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RESUMO

Os desreguladores enddocrinos sdo substancias presentes de forma livre ou
associados no ambiente, capazes de interferir em diversos estados fisiolégicos,
dentre eles o sistema enddcrino tanto de humanos quanto de outros seres vivos.
Eles podem causar interferéncia com a determinacdo do sexo masculino e a
diferenciacdo sexual. Alguns exemplos séo fitoestrégenos, pesticidas, metais
pesados e medicamentos. O clorpirifés € um composto organofosforado usado
para o combate de insetos na agricultura, conhecido classicamente pela sua
capacidade de bloguear a acdo da enzima acetilcolinesterase e €
conhecidamente um desregulador endécrino. Estudos ja comprovaram a relacéo
do clorpirifés com a alteracéo da fertilidade em ratos e camundongos. O projeto
teve como objetivo avaliar possiveis alteracdes na fertilidade das proles de ratos
Wistar machos onde as mées foram expostas com doses consideradas baixas
de clorpirifés para gerar o efeito classico sobre a enzima acetilcolinesterase. As
ratas foram tratadas com quatro doses de clorpirifés (0,01, 0,1; 1 e 10mg/kg)
mais o grupo controle veiculo. O periodo de tratamento foi entre o 14° e 0 20°
dia de gestacéo. Dados coletados indicam ndo haver modificagBes estatisticas
relevantes em ganho de peso corporal e nos pesos relativos dos 06rgaos
avaliados (figado, baco, rins, testiculos, vesiculas seminais e prostata). O figado,
o0 baco e 6rgdos reprodutivos dos animais de todos 0s grupos apresentaram
aspecto e morfologia normais, indicando que o clorpirifés ndo induziu efeitos
adversos. A distancia anogenital e espermograma também nao apresentaram
diferenca entre os grupos controle e tratados com clorpirifés. Os machos da prole
ndo apresentaram alteracdo no espermograma. Conclui-se que com o0s
protocolos utilizados néo houve alteragéo na fertilidade dos ratos Wistar adultos.

Palavras-chave: Clorpirifés, Infertilidade, Organofosforado, Ratos Wistar



ABSTRACT

Endocrine disrupters are freeform substances or associated in the
environment, able to interfere in various physiological states, including the
endocrine system of both humans and other living beings. They may interfere
with the determination of male and sexual differentiation. Some examples are
phytoestrogens, pesticides, heavy metals and drugs. Chlorpyrifos is an
organophosphate compound used to combat insects in agriculture, classically
known for its ability to block the action of the enzyme acetylcholinesterase and is
known to be an endocrine disrupter. Studies have proven the chlorpyrifos's
relationship with the impairment of fertility in rats and mice. This project objective
was to evaluate the possible fertility alteration of young male Wistar rats where
the mothers have been exposed to chlorpyrifos doses considered low to generate
the classic effect over the acetylcholinesterase enzyme. The rats were treated
with four doses of chlorpyrifos (0.01, 0.1, 1 and 10 mg / kg) plus the vehicle control
group. The treatment period was between the 14th and the 20th day of gestation.
Data collected indicate no significant statistical changes in body weight gain and
relative weights of the evaluated organs (liver, spleen, kidneys, testes, seminal
vesicles and prostate). The liver, spleen and reproductive organs of animals in all
groups showed normal appearance and morphology, indicating that chlorpyrifos
did not induce adverse effects. The anogenital distance and semen analysis also
showed no difference between groups control and treated with chlorpyrifos. The
offspring of the males showed no change in sperm. We conclude that with the
used protocols no change in the fertility of adult Wistar rats.

Keywords: Chlorpyrifos, Infertility, organophosphate, Wistar
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1. Introducéo

Nos ultimos anos, as descobertas e a conscientizacdo sobre diversas moléculas
tanto naturais quanto sintéticas sao lancadas no meio ambiente pelos seres humanos.
H& duavidas se eles estdo interferindo ou ndo no funcionamento normal dos
organismos. Depois da Revolugdo Industrial houve um aumento no consumo dos
recursos naturais e o despejo das substancias quimicas produzidas no ambiente. Com
isso, elas comecaram a ser estudadas nos meios académicos.

Dessas substancias liberadas no ambiente, aquelas que influenciam no
funcionamento dos organismos em quaisquer fases dos seus ciclos de vida, séo as
gue mais interessam a area cientifica. Chamadas de desreguladores enddcrinos,
essas substancias sdo capazes de influenciar no desenvolvimento e funcionamento
organico tanto de seres humanos quanto de outros seres vivos.

O termo “desreguladores enddécrinos” € usado para descrever atualmente
substancias que tenham potencial para interferir com o sistema enddcrino, seja
modificando a capacidade das glandulas em produzir ou liberar seus hormdénios, ou
interferir na ligagdo dos hormdnios com seus receptores ou ainda influenciar no
funcionamento interno das células alvo destes hormonios (Jugan et al., 2010).

Atualmente, um ponto que causa maior preocupacao em relacdo a exposicéo de
humanos e outros animais aos desreguladores enddcrinos sdo se essas substancias
podem produzir efeitos téxicos em baixas concentracdes.

O clorpirifés € um dos mais comuns inseticidas usados em todo o mundo (Eaton
et al., 2008). Sua acao tbxica classica é relacionada com a inibicdo da atividade da
enzima colinesterase desregulando funcdes colinérgicas do sistema nervoso (Rosario
and Purisch, 2011). Na ultima década, o aumento a respeito dos riscos associados as
subdoses toxicas tem sido observado. No Brasil, os organofosforados sdo os
pesticidas mais utilizados de forma incorreta, e entre eles, o clorpirifés esta tem
terceiro lugar entre as amostras mais insatisfatérias de uso irregular (ANVISA, 2011).

