao semipurificada

Dieta AIN-93M em po, fornecida pela Rhoster Industria e Comércio Ltda.
(Vargem Grande Paulista, SP, Brasil). Composi¢ao basica do produto: amido de
milho, amido dextrinizado (90-94% de tetrassacarideos), bitartarato de colina,
caseina, fibra, L-cistina, 6leo de soja, Pré-Mix vitaminico, sacarose, tert-
butilhidroquinona. A ragao foi preparada de modo a assegurar 0 uso, em sua
formulacdo, de constituintes livres de residuos de quaisquer praguicidas. Sera

denominada de agora em diante de ragao basal.

3. Reagentes imunoistoquimicos
Kit ABC Peroxidase, Vectastain (Vector Laboratories, Inc., Burlingame,

EUA); 3-3', tetrahidrocloreto de diaminobenzidine (DAB; Sigma, St. Louis, MO);
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anticorpo PCNA (DAKO A/S, Dinamarca); anticorpo anti-caspase-3 clivada (Cell

Signaling Technology, Beverly, MA).

4. Animais e ambiente de experimentagao

Os procedimentos experimentais utilizados neste estudo estdo de acordo
com os Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA), tendo sido aprovados pela Comissdo de Etica
em Experimentagcdo Animal da Faculdade de Medicina de Botucatu - UNESP
(CEEA, protocolo n° 498).

Foram utilizados 62 ratos machos isogénicos da linhagem Lewis, com 6
semanas de idade, adquiridos do Biotério do Centro Multidisciplinar para
Investigacado Biologica (CEMIB) da UNICAMP (Campinas, SP). O uso de animais
isogénicos foi devido a perspectiva de se obter respostas as mais homogéneas
possiveis dentro de cada grupo experimental. Foram recebidos dois lotes sucessivos
de animais, com pesos médios iniciais de 185,51 e 143,45g. Durante o
experimento, os animais foram mantidos em biotério em condicdes controladas de
temperatura (22+2°C), umidade relativa do ar (55£10%), periodo de luz (12 horas
claro/12 horas escuro) e exaustao continua do ar.

A racdo basal produzida na forma de pd foi peletizada pelos
pesquisadores e a ela foram misturados os praguicidas agricolas, conforme indicado
nos itens a seguir. Agua filtrada e racdo foram fornecidas aos animais “ad libitum”, e
suas ingestbes foram registradas semanalmente. Também semanalmente, os ratos

passaram por avaliagéo clinica e pesagem.
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5. Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos de forma aleatéria em 8 grupos de 6 a 12
animais cada, que receberam a racao basal peletizada adicionada das misturas dos
praguicidas ou de cada um deles (Figura 1). As concentragdes dos praguicidas nas
ragcdes dependeram das doses criticas NOEL (acrbnimo em inglés, nivel sem efeito
observavel) ou LOEL/LOAEL (acrébnimo em inglés, menor nivel com efeito
observavel/ menor nivel com efeito adverso observavel), tal como determinadas em
ensaios crénicos com ratos (19-25). Estas doses criticas foram transformadas em
concentracdes, baseadas em estimativas de consumo diario pelo rato, para serem
adicionadas a ragdo. Durante o periodo experimental os grupos receberam as
diferentes ragbes, como segue:
Grupo 1: Grupo Controle negativo. Ragao basal;
Grupo 2: Grupo “Baixas Doses” - praguicidas adicionados a ragao em nivel de seus
respectivos NOELs. Racao basal contendo diclorvés 0,23 mg/kg, dicofol 0,22 mg/kg,
endosulfan 0,6 mg/kg, dieldrin 0,025 mg/kg, permetrina 5,0 mg/kg;
Grupo 3: Grupo de “Doses Efetivas” - Ragao basal contendo diclorvés 2,3 mg/kg,
dicofol 2,5 mg/kg, endosulfan 2,9 mg/kg, dieldrin 0,05 mg/kg, permetrina 25,0 mg/kg.
Estas doses correspondem aos LOAELs para ratos dos praguicidas dieldrin e
endosulfan; para o dicofol, diclorvés e permetrina foi utilizado o LOEL;
Grupo 4: Ragdo basal peletizada contendo 2,5 mg/kg de dicofol (LOEL);
Grupo 5: Ragéo basal peletizada contendo 2,3 mg/kg de diclorvés (LOEL);
Grupo 6: Ragéo basal peletizada contendo 25,0 mg/kg de permetrina (LOEL);
Grupo 7: Ragéo basal peletizada contendo 2,9 mg/kg de endosulfan (LOAEL);

Grupo 8: Ragéo basal peletizada contendo 0,05 mg/kg de dieldrin (LOAEL).
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eutanasia,

G1

G2

G3

G6

G7

G8

Ao final da 8° semana de tratamento os animais foram submetidos a

como descrito abaixo.
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n total = 62 ratos Lewis machos,
6 semanas de idade

l Sacrificio (todos os grupos)
n= n° efetivo de animais

|:| Racao basal. Controle

[#3] Ragao contendo 2,3 mg/kg de diclorvos

EF Racao contendo 0,05 mg/kg de dieldrin

Il Raczo contendo 2,9 mg/kg de endosulfan

E Racédo “Baixas Doses” contendo: diclorvés
0,23 mg/kg, dicofol 0,22mg/kg, endosulfan
0,6mg/kg, dieldrin 0,025mg/kg, permetrina 5,0

mg/kg.

