ANDERSON JOEL MARTINO ANDRADE

EFEITOS DO PIRETROIDE DELTAMETRINA SOBRE O SISTEMA REPRODUTIVO
DE RATOS MACHOS PUBERES E ADULTOS EXPOSTOS /N UTERO E DURANTE A
LACTACAO

Dissertagdo apresentada como requisito
parcial a obtencdao do grau de Mestre, pelo
Curso de Pés-Graduagdao em Farmacologia,
do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
Universidade Federal do Parana.

Orientador: Prof. Dr. Paulo Roberto Dalsenter

CURITIBA
2002



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



AGRADECIMENTOS

A Deus pela graca da vida e pela sua presenca.

Ao Prof. Dr. Paulo Roberto Dalsenter pela orientagcéo, estimulo, amizade e confianca.

Aos professores, funcionarios e colegas do Departamento de Farmacologia da UFPR.

Aos meus colegas de laboratério Prof. Masahiko Ohi, Gladys Marques Santana e Samanta Luiza Araujo

pelo companheirismo e ajuda.

Aos Funcionarios do biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR.

A Prof® Dr® Rosana Nogueira de Morais pela amizade e pelo auxilio técnico na anélise hormonal.

Aos meus colegas do Departamento de Biologia Celular da UFPR, Luis Fernando Bianchini e Gabriel

Mathias Carneiro Ledo pelo auxilio técnico na analise histologica.

Aos funcionarios do Setor de Medicina Nuclear do Hospital de Clinicas da UFPR, particularmente a

farmacéutica-bioquimica Gislaine Custédio Piovezan.

Ao Laboratério de Analises Clinicas Frischmann Aisengart pelo apoio no inicio da minha carreira

profissional.

A Aventis CropScience do Brasil pelo fornecimento da deltametrina.

A CAPES e a FUNPAR pelo apoio financeiro.

Aos meus pais Guaracy e Alicia pelo incentivo e apoio.

A Simone Wichert Grande pelo amor e compreensao.

i



SUMARIO

LISTADE FIGURAS .........ouutiiieiiii ittt ettt e ee e e e ettt e e e e e et e e eeeeeeasaeseeeeeeaassesaeaeseansbebaeeaeeannes vi
LISTADE TABELAS .....ooutuuiiiiiiiieeeet ettt ettt ettt eeeeeeeeee ettt e e eeeeeaaaassaa—aaa e eeeeeeaeaeeeeeeeeeeeeessannes vii
LISTADE SIGLAS ......ouuutiiiiieeeiittiteee e e e ettt e e e e ettt e e e e eeaeas e e e e e aeeaaasseeeeeeeeasbaeeaeseeansbreeaeaaaans viii
LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS .........cooiiiitiiieeee et e e e e e e e e e e e eee e e e eeaaeeaeeaeeans ix
RESUMO ...ttt e e e e ettt e e e e et e e e e e et ateeeeeeeesssseeeeeansnsseeeeeansansseneanneeaas X
ABSTRACT ..ot iii ettt e e e e e e e e e e e e eeee et ee e e e e aa——————————eaeeeeeeaeteeeteeaeee e —————————— xi
1V 20T 01107 Yo TSR 01
1.1 SISTEMA REPRODUTIVO MASCULINO ....uuviitiiiiiiieeeeieeeeeeeeeeeeeeateetireeeeeeeeeeeaaaeaaaaaaeeaaanns 03
1.1.1 ANGOMIA FUNGIONAL «.. e ee et et e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e enaeees 03
1.1.2 ESPEIMAOGENESE ... eeeeeeeeeeee ettt e e e e eeeeeeeeaeeeeeeeeeesaeaetasabeae e eeaeseseseseasasasereresssserernnes 05
1.1.3 Sintese de hormANIOS ANArOGENICOS .......vv..iieieieeesieeeeeieeaee e eeeeeesaet e eeeeereeetesseasereeaaeeeseeresees 07
1.1.4 Eixo hipotalamo-hipfiSe-gONadas ............cceieieiiieiuriiieiriiieeeeeeieeeeeeeerereeeees e eeeaaess 08
1.1.5 Diferenciagao SEXUAI MASCUING .....eeuneeee e e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s 09
1.2 DESREGULADORES ENDOCRINOS ......uutitiiiieiiititieeeeeeeireeee e e e eeatseea e e s sensseee e e s sannneeaeens 10
1.3 TESTES EM TOXICOLOGIA REPRODUTIVA ....cutiiiiiieeiiiieeeeeeeeetiee e e e eeiaaeaeeeeeeavevaeeaeeannns 13
14 DELTAMETRINA L..ooiii ittt e e oottt e e e ettt e e e e e et e e e e e e eeaaebaeeeeeeassaseeeeeeensssaneeaeeanssnnees 16
1.5 OBUETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e et et et ettt e et e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeanaaa——————.aana 20
IR Oy (1Yo X 1= = AR 20
1.5.2 ODJELIVOS ESPECITICOS vvvvvrrrruniiesiseseeeeeeeeaeeeseeeeeeaeees e e e eeeaeeeeseeeeeeseeeesnasannnnneeeaeaeas 20
2 MATERIAIS E METODOS .......ouutuiiiiiiiiieeiiiiieeeeeeeeeeeeeeeiat e aaasaeeesseeeeeaaaaeaaeeaaeaaaaseaansssseessenns 21
20 ANIMAIS .o ettt e e et e e e e e e e e eee e e e e e e a—— et —————aeeeteaaaaeaaaaaaeeaaaaaaanaarranaaess 21
2.2 ACASALAMENTOS ....uiiiiiiiieeeeeee ettt e e et et e e e e e e e e eeeeee e e e e aaeaaas b a bt eeeeeeeeaeeeaeaeeeaeeessesssnnnnnnes 21
2.3 DOSES E TRATAMENTO ....uuittiiiiiiiiiieeteeeeeeeeeeeeeeeeeeeeat e aasseeeessaeeeeaaaeeaaeeeaaaaaaseaansssseeesenns 21
2.4 DADOS DA PRENHEZ .......ciiiiiieieeeee e e e e e e e e e e e e e et e e et et e e aa e e e e eeeeeeeeaeeeeeeeeeeessrsannes 22
2.5 AVALIACAO DOS DESCENDENTES ..uuuuuuutiiieieietetieieiereeeessusssssssnsesessesssessasssesaeeresssssssnsnees 23
2.5.1 Parametros gerais do deSENVOIVIMENTO ..........cciiieereueieeiiieesieeeeeeeesaaeneeeseessaseneeseesssananeeeaeeees 23
2.5.2 Parametros do desenvolvimento sexual MasCUliNO ......ouviiiiiiiieiiiiiie e e eens 23
2.5.3 Avaliagao reprodutiva dos descendentes masculinos na puberdade e idade adulta .................... 24

il



2.5.3.1 Determinagao do peso absoluto e relativo de Orgaos ........c.cveeiiiiiiiii i

2.5.3.2 Produgéao espermatica diaria, contagem de espermatozdides na cauda do epididimo e tempo de

102 LT (0T =TT 01T . = £ (o

2.5.3.3 Morfologia espermatica ...........cccoeeeeenennn.
2.5.3.4 Niveis plasmaticos de testosterona ............

2.5.3.5 Histologia testicular .............ccccoeiveiinanan..

2.6 TESTE DE FERTILIDADE E EFEITOS PATERNAIS ....ei e e

2.7 COMPORTAMENTO SEXUAL ....cccovviniiennennes
2.8 TESTE UTEROTROFICO ....cuvvvmniniiiiieeeeeeennn.

29 TESTE DE HERSHBERGER ........cvvciviiiennnn,

2.10 ANALISE ESTATISTICA .eeeeeeeeeeeeeeeeaaaenn.
BRESULTADOS ....ooveneeeeee e
3.1 DADOS DAPRENHEZ .....uoiieieeeeeeeeeeeeaaaen

3.2 DESENVOLVIMENTO GERAL DA PROGENIE .

3.3 DESENVOLVIMENTO SEXUAL DA PROGENIE
3.4 AVALIAGAO REPRODUTIVA DOS DESCENDE

3.4.1 Peso absoluto e relativo de érgaos ...............

3.4.2 Produgao espermatica diaria, contagem de espermatozoides na cauda do epididimo e tempo de

transito espermatico ..........ccceiiiiiiiiinnn.,
3.4.3 Morfologia espermatica ............coeveveienininnnns
3.4.4 Niveis plasmaticos de testosterona ..............

3.4.5 Histologia testicular ..........ccoiiiiiiiiinnne.

NTES MASCULINOS .......coiiiiiiiiee e,

3.5 TESTE DE FERTILIDADE E EFEITOS PATERNAIS ... e

3.6 COMPORTAMENTO SEXUAL ....cccevuiiienenns
3.7 TESTE UTEROTROFICO ...ceeviiiiiinieaaeanaaeanns

3.8 TESTE DEHERSHBERGER ......ccocvviiiieennne.

ADISCUSSAO ......oovvviieiiieeieeeeeeeeeeeeeeeaaas

4.1 DADOS DA PRENHEZ E DO DESENVOLVIMENTO GERAL DA PROGENIE .......ccccvvvieeeeeieeeennn,

4.2 PARAMETROS DO DESENVOLVIMENTO SEXUAL DA PROGENIE MASCULINA ............ouueee..

4.3.1 Peso de 6rgéos sexuais e histologia testicular

v

25

25
26
27
28
30
31
33
34
35
37
37
38
40
41
41

42
43
43
43
45
46
47
47
49
50
50
51



4.3 AVALIACAO REPRODUTIVA DOS DESCENDENTES MASCULINOS NA PUBERDADE E NA

1 I | PN

4.3.2 Niveis plasmaticos de teStOStEroNa ........ccoiuiiiiii i e

4.3.3 Producéo espermatica diaria, contagem de espermatozéides na cauda do epididimo e tempo de

TrANSItO @SPEIMALICO .. .cneiee et et e et e e et n e n et e e e e e eaeans

4.4 TESTE DE FERTILIDADE E EFEITOS PATERNAIS ..o

4.5 COMPORTAMENTO SEXUAL ...iuiiiiiiiiiiii ettt et r e s e s r e n e e e

4.6 TESTE UTEROTROFICO E DE HERSHBERGER ......ccceiitiiiiiiiiiteeieieeeeeeeeee e ee e eee e

C od 0] [0 LU £= 0 =5 PR

REFERENCIAS

51
52

53
55
55
57
58
59



FIGURA 1
FIGURA 2
FIGURA 3
FIGURA 4
FIGURA 5
FIGURA 6
FIGURA 7
FIGURA 8
FIGURA 9

FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12

FIGURA 13

FIGURA 14

FIGURA 15

LISTA DE FIGURAS

REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DO TESTICULO ............

GLANDULAS SEXUAIS ACESSORIAS DE ROEDORES .....cccevvveeeeneeeaeannnnn.

REPRESENTAGCAO DIAGRAMATICA DA ESPERMATOGENESE ..................

EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-TESTICULO ...ueeie e e e
ESTRUTURA DA DELTAMETRINA ..ottt e e
SEPARACAQO PREPUCIAL EM RATOS ....uuieieieeeee e e e e e e e

CALCULO DO NUMERO DE ESPERMATOZOIDES E ESPERMATIDES ............

MORFOLOGIA ESPERMATICA DE RATOS ...uuvviiiiinteeeeeeieeeeeesiiinne s e eeaaaeeenns

ASPECTO HISTOLOGICO DOS TUBULOS SEMINIFEROS DE RATOS EM
CORTES TRANSVERSAIS CORADOS COM HEMATOXILINA/EOSINA .............

COMPORTAMENTO SEXUAL DE RATOS ....iiiiiiiiiiicr e e e

EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE O GANHO DE PESO (%) DAS
PROGENITORAS TRATADAS DIARIAMENTE POR VIA ORAL DURANTE A

PRENHEZ E A LACTAGAOD ..uttiitieieieeeee e e e et e et e et e e e e e e anennnn e eeeeens

CARACTERISTICAS DO DESENVOLVIMENTO GERAL DE RATOS EXPOSTOS

IN UTERO E NA LACTAGAO A DELTAMETRINA .....cooiiieiiiiiiinreeeee e

PARAMETROS DO DESENVOLVIMENTO SEXUAL DE RATOS MACHOS
EXPOSTOS IN UTERO E NA LACTACAO A DELTAMETRINA .....ocoivvneneannnnnee
RESPOSTA DA DELTAMETRINA AO TESTE UTEROTROFICO DE TRES DIAS

UTILIZANDO RATAS IMATURAS ...

RESPOSTA DA DELTAMETRINA AO TESTE DE HERSHBERGER DE SETE

DIAS UTILIZANDO RATOS PRE-PUBERES CASTRADOS

vi

04
05
06
09
16
24
26
27

29

32

37

39

40

47

48



TABELA 1

TABELA 2

TABELA 3

TABELA 4

TABELA 5

TABELA 6

TABELA 7

TABELA 8

TABELA 9

LISTA DE TABELAS

INDICES REPRODUTIVOS DE RATAS TRATADAS POR VIA ORAL COM BAIXAS
DOSES DE DELTAMETRINA DURANTE A GESTAGAO E A LACTAGAO .............
PESO AO NASCER E AO DESMAME DE RATOS EXPOSTOS IN UTERO E NA
LACTAGAO A DELTAMETRINA ...uuuitiiieiieee et e et et e e e eae e e aeeens
EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE O PESO ABSOLUTO DE ORGAOS
SEXUAIS E GLANDULAS ACESSORIAS DE RATOS MACHOS PUBERES E
ADULTOS EXPOSTOS IN UTERO E NA LACTAGAO ....uuuiiiiiiaee e e e
EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE O PESO RELATIVO (%) DE ORGAOS
SEXUAIS E GLANDULAS ACESSORIAS DE RATOS MACHOS PUBERES E

ADULTOS EXPOSTOS IN UTERO E NALACTAGAO ...
PRODUCAO ESPERMATICA DIARIA, NUMERO DE ESPERMATOZOIDES NA
CAUDA DO EPIDIDIMO, TEMPO DE TRANSITO ESPERMATICO, NiVEIS DE
TESTOSTERONA, HISTOLOGIA TESTICULAR E MORFOLOGIA ESPERMATICA
DE RATOS MACHOS PUBERES EXPOSTOS IN UTERO E NA LACTACAO A
DELTAMETRINA ... .ttt e e e e e e e e eee e e e e e eee e e eeennsanennns

PRODUGCAO ESPERMATICA DIARIA, NUMERO DE ESPERMATOZOIDES CAUDA
DO EPIDIDIMO, TEMPO DE TRANSITO ESPERMATICO, NIVEIS DE
TESTOSTERONA, HISTOLOGIA TESTICULAR E MORFOLOGIA ESPERMATICA
DE RATOS MACHOS ADULTOS EXPOSTOS /N UTERO E NA LACTACAO A

DELTAMETRINA .o e
iNDICES REPRODUTIVOS CALCULADOS PARA RATOS MACHOS ADULTOS
EXPOSTOS IN UTERO E NA LACTAGCAO A DELTAMETRINA .....oooiiieiiiiiieeeee
INDICES REPRODUTIVOS DE RATAS ACASALADAS COM RATOS ADULTOS
EXPOSTOS IN UTERO E NA LACTAGAO A DELTAMETRINA .....cooiiieeiiiiieenee
EFEITOS DA EXPOSIGAO IN UTERO E LACTACIONAL A DELTAMETRINA NO
COMPORTAMENTO SEXUAL DE RATOS MACHOS ADULTOS ......cccevivieieenens

vii

38

39

41

42

44

44

45

45

46



ABP
DDE
DDT
DEHP
DES
EDSTAC
FDA
FSH
GABA
GABAA
GnRH

LH
NOEL
OECD
SDN
SINDAG
SNC
StAR

TCDD
US EPA

LISTA DE SIGLAS

Androgen Binding Protein: Proteina de Ligagao a Andrégenos
Diclorodifeniltricloroetano

Diclorodifenildicloroetileno

Di(etil) Hexil Ftalato

Dietilestilbestrol

Endocrine Disruptors Screening and Testing Advisory Committee
Food and Drug Administration

Follicle Stimulating Hormone: Hormdnio Foliculo Estimulante
Gama Aminobutiric Acid: Acido Gama-aminobutirico

Receptor do Acido Gama-aminobutirico (subtipo A)
Gonadotrophin ~ Releasing Hormone:  Horménio  Liberador
Gonadotrofinas

Luteinizing Hormone:Hormdnio Luteinizante

No Observed Effect Level

Organization for Economic Co-operation and Development
Sexual Dimorphic Nucleus: Nucleo Sexual Dimoérfico

Sindicato Nacional das Industrias de Defensivos Agricolas
Sistema Nervoso Central