Estudos em mamiferos tém demonstrado que a funcdo reprodutiva pode ser
afetada por compostos de origem naturais e industrial (Waring e Harris, 2005). Uma
das principais areas de preocupacgdo em relacdo aos desreguladores enddécrinos é a
interferéncia com a determinacdo do sexo masculino e a diferenciacdo sexual

(Sharpe, 2006). A diferenciacdo sexual € determinada através de trés formas ou vias,
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sendo elas: geneticamente; forma gonadal, diferenciacdo de testiculo e ovario do
cume genital sexualmente indiferente, e este processo € independente do hormonio
da gbnada ainda ndo formado e néo tenha adquirido a capacidade de fazer hormdnios;
e pela diferenciacdo sexual e masculinizacdo, onde ha dependéncia de hormonios
(Hughes, 2001; Sandler, 2013). Além disso, os desreguladores enddcrinos podem
alterar ou diminuir a quantidade de espermatozoides, causando infertilidade.

Diante disso, esse projeto tem a finalidade de investigar os efeitos do clorpirifds na

fertilidade de uma prole cuja méae foi tratada com esse pesticida.



2. Reviséo de Literatura

Classicamente os desreguladores enddocrinos eram Vvistos apenas por seus
efeitos exclusivos em mecanismos gendmicos, atuando como agonistas de esteroides
através da ligacdo ao receptor. Entretanto, ha evidéncias de que alguns
desreguladores enddcrinos ndo agem através dos receptores hormonais, portanto,
sem acao gendmica (Waring e Harris, 2005).

Estudos em mamiferos tém demonstrado que a funcéo reprodutiva pode ser
afetada por compostos de origem naturais e industriais (Waring e Harris, 2005). Uma
das principais areas de preocupacdo em relacdo aos desreguladores endocrinos é a
interferéncia com a determinacdo do sexo masculino e a diferenciagdo sexual.
(Sharpe, 2006). A diferenciacdo sexual é determinada através de trés formas ou vias,
sendo elas: geneticamente; forma gonadal, diferenciacdo de testiculo e ovéario do
cume genital sexualmente indiferente, e este processo é independente do horménio
da gbnada ainda néo formado e n&o tenha adquirido a capacidade de fazer hormdonios;
e pela diferenciacdo sexual e masculinizacdo, onde ha dependéncia de hormbnios
(Hughes, 2001; Sandler, 2013).

O Clorpirifés € um dos mais comuns inseticidas usados em todo o mundo
(Eaton et al., 2008). Sua acéo toxica classica é relacionada com a inibicdo da atividade
da colinesterase desregulando fun¢des colinérgicas do sistema nervoso (Rosario and
Purisch, 2011). Na ultima década, o aumento a respeito dos riscos associados as
subdoses toxicas tem sido observado.

Estudos apontam que esse organofosforado diminui a motilidade espermética
tanto nos tubulos seminiferos, testiculos e ducto deferente em ratos adultos, o que
torna esses espermatozoides incapazes de fertilizar os 6vulos (Suresh et al, 2007;
Farag et al, 2010).

2.1 Desreguladores Endocrinos

Quimicos chamados de desreguladores enddcrinos possuem habilidade para
reagir direta ou indiretamente com a estrutura do hormoénio para alterar suas fungoes,
modificar as suas vias de sintese, ou modular a expressdo de receptores e suas
afinidades por moléculas especificas (Chapin et al., 1997).

Eles foram definidos pelo Conselho Europeu Comisséo como "uma substancia
exdégena ou mistura, que altera funcdo (s) do sistema endodcrino e tem,
consequentemente efeitos adversos na saude de um organismo intacto ou seus

10



descendentes ou (sub) populacao. Eles podem ser de ocorréncia natural, tal como os
flavonoides antioxidantes, que séo encontrados em frutas e legumes, ou podem ser
produtos quimicos industriais, tais como alguns tipos de plastificante, que atuam como
0s contaminantes ambientais (Waring, 2005).

De acordo com a “Environmental Protection Agency” (EPA), um desregulador
enddcrino é definido como um “agente exdégeno que interfere com sintese, secrecgao,
transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de horménio natural no corpo que sao
responsaveis pela manutencéo, reproducdo, desenvolvimento e/ou comportamento
dos organismos” (EPA, 1997).

Essas substancias quimicas vao atuar sobre o aparelho reprodutor masculino.
Este envolve o funcionamento de uma série de importantes 6rgaos com a finalidade
de reproducdo humana e que dependem da inter-relagcdo criteriosa entre
componentes do sistema enddcrino.

O aumento na incidéncia de infertilidade, as neoplasias testiculares, as
anormalidades estruturais do sistema reprodutivo e as alteracbes neuroldgicas
(motoras e comportamentais), podem ser relacionadas com a exposicdo aos
pesticidas e a outros contaminantes quimicos ambientais capazes de interferir no
sistema endocrino e nervoso (Colborn et al., 1993).

Os pesticidas sdo muito conhecidos pelo seu uso no controle de pragas
agricolas e de endemias como a malaria. Muitos deles como os organoclorados foram
banidos devido aos seus efeitos a satde humana e da vida selvagem (Colborn, 2002).