Racédo “Doses Efetivas” contendo: diclorvos

2,3 mg/kg, dicofol 2,5mg/kg,

endosulfan

2,9mg/kg, dieldrin 0,05mg/kg, permetrina 25,0

mg/kg.

Figura 1 — Delineamento Experimental
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6. Preparo das ragoes

A racao basal em p6 e o 6leo de soja componente da formulagao (4%)
foram misturados e peletizados no Dietario Experimental da Faculdade de Medicina
de Botucatu, UNESP. Inicialmente, foi feita solu¢do dos praguicidas em etanol e, em
seguida, homogeneizagdo com a ragao basal em po; esta mistura foi posteriormente
acrescida do 6leo. Os diferentes tipos de ragao foram identificados, embalados e

conservados sob refrigeragao a -20°C.

7. Eutanasia e coleta de material

A eutanasia foi realizada ao final da 8" semana de tratamento (56° dia) por
seccao dos vasos da base do coracdo, apds narcose induzida em camara de CO..
Procedeu-se imediatamente a coleta de sangue em tubo heparinizado para
dosagens hormonais.

Foram coletados para analise histolégica os seguintes 6rgaos: figado,
prostata, testiculos esquerdos e epididimos esquerdos. Os 6rgaos foram secados
em papel filtro e pesados. Os 6rgaos contralaterais foram submetidos a analise
funcional (morfologia, contagem, produgado diaria, motilidade e tempo de transito
espermatico) no Laboratério de Biologia e Toxicologia da Reprodugédo e do
Desenvolvimento — ReproTox, coordenado pela Profa. Dra. Wilma de Grava
Kempinas, no Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP. O figado e a prostata
foram imersos em formalina 10% tamponada por 48 horas; os testiculos e
epididimos foram fixados em fluido de Davidson modificado (26), para

processamento histologico de rotina.
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As lesdes morfolégicas foram classificadas segundo normas especificas
para estudos toxicolégicos do figado (27, 28), prostata (29, 30) e testiculos e

epididimos (31, 32).

8. Dosagens hormonais

O sangue colhido foi centrifugado a 2400 rpm por 20 minutos a 3,5°C, para
separagao do plasma, que foi congelado até o momento dos ensaios hormonais
(testosterona, horménio luteinizante, horménio foliculo-estimulante). As dosagens
foram realizadas pela técnica de radioimunoensaio no Laboratério de
Neuroendocrinologia, Faculdade de Odontologia de Ribeirdo Preto — USP, servigo da

Professora Dra. Janete Aparecida Anselmo Franci.

9. Processamento histolégico

O processamento histolégico dos fragmentos dos 6érgaos coletados foi
realizado em processador automatico de tecidos (LEICA EG1160-Alemanha). Os
tecidos foram incluidos em parafina a 60°C no autoinclusor (LEICA EG 1160,
Alemanha). Os cortes histoldgicos foram obtidos com espessura de 5um, utilizando o
microtomo semi-automatico (LEICA RM 2145-Alemanha).

ApoGs os cortes histologicos serem aderidos as laminas, estas foram
identificadas e levadas a estufa a 60°C. A seguir, seguiram para o processo de
coloragdo com hematoxilina e eosina (HE) em sistema automatico (AUTO STAINER
LEICA XL — Alemanha). Depois de coradas, as laminas receberam laminula de vidro

(24x48 mm) no Montador Automatico de Laminas (LEICA CV5000- Alemanha).
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As laminas foram avaliadas no sistema duplo-cego. Apdés o término da
avaliacao e classificagcdo das lesdes, as laminas foram decodificadas e as lesbes

quantificadas e agrupadas dentro dos respectivos grupos experimentais.

10. Detecgao imunoistoquimica de nucleos PCNA e caspase-3 positivos

A expressao do antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) e da
caspase 3 positivas foram detectadas em cortes histologicos de prostata de 3um de
espessura por técnica de imunoistoquimica convencional apoiada no complexo

Avidina-Biotina-Peroxidase (ABC) (33).