Steroidogenic Acute Regulator: Proteina de Regulagdo Aguda da
Esteroidogénese

2,3,7,8-Tetraclorodibenzo-p-dioxina

United States Environmental Protection Agency

viii

de



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

DLsg - dose letal 50%

DP - desvio padrao

g - gramas

h - horas

ip - intraperitoneal

kg - quilogramas

mg - miligramas

min - minutos

mL - mililitros

mm - milimetros

n - tamanho da amostra
ng - nanogramas

n° - numero

p - nivel de significancia estatistico

g.s.p - quantidade suficiente para

S - segundos

sc - subcutanea

SD - standard deviation
Ul - unidades internacionais
VO - via oral

Xg - gravidade

uL - microlitros

um - micrébmetros

“C - carbono 14

°C - graus Celcius

2% - lodo 125

® - marca registrada

X



RESUMO

O comprometimento da fungdo reprodutiva de seres humanos e de espécies animais
tem sido motivo de especial preocupagado nos ultimos anos. A crescente exposicao a
contaminantes quimicos ambientais com potencial de afetar o sistema enddcrino é
apontada como um dos fatores responsaveis pelo aumento na incidéncia de disturbios
reprodutivos masculinos. Recentemente a possibilidade de disturbios induzidos pela
exposicdo a xenobidticos durante as fases pré e perinatal tem merecido atengao
especial. A deltametrina € um pesticida piretroide sintético amplamente utilizado na
agricultura, na medicina veterinaria e na saude publica. Os piretroides sintéticos sao
apontados pela Agéncia de Protecao Ambiental dos Estados Unidos como possiveis
desreguladores enddcrinos. O presente estudo avaliou os efeitos da deltametrina sobre
a fungao reprodutiva de ratos machos expostos in utero e durante a lactagdo, assim
como seus possiveis efeitos (anti)estrogénicos ou (anti)androgénicos em testes in vivo
de curta duragdo. As progenitoras foram tratadas diariamente pela via oral do 1° dia da
prenhez ao 21° dia da lactacdo. Foram utilizadas trés doses de deltametrina: 1,0; 2,0 e
4,0 mg/kg, além do grupo controle tratado com veiculo (6leo de canola). Os
descendentes foram avaliados quanto a parametros gerais e sexuais de
desenvolvimento. Na puberdade e na idade adulta foram avaliados parametros
especificos do sistema reprodutivo masculino: peso de 6rgaos sexuais; producao
espermatica diaria; niumero de espermatozéides na cauda do epididimo; tempo de
transito dos espermatozoides na cauda do epididimo; testosterona plasmatica;
morfologia espermatica e histologia testicular. Na idade adulta também foram realizados
os testes de fertilidade e comportamento sexual. Os testes uterotrofico e de
Hershberger foram utilizados para detectar os possiveis efeitos (anti)estrogénicos e
(anti)androgénicos da deltametrina in vivo. As doses utilizadas ndao provocaram efeitos
adversos sobre a prenhez e o desenvolvimento geral e sexual das progénies, indicando
auséncia de toxicidade materna e de desenvolvimento. Na idade adulta, no entanto, os
descendentes expostos a maior dose de deltametrina apresentaram redugbes no peso
dos testiculos e epididimos (média + DP): testiculos - 1,47 g £ 0,12 (controle); 1,31 g £
0,13 (4,0 mg/kg); epididimos - 563 mg + 42 (controle); 509 mg + 46 (4,0 mg/kg).
Associada a redugéo no peso testicular, foi detectada uma redugéo de cerca de 12% na
producdo espermatica diaria desses animais. Nesse mesmo grupo foi detectada, ainda,
uma reducgao no didametro médio dos tubulos seminiferos (média + DP): 265 um + 9,31
(controle); 250 um + 6,65 (4,0 mg/kg). Os resultados do teste de comportamento sexual
mostraram que a auséncia de ejaculagao foi o principal efeito observado. O presente
estudo indica que a exposi¢cao in utero e lactacional a deltametrina pode alterar o
sistema reprodutivo de ratos machos na idade adulta, em doses que n&o causam
toxicidade materna. Os resultados dos testes uterotréfico e de Hershberger indicam que,
nas doses testadas, a deltametrina ndo possui atividade (anti)estrogénica e
(anti)androgénica in vivo, sugerindo que os efeitos reprodutivos induzidos durante as
fases diferenciagdo sexual resultam da interferéncia em outros mecanismos de
regulacéo do eixo hipotalamo-hipéfise-gbnadas.

Palavras-chave: Deltametrina;  toxicologia  reprodutiva;  prenhez; lactagdo;
desreguladores enddcrinos; uterotrofico; Hershberger.



ABSTRACT

Environmental contaminants that interfere with reproduction and other endocrine-
regulated functions have recently become the focus of significant interest in the context
of human and wildlife health. The possibility of disturbances induced either during the
prenatal or early postnatal period has attracted special attention. Deltamethrin is a
synthetic pyrethroid pesticide widely used in agriculture, veterinary medicine and public
health. Synthetic pyrethroids are listed by the United States Environmental Protection
Agency (US EPA) as possible endocrine disruptor chemicals. The purpose of the
present study was to elucidate whether deltamethrin poses reproductive hazards to
male offspring rats exposed in utero and during lactation, as well as detect possible
(anti)estrogenic or (anti)androgenic properties of this pesticide. The dams were treated
daily by oral gavage with 0; 1,0; 2,0 and 4,0 mg deltamethrin/kg from day 1 of pregnancy
to day 21 of lactation. Maternal and reproductive outcome data and male sexual
development landmarks were assessed. Reproductive endpoints of the male offspring
were examined at puberty and adulthood: organ weights; daily sperm production; sperm
counts (cauda epididymis); sperm transit rate; testosterone levels; sperm morphology
and testicular histology. At adulthood, fertility and sexual behavior were also assessed.
Uterotrophic and Hershberger assays were performed in order to screen (anti)estrogenic
and (anti)androgenic activities of deltamethrin. No signs of maternal toxicity were
detected at the tested dose levels. Development landmarks were also unaffected.
However, testicular and epididymal weights were significantly reduced on the adult male
rats exposed to the highest dose of deltamethrin (mean + SD): testes - 1,47 g + 0,12
(control); 1,31 g £ 0,13 (4,0 mg/kg); epididymis - 563 mg + 42 (control); 509 mg + 46 (4,0
mg/kg). In addition, daily sperm production at adulthood was decreased by 12% at this
same dose level. This result is further supported by a significant reduction in the
diameter of seminiferous tubules (mean + DP): 265 um £ 9,31 (control); 250 um * 6,65
(4,0 mg/kg). Results from sexual behavior observations showed that absence of
ejaculation was the main effect observed. In summary, the results indicate that in utero
and lactational exposure to deltamethrin may induce reproductive hazards on adult male
rats at dose levels that do not cause maternal toxicity. Results from uterotrophic and
Hershberger assays indicate absence of in vivo (anti)estrogenic and (anti)androgenic
activities of deltamethrin, at the tested dose levels, suggesting that the reproductive
effects induced during critical periods of sexual development, may involve interference
with other mechanisms that regulate the hypothalamic-pituitary-gonadal axis.

Key-words: Deltamethrin; reproductive toxicology; pregnancy; lactation; endocrine
disruptors; uterotrophic; Hershberger.
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1 INTRODUCAO

O rapido desenvolvimento tecnolégico e industrial que ocorreu no século XX,
especialmente apos a 2% guerra mundial, foi responsavel pelo marcante crescimento na
producdo de medicamentos, pesticidas, aditivos alimentares e compostos quimicos
industriais. A produgdo anual de compostos organicos sintéticos passou de 450 mil
toneladas em 1920 para mais de 90 milhdes de toneladas no final da década de 80
(GALLO, 1996; THOMAS, 1996). Com a intensificagcdo da exploragdo agricola e
pecuaria a partir de 1960, houve um crescimento representativo da producdo e
utilizacado de pesticidas no combate a pragas da lavoura, assim como no combate de
endo e ectoparasitas na area veterinaria (ECOBICHON, 1996). Apesar de seus
beneficios no aumento da produtividade agropecuaria, o uso dos pesticidas também
passou a representar um seério risco ao meio ambiente e a saude humana e animal. Os
pesticidas estdo entre os contaminantes quimicos ambientais que mais causam
preocupacao em funcao de sua ampla utilizagcdo e possibilidade de exposicéo atraves
de residuos presentes nos alimentos e na agua. O Brasil, devido a ampla extensao
territorial, clima apropriado para cultivos agricolas e a necessidade da produgao de
alimentos, encontra-se atualmente entre os maiores consumidores de pesticidas do
mundo. Segundo dados do Sindicato Nacional da Industria de Defensivos Agricolas
(SINDAG) as vendas brasileiras de pesticidas aumentaram de US$ 830 milhdes em
1986 para US$ 1,79 bilhdes em 1996, sendo que, nesse mesmo ano, o Parana
ocupava a segunda posi¢cdo nas vendas desses produtos (20,1%), atras somente do
estado de S&o Paulo (LARINI, 1999). Esse crescimento na producgdo, associado ao
desenvolvimento constante de novas substancias, contribuiu para a expansao dos
estudos de avaliagcdo dos efeitos adversos de pesticidas e outros contaminantes
quimicos ambientais sobre a saude humana e animal. Originalmente, esses estudos
concentraram-se nos efeitos agudos, neurotdxicos e carcinogénicos dos agentes
quimicos. Recentemente, no entanto, grande atencdo também tem sido dada aos
possiveis efeitos adversos sobre o comportamento, a reproducao e o desenvolvimento
(NEUBERT e CHAHOUD, 1995).



O comprometimento da fungdo reprodutiva de seres humanos e de espécies
animais tem sido motivo de especial preocupagdo nos ultimos anos. Muitos fatores
podem interferir com os componentes e com a funcdo reprodutiva e ocasionar
infertilidade e outras alteragdes funcionais e estruturais. Doengas, fatores psicoldgicos,
estresse, variagdes hormonais e exposicdo a substancias quimicas, sdo alguns dos
fatores que contribuem para o surgimento de disturbios no sistema reprodutivo
masculino e feminino (NEUBERT e CHAHOUD, 1995). Efeitos induzidos por
substancias quimicas podem ocorrer pela interacdo direta da substancia com
componentes do sistema reprodutivo ou indiretamente pela interferéncia na regulagao
enddcrina, uma vez que o desenvolvimento e a manutengao do sistema reprodutivo é
particularmente dependente de uma série de interacées hormonais (WHITLEY et al.,
1994; NEUBERT e CHAHOUD, 1995).

As alteragcbes reprodutivas induzidas por substancias quimicas podem ser
desencadeadas em qualquer estagio do desenvolvimento, desde a vida fetal até a
idade adulta. Os disturbios induzidos ainda no utero ou logo apds o nascimento (fases
pré e perinatal) sdo caracterizados como graves porque normalmente sao irreversiveis
e porque muitas vezes manifestam-se somente na idade adulta, dificultando o
reconhecimento da origem do problema (NEUBERT e CHAHOUD, 1995; COOPER et
al., 1999). Nessas fases, os 6rgaos sexuais e o sistema nervoso central, que estédo se
diferenciando sob influéncia hormonal, podem ser atingidos por substancias quimicas
presentes no sangue materno através da passagem pela placenta ou através do leite
no periodo de lactagao. Além disso, organismos em desenvolvimento sdo normalmente
mais suscetiveis a agcdo de substancias quimicas em fungdo da menor capacidade
metabdlica (detoxificagdo) e da auséncia de muitos mecanismos de retroalimentagao
(“feedback”) do sistema enddcrino (US EPA, 1997).

A saude reprodutiva masculina tem sido motivo de especial preocupagao nos
ultimos anos. Muitos estudos sugerem que o possivel aumento na incidéncia de
infertilidade, neoplasias testiculares e anormalidades estruturais do sistema reprodutivo
masculino, como hipospadias e criptorquidismo, poderia estar relacionado com a

crescente exposigao a pesticidas e outros contaminantes quimicos ambientais capazes



de interferir no sistema enddcrino (COLBORN et al., 1993; SHARPE e SKAKKEBAEK,
1993; JENSEN et al., 1995; TOPPARI et al., 1996;). Esta hipotese tem sido amplamente
discutida pelas agéncias regulatoérias internacionais (US EPA, OECD, FDA), assim
como pela comunidade cientifica de diversos paises (DASTON et al, 1997; GRAY et al.,
1997).

1.1 SISTEMA REPRODUTIVO MASCULINO

1.1.1 Anatomia funcional

O sistema reprodutivo masculino é constituido de diversos 6rgéos que atuam em
conjunto para produzir espermatozoides e libera-los no sistema reprodutivo da fémea.
Esse esfor¢go conjunto envolve tanto o sistema neuroenddcrino (hipotalamo e hipdfise)
quanto o genital, que € formado pelos testiculos, ductos genitais, glandulas acessoérias
e pénis. Na maioria dos mamiferos os testiculos localizam-se fora da cavidade
abdominal, suspensos numa bolsa musculo-cutanea (escroto). Cada testiculo é envolto
por uma capsula de tecido conjuntivo denso (tunica albuginea) e pela tunica vaginal. O
testiculo possui duas fungdes principais, a geragao de gametas (fungcao exdcrina) e a
producado de testosterona (fungdo endocrina). A figura 1 ilustra esquematicamente a
estrutura dos testiculos. A maior parte do volume testicular é constituida por inumeros
tubulos enovelados (tubulos seminiferos), onde sdo formados os espermatozodides.
Nesses tubulos localizam-se as células de Sertoli, que se estendem desde a membrana
basal até a luz do tubulo e sdo responsaveis pela nutricdo e sustentagdo das células
germinativas. As células de Sertoli estdo aderidas entre si por fortes jungdes de oclusao
que dividem o tubulo seminifero em dois compartimentos: o compartimento basal que
contém espermatogbnias e espermatdcitos primarios; e o compartimento adluminal que
contém células germinativas em estagios mais avancados da espermatogénese. Os
complexos juncionais entre as células de Sertoli formam o principal componente da
barreira hemato-testicular, que tem por funcdo impedir que muitos compostos

encontrados no sangue e no liquido intersticial entrem no compartimento adluminal.



Entre os tubulos seminiferos (espaco intersticial) localizam-se as células de Leydig que
produzem os hormbnios androgénicos responsaveis pelo desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias e pela manutencdo da espermatogénese
(ASHDOWN e HANCOCK, 1988; FOSTER, 1988; BRINSKO, 1999).

FIGURA 1 — REPRESENTAGCAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DO TESTICULO
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FONTE: ANTUNES-RODRIGUES, J.; FAVARETTO, A. L. V. Sistema reprodutor. In: MELLO AIRES, M.
de. Fisiologia. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1999. p. 878.

Um sistema de ductos genitais, formado pelos ductulos eferentes, epididimos,
ductos deferentes e ducto ejaculatorio, conecta os testiculos com a uretra. Associadas
a esse sistema de ductos estdo as glandulas sexuais acessoérias, que em roedores sao
formadas pela préstata, vesicula seminal, glandulas coaguladoras e glandula prepucial
(figura 2). Os tubulos seminiferos do testiculo esvaziam seu conteudo na rede testicular
que subsequentemente transporta os espermatozdides e o liquido tubular para os
ductulos eferentes e o epididimo. Este é um ducto unico altamente enovelado que pode
ser dividido anatomicamente em trés segmentos: cabega ou capuz, corpo e cauda. O
epididimo desempenha um papel fundamental no desenvolvimento do espermatozoéide
funcional, proporcionando um ambiente adequado e alguns produtos moleculares
necessarios a sua maturagdo. Quando os espermatozéides sdo liberados pelos
testiculos, sua mobilidade é pequena e sao incapazes de fertilizar o ovdcito. Ao
passarem pelo epididimo, no entanto, adquirem motilidade e capacidade de fertilizacao.

Essas alteragdes sdo acompanhadas por alteragcbes na membrana celular, como a



ligacdo de glicoproteinas na superficie dos espermatozoéides (EDDY, 1988; WHITE,
1988; ROSS e ROMRELL, 1993). Juntamente com os espermatozdides, o sémen
ejaculado € composto principalmente de secregdes das glandulas acessorias que
acrescentam volume, nutrientes, ions e numerosas substancias cujas fungdes exatas
sdo muitas vezes desconhecidas. A contribuigdo de cada glandula acesséria para o
ejaculado varia com a espécie e é responsavel pela variagdo no volume e na
caracteristica do ejaculado (BRINSKO, 1999).

FIGURA 2 — GLANDULAS SEXUAIS ACESSORIAS DE ROEDORES

FONTE: THOMAS, J. A. Toxic responses of the reproductive system. In: KLAASSEN, C.D. Casarett &
Doull’s Toxicology. The basic science of poisons. New York: McGraw-Hill, 1996. p. 555.

NOTAS: B.L., bexiga urinaria; V.P., prostata ventral; L.P., préstata lateral; D.D., ducto deferente; C.G.,
gléndula coaguladora; S.V., vesicula seminal; D.P., prostata dorsal.

1.1.2 Espermatogénese

A espermatogénese € um processo dinamico no qual células indiferenciadas
dipldides (espermatogdnias) dao origem a gametas hapldides altamente especializados
(espermatozdides). Esse processo pode ser dividido em trés eventos principais:
espermatocitogénese, meiose e espermiogénese. A figura 3 ilustra esquematicamente
esses processos. Na espermatocitogénese as espermatogbnias primordiais (tipo A)
sofrem proliferagdo continua (divisdbes mitoticas) dando origem a outras células
indiferenciadas para a manutencdo de uma populagao constante de células primordiais.