Os organofosforados inibem a acetilcolinesterase e exercem sua agao, fazendo
com que o acumulo de neurotransmissor acetilcolina em sinapses mediadas por este
altimo. Assim, tanto em insetos e mamiferos (Colborn, 2002).

Seu mecanismo de acdo envolve a inibicdo de colinesterases: tanto a
acetilcolinesterase (AChE) quanto a butirilcolinesterase (BChE) (Mood e Mood, 2008).

Os organofosforados incluem uma grande variedade de compostos capazes de
alterar o funcionamento fisiolégico, dentre eles o com maior incidéncia é o clorpirifés
(Wang et al., 2013).

Em 2001, a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), criou o
Programa de Analise de Residuos de Agrotoxicos em Alimentos (PARA), com o
objetivo de avaliar continuamente os niveis de residuos de agrotdxicos nos alimentos

in natura que chegam a mesa do consumidor.
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Em 2010, foram realizadas coletas de amostras, segundo o plano de
amostragem estabelecido pelo programa, por diversos estados brasileiros. O PARA
monitorou dezoito alimentos, a escolha das culturas baseou-se nos dados de
consumo obtidos pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), na
disponibilidade destes alimentos nos supermercados das diferentes unidades da
Federacdo e no uso intensivo de agrotoxicos nestas culturas.

Dentre todos os agrotoxicos pesquisados, os organofosforados foram os que
alcancaram o maior indice de amostras insatisfatérias, como mostrado na figura 2. O
clorpirifos foi o que apareceu em terceiro lugar na quantidade de amostras
insatisfatorias (138 amostras), perdendo apenas para o metamidofés (141 amostras)

e para o carbendazim (179 amostras), como mostrado na figura 1.
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Figura 1 — Principais Amostras Insatisfatorias com uso irregular detectado — PARA, (2011)
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PARA, (2010)

2.2 Clorpirifés
O Clorpirifés (figura 3), quimicamente € um éster do acido fosforico ou de acidos
derivados desse. Possui a nomenclatura IUPAC de O, O-dietil O-3,5,6-tricloropiridina-
2-yl fosforotioato, pertence ao grupo quimico dos organofosforados, da classe dos
inseticidas, formicidas e acaricida, classificacao toxicoldgica classe Il (muito toxico),
com aspecto cristalino com pouca solubilidade em agua. Sua func¢éo prioritaria é sobre

0 sistema nervoso.

Cl

P P
0 TN e

Figura 3- Molécula estrutural do Clorpirifés — Eaton 2010

Ele é utilizado em forma fosforotioato (P = S), que é convertido in vivo em
fosfato ou um Oxon ativa (P = O) éster, que tem uma ac¢éo forte em colinesterase
(Cordoba, 2001). No adulto humano esta transformacdo ocorre no figado,
principalmente da enzima mediada CYP3A4, a principal isoforma do citocromo P450

(CYP) (Dai et al, 2001).
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O clorpirifos foi introduzido no mercado em 1965, usado primeiramente para
controlar pragas como folhagens e insetos transmitidos através do solo em uma
variedade de alimentos e racfes culturas (Smegal, 2000). Seu uso como controle de
pragas domésticas foi abolido em 2001 nos Estados Unidos e esta em fase de término
desde 2006 na Europa (Eaton et al., 2008).

No Brasil de acordo com a Resolucdo-RDC n° 206 de 23/08/04, DOU de
24/08/04, determinou-se a suspensao do registro, bem como a ndo concessédo de
novos registros, de produtos saneantes domiciliares a base do ingrediente ativo
clorpirifés, excluindo-se desta determinacédo somente aqueles registros destinados ao
uso em iscas para combate de baratas, em embalagens porta iscas dotadas de
dispositivo de seguranca para evitar a exposicao de criancas (ANVISA, PARA 2010).

Na natureza, o clorpirifés apresenta um alto grau de volatilidade (1.9 x 10°
mmHg/ 25°C) o que o faz altamente dispersivo pelo ambiente. Sua degradacao e de
seus metabdlitos no solo se da principalmente por foto catalise, com meia vida que
pode variar de 60 — 120 dias (White, 1992), e em presenca de radicais hidroxila
atmosféricos sua meia vida cai para seis horas (Dixon et al., 2002). Como mostrado
na figura 8, existem diversas vias de degradagédo no meio ambiente.

Sua metabolizagéo ocorre por dessulfurizagao oxidativa do grupo P=S e assim
oxidando para a forma de clorpirifés-oxon (CPO), o qual é considerado como o
principal metabdlito toxico. Esta reacdo é catalisada pelo grupo de enzimas do
citocromo P450, principalmente no figado (Estevan et al., 2013).

Cl Cl

/_O\/s
VN o ol N L

OH
N= k
Cl Cl
Chlorpyrifos 3,5,6-Trichloropyridinol  Diethylthiophosphate

TCP
H7O/ \[O] (TCPy)

/ O\P\és Yo
Ho R\ \O / \ / \
N== N= N=
O-ethyl-O-(3,5.6-trlchloro 0,0-diethyl O-(3,5,6 -trichloro O-ethyl-O-(3,5,6-trichloro-

2-pyridyl)-thiophosphate -2-pyridyl)-phosphate 2-pyridyl)-phosphate
Figura 4- Vias ambientais degradac¢éo do Clorpirifés — Eaton 2010
O clorpirifés e seus metabolitos agem sobre a AChE (efeito classico). O

clorpirifds-oxon também pode sofrer processo de oxidacdo e, neste caso, sera
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formado o dietilfosfato e o 3,5,6-tricloro-2-piridinol (TCPy). Esses metabolitos séo
indicadores de toxicidade por clorpirifés e sdo passiveis de serem avaliados por

exames de urina (figura b).
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Figura 5 - Vias fisioldgicas de degradacao do Clorpirifés — Eaton 2010