A quantificacdo das células epiteliais em proliferacdo foi avaliada pela
expressdo do antigeno PCNA. Todos os nucleos PCNA positivos (células em fase
G1, S, G2 e M) foram contados em 12 campos microscopicos semi-sucessivos no

fragmento prostatico de cada animal, utilizando-se objetiva de 40x.

A quantificagcdo das células positivas para caspase 3 na prostata acabou
nao sendo realizada, pois as células marcadas eram muito raras em todos os grupos

experimentais.

11. Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada pelo Grupo de Apoio a Pesquisa (GAP),
da Faculdade de Medicina — UNESP, por Hélio Rubéns de Carvalho Nunes. Foi
utilizada ANOVA para amostras independentes ao nivel de significancia a = 0,05
para comparar os grupos com relagdo aos pesos finais da prostata e numero meédio
de ceélulas epitelisis PCNA positivas, seguidos do teste de Bonferroni para

comparagdes multiplas. Também, foi utilizado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-
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Wallis para amostras independentes, seguido pelo teste de Dunn para comparar os
grupos com relagao aos pesos finais do figado, testiculos e epididimos esquerdo. As
lesdes histolégicas foram comparadas entre os grupos pelo teste exato de Fisher. A
pressuposicdo de normalidade foi testada pelo teste de Shapiro-Wilk, e a
homocedasticidade foi testada utilizando o teste de Levene. Todos os testes foram

realizados considerando-se nivel de significancia para a = 0,05.
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RESULTADOS

1. Peso corporeo dos animais

A Tabela 1 indica os valores do peso corpéreo inicial e final, e 0 ganho de
peso corpdéreo dos animais durante o periodo experimental. A Figura 2 mostra a
evolugdo do peso corporeo durante o estudo. Nao houve diferenga significativa
entre os grupos em relagao ao peso corporeo no final do experimento. Durante todo
o experimento todos os grupos apresentaram ganho progressivo de peso, sendo
que ao final os grupos G5, G6 e G8 apresentaram ganho de peso maior que o grupo
G1, provavelmente devido ao fato de estes animais terem comecgado o estudo com

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

Grupos Peso Inicial'(g) Peso Final'(g) Ganho de peso (g) entre a
semana 8 e momento
inicial’*

G1 Controle 193,0 + 16,36 392,0 + 21,46 93,20 (89,75 ; 99,50)
(n=10) (n=10)

G2 Baixas Doses 191,9 + 34,46 381,8 + 49,42 91,05 (74,70 ; 107,40)
(n=10) (n=10)

G3 Doses Efetivas 176,6 £ 46,09 361,0 £ 64,36 102,2 (82,05 ; 115,3)
(n=12) (n=12)

G4 Dicofol 180,3 + 30,97 375,4 + 31,57 97,40 (90,40 ; 131,8)
(n=6) (n=6)

G5 Diclorvos 142,7 + 4,34 365,3 + 23,36 163,0 (128,0 ; 177,6)
(n=6) (n=6)

G6 Permetrina 143,4 + 16,22 364,4 + 9,62 163,0 (134,6 ; 171,9)
(n=6) (n=6)

G7 Endosulfan 144,0 £ 9,92 342,0 + 29,97 139,2 (109,9 ; 167,0)
(n=6) (n=6)

G8 Dieldrin 143,7 £ 13,57 349,7 + 18,97 140,2 (128,3 ; 164,9)
(n=6) (n=6)

'Dados estdo expressos na forma de média

+

desvio-padrao; \/alores expressos em mediana e

quartis; *p < 0,001 (Teste de Kruskal-Wallis para amostras independentes); G1 < G5, G6, G8, p <
0,05 (Teste de Dunn); G2 < G5, G6, G8, p < 0,05 (Teste de Dunn); G3 < G5, G6, p < 0,05 (Teste de

Dunn).
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Figura 2 - Evolugao de peso corpdéreo medio dos grupos experimentais ao longo do
experimento.
2. Consumo de agua e ragao

A Tabela 2 e as Figuras 3 e 4 indicam os valores do consumo estimado de
agua (ml/rato/dia) e racdo (g/rato/dia) pelos diferentes grupos durante o
experimento.

Os animais dos grupos G2 e G3 apresentaram consumo médio estimado
de agua menor, quando comparados aos do grupo G1, enquanto os demais grupos
tratados com os praguicidas individuais apresentaram consumo que nao diferiram do
grupo G1 (Tabela 2).

O consumo médio estimado de ragao dos animais dos grupos G3 e G7 foi
menor quando comparado aos dos animais do grupo G1, enquanto os animais do
grupo G6 tiveram o consumo acima dos animais do grupo G1 (Tabela2).

Tanto para o consumo de agua como o de ragdo, a magnitude das
diferengas observadas sugere que os tratamentos com as diferentes ragbes nao

influenciaram de modo significativo estes parametros.