Uma fragdo dessas células, no entanto, transforma-se em espermatogdnias do tipo B,



que se dividem por mitose para originar os espermatocitos primarios que vao sofrer
divisdo meidtica. Na meiose | os cromossomos homédlogos segregam-se e formam duas
células haploides com cromatides duplicadas (espermatdcitos secundarios). Essas
células dividem-se para formar espermatides hapldides contendo uma unica cromatide
(meiose 1l). As espermatides recém formadas passam por um processo de
diferenciacdo (espermiogénese) que envolve uma extensiva reorganizacao nuclear e
citoplasmatica de forma que as caracteristicas comuns de células epiteliais sao
perdidas progressivamente até a diferenciagdo completa em espermatozdides
(FOSTER, 1988; GARNER e HAFEZ, 1988; THOMAS, 1996; BRINSKO, 1999).

FIGURA 3 — REPRESENTACAO DIAGRAMATICA DA ESPERMATOGENESE
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FONTE: BRINSKO, S. P. Fisiologia Reprodutiva do macho. In: CUNNINGHAM, J. G. Tratado de
fisiologia veterinaria. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1999. p. 402.



1.1.3 Sintese de horménios androgénicos

Os hormdnios androgénicos, assim como o0s demais hormdnios sexuais e
adrenocorticais, sdo moléculas lipofilicas que contém uma estrutura comum derivada do
colesterol (hormoénios esteroidais). Duas familias de enzimas estdo envolvidas na
sintese desses hormdnios: enzimas hidroxilases da familia do citocromo P450; e as
enzimas esterdide-desidrogenases. A biossintese de um horménio esterodide particular
depende da presenga de enzimas especificas nos tecidos produtores. O colesterol
utilizado como precursor pode se obtido por meio de sua sintese no interior da célula a
partir de acetato; através de sua mobilizacdo das reservas depositadas em goticulas
intracelulares sob a forma de ésteres de colesterol; e a partir da captagcdo de
lipoproteinas plasmaticas (FOSTER, 1988; GRECO e STABENFELDT, 1999;
ANTUNES-RODRIGUES e FAVARETTO, 1999).

A primeira etapa na sintese de hormdnios esteréides envolve a clivagem da
cadeia lateral do colesterol para formar a pregnenolona. Essa etapa ocorre nas cristas
mitocondriais através da enzima 20,22 desmolase do sistema P450. As modificagdes
subsequentes da molécula de esteréide ocorrem principalmente no reticulo
endoplasmatico liso. A etapa limitante na sintese de esterdides parece envolver a
mobilizagdo de colesterol do citosol para as mitocondrias através da proteina de
regulacédo aguda da esteroidogénese (StAR). Nos testiculos, o principal horménio
sintetizado é a testosterona. Entretanto, outros compostos de menor atividade
androgénica, como a desidroepiandrosterona, androstenediona e androstenodiol,
também podem ser sintetizados (FOSTER, 1988, GRECO e STABENFELDT, 1999;
ANTUNES-RODRIGUES e FAVARETTO, 1999).



1.1.4 Eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas

O sistema reprodutivo dos mamiferos do sexo masculino é regulado pelo
hipotdlamo, que sintetiza e secreta o horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH).
Liberado de modo pulsatil, o GnRH atua diretamente sobre a hipofise anterior
estimulando a liberagdo do horménio foliculo estimulante (FSH) e do hormdnio
luteinizante (LH). Dentro dos testiculos o LH liga-se a receptores de membrana nas
células de Leydig e estimula a sintese de testosterona a partir do colesterol. Altas
concentragdes de testosterona nos testiculos sdo essenciais para a manutencdo da
espermatogénese. A proteina de ligacdo de androgénios (ABP), sintetizada pelas
células de Sertoli, favorece o acumulo de andrégenos nos tubulos seminiferos.

As células de Sertoli constituem o principal alvo para a acdo do FSH. Juntamente
com a testosterona o FSH estimula uma variedade de fungdes das células de Sertoli,
incluindo a sintese e secregdo da proteina de ligagdo de androgénios, a sintese de
horménios como a inibina, ativina, estradiol além de varios produtos envolvidos na
nutricdo das células germinativas, meiose, maturagdo de espermatécitos, liberagdo de
espermatozoides na luz do tubulo seminifero (espermiagédo) e fungéo das células de
Leydig. Estudos in vitro demonstraram que o FSH também pode alterar a forma e a
morfologia das células de Sertoli (SHARPE, 1988; BRINSKO, 1999).

O controle do eixo hipotalamo-hipofise-gbnadas envolve uma série de
mecanismos regulatérios (figura 4). Os hormoénios esteréides gonadais regulam a
sintese e a secrecdo de gonadotrofinas (FSH/LH) por retroalimentagdo negativa
exercida tanto no hipotalamo quanto na hipdfise. A inibina e a ativina sdo hormonios
peptidicos sintetizados pelas células de Sertoli que podem, respectivamente, inibir e
ativar a liberagdo de FSH pela hipdfise, sem alterar a liberagdo de LH. Além disso,
diversas influéncias neurais modulam a liberacdo de GnRH pelo hipotalamo (NEGRO-
VILAR e VALENCA, 1988; US EPA, 1997; TERASAWA, 1998).



FIGURA 4 — EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-TESTICULO
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FONTE: ANTUNES-RODRIGUES, J.; FAVARETTO, A. L. V. Sistema reprodutor. In: MELLO AIRES, M.
de. Fisiologia. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan, 1999. P. 878.

1.1.5 Diferenciacao sexual masculina

A diferenciacdo sexual € um processo sequencial que se inicia com o
estabelecimento do sexo genético durante a fertilizagdo, seguida pelo desenvolvimento
do sexo gonadal e culmina com a diferenciagéo fenotipica. A gbénada indiferenciada
desenvolve-se em testiculo pela influéncia do produto do gene SRY, localizado no
braco curto do cromossomo sexual masculino. As células de Sertoli no testiculo recém
diferenciado produzem o fator inibidor mulleriano que promove a regressao dos ductos
mullerianos que dariam origem aos ovidutos, utero e porgédo superior da vagina. Nesse
estagio, as células de Sertoli também regulam o desenvolvimento das células de
Leydig, que secretam testosterona para promover a diferenciagdo dos ductos de Wolff
que dao origem ao epididimo, vesicula seminal e ducto deferente. A masculinizagédo da
genitalia externa também é controlada pelos andrégenos e ocorre apds a conversao da
testosterona em 5a-dihidrotestosterona pela acdo da enzima 5a-redutase nos tecidos
alvos (US EPA, 1997; THOMAS, 1996; TOPPARI et al.,, 1996; DAVIDSON e

STABENFELDT, 1999). A organizacéo final do individuo em relagédo ao sexo vem com a



10

diferenciacdo do sistema nervoso central (SNC). A exposicdo a andrégenos nas
proximidades do nascimento promove a masculinizagdo do cérebro. Paradoxalmente,
esse processo de masculinizagcdo depende da conversdao de testosterona em
estrégenos pela enzima aromatase no tecido nervoso (DAVIDSON e STABENFELDT,
1999). Em ratos, o periodo critico para a diferenciagdo do SNC ocorre
aproximadamente entre o 18° dia de gestagdo e o 7° — 10° dia pds-natal (McCARTHY et
al.,, 1997). As modificagbes mediadas nesse periodo vao ser responsaveis pelo
dimorfismo nas respostas comportamentais e fisioldgicas aos hormdnios sexuais na
idade adulta. Muitas regides do cérebro demonstram, além do dimorfismo funcional,
diferencas significativas de volume. A regido pré-optica medial do hipotalamo, por
exemplo, contém o nucleo sexual dimérfico (SDN), que em ratos é cerca de sete vezes
maior nos machos em relagao as fémeas. Essa diferenca esta estritamente relacionada
a exposi¢cao hormonal durante a fase critica de diferenciacao sexual (McCARTHY et al.,
1997).

1.2 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Agentes quimicos capazes de interferir no sistema endocrino sdo chamados
genericamente de “desreguladores enddécrinos”. Essas substancias podem atuar
através de uma grande variedade de mecanismos. A Agéncia de Protegcdo Ambiental
dos Estados Unidos (US EPA) define os desreguladores enddocrinos como agentes
exdgenos que interferem na sintese, secrecao, transporte, ligagdo, agao ou eliminagao
de horménios naturais que sao responsaveis pela homeostase, reproducao,
desenvolvimento e/ou comportamento (US EPA, 1997).

A diferenciacdo e o desenvolvimento do sistema reprodutivo masculino s&o
eventos particularmente sensiveis a substancias que interferem na agado ou produgao
de hormdnios sexuais (US EPA, 1996). Dados baseados em estudos animais indicam
que alteragcdes do desenvolvimento sexual podem resultar da exposi¢ao a pesticidas e
contaminantes quimicos ambientais capazes de mimetizar ou antagonizar hormonios

naturais ou interferir com o0s mecanismos que regulam a disponibilidade desses
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horménios (GRAY, 1998a; BAKER, 2001). A interferéncia com a produgdo ou agao de
hormdnios androgénicos pode ocasionar diversos prejuizos no desenvolvimento do
trato reprodutivo masculino. Compostos que se ligam aos receptores androgénicos sem
ativa-los (antiandrogenos) podem causar efeitos similares aos observados em
individuos que apresentam receptores androgénicos defeituosos (US EPA, 1997).
Diversos contaminantes quimicos ambientais como os fungicidas vinclozolin e
procimidona, e o plastificante di(etil) hexil ftalato (DEHP), ja foram identificados como
antiandrégenos (GRAY et al., 1999; OTSBY et al., 1999; SANTANA et al., 2001). GRAY
e colaboradores (1999) demonstraram que a administracdo de baixas doses de
vinclozolin, durante o periodo de diferenciacdo sexual de ratos, pode provocar diversas
alteragbes no trato reprodutivo masculino, como agenesia da prostata, redugcdo da
distdncia ano-genital, retencdo de mamilos e redugdo na produgdo espermatica.
MABLY e colaboradores (1992) demonstraram que a exposigao in utero e lactacional de
ratos a baixas doses de 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), pode alterar
diversos parametros reprodutivos dependentes de androgenos. Os descendentes
masculinos expostos a TCDD apresentaram redugédo na distancia ano genital, retardo
na descida dos testiculos a bolsa escrotal e reducdo do peso absoluto e relativo das
glandulas sexuais acessorias. As dioxinas sao substancias quimicas que ocorrem em
baixas concentragdes no meio ambiente, mas que podem causar diversos efeitos
deletérios sobre a saude humana e animal. Sdo formadas durante a combustéo de lixo
industrial ou doméstico, como produtos secundarios na sintese de hidrocarbonetos ou
durante a utilizagdo de combustiveis contendo aditivos clorados (FOSTER, 1995).
Diversos estudos também tém relacionado a ocorréncia de anormalidades no
sistema reprodutivo masculino com a exposi¢cdo pré e perinatal a compostos com
atividade estrogénica (JENSEN et al., 1995; TOPPARI et al., 1996; DASTON et al.,
1997). Esses compostos podem alterar o desenvolvimento reprodutivo masculino
através da supressdo da sintese e secrecao do hormdnio foliculo estimulante (FSH),
principal estimulo para a multiplicacdo das células de Sertoli (TOPPARI et al., 1996;
SWEENEY et al., 2000). Em ratos, as células de Sertoli comegam a se dividir no

periodo final da gestagdo e param repentinamente o processo mitético por volta do 18°
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dia pods-natal, constituindo uma populacédo fixa de células que dao suporte fisico e
bioquimico as células germinativas na idade adulta (ORTH, 1982). A redugdo do
numero de células de Sertoli formadas no periodo pré e perinatal pode, portanto,
reduzir o tamanho testicular e a producdo espermatica na idade adulta. Acredita-se,
ainda, que as substancias estrogénicas possam inibir a multiplicacdo de células de
Leydig e consequentemente reduzir a producéo de testosterona (JENSEN et al., 1995).

Estudos bem documentados mostram que a exposi¢cao de diversas espécies
animais a um ou mais compostos quimicos estrogénicos é capaz de induzir uma gama
de efeitos adversos como hermafroditismo, redu¢cdo no tamanho dos testiculos e
comprometimento da funcéo das células de Leydig (SHARPE, 1994). Talvez o exemplo
mais bem documentado de efeitos ecoldgicos causados pela interferéncia na funcao
enddcrina tenha ocorrido com os crocodilos do Lago Apopka na Flérida, Estados
Unidos (US EPA, 1997). Investigagdes indicam que o vazamento de uma mistura dos
pesticidas diclorodifeniltricloroetano (DDT) e diclorodifenildicloroetileno (DDE), em 1980,
foi responsavel por uma variedade de efeitos adversos como a “desmasculinizagéo” de
crocodilos machos e “superfeminilizagédo” de fémeas. Outros efeitos incluiram prejuizos
na capacidade de chocar ovos e nos niveis populacionais (US EPA, 1997).

O DDT é um pesticida organoclorado que apresenta atividade estrogénica e que
foi amplamente utilizado apds a 22 guerra mundial (ECOBICHON, 1996). Embora seu
uso seja atualmente proibido na maior parte dos paises, o DDT ainda causa
preocupacao em fungao de sua alta persisténcia no meio ambiente e possibilidade de
bioacumulagcdo (SHARPE, 1994). Além disso, seu principal metabdlito, o DDE,
apresenta atividade antiandrogénica e pode contribuir na inducao de efeitos adversos
(KELCE, 1995; KELCE et al, 1997). DALSENTER e colaboradores (1999)
demonstraram que exposigao in utero e lactacional de ratos ao pesticida organoclorado
endosulfano, reduz a producao espermatica dos descendentes masculinos avaliados na
puberdade e na idade adulta. Estudos in vitro demonstraram que o endosulfano, assim
como o DDT, apresenta atividade estrogénica (SONNENSCHEIN e SOTO, 1998). Os
pesticidas piretréides sintéticos como a deltametrina também tém sido apontados como

possiveis desreguladores endocrinos (US EPA, 1997). MONIZ e colaboradores (1999)
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demonstraram que a exposicdo de ratas ao piretroide sintético fenvalerato (10
mg/kg/dia ip), no 18° dia de gestacado e do 1° ao 5° dia de lactagao, foi capaz de reduzir
significativamente a concentragdo plasmatica de testosterona e o peso da vesicula
seminal nos descendentes masculinos adultos. Também foram observadas alteragdes
no comportamento sexual desses animais.

Em humanos, a exposicdo ao dietiletilbestrol (DES) é o principal exemplo do
potencial deletério de substancias desreguladoras endocrinas sobre o sistema
reprodutivo (SHARPE, 1994; GRAY, 1998a). Essa substancia estrogénica foi utilizada
terapeuticamente por mais de 5 milhdes de mulheres gravidas entre o final da década
de 40 e o inicio da década de 70 para prevenir abortos e complicagées da gravidez
(TOPPARI et al., 1996; DASTON et al.,, 1997). Seu uso foi abandonado depois de
constatada a alta incidéncia de um raro tipo de cancer endocervical em adolescentes
expostas in utero. Posteriormente também foram detectados elevados indices de
anormalidades reprodutivas, incluindo baixa contagem de espermatozoides, nos
descendentes masculinos expostos (TOPPARI et al., 1996; JENSEN et al., 1995).
Embora existam evidéncias claras dos efeitos adversos decorrentes da exposicdo ao
DES em humanos, na maior parte dos casos ndo é possivel estabelecer uma ligagéo
causal entre a exposicdo a um contaminante quimico ambiental especifico e efeitos
adversos sobre a saude reprodutiva humana (SHARPE, 1994; BAKER, 2001).

1.3 TESTES EM TOXICOLOGIA REPRODUTIVA

Apés o tragico incidente ocorrido com a talidomida entre o final da década de 50
e inicio da década de 60, as agéncias regulatdrias internacionais passaram a
estabelecer protocolos para os estudos de toxicologia reprodutiva e de
desenvolvimento. Nos Estados Unidos, o FDA (Food and Drug Administration)
estabeleceu trés protocolos de estudos (THOMAS, 1996; GRAY et al., 1997):
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a) Segmento I: toxicidade crbnica; avalia os efeitos sobre a fertilidade de
machos e fémeas tratados antes e durante os acasalamentos e durante a
prenhez e a lactagao (fémeas);

b) Segmento Il: toxicidade pré-natal; avalia as alteracbes do desenvolvimento
das progénies expostas durante a fase de organogénese (teratogenia).
Normalmente s&o utilizadas duas ou mais espécies animais (rato, coelho e
primatas). As progenitoras s&o sacrificadas no final da prenhez e os fetos
avaliados quanto a alteragbes externas, viscerais e esqueléticas;

c) Segmento Ill: toxicidade peri e poés-natal; avalia os efeitos sobre o
desenvolvimento pos-natal de progénies expostas durante o desenvolvimento
fetal (fase final da prenhez) e a lactagao.

Os descendentes expostos durante a gestacao e a lactagao (segmentos | e lll)
podem ser avaliados quanto a fungao reprodutiva na idade adulta. Essa avaliagdo nao
se limita aos testes de fertilidade (acasalamentos), mas envolve diversos parametros
reprodutivos como o peso e andlise histolégica de o6rgados sexuais, avaliagdes
espermaticas e comportamento sexual (NEUBERT e CHAHOUD, 1995; US EPA, 1996).