Os experimentos em baixas doses tém comumente refletido as condi¢cbes de
exposicdo humana (Fliers et al., 2006; Evans, 2007). No entanto, acredita-se ser
possivel, que o desenvolvimento do sistema nervoso no periodo gestacional pode ser
relativamente mais susceptivel ao clorpirifdés do que o sistema nervoso mais
desenvolvido encontrado em lactentes e criancas. Assim, € razoavel considerar
mulheres gravidas como uma subpopulacao potencialmente suscetivel (Eaton et al.,
2008; Gilbert et al., 2012).

Gore, em 2002, demonstrou que o clorpirifés altera a expressao do gene GnRH
e a sua biossintese. Uma vez que o eixo reprodutivo consiste em hipotalamo, hipdéfise
e elementos gonadais, qualquer um ou todos desses niveis sdo metas adequadas
para uma perturbacéo enddcrina. Por conseguinte, a observagédo de que o clorpirifos
age diretamente sobre as células de GnRH indica que ele é um desreguladores

endécrinos.
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Estudos com camundongos adultos provaram que o clorpirifés diminui
significativamente a taxa reprodutiva, contagem de espermatozoides e espermatides,
motilidade espermatica de machos tratados em grupos de 15 e 25mg/kg (Farag et al,
2010).

Em um estudo onde ratos machos e fémeas foram tratados antes da monta, e
as fémeas durante a gestagdo com doses de 0, 1, 10 e 100 mg/kg, com avaliagéo no
91° dia de vida, demonstrou que houve uma supressao de estrogénio, androgénio e
T4 com a dose-dependéncia. Na dose de 100 mg/kg houve disfuncéo reprodutiva
como reducédo de fertilidade e numero de implanta¢des. A diminuicdo do niamero de
espermatozoides e do peso da prostata observados sao indicadores do nivel reduzido
de testosterona provocado pela intoxicacdo por clorpirifés (Jeong et al, 2006). Farag
et al, 2010, demonstrou que o pesticida clorpirifés causa infertilidade em ratos, assim

como diminuigdo nos niveis de testosterona.

2.3 Eixo Hipotalamo - Pituitario — Gonadal

O hipotalamo é uma pequena regido do encéfalo localizada abaixo do talamo,
€ o principal integrador entre os sistemas nervoso e enddcrino por receber
estimulacdo de diversas areas tanto do encéfalo (sistema limbico, cértex cerebral e
talamo) quanto dos 6rgaos internos e da retina (Hall, 2011). Os ax6nios que saem dos
ndcleos supradptico e paraventricular do hipotdlamo e chegam na hipéfise, formam
um feixe ou eixo hipotadlamo-hipofisaria. A circulacdo porta-hipofisaria € o principal
meio de transporte dos horménios do hipotalamo até a hipoéfise (Lent, 2010).

A hipdfise, que pode ser chamada de pituitaria, tem aproximadamente 1cm de
diametro, pesa de 0,5 a 1 gramas e situa-se na sela turcica, cavidade 6ssea na base
do cranio e esta ligada ao hipotdlamo pelo pedunculo hipofisario (Hall, 2011). Sua
porcao anterior secreta dois horménios especiais para o desenvolvimento e para a
funcdo sexual normal tanto em homens quanto em mulheres: o LH (hormdnio
luteinizante) e FSH (horménio foliculo-estimulante). Esses hormoénios também sao
chamados de gonadotropinas (Bear, 2007). O hormonio liberador de gonadotropinas
(GnRH) ou LHRH, horménio liberador do horménio luteinizante, causara liberagéo de
FSH e LH. Essa liberacdo do hipotalamo é influenciada por diversos fatores

psicologicos e ambientais, como apresentado na figura 6 (Bear, 2007).
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Nas gbnadas masculinas, o FSH agira na espermiogénese, sendo que em sua
etapa final participa também a testosterona, esteroide masculino produzido pelas

células intersticiais de Leydig, localizadas nos testiculos, sob estimulo do LH.

Influéncias
psicolégicas

Qvrios
(outesticulosy

7"__{: !a:. 1.

em todo 0 corpo

Figura 6. Eixo Hipotalamo Pituitaria Gonadal (Bear, Mark, 2007)
As gonadotropinas tem sua secrecdo controlada por horménios tropicos

liberados pelo hipotalamo. A testosterona, principal horménio androgénico masculino,
€ produzida nas células de Leydig, e sua secrecdo é regulada pelo LH (horménio

luteinizante), que é produzido pela hipofise (figura 7) (Aires, 2008).
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Figura 7. Eixo hipotadlamo-hipdfise-testiculo. Linhas cheias representam secre¢do de horménios; linhas
tracejadas indicam retro controle negativo. T = testosterona; GnRH = horménio liberador de

gonadotrofinas; LH = hormdnio luteinizante; FSH = horménio foliculo-estimulante (Aires, 2008).

2.4 Sistema Reprodutor Masculino

Uma gobnada indiferenciada esta presente em ambos os fetos do sexo
masculino e do sexo feminino. Na quinta semana de vida fetal, a gbénada
indiferenciada comeca a se desenvolver quando uma area engrossada do epitélio
celédmico (epitélio germinativo) aparece no aspecto médio dos mesonéfros (Zhu e
McGinley, 2009).