Resultados 31

Tabela 2 - Consumo diario estimado de agua e ragédo pelos animais ao longo do

estudo’.
Grupos Nuamero efetivo de Consumo de Consumo de
animais agua ragao
(ml/rato/dia) (g/rato/dia)
G1 Controle 10 18.65 + 1,21 18,03 £ 0,27
G2 Baixas Doses 10 17,31 £ 0,34 18,29 £ 0,50
G3 Doses Efetivas 12 16,33+ 2,73 16,75 £ 2,05
G4 Dicofol 6 18,53 £ 1,18 17,69 £ 0,10
G5 Diclorvos 6 18,29 £ 0,37 17,81 £ 0,68
G6 Permetrina 6 18,86 + 0,39 20,19+ 0,43
G7 Endosulfan 6 18,66 + 1,02 15,83 £ 0,14
G8 Dieldrin 6 17,98 £ 1,05 18,45 £ 0,16
'Dados expressos na forma de média + desvio-padrao
Consumo médio diario de agua
30,00 ~
’E‘ —e— CONTROLE
S 25,00 - —=— BAIXAS DOSES
5 DOSES EFETVAS
g DICOFOL
o 20,00 - —%— DICLORVOS
g —e— PERMETRINA
g 15,00 - — ENDOSULFAM
(¥} —-— DIELDRIM
10,00 I I I I I I I I I I I I I I
12345678 9101112131415
Periodos de observagao

Figura 3 - Consumo médio de agua dos animais dos diferentes grupos ao longo do

experimento.



Resultados 32

Consumo médio diario de ragao
= 35,00 + —e— CONTROLE
o —=— BAIXAS DOSES
S
‘g 25,00 - DOSES EFETVAS
g DICOFOL
5 15,00 - )
® —%— DICLORVOS
c
8 —e— PERMETRINA
5,00 I I I I I I I I I I I I I I 1
—+— ENDOSULFAM
1234567 8 9101112131415
—— DIELDRM
Periodos de observagao

Figura 4 — Consumo médio de ragao dos animais dos diferentes grupos ao longo do
experimento.

3. Pesos absoluto e relativo dos 6rgaos
As Tabelas 3 e 4 mostram os valores médios dos pesos absoluto e relativo
dos 6rgaos coletados dos diferentes grupos experimentais ao final do experimento.
Os pesos médios absoluto e relativo das prostatas dos grupos G5, G6, G7
e G8 apresentaram-se significativamente maiores que os do grupo G1. Os pesos
médios dos outros 6rgdos ndo se mostraram alterados nos diferentes grupos

experimentais quando comparados ao grupo G1 (Tabelas 3 e 4).
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Tabela 3 — Pesos absolutos (g) de érgaos coletados ao final do experimento dos diferentes grupos experimentais.

G2 G3
| G1 G4 G5 G6 G7 G8
Orgéaos BAIXAS DOSES )
CONTROLE DICOFOL DICLORVOS PERMETRINA ENDOSULFAN  DIELDRIN
DOSES EFETIVAS
- g 1
Prostata( ) 0,34 +£0,13 0,43 £ 0,84 0,41 +0,14 0,45 + 0,07 0,54 + 0,04 0,54 + 0,06 0,59 + 0,05 0,55+0,07 0,001 W
Epididimo Esquerdo( ) 0,48 (0,04) 0,47 (0,05) 0,45 (0,10) 0,46 (0,04) 0,45 (0,07) 0,47 (0,09) 0,43 (0,12) 0,42 (0,05) 0,186
Testiculo Esquerdo( ) 1,31 (0,14) 1,32 (0,12) 1,24 (0,34) 1,28 (0,11) 1,28 (0,31) 1,31 (0,16) 1,26 (0,54) 1,27 (0,17) 0,581
Figado' ()
gaao 13,75 (1,84) 13,29 (1,59) 14,19 (3,80) 14,95 (2,94) 13,48 (0,83) 12,37 (2,92) 13,61 (2,10) 10,83 (1,62) 0,041

(*) ANOVA (a = 0,05). Valores expressos em média e desvio-padrdo; (**) Kruskal-Wallis (a = 0,05) Valores expressos em mediana e intervalo interquartil; (1)

G1 <G5, G6, G7, G8 (p < 0,05 — teste de Bonferroni); (2) G3 > G8; G4 > G8 (p < 0,05 — teste de Dunn).
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Tabela 4 — Pesos relativos (%)* de 6rgéos coletados ao final do experimento dos diferentes grupos experimentais.