Além disso, diversas modificagdes e protocolos novos tém sido propostos. Nos
testes de multiplas geragbes ocorre a exposi¢gao de machos e fémeas (FO) antes e
durante o acasalamento, e das fémeas durante a gestacao e a lactacdo. A geragao F1
continua a ser exposta do desmame até a idade adulta. Machos e fémeas F1 sao
acasalados, sendo que a exposi¢cao das fémeas continua durante a gestacéo e a
lactacdo. A geragao F2, assim como ocorreu com F1, continua sendo exposta apos o
desmame. No caso de uma terceira geragéo ocorre o mesmo esquema de exposicao
das geracbes F1 e F2. Diversos parametros reprodutivos e de desenvolvimento sao
avaliados nas diferentes geragbes. Esses estudos permitem avaliar os efeitos da
exposicao no adulto (FO) bem como nas geragdes expostas durante todos os estagios
de desenvolvimento, desde o utero até a idade adulta. A exposicdo nesses testes pode
ser feita através da ragéo, da agua ou por intubagcédo gastrica (COLLINS et al., 1999;
KIMMEL e MAKRIS, 2001).
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Roedores e coelhos sdo os animais mais adequados para os estudos de
toxicologia reprodutiva (AMANN, 1982). O curto periodo de gestacéo e a facilidade de
criacdo e manutencido nas condi¢cdes de laboratério favorecem o uso desses animais.
Entre os roedores, os ratos sdo preferencialmente utilizados em fungao do seu tamanho
adequado, processos reprodutivos bem estabelecidos e uso geral em estudos
toxicolégicos. Os coelhos sdo utilizados como segunda espécie e apresentam algumas
vantagens como a possibilidade de coleta de sémen ejaculado (AMANN, 1982; ZENICK
e CLEGG, 1989; COLLINS et al., 1999).

As agéncias regulatodrias internacionais também vém desenvolvendo protocolos
para a deteccdo de substancias que interferem no sistema endécrino. A Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA) estabeleceu um comité para o
desenvolvimento de um programa de triagem e teste de substancias desreguladoras
endocrinas (EDSTAC, 1998). No seu relatério final, o comité recomenda a realizagao de
baterias de triagem, que tém a fungcdo de detectar substancias ou misturas com
potencial de interferir no sistema enddcrino, e baterias de teste, que devem avaliar os
riscos associados a exposigao a essas substancias (EDSTAC, 1998; GRAY, 1998b).
As baterias de triagem contém diversos ensaios in vivo e in vitro. Os ensaios in vitro s&o
particularmente adequados para a deteccao de substancias que atuam diretamente nos
receptores hormonais, mas nao levam em consideragao os aspectos farmacocinéticos e
farmacodinamicos que ocorrem no organismo intacto. Os ensaios in vivo, por outro
lado, podem detectar substdncias que atuam por mecanismos n&o diretamente
relacionados aos receptores, como a interferéncia na sintese, metabolismo e liberagao
dos hormoénios. O teste uterotrofico e o teste de Hershberger sdo os dois principais
ensaios in vivo de curta duragao utilizados na triagem de substancias desreguladoras
enddcrinas (EDSTAC, 1998; BAKER, 2001).
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1.4 DELTAMETRINA

A deltametrina — (S)-a-ciano-3-fenoxibenzil (1R, 3R)-3-(2,2-dibromovinil)-2,2-
dimetilciclopropanocarboxilato - é um pesticida piretroide sintético do tipo Il (o ciano
substituido) sintetizado em 1974 e comercializado a partir de 1977 (figura 5).
Apresenta-se sob a forma de um pd branco cristalino e inodoro com ponto de fusao
entre 98 — 101°C. E praticamente insolivel em &gua, mas solivel em solventes
organicos como o xilol, a acetona e o etanol. Apresenta uma boa estabilidade quimica
resistindo a degradagao pelo calor, luz e ar atmosférico (IPCS, 1990; BARLOW et al.,
2001).

FIGURA 5 — ESTRUTURA DA DELTAMETRINA
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Os piretréides sintéticos foram produzidos a partir de modificagées quimicas na
estrutura das piretrinas naturais encontradas nos extratos das flores secas do piretro e
do crisantemo (Chrysanthemum cinerariaefolium e C. cocineum). A partir de 1960
diversos analogos estruturais foram sintetizados com o objetivo de melhorar as
propriedades fisicas e quimicas e aumentar a atividade biolégica desses compostos
(IPCS, 1990). Baseados na estrutura quimica e nos sinais e sintomas de toxicidade em
animais, os piretréides sintéticos podem ser divididos em duas classes: piretréides do
tipo | e Il. Em ratos, os compostos do tipo | provocam um quadro de agressividade,
prostragcao, incordenagao e tremores que € conhecido como “Sindrome T” (tremores).
Esses compostos compartilham na sua estrutura quimica a auséncia do substituinte o
ciano-3-fenoxibenzil (IPCS, 1990; ECOBICHON, 1996). Os piretroides da classe I, que

contém o grupamento o ciano substituido, provocam movimentos irregulares dos
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membros, contor¢des, salivacao profusa e convulsdes que caracterizam a “Sindrome
CS” (coreoatetose e salivagdo). Quanto ao mecanismo de agdo, os pesticidas
piretréides atuam principalmente na membrana das fibras nervosas prolongando a
abertura dos canais de sédio. Os piretréides do tipo | provocam apenas um aumento
transitério na permeabilidade ao sodio resultando em descargas neuronais repetitivas.
Os piretréides do tipo Il promovem um prolongamento ainda maior da abertura dos
canais de sdédio levando a despolarizagdo da membrana e bloqueio da condugao
nervosa em axbnios sensoriais e motores e provocando disparos repetitivos em fibras
musculares (IPCS, 1990; ECOBICHON, 1996; BARLOW et al., 2001). Além de seus
efeitos sobre os canais de sdédio os piretréides da classe |l também podem atuar
através de outros mecanismos como a inibicdo da Ca*?, Mg ATPase, aumentando os
niveis intracelulares de calcio e a liberacdo de neurotransmissores, e a acao inibitéria
sobre os receptores do acido gama-aminobutirico (IPCS, 1990; ECOBICHON, 1996;
CLARK, 1997; FORSHAW et al., 2000).

Inicialmente os piretrdides foram utilizados principalmente no controle de insetos
domésticos. Mais recentemente muitos deles passaram a ser usados como inseticidas
na agricultura em fungdo de sua excelente atividade contra um amplo espectro de
insetos, sua limitada persisténcia no meio ambiente e baixa toxicidade para mamiferos
(ANADON et al., 1996; IPCS, 1990). A deltametrina é um dos principais piretréides em
uso, sendo amplamente utilizada no combate de pragas de diversas culturas como
algodao, soja, café, milho, trigo, hortalicas, frutas e em produtos armazenados.
Também €& empregada no controle de vetores de doengas na saude publica e no
combate a ectoparasitas na veterinaria (IPCS, 1990; SHEETS et al., 1994). A
organizacdo mundial da saude classifica a deltametrina como um produto
moderadamente toxico (IPCS, 1990). Quando administrada pela via oral é rapidamente
absorvida, sendo que a taxa de absor¢do depende do veiculo administrado.
Formulagdes em pd ou suspensdes aquosas sdo significativamente menos téxicas que
formulagdes oleosas ou que contenham solventes organicos, em fungdo da menor
absorcao (IPCS, 1990). Uma vez absorvida a deltametrina é rapidamente metabolizada

e excretada. As principais vias de metabolizacdo envolvem reagdes de oxidagao por
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enzimas microssomais hepaticas, clivagem da ligacao éster por esterases teciduais e a
conversao da porgéo ciano em tiocianatos. Os acidos carboxilicos e fendis resultantes
sdo conjugados com sulfatos, glicina e acido glicurdnico (IPCS, 1990; BARLOW et al.,
2001). Apds a administragdo oral de deltametrina marcada radioativamente (**C) em
ratos machos (0,64 - 1,60 mg/kg), as porgdes acido e alcool da molécula foram
completamente eliminadas em dois a quatro dias, enquanto que a por¢ao ciano foi
eliminada mais lentamente com uma recuperagcdao de 79% em oito dias. As
concentragdes residuais nos tecidos foram, em geral, muito baixas, com exce¢ao do
tecido adiposo onde foram ligeiramente mais elevadas (RUZO et al.", citado por IPCS,
1990, p. 41). Embora sejam considerados inseticidas ndo persistentes, os piretroides
sintéticos apresentam uma alta solubilidade em lipidios e podem ser transferidos para
os lactentes através do leite (KAVLOCK et al.?, citado por TALTS et al., 1998, p. 545).
Em humanos, as poucas evidéncias existentes sugerem que as vias metabdlicas
envolvidas na degradacéo da deltametrina sao similares as vias utilizadas por roedores.
A absorc¢ao, distribuicdo e excrecao da deltametrina em humanos foram estudadas em
trés voluntarios que receberam uma unica dose de 3,0 mg de deltametrina marcada
radioativamente com '*C. As concentragdes plasmaticas maximas foram atingidas 1 - 2
horas apds a administracdo e a meia vida plasmatica aparente foi de 10 — 11,5 horas
(IPCS, 1990).

Em um estudo com ratos machos adultos EL-AZIZ e colaboradores (1994)
demonstraram que a administracédo oral de 1,0 e 2,0 mg de deltametrina/kg, durante 65
dias consecutivos, foi capaz de produzir efeitos adversos em diversos parametros
reprodutivos, incluindo alteragcbes no peso dos testiculos e glandulas sexuais
acessorias e redugcdo do numero de espermatozdides e dos niveis séricos de
testosterona. A Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos aponta os

pesticidas piretroides sintéticos como possiveis desreguladores endocrinos (US EPA,

"RUZO, L. O.; UNAI, T.; CASIDA, J. E. Decamethrin metabolism in rats. Journal of agriculture food
and chemistry, v. 26, p. 918-925, 1978.

> KAVLOCK, R. et al. Toxicity studies with decamethrin, a synthetic pyrethroid pesticide. Journal of
Environmental Pathology and Toxicology, v. 2, p. 751-765, 1979.
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1997). Recentemente, GO e colaboradores (1999) demonstraram que alguns
compostos piretréides como a sumitrina, o fenvalerato e a aletrina possuem
propriedades estrogénicas in vitro. Além disso, SHEETS e colaboradores (1994)
demonstraram uma diferenga, idade dependente, na suscetibilidade de ratos a
deltametrina. Ratos com 11 e 21 dias de idade foram, respectivamente, 16 e 7 vezes
mais sensiveis a deltametrina em relagdo a animais adultos avaliados através do teste
de dose letal 50% (DLsg). Nesse estudo a insuficiéncia metabdlica € apontada como o
mecanismo mais provavel para a maior suscetibilidade de animais imaturos a
deltametrina (SHEETS et al., 1994).

Até o presente momento, no entanto, poucos estudos foram realizados na
investigacao dos efeitos reprodutivos de pesticidas piretroides sintéticos em individuos
expostos durante fases criticas do desenvolvimento sexual (BARLOW et al., 2001). O
proposito do presente estudo foi avaliar os possiveis efeitos adversos da deltametrina
sobre o sistema reprodutivo de ratos machos puberes e adultos expostos in utero e
durante a lactagdo. Diversos parametros reprodutivos bem estabelecidos e validados
foram utilizados na avaliacdo dos efeitos da deltametrina, uma vez que os testes
toxicologicos que se limitam as avaliagdes de fertilidade podem ser insuficientes para
detectar prejuizos reprodutivos nas espécies animais usualmente utilizadas em
toxicologia reprodutiva (NEUBERT e CHAHOUD, 1995). Além disso, foram realizados
dois testes in vivo de curta duracédo para avaliar os possiveis efeitos (anti)estrogénicos

e (anti)androgénicos desse pesticida.
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1.5 OBJETIVOS

1.5.1 Objetivo geral

O objetivo geral do presente estudo foi avaliar os possiveis efeitos adversos da
deltametrina sobre o sistema reprodutivo de ratos machos puberes e adultos expostos
in utero e durante a lactacao, fases consideradas criticas para o desenvolvimento do

sistema reprodutivo.
1.5.2 Objetivos especificos

e Avaliacdo dos efeitos da deltametrina sobre a prenhez.

e Avaliagao de parametros gerais e sexuais do desenvolvimento dos descendentes
expostos.

e Investigagdo de parametros reprodutivos nos descendentes masculinos em dois
periodos: puberdade e idade adulta.

e Avaliacdo da fertilidade e do comportamento sexual dos descendentes
masculinos na idade adulta.

e Investigagdo dos possiveis efeitos (anti)estrogénicos e (anti)androgénicos da

deltametrina através dos testes uterotrofico e de Hershberger, respectivamente.



21

2 MATERIAIS E METODOS
2.1 ANIMAIS

Foram utilizados ratos, Rattus norvegicus variedade Wistar, criados no biotério
do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do Parana. Os animais foram
mantidos em salas com temperatura constante (20-24°C), obedecendo a uma fase
claro/escuro de 12 horas (luzes acesas das 7 as 19 horas) e recebendo agua e ragao
comercial Nuvilab CR-1 (Nuvital, Colombo/PR) ad libitum.

2.2 ACASALAMENTOS

Ratas Wistar (n=60) foram acasaladas com ratos machos adultos durante a fase
escura do ciclo de luz (12 horas), na propor¢gdo de um macho para trés fémeas.
Esfregacos vaginais diarios, de cada fémea, foram obtidos entre oito e nove horas da
manha para verificar a presenca de espermatozdides e confirmar a cdpula, sendo que o
dia de detecgédo de espermatozdides no esfregago vaginal foi considerado como dia
zero da gestacdo (CHAHOUD e KWASIGROCH, 1977). Os acasalamentos foram
repetidos diariamente até a obtencdo de um numero suficiente de progenitoras para a
realizagdo dos experimentos. As fémeas prenhes foram mantidas em caixas coletivas
de polipropileno (414 x 344 x 168 mm) até o 18° dia de gestagao (seis ratas por caixa),
quando foram separadas individualmente. O dia do parto foi designado como 1° dia

pos-natal, e os filhotes desmamados no 21° dia de lactagéo.

2.3 DOSES E TRATAMENTO

Para o tratamento foi utilizada a deltametrina técnica — (S)-a-ciano-3-fenoxibenzil
(1R, 3R)-3-(2,2-dibromovinil)-2,2-dimetilciclopropanocarboxilato - com 98,8% de pureza,
fornecida pela Aventis CropScience Brasil Ltda (Sdo Paulo/SP). O pesticida foi
dissolvido diariamente em 6leo de canola (veiculo), uma hora antes da administragao

aos animais.
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As fémeas prenhes obtidas durante os acasalamentos foram randomicamente
separadas em quatro grupos (10 - 12/grupo). Um grupo foi tratado apenas com o
veiculo e utilizado como controle. Os outros trés grupos foram tratados com trés
diferentes doses de deltametrina: 1,0; 2,0; e 4,0 mg/kg de peso corporal. Os
tratamentos foram realizados diariamente por via oral (gavage) do 1° dia de gestagdo
ao 21° dia de lactagdo (desmame), utilizando um volume de administragdo igual a 5,0
mL/kg. As doses utilizadas foram baseadas na NOEL-dose (No Observed Effect Level)
materna e de desenvolvimento, ou seja, a maior dose de deltametrina que ndo causa
toxicidade materna e ndo afeta o desenvolvimento geral dos filhotes. Diferengas nos
periodos de tratamento, linhagens de ratos e parametros de avaliagdo utilizados em
diferentes estudos, dificultam o estabelecimento claro da NOEL-dose de uma
substancia. Para a deltametrina a NOEL-dose materna e de desenvolvimento varia de
1,0 a 3,3 mg/kg/dia (ICPS, 1990; US EPA, 2000; BARLOW et al, 2001).

2.4 DADOS DA PRENHEZ

As progenitoras foram avaliadas quanto ao ganho de peso durante a gestagcao e
a lactagao, tempo da gestacao e tamanho das ninhadas. O ganho de peso na gestacao
e lactagdo foi registrado percentualmente em relagdo ao peso do 1° dia de gestagéo e
lactagdo, respectivamente. No 21° dia da lactagdo (desmame) as progenitoras foram
sacrificadas por decapitagdo e o utero retirado para a contagem do numero de
implantes uterinos. A visualizagdo dos pontos de implantag&o foi realizada diretamente
apos a remogao da gordura e vasos adjacentes aos cornos uterinos. Além disso, foram
determinados as perdas poés-implantes, a razdo sexual e os indices de parto,
nascimento, viabilidade e desmame (US EPA, 1996):

a) Perdas pos-implantes = n° de implantes — n° de filhotes nascidos vivos/n® de

implantes x 100.
b) Razao sexual = n° de filhotes machos/n® de filhotes fémeas.
o

c) indice de parto = n° de fémeas que pariram/n® de fémeas com

espermatozoides no esfregaco vaginal x 100.
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d) indice de nascimento: n° de filhotes nascidos vivos/n® de filhotes nascidos x
100;

e) indice de viabilidade: n° de filhotes vivos no 4° dia pds-natal/n® de filhotes
nascidos vivos x 100;

f) Indice de desmame: n° de filhotes vivos no desmame/n°® de filhotes nascidos

vivos x 100.

2.5 AVALIAGAO DOS DESCENDENTES

2.5.1 Parametros gerais do desenvolvimento

Foram determinados os pesos dos filhotes ao nascer e ao desmame e
parametros gerais de desenvolvimento: periodo (dia) para descolamento bilateral dos
pavilhdes auriculares, surgimento de pélos e abertura bilateral dos olhos. Essas

variaveis foram investigadas em todos os filhotes (machos e fémeas).