As células germinativas ndo aparecem nas cristas genitais até a sexta semana.
Elas se originam no epiblasto, migram através da linha primitiva e, por volta da terceira
semana, residem entre as células endodérmicas encontradas na parede da vesicula
vitelinica. Durante a quarta semana, elas migram e chegam as gbnadas primitivas e
invadem as cristas genitais na sexta semana (Sandler, 2013). Se elas ndo chegarem
as cristas, as gbnadas nao se desenvolvem.

As cristas urogenitais, 0s precursores comuns dos sistemas urinario e genital,
comecam a se desenvolver aproximadamente quatro semanas pos-fecundacéao do
embrido humano como um espessamento dos mesonéfros mesodérmicos cobertos

de epitélio celomatico. Cada cume urogenital divide-se em um urinario € uma cume
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adreno-gonadal. O cume adreno-gonadal é o precursor comum das gbnadas e
glandulas adrenais (Rey e Grinspon, 2011). A crista gonadal € bipotencial e pode
tornar-se um dos ovarios ou um testiculo.

As gbnadas indiferenciadas possuem duas estruturas: o ducto de Muller e o
ducto de Wolff. Quando o feto € macho, possui cromossomo Y e um gene SRY,
testosterona sera produzida e o ducto de Wolff ira se desenvolver como sistema
reprodutor masculino interno, concomitantemente, o ducto de Muller sera impedido de
se desenvolver por um horménio chamado de fator inibidor mulleriano (Imperato-
McGinley,1983; Sandler, 2013).

A

Mesonephros

Miillerian duct
Wolffian duct

Gonad

Urogenital sinus FEMALE MALE CASTRATE

Figura 8 — Diferenciagdo sexual. A- Indiferenciada. B- Diferenciada (Rey e Grinspon, 2011).

2.5 Espermatogénese

Espermatogénese é o processo de formacdo dos espermatozoides, células
haploides a partir de células diploides — espermatogbnias, com o0 objetivo de
reproducdo. Esse processo comeca no compartimento basal do epitélio do tubulo
seminifero com espermatog6nias em mitose e em diferenciagdo em espermatdcitos.
Depois esses espermatoécitos primarios entrardo em meiose (Aires, 2008).

A partir da divisdo meibtica, o espermatédcito primaria forma dois
espermatoécitos secundarios. Poucos dias depois, eles também se dividirdo e formaréo
as espermatides, que passardo por processo de espermiogénese e formardo os
espermatozoides (Hall, 2011).

A espermiogénese causa as mudancas como a formacgao do acrossomo, que
cobre metade de toda a superficie nuclear e contém as enzimas que auxiliam na
penetracdo no ovocito e suas camadas durante a fecundacdo, a condensacdo do
nacleo, a formacéo do colo, da por¢cdo média e da cauda e a perda da maior parte do
citoplasma e dos corpos residuais que sdo fagocitados pelas células de Sertoli

(Sandler, 2013).
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Figura 9- Espermiogénese — Junqueira (2004)

3. Objetivos:

3.1 Objetivo geral:

Determinar os efeitos do clorpirifés durante o periodo fetal, e a consequente

influéncia sobre as funcées reprodutivas dos machos da prole.

3.2 Objetivos especificos:

Apos a exposicdo ao clorpirifés durante a gestacao, os filhotes machos com 90

dias, foram utilizados para:

- Avaliar a mae durante a prenhez até desmame.

- Avaliar o peso dos 6Orgdos reprodutivos (testiculos, epididimos, prostata e

vesicula seminal) apds noventa dias de vida.

- Avaliar as possiveis alteracdes morfolégicas de esperméatides e espermatozoides

no inicio da sua vida reprodutiva.

- Comparar e observar a distancia ano-genital da prole.
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4. Materiais e Métodos
Os animais utilizados nesse projeto foram aprovados pelo Comité Setorial de
Etica em Experimentacdo Animal do Setor de Ciéncias Biolégicas da UFPR e estdo

sob o protocolo CEUA de numero 758.

4.1 Escolha da substancia

As doses selecionadas para formacdo dos grupos de estudo foram definidas
com base no valor de Ingestao Diaria Aceitavel (IDA) de 0,01 mg/kg/dia, de acordo
com o relatorio monografico C20 da ANVISA. O experimento foi conduzido com quatro
doses de clorpirifés mais o grupo controle em que sera administrado apenas o veiculo.

Dose Controle: solucao salina — 3 ml/kg

Dose 1: 0,01 mg/kg — IDA para humanos

Dose 2: 0,1 mg/kg — IDA x 10 para humanos

Dose 3: 1 mg/kg — IDA X 100 = IDA para ratos

Dose 4: 10 mg/kg — IDA X1000 (fator de seguranca)

Todas as administracbes de doses foram feitas contendo uma solucdo
(clorpirifés mais solugdo salina) previamente manipulada para cada grupo com
concentracdo adequada para que o volume utilizado nédo ultrapasse 3 ml/kg de volume

total a ser ingerido por gavagem.

4.2 Animais

Os animais utilizados nos procedimentos experimentais foram ratos da
variedade Wistar. Machos com paternidade comprovada (n=30, com 300 + 50 gramas
de massa corporal e 100 £ 20 dias de vida) e fémeas virgens (n=90, com 250 + 50
gramas de massa corporal e 100 + 20 dias de vida) foram requisitados para o biotério
da UFPR. Os filhotes advindos dos acasalamentos foram mantidos junto a mae até o
final do periodo de lactacdo (21° dia pés-natal). Apés o periodo de lactacdo dos
filhotes, as méaes foram sacrificadas para coleta de material. Os animais foram
mantidos em salas com temperatura constante (22 + 3 °C), em ciclo de claro e escuro

de 12 horas. A alimentagéo e a agua foram os padrdes fornecidos pelo biotério.