o G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8

ORGAOS ) P<

CONTROLE  BAIXAS DOSES DOSES EFETIVAS DICOFOL DICLORVOS PERMETRINA ENDOSULFAN DIELDRIN

Prostata 8,77 £3,53 11,24 + 1,33 11,07 + 2,69 12,36 + 2,90 14,97 + 1,92 14,91 + 1,40 17,39+2,10 15,86+2,65 0,001
Epididimo Esquerdo 12 (12;13) 12 (12;13) 13 (13;13) 13 (12;13) 13 (13;14) 12 (11;13) 12 (11;13) 13 (12;13) 0,818?@
Testiculo Esquerdo 34 (33;35) 34 (34;37) 35 (33;36) 35 (34;36) 35 (35;36) 35 (32;36) 34 (26;37) 37 (35;39) 0,862

Figado 354 (337;368) 351 (345;357) 385 (363;404) 384 (375;401) 351(318;392) 373 (363;381) 390 (360:425) 318 (307:323) 0,001@®
*Valores de peso relativo de érgdos x10™; (1) ANOVA, a =

0,05. Valores expressos em média e desvio-padrdo; (2) Kruskal-Wallis, a = 0,05. Valores

expressos em mediana e quartis; (a) G1<G5,G6,G7,G8 ; G2<G7,G8; G3<G7,G8; G4<G7 (Teste de Bonferroni, a = 0,05); (b) G3,G4,G7 > G8 (Teste de
Dunn, a = 0,05).
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4. Dosagens Hormonais

Os niveis plasmaticos de FSH, LH e testosterona ndo apresentaram
diferencgas significativas entre os oito grupos experimentais estudados (Tabela 5).

Tabela 5 — Concentragdes plasmaticas (em ng/ml) dos horménios FSH, LF e

testosterona.

Grupos

Experimentais

Concentracao Plasmatica de Testosterona

(ng/ml)*

FSH

LH

Testosterona

G1 Controle

G2 Baixas Doses

G3 Doses Efetivas

G4 Dicofol

G5 Diclorvos

G6 Permetrina

G7 Endosulfan

G8 Dieldrin

6,32+1,13 (n=8)

5,58+0,37 (n=10)

6,88+1,02 (n=12)

4,76+0,52 (n=6)

5,98+0,36 (n=5)

5,91+0,70 (n=6)

6,98+0,45 (n=6)

8,56+1,27 (n=5)

6,59+1,59 (n=7)

5,63+0,51 (n=10)

3,51+0,50 (n=11)

4,2820,46 (n=6)

2,9640,77 (n=5)

5,73+0,79 (n=5)

3,98+1,09 (n=4)

4,8920,07 (n=4)

0,4620,08 (n=8)

1,1840,55 (n=10)

1,2120,26 (n=12)

0,6320,18 (n=6)

0,790,69 (n=5)

0,400,18 (n=6)

0,92+0,27 (n=6)

0,68+0,18 (n=5)

*Valores expressos em média + EPM. Teste ANOVA, com teste a posteriori de Bonferroni.
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5. Achados macroscopicos
Nenhuma alteragdo macroscépica relevante foi observada durante a

remogao dos 6rgaos eleitos.

6. Achados histopatolégicos

Os principais achados histopatolégicos nos figados, testiculos e
epididimos dos animais dos diferentes grupos experimentais estdo apresentados
respectivamente nas Tabelas 6 e 7.

No figado foram observadas hiperplasia de ductos biliares (Figura 5),
hipertrofia centrolobular (Figura 6.a e 6.b) e esteatose. A Tabela 6 apresenta as
incidéncias destas alteragdes. A hiperplasia de ductos biliares e a hipertrofia
centrolobular ndo foram registradas no grupo controle, mas ocorreram em
incidéncias significativamente aumentadas em quase todos os grupos tratados. A
apoptose, evidenciada morfologicamente por “corpos apoptéticos”, foi um fenébmeno
raro. A esteatose ocorreu em todos os grupos, com incidéncia variavel e nao

significativa.



Resultados 37

Figura 6 — a) Figado com hipertrofia de hepatécitos centrolobulares (HE, 50x). b)

HE, 400x.

Nos testiculos ocorreram orquite inflamatéria, debulhamento de células
germinativas (Figura 7.a), hipoplasia tubular (Figura 7.b) e aplasia testicular com
consequente azoospermia (Figura 8). Embora a incidéncia destas alteragdes

estivesse relativamente aumentada em alguns grupos tratados, em nenhum deles
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este aumento foi significativo. A orquite granulomatosa ocorreu em um animal do

grupo controle, provavelmente devido a trauma por queda durante procedimento de

pesagem. As multiplas comparagdes entre os grupos nao detectaram diferengas

significativas entre eles. A analise do intersticio testicular e do epididimo n&o revelou

alteragbes em nenhum dos grupos.
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Figura 7 - a) Tubulo seminifero com discreto “debulhamento” de células germinativas

(HE, 400x). b) Tubulos seminiferos com desaparecimento da camada
germinativa (azoospermia intratubular). (HE, 100x). Insert: Dethalhe do

tubulo seminifero com desaparecimento da camada germinativa. (HE,

400x).