2.5.2 Parametros do desenvolvimento sexual masculino

Os descendentes masculinos foram avaliados quanto ao periodo (dia) para a
descida dos testiculos a bolsa escrotal e para a separagéo prepucial. O momento da
descida dos testiculos a bolsa escrotal foi investigado através da palpacao diaria da
bolsa escrotal a partir do 15° dia poés-natal e subsequentemente até que todos os
descendentes apresentassem essa caracteristica. A separacao prepucial foi investigada
diariamente a partir do 33° dia pds-natal, através da retragcdo manual do prepucio (figura

6), até que a separagao prepucial estivesse completa em todos os descendentes.
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FIGURA 6 — SEPARACAO PREPUCIAL EM RATOS

NOTA: (A) separagao prepucial incompleta; (B) separagao prepucial completa.

2.5.3 Avaliacao reprodutiva dos descendentes masculinos na puberdade e idade adulta

Apés a investigagdo dos parametros de desenvolvimento sexual (descida dos
testiculos e separacdo prepucial), dois a quatro descendentes masculinos de cada
ninhada foram randomicamente separados para a avaliagdo reprodutiva em dois
periodos: puberdade (65 - 70 dias) e idade adulta (150 - 180 dias). Em cada um desses
periodos, 16 animais de cada grupo foram sacrificados e avaliados quanto aos
seguintes parametros: peso absoluto e relativo dos testiculos, epididimos, glandulas
sexuais acessorias (prostata e vesicula seminal), figado e rins; produgdo espermatica
diaria; contagem de espermatozoéides na cauda do epididimo; tempo de transito
espermatico na cauda do epididimo; morfologia espermatica; produgdo hormonal
(testosterona); e avaliagao histologica dos testiculos.

Antes de serem sacrificados, os animais adultos foram avaliados quanto a
fertilidade e comportamento sexual. No estudo da fertilidade os descendentes adultos
(120 dias) foram acasalados com fémeas nao expostas ao pesticida. Uma semana apos
estes testes os mesmos animais foram submetidos a avaliagdo do comportamento
sexual, sendo que o sacrificio para a investigacdo dos parametros reprodutivos nesses
animais somente foi realizado sete dias apos a avaliagdo comportamental para permitir

o restabelecimento das reservas espermaticas na cauda do epididimo (AMANN, 1982).
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2.5.3.1 Determinagao do peso absoluto e relativo de érgaos

Foram determinados os pesos absolutos e relativos (peso do o6rgao/peso
corporal x 100) dos testiculos, epididimos, préstata, vesicula seminal (com glandulas
coaguladoras), figado e rins. Para o6rgaos pares (testiculos, epididimos e rins) foi
utilizada média entre os lados esquerdo e direito. A retirada e pesagem dos 6rgéos
(balanga analitica Gehaka BG 440, Sao Paulo/SP) foi realizada logo apés o sacrificio
dos animais por decapitagdo. A préstata foi pesada juntamente com a capsula
prostatica enquanto a pesagem da vesicula seminal foi realizada apds a retirada do

liquido seminal por perfuragédo e raspagem.

2.5.3.2 Producédo espermatica diaria, contagem de espermatozdides na cauda do

epididimo e tempo de transito espermatico

Apos a remogao da tunica albuginea, cada testiculo foi homogeneizado em 10
mL de cloreto de sbédio 0,9% (salina) contendo 0,5% de Triton X-100 em
homogeneizador de tecidos (FISATOM 720) por 1 minuto. O homogeneizado foi diluido
10 vezes em salina para a contagem microscopica do numero de espermatides
resistentes a homogeneizagdo (espermatides nos estagios 17 a 19), em cémara
hemocitométrica (Burker, Alemanha). O numero de espermatides por animal, obtido
pela soma das contagens do testiculo esquerdo e direito, foi dividido por 6,1 dias para a
conversdao em produgao espermatica diaria. Esse divisor (6,1) corresponde ao numero
de dias do epitélio seminifero em que as espermatides nos estagios 17 a 19 estao
presentes (ROBB, 1978). Nos animais em que um dos testiculos foi utilizado para a
histologia testicular (seis animais/grupo), o numero de espermatides contadas foi
multiplicado por dois para estimar o numero de espermatides por animal. Para a
contagem do numero de espermatozoides, as caudas dos epididimos foram cortadas
em pequenos pedacos, homogeneizadas e processadas da mesma forma que os
testiculos (figura 7). O tempo de transito espermatico na cauda do epididimo foi obtido
através divisdao do numero de espermatozdides pela produgdo espermatica diaria
(AMANN, 1976).
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FIGURA 7 — CALCULO DO NUMERO DE ESPERMATOZOIDES E ESPERMATIDES

£ 3 L7 3 47 x>

0,1 mL
(- >
Testiculo/cauda epididimo 10 mL triton x-100 0,5% 0,9 mL salina Camara de Birker
N° de células contadas (lado direito + lado esquerdo) —— 5,76 x 10 mL (volume da cémara)
Y — 1mL

Valor obtido (Y) x 100 (fator de diluigdo) = n° de células por animal.

2.5.3.3 Morfologia espermatica

Para avaliar o percentual de espermatozéides morfologicamente anormais, uma
suspensao de espermatozoides foi obtida através da lavagem da luz do ducto deferente
com 0,5 mL de cloreto de sédio 0,9%. Uma aliquota dessa suspensao foi misturada
com uma gota de eosina 2% para a confec¢gao de um esfregaco.

Duzentos espermatozoéides por animal foram analisados microscopicamente em
aumento de 400x, sendo registrados o percentual total de espermatozdides com

defeitos de cauda e/ou cabega (figura 8).
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FIGURA 8 — MORFOLOGIA ESPERMATICA DE RATOS

A B

NOTAS: (A) espermatozéide normal; (B) espermatozdide com defeito de cauda (cauda quebrada); (C)
espermatozoide com defeito de cabeca (cabeca arredondada).
Espermatozdides obtidos pela lavagem da luz do ducto deferente com salina, corados com
eosina 2% (aumento 400x).

2.5.3.4 Niveis de testosterona

Para a determinagcdo dos niveis plasmaticos de testosterona, o sangue dos
animais foi coletado por decapitacdo entre sete e oito horas da manha, utilizando
heparina como anticoagulante. Apos centrifugacéo, o plasma foi separado e mantido a
-20°C até o momento da andlise. A concentragdo de testosterona foi medida por
radioimunoensaio de duplo anticorpo (Testosterone DA kit - ICN pharmaceuticals Inc.,
Estados Unidos). Cinquenta microlitros das amostras de plasma e dos padrées foram

incubados com 250 puL de uma solugdo contendo testosterona marcada com iodo
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2]y e 250 pL de uma solugdo contendo anticorpos anti-testosterona (1°

radioativo (
anticorpo). Apos duas horas de incubagdo em banho-maria (37 + 1°C), 50 uL de uma
solugdo precipitante, contendo um 2° anticorpo (anticorpo anti-imunoglobulina, que se
liga ao 1° anticorpo), foram adicionados aos tubos de ensaio que foram incubados por
mais uma hora (37 + 1°C). Apos a incubagao todos os tubos foram centrifugados (1000
x g) durante 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado e o precipitado contado em
contador de radiagdo gama (ICN Isomedic™, Estados Unidos). Todas as amostras e
padrdes foram analisados em duplicata, sendo os coeficientes de variagao intraensaios
(duplicatas) e interensaios (mesma amostra analisada em diferentes dias) menores que
10%.

O principio desse ensaio baseia-se na competicdo entre a testosterona presente
no plasma dos animais e a testosterona marcada com iodo radioativo, por um numero
limitado de anticorpos especificos. Apdés um processo de separagao, que utiliza um
segundo anticorpo e centrifugagéo, a quantidade de testosterona marcada que se ligou
aos anticorpos especificos € determinada pela contagem da radiagdo gama emitida
(inversamente proporcional a quantidade de testosterona presente no plasma dos
animais). A concentracdo de testosterona na amostra € determinada através de uma
curva de calibracdo obtida pelo processamento de padrbées com concentragcbes

conhecidas de testosterona.
2.5.3.5 Histologia testicular

Para a analise histologica dos testiculos foram utilizados seis animais por grupo.
Imediatamente apos o sacrificio por decapitacdo um dos testiculos foi retirado e, apés a
perfuragdo da tunica albuginea, fixado em solugédo de Bouin (acido picrico 77 mL;
formol 20,5 mL; acido acético glacial 2,5 mL) por seis horas. Transcorridas as duas
primeiras horas de fixacdo, os testiculos foram retirados da solugdo, seccionados
transversalmente em cortes de aproximadamente 2,0 mm, e novamente colocados na
solucéo de Bouin por mais quatro horas. Apos a fixagcao os fragmentos foram mantidos

em etanol 70%, e posteriormente desidratados com concentragcdes crescentes de
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etanol e xilol: etanol 80% (1h30min); etanol 90% (1h30min); etanol 95% (1h30min);
etanol absoluto (3 tempos de 30 min); xilol: etanol (1:1; 12h na geladeira); xilol absoluto
(2 tempos de 20min e um tempo de 5 min). Apds a desidratacédo as pecas foram
impregnadas em parafina (Histosec® - Merck, Alemanha) durante 3 horas a 56°C, e
subsequentemente emblocadas. Foram realizados cortes transversais de 3 um de
espessura (Microtomo Leica RM 2145, Alemanha) que foram corados com
hematoxilina/eosina para posterior analise histologica (BECAK e PAULETE, 1976).

Em cada testiculo foi realizada a medida do didmetro dos tubulos seminiferos
(menor diametro) em 20 secgdes transversais de tubulos escolhidas ao acaso e
apresentando contorno o mais circular possivel. As medidas foram feitas com o auxilio
de ocular micrométrica em aumento de 100x. Além disso, 100 seccbes de tubulos de
cada testiculo foram analisadas microscopicamente em aumento de 400x para
determinar o percentual de tubulos com espermatides alongadas, isto €, tubulos nos
estagios | — VIII e Xl - XIV. Um estagio ou associagao celular é definido como um
conjunto de células germinativas que podem ser observadas numa secgao transversal
de tubulo. Em ratos foram definidas 14 associagbes celulares distintas (FOSTER,
1988). A figura 9 ilustra o aspecto de um tubulo seminifero com a presenca de
espermatides alongadas lineando a luz do tubulo (estagios VIl - VIII) e um tubulo sem a

presenca de espermatides alongadas (estagio IX).

FIGURA 9 — ASPECTO HISTOLOGICO DOS TUBULOS SEMINIFEROS DE RATOS EM CORTES
TRANSVERSAIS CORADOS COM HEMATOXILINA/EOSINA

NOTA: (A) Presenga de espermatides alongadas (estagios VII - VIII); (B) Auséncia de espermatides
alongadas (estagio IX). Aumento 400 x.
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2.6 TESTE DE FERTILIDADE E EFEITOS PATERNAIS

Para o estudo de fertilidade e efeitos paternais os descendentes masculinos
adultos (120 dias) foram acasalados com fémeas nao expostas durante o ciclo escuro
de 12 horas na proporcao de duas fémeas para um macho. Esfregagos vaginais diarios,
de cada fémea, foram obtidos entre oito e nove horas da manha para verificar a
presencga de espermatozoides (CHAHOUD e KWASIGROCH, 1977). Os acasalamentos
foram realizados durante seis dias ou até a deteccédo de espermatozdides no esfregaco
vaginal de uma das fémeas. Para avaliagdo da fertilidade foram calculados os indices
de copula e prenhez (US EPA, 1996):

a) Indice de cépula = n° de machos que copularam/n® total de machos

acasalados x 100;
b) indice de prenhez = n° de machos que tornaram fémeas prenhes/n® de
machos que copularam x 100.

O numero de machos que copularam corresponde ao numero de machos em que
a copula foi confirmada pela presenca de espermatozéides no esfregagco vaginal de
pelo menos uma das fémeas acasaladas.

O dia da detecgdo de espermatozodides no esfregaco vaginal foi considerado
como dia zero da gestagdo (CHAHOUD e KWASIGROCH, 1977). No 20° dia as
progenitoras foram sacrificadas por deslocamento endocervical. A cavidade abdominal
foi aberta para a retirada e contagem do numero de fetos. Apds a retirada dos fetos, o
utero e os ovarios foram retirados para a visualizagdo dos pontos de implantagdo nos
cornos uterinos e dos corpos luteos nos ovarios com auxilio de lupa. Foram registrados
0 numero de corpos luteos, numero de implantes uterinos, numero de reabsorgoes,
perdas pré e pos-implantes, numero e peso dos fetos, percentual de fetos vivos e a
razdo sexual (US EPA, 1996):

a) Reabsorgdes = n° de implantes — n° de fetos vivos;

b) Perdas pré-implantes = n° de corpos liteos — n° de implantes/n® de corpos

luteos x 100;
c) Perdas pds-implantes = n° de reabsorgdes/n° de implantes x 100;

d) Raz3do sexual = n° de filhotes machos/n° de filhotes fémeas.
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2.7 COMPORTAMENTO SEXUAL

Uma semana ap6s o término dos acasalamentos para o estudo de fertilidade, os
mesmos ratos foram utilizados na avaliacdo dos efeitos da exposicdo in utero e
lactacional a deltametrina sobre 0 comportamento sexual. Esses animais, sexualmente
experientes, foram acasalados com fémeas em estro ndo expostas a deltametrina,
sendo filmados durante 30 minutos na fase escura do ciclo de luz (19h30 as 23h30). As
filmagens foram feitas sob iluminagcdo vermelha (ldampada de 15 watts), utilizando-se
uma camera de video compacta (video 8 handycam CCD-TR517, SONY®) e uma caixa
coletiva transparente de polipropileno (414 x 344 x 245 mm). Dez minutos antes do
inicio da filmagem cada macho foi colocado isoladamente na caixa de filmagens para
evitar a interferéncia do comportamento exploratério no comportamento sexual.
Somente fémeas comprovadamente receptivas foram utilizadas nos testes, sendo a
receptividade testada pela andlise do esfregaco vaginal (fase de estro) de acordo com
CHAHOUD e KWASIGROCH (1977) e pela presenga do comportamento de lordose. A
figura 10 ilustra as etapas do acasalamento de ratos, desde a introdugéo da fémea na
caixa até a ejaculagao.

Os seguintes parametros foram avaliados no periodo de observagdo de 30 minutos
(DALSENTER et al., 1997):

a) Laténcia de monta: tempo (s) decorrido entre a introducdo da fémea na caixa

de filmagem e a primeira monta (com ou sem penetracéo);

b) Laténcia de penetragéo: tempo (s) decorrido entre a introdugédo da fémea na

caixa de filmagem e a primeira penetragao do pénis na vagina;

c) Laténcia de ejaculagéo: tempo (min) decorrido entre a primeira penetracao e a

ejaculagao;

d) Laténcia pods-ejaculagdo: tempo (min) decorrido entre a ejaculagdo e a

primeira penetragdo apoés a ejaculagao;

e) Numero de penetragdes até a ejaculagao;

f) Frequéncia de penetragbes: numero de penetragdes por minuto dentro dos 30

minutos de observacgao.
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FIGURA 10 - COMPORTAMENTO SEXUAL DE RATOS
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FONTE: DALSENTER, P. R. Reproduktionstoxikologische und toxikokinetische Untersuchungen an
mannlichen Ratten, die gegenuber fy-Hexachlororcyclohexan (lindan) wahrend der
Laktationsperiode exponiert waren. Berlin, 1996. Tese (doutorado em medicina veterinaria e
toxicologia). Institute fir Klinishe Pharmakologie und Toxikologie - Freien Universitat Berlin.

NOTAS: (A) Introducédo da fémea na caixa; (B) primeira monta; (C-D) primeira monta com penetragao; (E)
monta com penetragao; (F-G) ejaculagao; (H) limpeza do pénis.
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Apds os 30 minutos de filmagem foi obtido um esfregago vaginal de cada fémea
para a deteccdo de espermatozoides e confirmagdo da ejaculagdo. Animais com
laténcias de monta e/ou penetragdao superiores a cinco minutos foram considerados

sexualmente inativos e retirados do teste.
2.8 TESTE UTEROTROFICO

O teste uterotréfico € um ensaio in vivo utilizado na triagem de substéncias com
atividade estrogénica ou antiestrogénica, recomendado pelo comité consultivo de teste
e triagem de substancias desreguladoras enddcrinas da Agéncia de Protecdo Ambiental
dos Estados Unidos (EDSTAC, 1998). O crescimento uterino em ratas imaturas é
utilizado como indicador da acao estrogénica de uma substancia, enquanto o bloqueio
do efeito uterotréfico do estradiol é utilizado como indicador de antiestrogenicidade
(ODUM et al., 1997; ASHBY et al., 1997; KANG et al., 2000).

No experimento foram utilizados a deltametrina técnica (Aventis, Sao Paulo/SP)
e o hexahidrobenzoato de estradiol (Benzoginoestril® - Sarsa, Rio de Janeiro/RJ). O
oleo de canola foi utilizado como veiculo. A deltametrina foi dissolvida diariamente uma
hora antes da administracdo aos animais. O hexahidrobenzoato de estradiol foi diluido
no primeiro dia de tratamento e conservado em geladeira.