4.3 Acasalamentos
Ratas Wistar foram acasaladas com ratos machos adultos durante a fase

escura do ciclo de luz (12 horas), na propor¢céo de um macho para trés fémeas. Tais
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ratas formaram os grupos de maes para cada dose. Para a comprovacao da gestacao
realizou-se esfregacos vaginais diarios, de cada fémea, para verificar a presenca de
espermatozoides e confirmar a copula, sendo que o dia de deteccdo de
espermatozoides no esfregaco vaginal foi considerado como dia zero da gestacédo. O
esfregaco foi realizado com o auxilio de uma micropipeta, através da lavagem vaginal
com 50 pL de &gua destilada e posterior avaliagdo, a fresco, em microscopia Gtica
(aumento 40x). Os acasalamentos foram repetidos diariamente até a obtencdo de um
namero suficiente de progenitoras para a realizacdo dos experimentos (15 fémeas por
grupo). As fémeas prenhas foram mantidas em caixas coletivas de polipropileno (414
X 344 x 168 mm), em numero de no maximo trés por caixa (uma caixa para cada grupo
dose), e separadas individualmente no 20° dia de gestacao quando terminou o periodo
de exposicao ao clorpirifds. A diferenciacdo dos animais nas caixas foi feita atraves
de marcas coloridas na base da cauda. O dia do parto foi considerado como primeiro
dia p6s-natal, e os filhotes foram desmamados no 21° dia de lactagéo.

4.4 Periodo de gestacao e lactagéo

O dia em que foram encontrados os espermatozoides no esfregaco vaginal,
confirmando assim a gestacéo, foi considerado o dia zero da gestacao (GDO0). O
tratamento com a administracéo de clorpirifés nas ratas prenhas foi iniciado no 14° da
gestacdo (GD14) e aconteceu até o 20° (GD21). No terceiro dia pds-natal (PND3) foi
feita a sexagem dos filhotes e foram mantidos todos na mesma caixa com a
progenitora. A sexagem foi feita pela visualizacdo da distancia anogenital, que foi
repetida até o 20° dia, com o auxilio de um paquimetro (Figura 10). A distancia
anogenital € uma medida antropométrica muito Util para avaliar a influéncia de
substancias androgénicas ou estrogénicas, tanto em animais quanto em humanos (Liu
et al, 2014). A massa corporal da progenitora foi registrada a cada dia desde o inicio
da gestacdo (GD1) até o fim da lactacdo, 21° dia pés-natal; durante esse periodo
anotou-se a presenca de algum sinal que indicasse toxicidade (perda de peso,

piloerecao, tremores, salivagcéo, diarreia, convulsdes, etc.).

Para obtencdo de dados da gestacdo e da lactacdo foram registrados: o
namero de filhotes nascidos, a propor¢do de filhotes nascidos vivos (indice de
nascimento), a sobrevivéncia durante a lactacdo (indices de viabilidade e desmame)

e os filhotes excedentes foram eutanasiados com anterior sedacéo tendo como critério
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0S que apresentaram menor peso dentre os da prole, deixando apenas 8 filhotes por
mae. No dia do desmame, as progenitoras foram eutanasiadas por sedagédo seguida
de decapitacdo. Das maes foram extraidos e pesados os 6rgaos (figado e rins) para
avaliacdo dos pesos relativos e o0 Utero extraido para a contagem do numero de
implantacBes uterinas e registro de perdas pos-implantacdo. A partir do 18° dia de
gestacdo (GD18) cada fémea foi examinada diariamente (inicio da manha e no final

da tarde) para averiguar o nascimento dos filhotes, registrando o tempo de gestacéo.

As progenitoras que nao pariram até o 26° dia de gestacéo foram sacrificadas

e feita a avaliacdo do Utero para a presenca de implantacdes uterinas.

Figura 10 — Avaliacao da distancia anogenitial entre machos (a direita) e fémeas (a esquerda) para a

sexagem de ratos. Apostila do Curso de Manipula¢éo Animal da UFPR (2013).

4.5 A formacao dos grupos e tratamento

As influéncias do composto clorpirifés sobre a atividade reprodutiva nos
machos foram avaliadas na idade de 90 dias. O projeto foi composto por grupos de
filhotes das maes que receberam clorpirifds nas doses estabelecidas no item 4.1,
entre 0 14° e o 20° dia de gestacao, diariamente sempre o0 mesmo momento do dia,
via oral por gavagem. Tal periodo foi estipulado pelo fato da atividade do eixo HPG,
dos filhotes em gestacao, ter inicio no 16° dia. Assim foram separados grupos de

machos pelas doses que as maes receberam.
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4.6 Avaliacdo da distancia anogenital e Separacao Prepucial

A distancia anogenital (DAG) comecou a ser avaliada no 3° dia pés-natal com
auxilio de um paquimetro digital e continuou sendo medida de quatro em quatro dias
até o 19°. Durante o crescimento dos filhotes, foi registrado o dia em que ocorreu a

completa separagdo do prepucio de cada animal (Figura 11).

Figura 11- Retracdo manual do prepucio de um rato com separacgédo prepucial completa. Imagem do
autor (2014).