Os demais 6rgaos coletados nao apresentaram alteragdes histolégicas

relevantes.
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Tabela 6 — Incidéncia (%) de alteragdes histologicas no figado dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Grupos Numero efetivo de animais Hipertrofia centrolobular Hiperplasia de ductos biliares Apoptose Esteatose
G1 Controle 10 0(0) 0(0) 0(0) 2 (20)
G2 Baixas Doses 10 8 (80)** 5 (50)* 0 (0) 7 (70)
G3 Doses Efetivas 12 12 (100)** 7 (58)** 0 (0) 6 (50)
G4 Dicofol 6 6 (100)** 3 (50)** 1 (17) 4 (67)
G5 Diclorvos 6 6 (100)** 4(67) 0 (0) 4 (67)
G6 Permetrina 6 6 (100)** 3 (50)** 0 (0) 3 (50)
G7 Endosulfan 6 5(83) 3 (50)** 0 (0) 2 (33)
G8 Dieldrin 6 5(83) 4(67) 2 (33) 2 (33)

* p<0,05; **p< 0,005
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Tabela 7 — Incidéncia (%) de alteragdes histologicas dos testiculos e epididimos dos animais dos diferentes grupos experimentais.

Testiculos Epididimos
Grupos Numero efetivo Hipoplasia Aplasia Azoospermia  Debulhamento de células Orquite Azoospermia
de animais tubular testicular germinativas granulomatosa

G1 Controle 10 1(0) 0(0) 1(10) 0(0) 1(10) 2 (20)
G2 Baixas Doses 10 0 (0) 0 (0) 0 (0) 10 (100) 0 (0) 0 (0)

G3 Doses Efetivas 12 4 (33,3) 1(8,3) 1(8,3) 11 (91,7) 0 (0) 1(8,3)@
G4 Dicofol 6 4 (66,7) 0(0) 0 (0) 4 (66,7) 0 (0) 0(0)

G5 Diclorvés 6 4 (66,7) 0(0) 0 (0) 3 (50) 0 (0) 0(0)

G6 Permetrina 6 3 (50) 0(0) 0 (0) 3 (50) 0(0) 0(0)

G7 Endosulfan 6 1(16,7) 1(16,7) 1(16,7) 4 (66,7) 0 (0) 1(16,7)@
G8 Dieldrin 6 1(16,7) 0 (0) 0 (0) 4 (66,7) 0 (0) 0 (0)

(a) Aplasia acompanhada de azoospermia e debris celulares.
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7. Proliferagao epitelial na prostata

A Tabela 8 e a Figura 8 mostram o numero médio de células epiteliais
PCNA positivas/campo (Figura 9) em cada grupo experimental. Apenas o0 grupo
tratado com a mistura das doses efetivas (G3), apresentou aumento significativo em

relagado ao grupo controle.

Tabela 8 - Numero médio de células epiteliais PCNA+ por campo e por grupo.

Grupos n  Média * Desvio padrao Teste de Bonferroni (a = 0,05)
G1 Controle 9 14,36 + 5,83 b
G2 Baixas Doses 10 20,19 + 8,14 ab
G3 Doses Efetivas 12 29,02 £ 12,00 a
G4 Dicofol 6 20,53 + 8,28 ab
G5 Diclorvés 6 12,21 + 9,55 b
G6 Permetrina 6 20,83 +5,85 ab
G7 Endosulfan 6 21,96 + 7,20 ab
G8 Dieldrin 6 23,68 + 12,62 ab

p = 0,013 (ANOVA para amostras independentes); Graus de liberdade residual = 53.
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Média

G4 G5 G6 G7 G8

Figura 8 — Prostata; numero médio de células epiteliais PCNA+/campo/grupo.

Figura 9 - Prostata com células epiteliais positivas para PCNA. Reagao

imunoistoquimica com anti-PCNA. (400x).



Discussdo 43

DISCUSSAO

De modo geral, o presente estudo mostra que a exposi¢cdo via ragao
durante 8 semanas de ratos Lewis adultos jovens a misturas de praguicidas, ou a
cada um dos mesmos praguicidas em separado, leva a alteracbes do peso da
préstata e de sua cinética epitelial, a perturbagado da espermatogénese e a algumas
alteragdes morfologicas no figado.