Ratas Wistar imaturas (21 + 1 dia; 9 — 10/grupo) foram tratadas por via oral
durante trés dias consecutivos. A deltametrina foi administrada em duas diferentes
doses (2,0 e 4,0 mg/kg/dia). O veiculo (6leo de canola, 50 mL/kg/dia) e o
hexahidrobenzoato de estradiol (0,4 mg/kg/dia) foram utilizados como controles
negativo e positivo de estrogenicidade, respectivamente. Além disso, para avaliar o
possivel efeito antiestrogénico do pesticida, um quinto grupo de animais foi tratado com
hexahidrobenzoato de estradiol (0,4 mg/kg/dia) e subsequentemente com a maior dose
de deltametrina (4,0 mg/kg/dia). O volume de administragao utilizado foi de 5,0 mL/kg
de peso corporal para todos os tratamentos (ANDRADE et al., 2002).

Vinte e quatro horas apos a ultima administragdo, os animais foram pesados e
sacrificados por deslocamento endocervical. O utero foi retirado (seccionado logo acima

de sua jungdo com a cérvix e na jungdo dos cornos uterinos com 0s ovarios) e
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dissecado cuidadosamente para retirar toda a gordura adjacente. Em seguida, o utero
foi perfurado e colocado entre duas folhas de papel filtro para retirada do liquido retido.
O peso do utero foi entdo determinado e registrado percentualmente em relagao ao
peso corporal (ANDRADE et al., 2002).

2.9 TESTE HERSHBERGER

O teste de Hershberger € um ensaio in vivo utilizado na detecgédo de substancias
androgénicas ou antiandrogénicas. Assim como o teste uterotréfico, este ensaio faz
parte do protocolo de triagem de substancias desreguladoras enddcrinas da Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EDSTAC, 1998). O teste se baseia no
crescimento de tecidos andrégeno-dependentes (prostata e vesicula seminal) em ratos
machos castrados (androgenicidade); ou no bloqueio da acgédo tréfica da testosterona
(antiandrogenicidade) sobre esses 6rgaos (HERSHBERGER et al., 1953; ASHBY AND
LEFEVRE, 2000; YAMADA et al., 2001).

Ratos pré-puberes (sete semanas de idade) foram castrados através de uma
Unica incisdo na bolsa escrotal. Os animais foram anestesiados com 75 mg de
ketamina/kg (Vetanarcol® - Konig, Argentina) e 1,5 mg de xilazina/kg (Rompun® - Bayer,
Sao Paulo/SP) pela via intraperitoneal. Apds a cirurgia, os animais receberam uma
injecdo subcutanea (0,1 mL/100g de peso corporal) de Agropen L.A.® (Virbac, Franca:
penicilina G procaina 10.000.000 Ul; penicilina G benzatina 10.000.000 Ul; sulfato de
dihidroestreptomicina 20 g; veiculo g.s.p 100 mL). Os experimentos somente foram
iniciados uma semana ap0s a cirurgia para permitir a completa recuperagao dos
animais (ANDRADE et al., 2002).

No experimento foram utilizados a deltametrina técnica (Aventis, Sdo Paulo/SP),
ciprionato de testosterona (Deposteron® - Novaquimica, S3o Bernardo do Campo/SP) e
flutamida (Galena, Sao Paulo/SP). O ¢6leo de canola foi utilizado como veiculo. A
deltametrina foi dissolvida diariamente uma hora antes da administragcdo aos animais. O
ciprionato de testosterona e a flutamida foram diluidos no primeiro dia de tratamento e

conservados em geladeira.
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Os ratos machos castrados (n=8/grupo) foram tratados por via oral e subcutanea
durante sete dias consecutivos. Na avaliagdo de antiandrogenicidade duas doses de
deltametrina (2,0 e 4,0 mg/kg/dia) foram administradas por via oral (vo) a animais
tratados com testosterona (0,25 mg/kg/dia) pela via subcutanea (sc). Para a deteccao
de androgenicidade, uma unica dose de deltametrina (4,0 mg/kg/dia) foi administrada
oralmente a animais tratados com veiculo (1,0 mL/kg/dia sc). A administragdo conjunta
de testosterona (0,25 mg/kg/dia sc) e veiculo (5,0 mL/kg/dia vo) serviu como controle
positivo de androgenicidade, e a administracdo de veiculo por ambas as vias (5,0
mL/kg/dia vo e 1,0 mL/kg/dia sc) como controle negativo. A flutamida (10,0 mg/kg/dia
sc), utilizada como controle positivo de antiandrogenicidade, foi administrada a animais
tratados com testosterona (0,25 mg/kg/dia sc) e veiculo (5,0 mL/kg/dia vo). A flutamida
€ um inibidor competitivo dos receptores da testosterona e dihidrotestosterona utilizado
no tratamento do carcinoma prostatico e do hirsutismo em mulheres (BUFSKY et al.,
1997; MUDERRIS et al., 2000). Os volumes de administragéo utilizados foram de 5,0
mL/kg para via oral e 1,0 mL/kg para a via subcutanea (ANDRADE et al., 2002).

Vinte e quatro horas apds o ultimo tratamento os animais foram pesados e
sacrificados por deslocamento endocervical. A prostata e vesicula seminal (com
glandulas coaguladoras) foram retiradas, fixadas por 24 horas em formalina 10% e
pesadas apds a remocao cuidadosa de gordura e tecidos adjacentes. A prostata foi
pesada juntamente com a capsula prostatica e a vesicula seminal com o seu conteudo.
Os pesos foram registrados percentualmente em relagdo ao peso corporal (ANDRADE
et al., 2002).

2.10 ANALISE ESTATISTICA

As variaveis com medidas intervalares e que apresentaram distribuicdo normal
foram analisadas através de andlise de varidancia (ANOVA). As diferengas entre os
grupos foram determinadas pelos testes de Tukey e Duncan. As variaveis com medidas
ordinais ou aquelas que nao apresentaram distribuicdo normal ou homogeneidade entre
as variancias, foram analisadas através do teste Kruskal-Wallis. Neste caso, as

diferencas entre os grupos foram determinadas pelo teste de Dunn. As variaveis



36

indicadas como indices ou percentuais foram analisadas pelos testes de qui-quadrado
ou Fisher. O nivel de significancia estatistica utilizado foi de 5% (p < 0,05). O peso
corporal dos filhotes/fetos e os parametros de desenvolvimento geral e sexual dos
filhotes foram analisados utilizando as ninhadas como unidades estatisticas.

O ganho de peso das progenitoras durante a prenhez e a lactagéo foi analisado
por andlise de variancia de duas vias. Os dados da prenhez (tamanho das ninhadas,
duracédo da gestacdo e numero de implantes uterinos, corpos luteos e reabsorgoes) e
os parametros de desenvolvimento geral e sexual das progénies foram analisados pelo
teste de Kruskal-Wallis. Alguns parametros avaliados na puberdade e idade adulta
(tempo de tréansito espermatico e niveis de testosterona plasmatica) e no estudo do
comportamento sexual (numero de penetragbes por minuto e numero de penetracbes
até a ejaculagao) também foram analisados por Kruskal-Wallis.

Variaveis como peso corporal e de 6rgdos, produgdo espermatica diaria,
contagem de espermatozoides na cauda do epididimo, didametro médio dos tubulos
seminiferos e algumas variaveis do estudo do comportamento sexual (laténcias de
monta, penetracdo, ejaculagdo e poés-ejaculacao) foram analisadas por analise de
variancia de uma via.

Os indices de nascimento, viabilidade e desmame, bem como as perdas pré e
pos-implante, a razao sexual e o percentual de tubulos com espermatogénese completa
e de espermatozoides morfologicamente anormais, foram analisados pelo teste do qui-
quadrado. Os indices de parto, copula e prenhez e o percentual de animais que
ejacularam no estudo do comportamento sexual foram analisados pelo teste de Fisher.

Para a analise estatistica e a confeccdo dos graficos utilizou-se o programa

Graphpad Prism® versao 3.0.
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3 RESULTADOS
3.1 DADOS DA PRENHEZ

A exposigao diaria a baixas doses de deltametrina ndo alterou o desenvolvimento
ponderal das progenitoras na gestagao e lactagao (figura 11). A duragédo da prenhez, o
tamanho das ninhadas, a razao sexual dos filhotes e os indices de parto, nascimento,
viabilidade e desmame também n&o foram afetados em nenhuma das doses testadas
(tabela 1). As progenitoras expostas a 2,0 e 4,0 mg de deltametrina/kg apresentaram um
numero significativamente menor de implantes uterinos, mas também um menor

percentual de perdas pos-implantes, quando comparadas ao controle (tabela 1).

FIGURA 11 - EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE O GANHO DE PESO (%) DAS PROGENITORAS
TRATADAS DIARIAMENTE POR VIA ORAL DURANTE A PRENHEZ E A LACTACAO
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NOTA: Foram avaliadas 12 progenitoras por grupo com excegao do grupo controle (n=10).
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TABELA 1 — INDICES REPRODUTIVOS DE RATAS TRATADAS POR VIA ORAL COM BAIXAS DOSES
DE DELTAMETRINA DURANTE A GESTAGAO E A LACTAGAO

Deltametrina (mg/kg/dia)

Parémetros 0 1,0 2,0 4,0
Numero de progenitoras 10 12 12 12
Tamanho das ninhadas 11,1+ 2,00 10,2+ 1,80 9,3+1,97 9,8+1,34
Duragao da prenhez (dias) 22,2 +0,63 22,2+ 0,40 22,2 +0,62 22,1+0,29
N° de implantes ") 13,0 + 2,58 11,7 £1,30 9,6 +1,97 ** 10,5+ 1,17 *
Perdas pos-implantes (%) @ 16,9 14,3 2,6 *** 717
indice de parto (%) 93 87 93 93
indice de nascimento (%) 97 98 100 99
indice de viabilidade (%) 95 98 98 97
indice de desmame (%) 94 96 96 97
Razao sexual 1,02: 1 0,88: 1 1,20: 1 0,73: 1

(machos: fémeas)

NOTAS: Os resultados expressam médias + desvios padrdes, exceto quando indicado de outra forma (%).
* Difere significativamente do controle (* p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001).

(1) Kruskal-Wallis - Dunn.

(2) Qui-quadrado.

3.2 DESENVOLVIMENTO GERAL DA PROGENIE

Os efeitos da deltametrina sobre o desenvolvimento geral dos descendentes
expostos in utero e na lactagao sao ilustrados na tabela 2 e na figura 12. A exposi¢ao a
deltametrina n&o alterou significativamente a idade média (dias) do surgimento das
caracteristicas de desenvolvimento geral investigadas (descolamento dos pavilhdes
auriculares, aparecimento de pélos e abertura de olhos). O peso corporal dos filhotes
expostos a 2,0 e 4,0 mg de deltametrina/kg foi significativamente maior ao nascer, mas

nao foi afetado ao desmame, quando comparado ao grupo controle (tabela 2).
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TABELA 2 — PESO AO NASCER E AO DESMAME DE RATOS EXPOSTOS IN UTERO E NA LACTACAO
A DELTAMETRINA

Dose (mg/kg/dia) Numero de ninhadas Peso ao nascer (g) Peso ao desmame (g)
0 10 5,34 £0,35 30,0+ 5,34
1,0 12 5,69 £ 0,24 29,6 £4,55
2,0 12 5,96 + 0,41** 32,8 £5,80
4,0 12 5,79+0,44 * 28,9+ 3,76

NOTAS: Os resultados expressam as médias + desvios padroes.
As ninhadas foram utilizadas como unidades estatisticas.
* Difere significativamente do controle (* p< 0,05; ** p< 0,01; ANOVA - Tukey).

FIGURA 12 — CARACTERISTICAS DO DESENVOLVIMENTO GERAL DE RATOS EXPOSTOS IN
UTERO E NA LACTAGAO A DELTAMETRINA
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NOTAS: Os resultados expressam as medias e erros padroes.
As ninhadas foram utilizadas como unidades estatisticas.
Foram utilizadas doze ninhadas por grupo com excegéao do grupo controle (n = 10).
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3.3 DESENVOLVIMENTO SEXUAL DA PROGENIE

A exposicao in utero e lactacional a deltametrina ndo alterou o periodo médio
(dias) para a descida dos testiculos a bolsa escrotal e para a separagéo prepucial, em

nenhuma das doses testadas (figura 13).

FIGURA 13 — PARAMETROS DO DESENVOLVIMENTO SEXUAL DE RATOS MACHOS EXPOSTOS IN
UTERO E NA LACTAGAO A DELTAMETRINA

20 —0 mgfkg
= = 11,0 mg/kg

15+ SR [==2212,0 mgikg
4.0 mgikyg

ig14 | 1 1----

Dias

40-

20- i

Dias
]
(=]

1

Separagéo prepucial

NOTAS: Os resultados expressam as medias e erros padroes.
As ninhadas foram utilizadas como unidades estatisticas
Foram utilizadas doze ninhadas por grupo com excegao do grupo controle (n = 10).



41

3.4 AVALIACAO REPRODUTIVA DOS DESCENDENTES MASCULINOS
3.4.1 Peso absoluto e relativo de 6rgaos

O peso absoluto dos testiculos e epididimos foi significativamente reduzido nos
animais adultos expostos in utero e na lactagdo a maior dose de deltametrina, quando
comparado ao controle (tabela 3). O peso absoluto e relativo das glandulas sexuais
acessorias (préstata e vesicula seminal) ndo diferiu significativamente entre os grupos
em nenhum dos periodos avaliados (tabelas 3 e 4).

Com relagao ao peso de figado e rins, ndo foram observadas diferencas entre os
grupos, com exceg¢ao de uma reducéo significativa no peso relativo dos rins dos animais
puberes expostos a maior dose. Essa diferenca, no entanto, ndo foi observada nos

animais sacrificados na idade adulta (dados ndo apresentados).

TABELA 3 - EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE O PESO ABSOLUTO DE ORGAOS SEXUAIS E
GLANDULAS ACESSORIAS DE RATOS MACHOS PUBERES E ADULTOS EXPOSTOS IN
UTERO E NA LACTACAO

Deltametrina (mg/kg/dia)

Periodo 0 1,0 2,0 4,0
Peso corporal (g) Puberdade 241 £ 17 237 £ 15 239+ 18 239 £ 22
Adulto 361 + 33 358 + 25 366 + 32 M351 + 42
Testiculos (g) Puberdade 1,24 + 0,08 1,23+0,08 1,24 £0,08 1,25+ 0,10
Adulto 1,47 £ 0,12 1,42+0,11 1,47+0,12  131+0,13*
Epididimos (mg) Puberdade 250 + 36 250 + 29 237 + 27 241+ 32
Adulto 563 + 42 543 + 54 536 + 43 M509 + 46 *
Préstata (mg) Puberdade 183 + 37 181 + 37 159 + 25 172 + 38
Adulto 526 + 123 501 + 95 470 + 183 449 + 145
Vesicula Seminal (mg) Puberdade 278+ 73 277 £ 53 257 £ 54 262 £ 63
Adulto 706 + 115 729 + 92 687 + 146 @ 645 + 115

NOTAS: Os resultados expressam as médias + desvios padrdes.

Foram avaliados 16 animais por grupo.

* Difere significativamente do controle (* p< 0,05; ** p< 0,01; ANOVA - Tukey).
(1) Numero amostral = 15.
(2) Namero amostral = 14.
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TABELA 4 - EFEITOS DA DELTAMETRINA SOBRE O PESO RELATIVO (%) DE ORGAOS SEXUAIS E
GLANDULAS ACESSORIAS DE RATOS MACHOS PUBERES E ADULTOS EXPOSTOS IN
UTERO E NA LACTACAO

Deltametrina (mg/kg/dia)

Peso (%) Periodo 0 1,0 2,0 4,0
Testiculos Puberdade 0,52 +0,03 0,52 0,03 0,52 + 0,04 0,53 0,05
Adulto 0,41 +0,03 0,40 + 0,04 041+0,04  0,38+0,06
Epididimos Puberdade 0,10 + 0,01 0,11 + 0,01 10,10 + 0,01 0,10 + 0,01
Adulto 0,16 £ 0,01 0,15 £ 0,02 0,15+0,01 0,14 +0,02
Préstata Puberdade 0,08 + 0,01 0,08 £ 0,01 0,07 +0,01 0,07 + 0,01
Adulto 0,15 + 0,04 0,14 £0,03 0,13+0,04  “0,13+0,04
Vesicula Seminal Puberdade 0,12 +0,03 0,12 + 0,02 0,11 +0,02 0,11+ 0,02
Adulto 0,20 + 0,03 0,20 + 0,03 0,19+0,03 ©0,18+0,04

NOTAS: Os resultados expressam as médias + desvios padroes.
Foram avaliados 16 animais por grupo.

(1) Numero amostral = 15.

(2) Namero amostral = 14.

3.4.2 Producédo espermatica diaria, contagem de espermatozdides na cauda do

epididimo e tempo de transito espermatico

Os resultados da produgao espermatica diaria, contagem de espermatozoides na
cauda do epididimo e tempo de transito espermatico dos animais puberes e adultos
expostos in utero e na lactacdo a deltametrina s&o ilustrados nas tabelas 5 e 6. A
concentragdo meédia de espermatozdéides na cauda do epididimo nao foi
significativamente afetada em nenhum dos periodos investigados (puberdade e idade
adulta). No entanto, a produgdo espermatica diaria dos animais adultos expostos a
maior dose de deltametrina (4,0 mg/kg) foi reduzida em cerca de 12% (p = 0,08; teste de
Duncan) quando comparada a produgao espermatica dos animais controles. O tempo de

transito espermatico na cauda do epididimo foi similar em todos os grupos.
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3.4.3 Morfologia espermatica

O percentual total de espermatozoéides anormais (defeitos de cabega e cauda)
nos animais expostos a deltametrina ndo diferiu significativamente do percentual

observado nos animais do grupo controle (tabelas 5 e 6).