4.7 Peso relativo dos 6rgéaos

A toxicidade sistémica causada por uma substancia pode ser avaliada por meio
da determinag&o das massas relativas de 6rgaos, que por sua vez estdo relacionadas
aos efeitos na massa corporal animal. Alteragces na massa absoluta dos 6rgaos
indicam possiveis efeitos toxicos morfofuncionais, causados pelo composto suspeito,
no caso o clorpirifos.

Apos a eutanasia dos animais, foi realizada a retirada e determinacéo da massa
dos o6rgdos. Foram determinadas as massas absolutas e relativas (expressos
percentualmente em relacdo a massa corporal) dos testiculos, préstata, vesicula
seminal. Os 6rgaos foram pesados sem gorduras adjacentes. Para os testiculos, foi
utilizada a média entre o lado esquerdo e direito. A prdostata foi pesada juntamente
com a capsula prostética, enquanto a pesagem da vesicula seminal foi realizada ap6s

a retirada do liquido seminal por perfuracdo e raspagem.
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4.8 Producdo espermatica diaria, contagem de espermatozoides e a taxa

de transito espermético

Apés a pesagem, cada testiculo teve sua tunica albuginea removida, e
homogeneizado em 10 ml de cloreto de sédio 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
namero de espermatides resistentes a homogeneizacdo, em camara hemocitométrica
(Bueker, Alemanha). O numero de espermatides por animal, obtido pela soma das
contagens do testiculo esquerdo e direito, foi dividido por 6,1 (correspondente ao
namero de dias em que as espermatides em estigios 17 a 19 estdo presentes no
epitélio seminifero) para a conversao em producédo espermatica diaria (Robb, 1978).
Para a contagem do numero de espermatozoides, as caudas dos epididimos foram
cortadas em pequenos pedacgos, homogeneizadas e processadas da mesma forma
que dos testiculos. A taxa de transito espermatico foi obtida pela divisdo do nimero

de espermatozoides pela producdo espermatica diaria (Amann, 1982).

4.9 Morfologia espermatica

Para a avaliacdo da morfologia espermatica (espermatozoides
morfologicamente anormais) (figural2), foram coletados espermatozoides do ducto
deferente por meio de uma lavagem da luz do ducto deferente, com 0,5ml de cloreto
de sddio 0,9% (solucao salina). Uma gota dessa suspensao (15ul) foi misturada com

uma gota de solucao de eosina 1% para a confeccao de um esfregaco.

Foram analisados 200 espermatozoides por animal, em cada esfregaco, sob
microscopia Otica em aumento de 400x, sendo registrado o numero total de
espermatozoides sem defeito de cauda e cabeca (Laboratério de Toxicologia

Reprodutiva com modificacdes).
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Figura 12 — Morfologia espermética (A- normal, B — Cabeca irregular). Imagem do autor (2014).

4.10 Analise estatistica

Para este projeto foram consideradas como sendo unidades estatisticas as
ninhadas geradas, e todos os animais machos destinados as avaliagfes. As variaveis
com medidas intervalares e que apresentarem distribuicdo normal foram analisadas
pela analise de variancia de uma via (ANOVA). As diferencas entre os grupos foram
determinadas pelo teste Bonferroni. As variaveis com medidas ordinais ou aquelas
gue nao apresentaram distribuicdo normal ou homogeneidade entre as variancias,
foram analisadas através do teste Kruskal-Wallis e as variancias foram analisadas
pelo teste Dunn. O nivel de significancia estatistica utilizado é de 5 % (p < 0,05).

Todas as andlises estatisticas e os gréaficos foram confeccionados utilizando o

programa Graphpad Prism®, verséo 6.0; e o programa Microsoft Office Excel®, verséo
2013.

5. Resultados
Os resultados mostrados a seguir séo referentes a dados preliminares, visto que

para uma andlise estatistica mais concisa seria necessario um aumento do nimero

amostral de alguns dos grupos.

O ganho de peso das ratas prenhas durante o tratamento teve diferenca entre o

grupo de maior dose (10mg/kg) e o grupo controle (gréafico 1).
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Gréfico 1. Ganho de pesa das progenitoras durante tratamento com diferentes doses de clorpirifés

entre os dias 14°-21°. * = p<0,05 (ANOVA, seguido pelo pos teste de Bonferroni).

A medida da distancia anogenital, marcadora das regulacées androgénicas e
estrogénicas nao apresentou diferenca estatistica entre os filhotes do grupo controle
e filhotes dos grupos doses (grafico 2). O mesmo acontecendo com a separacao

prepucial ndo apresentando diferenca estatistica como indicado no grafico 3.

Distancia Anogenital dos machos

151
Controle

0,01 mg/kg
0,1mg/kg
1 mg/kg
10mg/kg

10+

Fhdgd

Distanciaem mm

0 T T T T T

Dia 3 Dia 7 Dia 11 Dia 15 Dia 19

Dias de vida

Gréfico 2. Evolucdo da DAG nos filhotes machos durante o periodo de lactacdo (ANOVA, seguido

pelo pos teste de Bonferroni, p< 0,05).
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Gréfico 3. Separacéo prepucial. Os resultados expressam as médias em dias para a separacao

prepucial completa + erro padrdo da média (ANOVA, seguido pelo pés teste de Dunn).

O peso relativo dos 6rgaos dos descendentes machos, aos 90 dias de vida, ndo
diferenciou estatisticamente em relacdo ao peso dos érgaos, descartando no primeiro

momento a possibilidade de uma intoxicacéo sistémica (Tabela 1).