Nao ocorreu comprometimento do ganho de peso corpoéreo e de ingestao
de agua e racgao pelos diferentes grupos durante todo o periodo experimental,
mostrando que nem as misturas (grupos G2 e G3), nem os praguicidas individuais,
exerceram impacto sobre esses pardmetros que poderiam traduzir
comprometimento sistémico das exposicdes quimicas estabelecidas. Embora os
animais dos grupos G5, G6 e G8 tenham apresentado ganho significativamente
maior de peso em relagdo ao grupo controle G1, afastamos a possibilidade de
comparagao entre eles, pois, esses animais iniciaram o periodo experimental com
peso inferior aos demais grupos e estavam em fase de crescimento rapido.

O aumento do peso da proéstata ocorreu de modo significativo nos grupos
expostos separadamente aos praguicidas diclorvos (G5), permetrina (G8)
endosulfan (G7) e dieldrin (G8). Embora os animais tratados com cada mistura (G2 e
G3) ou com o dicofol isoladamente (grupo G4) ndo tenham apresentado aumento
estatisticamente detectavel do peso da préostata, como pode ser observado nas
Tabelas 3 e 4, seus valores médios se aproximaram muito dos valores dos grupos
que apresentam diferenca significativa. Os desvios padrdo das médias desses
grupos foram altos, sugerindo que a resposta desses animais foi muito heterogénea,

aproximando-os mais dos grupos com aumento dos pesos do que do grupo controle
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(G1). Esta variabilidade de respostas pode ser dependente dos tratamentos, mas
pode ser levantada a hipétese de que o delineamento experimental tenha modulado
os presentes resultados. Assim, existe a possibilidade de a duracao do experimento
ter sido demasiadamente curta, de modo que as alteracbes dependentes dos
tratamentos ndo se manifestaram de forma homogénea e significativa, ou seu inicio
ocorreu relativamente tarde, com os animais ja adultos jovens e com a maturagao
sexual ja definida. De fato, essas possibilidades ndo sdo mutuamente exclusivas,
devendo ser consideradas na analise de todos os fenbmenos registrados neste
estudo.

Levando-se em conta que a toxicidade de determinadas substancias é
facilmente indicada por modificagdes dos pesos de érgaos (34-36), a verificagdo do
aumento do peso prostatico registrado neste estudo é de extrema importancia, pois
sugere que as substancias testadas exerceram agao agonista androgénica, ja que
potencializaram o crescimento de um érgao andrégeno-dependente.

Aumento do peso de 6rgaos pode resultar de edema, inflamagao, acumulo
de substancias anbémalas, tumores, e, ja que nenhuma dessas alteragcbes foi
verificada no presente caso, de proliferacao celular continua. A atividade proliferativa
prostatica foi avaliada utilizando-se a expressao do PCNA (proliferating cell nuclear
antigen = antigeno nuclear de células proliferantes), que é uma proteina que atua
como co-fator da DNA polimerase-y, importante para o processo de sintese de DNA
(37-39). A sintese dessa proteina tem inicio no final da fase G1 e seu pico na fase S
do ciclo celular, mas também pode ser observada nas fases G2 e M. A quantificacao
de células expressando o PCNA permite estimar a fracdo de crescimento (células

comprometidas com a mitose) de determinado tecido (40).
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Apenas o grupo tratado com a mistura das doses efetivas (G3) demonstrou
aumento significativo do numero de células PCNA+ em relagdo aos outros grupos
(Tabela 8 e Figura 9). No entanto, com excegéao do grupo exposto ao diclorvos (G5),
todos os outros apresentaram numero médio bem acima do grupo controle, sugerindo
que todos os praguicidas, e mesmo a mistura “em baixas doses”, exerceram estimulo
sobre a proliferagao celular na prostata. Estas observacdes estdo de acordo com as
observagdes sobre o aumento do peso médios deste érgao nos diferentes grupos,
discutido atras. Além disso, justificam a dificuldade de encontro de células
expressando a caspase-3 clivada, que € uma marcadora da apoptose, pois o efeito
biolégico marcante foi o da proliferagdo celular continua, sem oportunidade, pelo

menos durante os tratamentos, de ocorrer a morte celular programada.

Nos machos, o principal horménio envolvido no controle das funcgdes
reprodutivas € a testosterona. As secrecbes enddcrinas do hipotalamo, hipdfise
anterior e gbnadas controlam o sistema reprodutor masculino. O hormdnio liberador
de gonadotrofinas (GnRH / LHRH), produzido pelo hipotdlamo, controla a secregéo
dos horménios foliculo estimulante (FSH) e luteinizante (LH) pela hipéfise anterior. O
FSH é responsavel pela integridade dos tubulos seminiferos e, apds a puberdade, é
importante na gametogénese através de sua acédo nas células de Sertoli. O LH
estimula as células de Leydig a secretarem androgénios — em particular a
testosterona. A testosterona € importante para a manutengdo dos Orgaos
reprodutores, desenvolvimento dos caracteres sexuais secundarios masculinos,
manutengdo da espermatogénese, incluindo a maturagdo dos espermatozoides no
epididimo e, consequentemente, para a fertilidade (41).