3.4 .4 Niveis de testosterona

A exposigao in utero e lactacional a deltametrina ndo alterou significativamente os
niveis plasmaticos de testosterona, medidos por radioimunoensaio em animais puberes

e adultos, quando comparados ao grupo controle (tabelas 5 e 6).

3.4.5 Histologia testicular

Os resultados da avaliagao histolégica dos testiculos dos animais puberes e
adultos expostos in utero e na lactacdo a deltametrina, sdo ilustrados nas tabelas 5 e 6.
O percentual de tubulos seminiferos com espermatogénese completa (tubulos com
espermatides alongadas) nao diferiu significativamente entre os grupos. No entanto, o
didmetro médio dos tubulos seminiferos foi significativamente reduzido nos animais
adultos expostos a maior dose de deltametrina (4,0 mg/kg), quando comparado ao

grupo controle (tabela 6).
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TABELA 5 - PRODUGAO ESPERMATICA DIARIA, NUMERO DE ESPERMATOZOIDES NA CAUDA DO
EPIDIDIMO, TEMPO DE TRANSITO ESPERMATICO, NiVEIS DE TESTOSTERONA,
HISTOLOGIA TESTICULAR E MORFOLOGIA ESPERMATICA DE RATOS MACHOS
PUBERES EXPOSTOS /N UTERO E NA LACTAGAO A DELTAMETRINA

Parametros Deltametrina (mg/kg/dia)

n 0 1,0 2,0 4,0
Produgao espermatica diaria (x 10°) 16 316+54 292+29 ©208+52 30,6 +4,5
N° espermatozdides (x 10°) 16 60,1+26,9 572+150 @50,1+14,7 557+225
Tempo de transito espermatico (dias) 16 1,89+0,76 1,97+0,52 ©1,68+0,44 1,82+ 0,68
Testosterona plasmatica (ng/mL) 16 1,00+0,76 1,17+1,13 ©069+0,53 ©®1,70+1,58
Diametro dos tibulos seminiferos (um) 06 254+628 257+132 ¥256+627 251 +7,21
Tubulos com espermatides alongadas (%) 06 92 93 ®1 g1 91
Espermatozéides anormais (%) 10 1,6 1,5 1.4 1,3

NOTAS: Os resultados expressam médias *+ desvios padrdes, exceto quando indicado de outra forma (%).

(1) Numero amostral.
(2) Namero amostral = 15.
(3) Numero amostral = 5.

TABELA 6 - PRODUCAO ESPERMATICA DIARIA, NUMERO DE ESPERMATOZOIDES NA CAUDA DO
EPIDIDIMO, TEMPO DE TRANSITO ESPERMATICO, NIVEIS DE TESTOSTERONA,
HISTOLOGIA TESTICULAR E MORFOLOGIA ESPERMATICA DE RATOS MACHOS
ADULTOS EXPOSTOS IN UTERO E NA LACTACAO A DELTAMETRINA

Parametros Deltametrina (mg/kg/dia)

n 0 1,0 2,0 4,0
Producdo espermatica diaria (x 10°) 16 428+87 399+622 40,0+7,0 @37,7+7,1
N° espermatozéides (x 10°) 16 267+61 274+48  255+64  ?242+48
Tempo de transito espermatico (dias) 16 6,45+1,73 6,97+1,37 6,49+1,63 ©6,57+1,60
Testosterona plasmatica (ng/mL) 16 0,64+0,61 1,07+1,14 043+021 ©0,58+0,41
Diametro dos tibulos seminiferos (um) 06 265+931 261+9,08 263+569 ©250+6,65*
Tubulos com espermatides alongadas (%) 06 95 94 93 g2
Espermatozoides anormais (%) 10 1,4 1.4 1,2 0,9

NOTAS: Os resultados expressam médias + desvios padrdes, exceto quando indicado de outra forma (%).
* Difere significativamente do controle (* p< 0,05; ANOVA - Tukey).

(1) Namero amostral.
(2) Numero amostral = 15.
(3) Numero amostral = 5.
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3.5 TESTE DE FERTILIDADE E EFEITOS PATERNAIS

Os indices reprodutivos calculados (cépula e prenhez) nédo revelaram efeitos
adversos sobre a fertilidade dos ratos machos adultos expostos in utero e na lactagcao a
deltametrina (tabela 7). O indice de cépula foi de 100% em todos os grupos enquanto o
indice de prenhez variou de 92 a 100%. Também ndo foram observadas diferencas
significativas nos indices reprodutivos calculados para as ratas acasaladas e suas

progénies, indicando a auséncia de efeitos paternais (tabela 8).

TABELA 7 - INDICES REPRODUTIVOS CALCULADOS PARA RATOS MACHOS ADULTOS EXPOSTOS
IN UTERO E NA LACTAGAO A DELTAMETRINA

Deltametrina (mg/kg/dia)

Parémetros 0 1,0 2,0 4,0
N° de machos acasalados 12 12 12 12
N° de machos que copularam 12 12 12 12
N° de machos que tornaram fémeas prenhes 11 12 12 11
indice de copula (%) 100 100 100 100
indice de prenhez (%) 92 100 100 92

TABELA 8 - INDICES REPRODUTIVOS DE RATAS ACASALADAS COM RATOS ADULTOS EXPOSTOS
IN UTERO E NA LACTAGAO A DELTAMETRINA

Deltametrina (mg/kg/dia)

Parametros 0 1.0 20 40
Numero de progenitoras 11 12 12 10

N° de fetos 10,3+ 1,19 10,9 + 1,93 10,3 +2,19 10,8 £ 1,81
Peso dos fetos (g) 417+0,73  4,06+087  4,06+0,71  4,15+0,75
N° de corpos liteos 11,4 £1,07 12,6 £ 1,21 11,7 £ 1,67 12,2+ 1,48
N° de implantes 10,6 + 0,81 11,4 +£2,19 10,9 £ 2,11 11,0 £ 1,70
N° de reabsorcdes 0,36 £ 0,50 0,50 +£ 0,67 0,67 +1,15 0,20+ 0,42
Fetos vivos (%) 100 100 99,2 100
Perdas pré-implantes (%) 7,01 8,63 6,43 9,84
Perdas pos-implantes (%) 3,42 4,38 6,11 1,82
Razao sexual (machos: fémeas) 1,13: 1 0,82: 1 0,91: 1 0,71:1

NOTA: Os resultados expressam médias + desvios padrées, exceto quando indicado de outra forma (%).
(1) As ninhadas foram utilizadas como unidades estatisticas.
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3.6 COMPORTAMENTO SEXUAL

Os resultados do estudo do comportamento sexual sdo ilustrados na tabela 9.
Nos grupos expostos a deltametrina, o numero de animais que ejacularam no periodo
de 30 minutos de filmagem foi menor em relagdo ao grupo controle (ndo significativo
estatisticamente). A ejaculagdo foi observada em 90% dos animais controles
acasalados, em 70% dos animais expostos a 1,0 e 4,0 mg de deltametrina/kg e em
apenas 50% dos animais expostos a 2,0 mg/kg. Além disso, dois animais do grupo
exposto a maior dose néo realizaram nenhuma investida (monta ou intromiss&o) durante
os 30 minutos de acasalamento. Essa inatividade sexual também foi observada em um
animal do grupo exposto a dose de 2,0 mg/kg, que apresentou uma laténcia de monta
de 21 minutos, e em um animal do grupo exposto a menor dose (1,0 mg/kg), que
apresentou uma laténcia de penetracdo de seis minutos, sendo que no grupo controle
todos os animais apresentaram laténcias de monta e penetracdo inferiores a um minuto.
Nas demais variaveis investigadas, no entanto, ndo foram observadas diferencas entre

OS grupos.

TABELA 9 - EFEITOS DA EXPOSIGAO IN UTERO E LACTACIONAL A DELTAMETRINA NO
COMPORTAMENTO SEXUAL DE RATOS MACHOS ADULTOS

Deltametrina (mg/kg/dia)

Parédmetros 0 1,0 2,0 4,0

N° de animais que ejacularam/n° de 9/10 7/10 5/10 7/10
animais investigados (90%) (70%) (50%) (70 %)
Laténcia de monta (s) 241+123 244+173 (239+179 ©®179+11,9
Laténcia de penetragao (s) 33,1+19,0 M444+305 M422+362 @227+134
N° de penetragdes por minuto 1,18+0,38 M1,04+0,19 0,82+0,30 ©1,18+0,55
Laténcia de ejaculagao (min) 16,1+ 6,10 14,7 + 6,93 15,1+ 5,08 18,6 + 5,57
Laténcia pds-ejaculagédo (min) 5,80 £ 0,82 6,30 + 0,81 6,60 + 1,01 6,56 + 1,63
N° de penetragdes até a ejaculagéo 24,3 £6,08 19,3 +5,19 19,8 £12,7 28,0 £ 18,5

NOTA: Os resultados expressam as médias + desvios padroes.

(1) Numero amostral = 9.
(2) Namero amostral = 8.
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3.7 TESTE UTEROTROFICO

A administracdo de baixas doses de deltametrina (2,0 e 4,0 mg/kg/dia) nao
induziu o crescimento uterino em ratas imaturas tratadas durante trés dias por via oral
(figura 14). O peso relativo do utero nos animais tratados com deltametrina foi similar ao
peso do utero dos animais tratados somente com veiculo. A administragdo de
hexahidrobenzoato de estradiol (0,4 mg/kg/dia), no entanto, aumentou
significativamente o peso relativo do utero em relagao aos animais tratados com veiculo.

O tratamento com deltametrina ndo foi capaz de bloquear o efeito uterotréfico do
estradiol, ndo havendo diferenca significativa entre o grupo tratado somente com

estradiol e o grupo tratado com deltametrina e estradiol.

FIGURA 14 — RESPOSTA DA DELTAMETRINA AO TESTE UTEROTROFICO DE TRES DIAS
UTILIZANDO RATAS IMATURAS

. o3 I Yeiculo {6leo de canola)
= 1 Deltametrina 2,0 mg/kg/dia
2 oo o —_ =3 Deltametrina 4,0 mg/kg/dia
= B Estradiol 0,4 mgfkgidia
g E= Estradiol 0,4 mgfkg/dia +
9 0.1- Deltametrina 4,0 mg/kg/dia
@
o

LM s

9 9 10 1

0 9

NOTAS: Os resultados expressam as médias e erros padroes.
O numero de animais utilizados é indicado abaixo das colunas.
Todos os tratamentos foram feitos pela via oral.
Estradiol = hexahidrobenzoato de estradiol.
*** Difere significativamente do grupo tratado com veiculo (p < 0,001 — ANOVA — Tukey).

3.8 TESTE DE HERSHBERGER

A resposta da deltametrina ao teste de Hershberger de sete dias, utilizando ratos
pré-puberes castrados, € ilustrada na figura 15. O peso relativo das glandulas sexuais
acessorias (prostata e vesicula seminal) dos animais tratados oralmente com
deltametrina (4,0 mg/kg/dia) foi similar ao peso das gléandulas sexuais acessorias dos

animais tratados somente com veiculo. A administracido subcutanea de ciprionato de
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testosterona (0,25 mg/kg/dia), no entanto, aumentou significativamente o peso relativo
desses 6rgaos em relagdo aos animais tratados somente com veiculo.

A administracdo de deltametrina ndo foi capaz de bloquear o efeito tréfico da
testosterona, ndo havendo diferenga significativa entre o grupo tratado com testosterona
e veiculo e os grupos tratados com testosterona e deltametrina (2,0 e 4,0 mg/kg/dia). O
crescimento da préstata e vesicula seminal induzido por testosterona, somente foi

bloqueado pela administracdo subcuténea de flutamida (10 mg/kg/dia).

FIGURA 15 — RESPOSTA DA DELTAMETRINA AO TESTE DE HERSHBERGER DE SETE DIAS
UTILIZANDO RATOS PRE-PUBERES CASTRADOS

Vesicula seminal 1 Veiculo 5,0 mLfkg/dia {vo)
0.12- 1 Deltametrina 4,0 mg/kg/dia (vo)
E== Veiculo 5,0 mLfkg/dia (vo)

0.0 Il Deltametrina 2,0 mg/kg/dia (vo)
3? ’ E= Deltametrina 4,0 mg/kg/dia (vo)
‘g EEA Flutamida 10,0 mg/fkgfdia (sc)
% 0.06-
€
o

0.034

0.00

Veiculo Testosterona
1,0 mL'kg/dia (s¢) 0.25 myg/kg/dia (sc)
Prostata

0.04-
. 0.03
)
o 0.024
L H
o

0.01-

0.00

Yeiculo Testosterona
1,0 mL/kg/dia (s¢) 0,25 mg/kg/dia (s¢)

NOTAS: Os resultados expressam as médias e erros padroes.
Foram utilizados oito animais por grupo, tratados por via oral (vo) e subcutanea (sc). Os animais
tratados com testosterona e flutamida, ambos pela via subcutanea, também foram tratados
oralmente com o veiculo (6leo de canola 5,0 mL/kg/dia).
Testosterona = ciprionato de testosterona.
*** Difere significativamente do grupo tratado somente com veiculo (p< 0,001; ANOVA — Tukey).
eee Difere significativamente dogrupotratado com testosterona e veiculo (p< 0,001; ANOVA - Tukey).
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4 DISCUSSAO

O crescimento da industria quimica a partir do século XX possibilitou o
desenvolvimento de um amplo arsenal de substancias para combater as pragas que
reduzem a produtividade agricola e pecuaria. A crescente producédo e utilizagcado de
pesticidas e outros compostos quimicos industriais pode, no entanto, representar um
sério risco ao meio ambiente e a saude humana e animal. Substancias capazes de
alterar a funcéo reprodutiva e outros processos regulados por horménios tém causado
grande preocupacgao nos ultimos anos. Muitos estudos sugerem que apos a segunda
guerra mundial houve um aumento na incidéncia de disturbios reprodutivos masculinos
em seres humanos e animais (SHARPE, 1994; JENSEN et al., 1995; TOPPARI et al.,
1996; US EPA, 1996). Recentemente grande atencédo tem sido dada aos possiveis
efeitos adversos decorrentes da exposicdo durante as fases pré e perinatal. A
exposig¢ao a pesticidas e outras substancias toxicas durante essas fases, pode alterar
componentes do sistema nervoso central e reprodutivo sem comprometer o crescimento
e a viabilidade dos descendentes, mas causar alteragdes funcionais que se tornam
aparentes posteriormente na idade adulta (NEUBERT e CHAHOUD, 1995; GRAY e
OTSBY, 1998; FAQI et al., 1998).

Para a maior parte dos compostos quimicos, no entanto, ndo existem dados
suficientes para estabelecer uma relagdo entre os niveis de exposi¢cdo e os efeitos
adversos sobre a saude reprodutiva humana. Dados obtidos a partir de exposicoes
ocupacionais sdo normalmente inacurados, e 0s niveis de exposi¢gao na populagcdo em
geral sdo ainda mais dificeis de serem documentados (THOMAS, 1996). Dados obtidos
a partir de estudos animais sdo, portanto, usualmente necessarios para estudos em
toxicologia reprodutiva. Esses dados, no entanto, devem levar em conta as possiveis
diferencas interespecificas. O sistema reprodutivo masculino de seres humanos parece
ser mais suscetivel a interferéncia quimica quando comparado ao de outros mamiferos
(ZENICK e CLEGG, 1988, THOMAS, 1996).

A deltametrina € um pesticida piretréide bem caracterizado como um agente
neurotoxico. No entanto, poucos estudos foram realizados no sentido de revelar

possiveis efeitos adversos sobre a fungdo reprodutiva, especialmente aqueles
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decorrentes da exposicao durante fases criticas do desenvolvimento. O presente
estudo avaliou os efeitos da deltametrina sobre a funcao reprodutiva de ratos machos
expostos in utero e durante a lactacdo, assim como seus possiveis efeitos

(anti)estrogénicos ou (anti)androgénicos em testes in vivo de curta duragao.

4.1 DADOS DA PRENHEZ E DO DESENVOLVIMENTO GERAL DA PROGENIE

A deltametrina n&o interferiu no ganho de peso das progenitoras bem como néo
provocou efeitos adversos sobre a prenhez e o desenvolvimento geral dos
descendentes (periodo para descolamento dos pavilhdes auriculares, surgimento de
pélos e abertura de olhos), indicando auséncia de toxicidade materna e de
desenvolvimento nas doses testadas. Estes resultados indicam que, para as condicdes
experimentais e variaveis investigadas no presente estudo, a NOEL-dose materna e de
desenvolvimento geral da progénie é estimada em 4,0 mg de deltametrina/kg. As
diferencas observadas no numero de implantes uterinos e nas perdas pés-implantes
provavelmente refletem variagdes fisioldgicas da espécie, uma vez que ocasionaram
apenas pequenas diferengcas nos tamanhos das ninhadas (ndo significativas). Tais
diferengas, no entanto, podem explicar o aumento significativo no peso ao nascer dos
filhotes expostos as doses de 2,0 e 4,0 mg/kg. Normalmente, o aumento de peso
associado a ninhadas menores — como as observadas nestes grupos - nao reflete um
efeito adverso da substancia testada (US EPA, 1996). O maior percentual de filhotes
machos nascidos também pode ter contribuido para o aumento de peso no grupo

exposto a dose de 2,0 mg/kg.