Tabela 1. Peso relativo dos 6rgdos avaliados (ANOVA, seguido pelo pés teste Bonferroni, p< 0,05)

Peso relativo dos 6rgdos(%) Grupos doses (mg/kg)
Controle 0,01 0,1 1 10
4,028 + 4,321 + 4,179 + 4,205 + 4,110 +
Figado 0,810 0,443 0,183 0,200 0,501
0,367 + 0,346 + 0,380 + 0,359 + 0,374 +
Rim 0,014 0,031 0,017 0,013 0,015
0,210 + 0,218 + 0,227 + 0,220 + 0,226 +
Baco 0,012 0,026 0,020 0,019 0,017
0,161 =+ 0,170 + 0,183 + 0,191 + 0,182 +
Vesicula Seminal 0,018 0,068 0,031 0,016 0,024
0,156 + 0,157 + 0,164 =+ 0,167 + 0,150 +
Epididimo 0,007 0,010 0,016 0,007 0,015
0,073 + 0,060 + 0,065 + 0,063 + 0,076 +
Préstata 0.017 0,012 0,015 0,018 0,011
0,504 + 0,503 + 0,528 + 0,501 + 0,515 +
Testiculo 0,031 0,027 0,063 0,017 0,052
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Em relacdo ao espermograma, a producdo espermatica diaria, a taxa de
transito, quantidade de espermatozoides e quantidade de espermatozoides anormais
ndo houve diferenca estatistica (Tabela 2).

Tabela 2. Espermograma (ANOVA, seguido pelo pds teste Bonferroni, p< 0,05)

Espermograma Grupos doses (mg/kg)

Controle 0,01 0,1 1 10
Producéo espermatica diaria 79,45 + 73,84+ 78,17+ 60,86 62,89 +
(x1069) 3,842 10,54 11,34 8,363 17,25
Taxa de transito espermatica 2,732 + 2,173 2,527 + 2,388 + 3,316 +
(dias) 0,360 0,620 0,477 0,603 0,312

218 + 156,4+ 2014+ 154,7 + 170,3 £
N° de espermatozoides (x10°) 38,11 30,81 18,33 50,72 16,56
N° de espermatozoides anormais 34+ 3,429 55%
(em 200) 2+0 0,894 0,975 3+2 2,646

6. Discussao
A populacao esta sujeita a ingestdo de pesticidas encontrados nos alimentos in

natura e processados. Essa exposicdo ambiental a substancias, dentre as quais
incluem-se quimicos industriais, pesticidas, fungicidas, metais pesados e
fitoestrogenos podem interferir em mecanismos hormonais. Esta pode alterar ou
eliminar dimorfismos comportamentais, especialmente quando a exposi¢cdo ocorre
durante periodos criticos do desenvolvimento. Também pode alterar a fisiologia dos
orgdos afetados por esses horménios.

A exposicdo cronica a baixas doses pode levar a alteragbes reprodutivas,
imunoldgicas e ao aparecimento de neoplasias (Colborn et al, 1993). Essa forma de
intoxicacdo ndo é explicita ou ndo se consegue relacionar o periodo de exposi¢cao ao
aparecimento do efeito.

Eaton e colaboradores em 2008, asseguram que devem ser consideradas
mulheres gravidas como uma subpopulacdo potencialmente suscetivel ao clorpirifés.

Estudos comprovaram alteracbes na fertiidade de ratos expostos ao
organofosforado em doses mais altas que as utilizadas (Breslin et al, 1996; Jeong et
al, 2006; Farag et al, 2010).
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O ganho de peso das ratas prenhas durante o tratamento apresentou diferenca
estatistica entre o grupo da maior dose (10mg/kg) e o controle. Essa diferenca deve-
se as possiveis alteracdes causadas pelo clorpirifdés no metabolismo energético na
gestacdo. O peso relativo dos 6rgdos apds eutanasia entre o grupo controle e as
doses n&o apresentou diferenca significativa.

A distancia anogenital € um marcador importante de desmasculinizacdo em
roedores e nédo foi encontrada diferenca entre os grupos indicando que a exposi¢ao
indireta dos filhotes a baixas doses do toxico nao interferiu no desenvolvimento sexual
neonatal.

Em relacdo aos machos adultos da prole, os pesos relativos dos 6rgéos internos
avaliados foram estatisticamente indiferentes, sugerindo que ndo houvera intoxicacao
sistémica, semelhante a estudos prévios. (Breslin, 1996).

Com o objetivo de avaliar a interferéncia da exposi¢cao durante a gestacdo, na
fertilidade dos machos da prole, foi avaliado o nUmero de espermatozoides produzidos
a partir de uma contagem das células encontradas no epididimo, producéo
espermatica diaria, a taxa de transito. Comparando-se os dados do grupo controle
com os grupos doses ndo houve diferenca estatistica, possivelmente pelo tipo e
periodo de exposicéo.

Também deveria aumentar o grupo amostral para conclusdes mais satisfatérias e

conclusivas.

7. Conclusdes
As ratas prenhez ndo forma afetadas pelas doses testadas do clorpirifos, indicando

gue estas doses possuem uma margem de seguranca, nao interferindo no

metabolismo das ratas.

Da mesma, os descendentes ndo foram afetados pelas doses testadas e néo
demonstraram alteracdo na distancia ano-genital e fertilidade. Assim concluimos que
o pesticida organofosforado clorpirifés nao induziu efeitos adversos ap0s exposicéo

indireta nas doses e protocolos utilizados.
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