Os resultados deste experimento n&o mostraram qualquer diferenca

significativa entre os grupos quanto aos niveis plasmaticos de LH, FSH e
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testosterona. Wade et al. (42) ndo observaram alteragdes nos niveis de LH e FSH
de ratos adultos submetidos a 70 dias de tratamento com uma mistura de
organoclorados e metais. Foster et al. (43) também n&o observaram alteragbes nos
niveis séricos de LH e de testosterona, em ratos Sprague-Dawley adultos expostos
por 28 dias ao TCPM-OH ou Tris(4-chlorophenyl)methanol, um contaminante
ambiental cuja estrutura molecular € semelhante a dos praguicidas dicofol e DDT
(40).

Nos testiculos, as incidéncias de “debulhamento” de células germinativas
em todos os grupos tratados foram consideravelmente altas, embora ndo de modo
significativo e pode estar sugerindo que os praguicidas testados interferem no
processo de maturacdo dos gametas. Traina et al (44), observaram a mesma
situagao de esfoliagdo das células germinativas para a luz do tubulo em animais
tratados com o antitumoral lonidamine. Nesta linha, varios animais dos diferentes
grupos apresentaram focos de hipoplasia tubular isolada, sendo que dois deles, de
diferentes grupos (G3 e G7) apresentaram degeneracdo da camada germinativa,
acompanhada de azoospermia e debris celulares na luz de todos os tubulos
seminiferos e do epididimo. A incidéncia destas lesdes nao diferiu de modo
significativo entre os grupos, o que limita quaisquer conclusdes sobre o papel dos
praguicidas na sua instalagéo.

De qualquer modo, deve ser referido que a analise funcional da
espermatogénese desses animais, desenvolvida por pesquisadores colaboradores
deste estudo, revelou prejuizo significativo da motilidade dos espermatozéides nos
grupos tratados com as misturas em doses baixas (G2) e efetivas (G3), bem como

nos grupos expostos ao dicofol (G4) e dieldrin (G8). Isto sugere efeito estressor dos
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agentes quimicos estudados sobre o epididimo, que é o érgéo envolvido com a
aquisicao de motilidade e capacidade fértil dos gametas masculinos (45).

O figado tem como uma de suas fungdes principais a manutengcdo da
homeostasia metabdlica incluindo, por exemplo, sintese de proteinas séricas,
horménios e biotransformacdo de substéncias enddgenas e xenobidticas com
posterior liberagdo de metabdlitos na corrente sanguinea (46). Assim, sua avaliagao
€ critica em estudos da toxicidade de xenobidticos, aos quais este 6rgdo pode reagir
desenvolvendo alteragbes nao-proliferativas e proliferativas (28, 47). Nossos
resultados histolégicos mostram incidéncia elevada de alteragdes hepaticas, como a
hipertrofia centrolobular e a hiperplasia de ductos biliares em animais de todos os
grupos tratados, seja com as misturas ou com os praguicidas individuais. A
hipertrofia centrolobular traduz a capacidade de inducdo enzimatica hepatica pelos
tratamentos efetuados, ja que os hepatdcitos desta regido sdo responsaveis por
maior parte das reagdes de biotransformacéao levada a efeito pelo figado (48, 49). A
alta incidéncia de hiperplasia dos ductos biliares encontrada em todos os grupos
tratados pode ter sido causada pela administragcdo dos praguicidas, confirmando a
descrigao de Casarett e Doull's (50), que observaram o aparecimento de hiperplasia,
fibrose ou destruicdo dos ductos biliares apds administragcao crénica de substancias
toxicas, colestase extra-hepatica por calculos, cirurgia e vermes.

Em resumo, o modelo utilizado permitiu verificar que os praguicidas
estudados, individualmente ou em misturas em “doses baixas” e em “doses
efetivas”, provocam altera¢des variadas na proéstata, testiculos e figado. Assim, a
mistura “baixas doses”, constituida com os praguicidas em nivel de seus NOEL, ndo
diferiu, grosso modo, dos efeitos verificados com a mistura “doses efetivas”, em que

os praguicidas foram adicionados em niveis de LOEL/LOAEL. Como referido atras,
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questdes de delineamento, como idade dos animais e duracdo do experimento,
podem ter influenciado os resultados, reduzindo a magnitude e significancia das
alteracbes encontradas. A partir dessas observagdes novos ensaios poderao ser
adequadamente delineados e desenvolvidos para explorar os modos € mecanismos

da acao interferente que se estabeleceu nas condicdes do experimento

desenvolvido.
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