4.2 PARAMETROS DO DESENVOLVIMENTO SEXUAL DA PROGENIE MASCULINA

A exposicao in utero e lactacional a deltametrina também nao alterou o periodo
médio (dias) para a descida dos testiculos a bolsa escrotal e para a separagao

prepucial. Estas variaveis sdo sinais externos do desenvolvimento sexual de ratos
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machos e dependem da secregcdo de androgenos (RAJFER e WALSH?, citado por
DALSENTER et al., 1999, p. 587). Estes resultados sédo consistentes com a auséncia
de efeitos sobre os niveis plasmaticos de testosterona e sobre o peso das glandulas
sexuais acessorias androgeno-dependentes (prostata e vesicula seminal) dos

descendentes masculinos puberes e adultos.

4.3 AVALIACAO REPRODUTIVA DOS DESCENDENTES MASCULINOS NA
PUBERDADE E NA IDADE ADULTA

4.3.1 Peso de 6rgéos sexuais e histologia testicular

Alteracdes nos pesos absolutos ou relativos de 6rgados reprodutivos provém
claras evidéncias para classificar um agente como potencialmente prejudicial ao
sistema reprodutivo (ZENICK e CLEGG, 1989). Os animais adultos expostos in utero e
durante a lactagdo a maior dose de deltametrina (4,0 mg/kg), apresentaram uma
reducdo significativa nos pesos absolutos dos testiculos e epididimos quando
comparados aos animais expostos ao veiculo (controle). O peso absoluto dos testiculos
€ preferencialmente utilizado em relacdo ao peso relativo porque em ratos machos
adultos o peso dos testiculos e 0 peso corporal sdo variaveis independentes (AMANN,
1982; ZENICK e CLEGG, 1989). Normalmente, o peso dos testiculos apresenta apenas
uma modesta variagdo dentro de uma espécie. Essa baixa variabilidade interanimal
indica que a alteragdo no peso absoluto dos testiculos € um marcador sensivel e
precoce de injuria gonadal (ZENICK e CLEGG, 1989; US EPA, 1996).

Na anadlise da histologia testicular, o percentual de tubulos seminiferos com
espermatides alongadas nao diferiu significativamente entre os grupos. No entanto, o
didmetro médio dos tubulos seminiferos foi significativamente reduzido nos animais
adultos expostos a maior dose de deltametrina. Esse resultado € consistente com a

reducao do peso dos testiculos observada nesses animais.

3 RAJFER, J.; WALSH, P. C. Hormonal Regulation of testicular descent: experimental and clinical

observations. Journal of Urology, v. 118, p. 985-999, 1977.
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A exposicao in utero e lactacional a deltametrina ndo alterou, no entanto, o peso
das glandulas sexuais acessoérias androgeno-dependentes (prostata e vesicula
seminal). Durante o desenvolvimento pré e perinatal, a exposicdo a hormoénios
androgénicos € essencial para que essas glandulas exibam uma responsividade
adequada na idade adulta (MABLY et al., 1992; LOEFFLER e PETERSON, 1999).
Substancias que inibem a interagdo de horménios sexuais masculinos com o0s
receptores androgénicos (antiandrégenos), podem interferir na diferenciagdo sexual
masculina resultando na reducdo das glandulas sexuais acessoérias e em outras
alteragdes estruturais e funcionais (OTSBY et al.,, 1999; LOEFFLER e PETERSON,
1999). No entanto, os resultados do teste de Hershberger indicam que, nas doses
testadas, a deltametrina ndo possui atividade androgénica ou antiandrogénica in vivo
(ANDRADE et al., 2002).

4.3.2 Niveis plasmaticos de testosterona

Os niveis plasmaticos de testosterona, medidos por radioimunoensaio, nao
diferiram significativamente entre os grupos. O padrao pulsatil de liberagdo do horménio
luteinizante (LH) e a consequente producao pulsatil de testosterona podem explicar a
alta variabilidade normalmente associada as medidas plasmaticas de testosterona. De
fato, a determinagdo dos niveis de testosterona em uma Unica amostra é um fator
limitante da andlise do estado hormonal (SHARPE, 1988). Além disso, a funcéo
aparentemente normal das células de Leydig (ex. niveis normais de testosterona
plasmatica) estd muitas vezes presente em situagdes de disfuncdo dos tubulos
seminiferos como, por exemplo, na disfun¢ao induzida pelo criptorquidismo bilateral em
ratos. Nessa condigdo os animais apresentam concentragdes plasmaticas normais de
testosterona apesar das severas alteragdes histolégicas dos tubulos seminiferos
(SHARPE, 1988).
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4.3.3 Produgédo espermatica diaria, contagem de espermatozéides na cauda do

epididimo e tempo de transito espermatico

A concentragao média de espermatozdides na cauda do epididimo e o tempo de
transito espermatico nao foram significativamente afetados em nenhum dos periodos
investigados (puberdade e idade adulta). No entanto, a produgcdo espermatica diaria
dos animais adultos expostos a maior dose de deltametrina (4,0 mg/kg) foi reduzida em
cerca de 12% (p = 0,08; teste de Duncan) quando comparada a produgao espermatica
dos animais controles. Essa alteragdo, associada a redugdo no peso absoluto dos
testiculos (11%) e no didametro médio dos tubulos seminiferos desses animais, constitui
o principal efeito observado nos descendentes expostos. Essas variaveis, no entanto,
nao foram afetadas nos animais investigados na puberdade, sugerindo que os efeitos
adversos decorrentes da exposicao in utero e lactacional a deltametrina sao detectados
tardiamente, apdés a aquisicdo da maturidade sexual. DALSENTER e colaboradores
(1997) demonstraram que a exposigao de ratas ao lindano (1,0 mg/kg/dia), do 9° ao 14°
dia de lactagdo, também resultou em redugdes significativas no peso testicular (10%) e
na produgao espermatica diaria (13%) dos descendentes adultos.

O tamanho dos testiculos e a producdo espermatica na idade adulta dependem
do numero de células de Sertoli formadas no periodo perinatal (SHARPE, 1994;
JENSEN et al., 1995; TOPPARI et al., 1996). A exposi¢do a contaminantes quimicos
ambientais com atividade estrogénica, nessas fases, pode reduzir a multiplicagao
dessas células através da supressdo da sintese e secrecdo do horménio foliculo
estimulante (TOPPARI et al., 1996; SWEENEY, 2000). Esse efeito pode ser irreversivel,
uma vez que as ceélulas de Sertoli ndo se dividem no rato adulto e constituem uma
populagao fixa de células que dao suporte fisico e bioquimico as células germinativas
no processo de espermatogénese (ORTH, 1982). SWEENEY e colaboradores (2000)
demonstraram que a exposicao in utero aos compostos estrogénicos dietilestilbestrol
(DES) e octilfenol, reduz significativamente os niveis de FSH em amostras de sangue
fetal de ovinos. As ovelhas prenhes foram tratadas através de infusdo intravenosa
continua de DES (50 ug/kg/dia) e octilfenol (1000 ug/kg/dia) entre os dias 110-115 de
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prenhez. Os fetos foram cateterizados in utero e as amostras de sangue coletadas a
cada oito horas entre os dias 109-115 de prenhez. Num segundo experimento
SWEENEY e colaboradores (2000) demonstraram que a exposi¢gao materna ao DES
(0,5 ng/kg/dia sc) e ao octilfenol (1000 pg/kg/dia sc), do 70° dia de prenhez ao
nascimento (150° dia), reduz o peso testicular e o nimero de células de Sertoli nos
cordeiros recém natos. Recentemente, GO e colaboradores (1999) demonstraram que
alguns compostos piretréides como a sumitrina, o fenvalerato e a aletrina possuem
propriedades estrogénicas in vitro. No entanto, no presente estudo os resultados do
teste uterotréfico demonstraram que, nas doses testadas, a deltametrina ndo possui
atividade estrogénica ou antiestrogénica in vivo (ANDRADE et al., 2002).

Alteracbes na secregdo de gonadotrofinas (FSH/LH) e os consequentes
prejuizos na fungdo reprodutiva masculina (ex. redugdo do peso testicular e da
produgdo espermatica diaria), também podem resultar da interferéncia na regulagéo do
eixo neuroendocrino (US EPA, 1997). O horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH)
ocupa um papel central na regulacédo da sintese e secre¢do de gonadotrofinas na vida
fetal (BROOKS et al., 1996). O GnRH por sua vez, é regulado por diversos tipos de
sinais de retroalimentacdo e por multiplas influéncias neurais que incluem
neurotransmissores classicos (ex. noradrenalina, glutamato, acido gama aminobutirico)
e diversos neuropeptideos (ex. opioides, neuropeptideo Y). A interferéncia nessa
regulagcao pode alterar o funcionamento normal do eixo neuroenddécrino (US EPA, 1997;
TERASAWA, 1998). Os pesticidas piretroides sintéticos como a deltametrina poderiam
interferir nessa regulagédo através da interagdo com o receptor do acido gama
aminobutirico (GABA), no sitio de ligagdo da picrotoxina, inibindo a neurotransmissao
GABAérgica (IPCS, 1990; MONIZ et al., 1999). Esse efeito poderia prejudicar a
liberagdo de GnRH e de gonadotrofinas, uma vez que o GABA parece desempenhar
um papel estimulatério na liberacdo de GnRH durante as fases de desenvolvimento pré
e perinatal (TERASAWA, 1998).
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4.4 TESTE DE FERTILIDADE E EFEITOS PATERNAIS

A exposicao in utero e lactacional a deltametrina ndo provocou efeitos adversos
sobre a fertilidade de ratos machos adultos, como demonstrado pelos indices de cépula
e de prenhez, calculados apds o acasalamento com fémeas ndo expostas. Também
nao foram observados efeitos adversos sobre a gestagao das ratas acasaladas e sobre
suas progénies (efeitos paternais).

A auséncia de efeitos sobre a fertilidade dos animais expostos a deltametrina
nao €&, no entanto, inconsistente com a redugdo observada na produgdo espermatica
diaria, uma vez que, em ratos, as avaliacbes de fertilidade sao limitadas pela
insensibilidade em detectar prejuizos reprodutivos (ZENICK e CLEGG, 1989;
DALSENTER, 1999). Em roedores, o numero de espermatozoides produzidos é
amplamente superior a quantidade necessaria para determinar a fertilidade. Em
algumas linhagens de ratos e camundongos a produgao espermatica pode ser reduzida
em 90% sem comprometer a fertilidade. No entanto, redu¢gées bem menos severas na
producdo espermatica podem comprometer a capacidade reprodutiva na espécie
humana, que funciona muito préxima do limite de produgdo necessaria para assegurar
uma performance reprodutiva adequada (ZENICK e CLEGG, 1989). Em fung¢do dessas
diferencas interespecificas, a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US
EPA, 1996) passou a sugerir a investigacao de outras variaveis reprodutivas além dos
acasalamentos, como o0 peso de 0Orgaos sexuais, produgdo espermatica e niveis
hormonais, para detectar possiveis efeitos adversos decorrentes da exposi¢cdo a

xenobiodticos.

4.5 COMPORTAMENTO SEXUAL

No presente estudo, os resultados do teste de comportamento sexual mostraram
que a auséncia de ejaculagdo foi o principal efeito observado nos descendentes
masculinos expostos a deltametrina. A ejaculagao foi observada em 90% dos animais

controles acasalados, em 70% dos animais expostos a 1,0 e 4,0 mg deltametrina/kg e
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em apenas 50% dos animais expostos a 2,0 mg/kg. Além disso, dois animais do grupo
exposto a maior dose ndo realizaram nenhuma investida (monta ou intromissao)
durante os 30 minutos de filmagem. Essa inatividade sexual também foi observada em
um animal do grupo exposto a dose de 2,0 mg/kg, que apresentou uma laténcia de
monta de 21 minutos, e em um animal do grupo exposto a menor dose (1,0 mg/kg), que
apresentou uma laténcia de penetragdo de seis minutos, enquanto que no grupo
controle todos os animais apresentaram laténcias de monta e penetragéo inferiores a
um minuto. DALSENTER e colaboradores (1997) demonstraram que a exposi¢cao
lactacional ao lindano, também resultou na redugdo do numero de animais que
ejacularam. A ejaculacéo foi observada em 85% dos animais controles e em apenas
55% dos animais expostos ao lindano. SILVA e colaboradores (1998) demonstraram
que a exposicdo perinatal de ratos a picrotoxina resultou em alteragdes no
comportamento sexual na idade adulta, como o aumento nas laténcias de monta e
intromissdo e a redugdo no numero de ejaculagdes. MONIZ e colaboradores (1999)
observaram um aumento no numero de penetragdes até a ejaculagdo e uma redugao
no numero de ejaculagdes nos descendentes masculinos de ratas expostas ao
piretréide sintético fenvalerato (10,0 mg/kg ip) no 18° dia de gestagéo e do 1° ao 5° dia
de lactagcdo. Os autores sugerem que os efeitos da picrotoxina e do fenvalerato
poderiam estar relacionados com a interferéncia na transmissdo GABAérgica (SILVA et
al., 1998; MONIZ et al., 1999). Ao contrario do seu efeito predominantemente inibitério
sobre a neurotransmiss&o no adulto, o GABA constitui na verdade o principal estimulo
excitatorio no hipotalamo em desenvolvimento (McCARTHY et al., 1997). O GABA e o
glutamato promovem o aumento do calcio intracelular durante o periodo critico de
desenvolvimento sexual, contribuindo para o crescimento neuronal, a formacédo de
sinapses e a masculinizagdo permanente do sistema nervoso central (McCARTHY et
al., 1997).
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4.6 TESTE UTEROTROFICO E DE HERSHBERGER

O controle enddcrino da reproducédo envolve uma série de interagdes do eixo
hipotalamo-hipéfise-gbnadas, constituindo uma ampla variedade de sitios alvo para a
acao de desreguladores endocrinos (US EPA, 1997). O teste uterotrofico e o teste de
Hershberger sdo os dois principais ensaios in vivo de curta duragao utilizados na
triagem de substancias (anti)estrogénicas e (anti)androgénicas, respectivamente
(BAKER, 2001). Esses ensaios fazem parte de uma bateria de testes de triagem
propostos pelo comité consultivo de triagem e teste de desreguladores enddcrinos da
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (EDSTAC, 1998; GRAY, 1998b).
No presente estudo a deltametrina n&do apresentou atividade (anti)estrogénica e
(anti)androgénica in vivo nas doses testadas (ANDRADE et al., 2002). No entanto,
esses ensaios de triagem podem ser insuficientes para caracterizar a auséncia de
atividade enddcrina de uma substéancia, visto que o sistema enddécrino é extremamente
complexo e existe uma ampla variedade de mecanismos pelos quais as substancias
quimicas podem desregula-lo. Alguns desses mecanismos, como a interferéncia no
controle central do eixo neuroenddécrino, podem nao ser detectados em testes de
triagem de curta duragdo, como os utilizados no presente estudo (BAKER, 2001;
ANDRADE et al., 2002).

Dessa forma, testes in vitro e in vivo de curta duracdo devem ser associados a
testes reprodutivos de exposigao cronica (ex. in utero e lactacional) para caracterizar o
potencial toxicoldgico de substancias com suspeitas de desregular o sistema enddcrino.
Somente a associagdo de varios protocolos pode elucidar o mecanismo de agao e
indicar as possiveis injurias que o sistema reprodutivo possa sofrer, quando da

exposicao crénica a determinados contaminantes quimicos ambientais.
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5 CONCLUSOES

A exposicado in utero e lactacional a deltametrina induz efeitos adversos no
sistema reprodutivo de ratos machos adultos, em doses que ndo causam toxicidade
materna e de desenvolvimento. Os principais efeitos observados incluiram reducdes no
peso dos testiculos e epididimos, na produgdo espermatica diaria e no didametro médio
dos tubulos seminiferos dos animais adultos expostos a maior dose de deltametrina
(4,0 mg/kg). Além disso, também foram detectadas alteragcbes no comportamento
sexual dos ratos expostos.

Os resultados dos testes uterotrofico e de Hershberger indicam que, nas doses
testadas, a deltametrina ndo possui atividade (anti)estrogénica e (anti)androgénica in
vivo. Os efeitos da deltametrina sobre o sistema reprodutivo de ratos expostos durante
as fases de diferenciacédo e desenvolvimento sexual podem, no entanto, resultar da
interferéncia em outros mecanismos de regulagcdo enddcrina do eixo hipotalamo-
hipofise-gbnadas.

A partir dos resultados obtidos podemos concluir que a deltametrina, assim como
outros compostos quimicos suspeitos de atuarem como desreguladores endécrinos,
pode induzir efeitos adversos sobre o sistema reprodutivo de individuos expostos
durante periodos criticos do desenvolvimento sexual. A utilizagdo de protocolos ja
validados por agéncias regulatorias internacionais e pela comunidade cientifica, assim
como a validagdo de novos protocolos para estudos em toxicologia reprodutiva é de
fundamental importancia na avaliagdo dos riscos que estes contaminantes ambientais

apresentam ao meio ambiente e a saude publica e animal.
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