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RESUMO

O Glifosato-Roundup® é um herbicida amplamente utilizado e considerado um potente
desregulador enddécrino quando administrado para ratos Wistar na fase pré-pubere. Este
trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos causados por este herbicida na prole de fémeas
tratadas durante o periodo perinatal. Foram utilizados como modelos experimentais 38 ratos
Wistar (Rattus norvegicus) machos provenientes de 6 fémeas. Destes, 25 fizeram parte do
grupo tratado, onde as mies receberam a dose de 50mg/kgPV de Glifosato Roundup®
Transorb por gavagem e 13 fizeram parte do grupo controle, onde as maes receberam agua
destilada também por gavagem. O periodo de administracao foi do 18° dia de gestacdo (D18)
até os cinco dias subseqiientes ao parto (D25). Este periodo ¢ caracterizado como o “periodo
critico” da diferenciacdo sexual hipotalamica, onde a conversdo da testosterona a estradiol
torna o hipotdlamo aciclico. Foram avaliados a evolugdo do peso corporal, peso e idade a
puberdade, peso médio dos testiculos, epididimo e vesiculas seminais, contagem espermatica,
producdo espermdtica didria por testiculo, reservas espermaticas, tempo de transito
espermatico, morfometria testicular (didmetro tubular e luminal e espessura epitelial dos
tubulos seminiferos), concentracdes séricas de Hormonio Foliculo Estimulante (FSH),
Hormoénio Luteinizante (LH), testosterona e estradiol e por fim, a orientacdo sexual. As
analise estatisticas utilizadas foram o teste de normalidade de Kolomogorov-Smirnov, de
homocedasticidade de Barlet e analise de varidncia de duas vias (MANOVA). O herbicida
Glifosato Roundup® Transorb nio interferiu no desenvolvimento corporal dos animais. A
idade em que a prole estudada atingiu a puberdade foi alterada, os animais de maes tratadas
com o herbicida atingiram a puberdade mais precocemente e por isso, também apresentaram
peso menor. O peso dos testiculos ndo sofreu alteragdo, ja as vesiculas seminais drenadas e o
epididimo apresentaram-se mais pesados nos animais que receberam o tratamento com o
herbicida. O numero de espermatides por testiculo e por grama de testiculo, a producao
espermatica diaria por testiculo e as reservas espermadticas no segmento cabega+corpo do
epididimo foram maiores no grupo tratado. O transito espermdtico foi mais rapido no
segmento cauda do epididimo nos animais tratados. Os animais de ambos os grupos (tratado e
controle) ndo demonstraram alteragdes no didmetro tubular total do testiculo, porém, a
espessura epitelial foi maior no grupo tratado e o didmetro luminal maior no grupo controle.
Nao foram encontradas alteragdes séricas do hormdnio FSH, ja o LH, a testosterona e o

estradiol foram encontrados em maiores concentracdes nos animais tratados. A orientacao



sexual demonstrou que os animais do grupo tratado apresentaram maior permanéncia total na
area da fémea e maior escore de preferéncia sexual pelas fémeas. Pode-se concluir que este
herbicida ¢ um provavel desregulador enddcrino no “periodo critico” de diferenciacdo sexual
hipotaldmica para ratos machos, o que acarreta alteragdes morfologicas e de orientagdo sexual

dos animais na vida adulta.

Palavras-chave: Glifosato. Roundup. Desregulagao Enddcrina. Esteroidogénese. Morfometria

Testicular. Orientacao Sexual.



ABSTRACT

Glyphosate, a herbicide Roundup® is widely used and considered a potent endocrine disrupter
when administered to rats in the pre-pubescent. This study aimed to evaluate the effects
caused by this herbicide in the offspring of females treated during the perinatal period. Were
used as experimental models 38 Wistar rats (Rattus norvegicus) from males 6 females. Of
these, 25 were part of the treated group, where mothers received the dose of glyphosate in
Roundup ® 50mg/kgPV Transorb by gavage and 13 took part in the control group, where
mothers also received distilled water by gavage. The administration period was the 18th day
of gestation (D18) until five days after the delivery (D25). This period is characterized as the
"critical period" of sexual differentiation of hypothalamus, where the conversion of
testosterone to estradiol makes the hypothalamus acyclic. We evaluated the evolution of body
weight, weight and age at puberty, weight of testes, epididymis and seminal vesicles, sperm
count, daily sperm production per testis, sperm reserves, sperm transit time, testicular
morphology (tubular and luminal diameter and thickness epithelial tubules), serum FSH, LH,
testosterone and estradiol and finally sexual orientation. The statistical analysis were used to
test Kolomogorov-Smirnov normality, homoscedasticity of the Barlet and analysis of two-
way variance (MANOVA). The herbicide Roundup ® Transorb Glyphosate did not affect the
animals' body development. The age at which studied the offspring reached puberty was
changed, the animals treated with the herbicide mothers reached puberty earlier and therefore
also had less weight. The testes weight did not change, since the seminal vesicles and
epididymis had drained to heavier in the animals receiving treatment with the herbicide. The
number of spermatids per testis and per gram of testis, daily sperm production per testis and
sperm reserves in the head + body segment of the epididymis were higher in the treated
group. The sperm transit was faster in the segment in the tail of the epididymis treated
animals. The animals in both groups (treated and control) showed no changes in total testis
tubule diameter, however, the epithelial thickness was greater in the treated group and greater
luminal diameter in the control group. There were no changes in serum hormone FSH, as LH,
testosterone and estradiol were found in higher concentrations in treated animals. Sexual
orientation showed that animals treated group showed a longer stay in the area of the total
female and higher scores of sexual preference by females. It can be concluded that this

herbicide is likely an endocrine disrupter in the "critical period" of hypothalamic sexual



differentiation to male rats, which causes morphological changes and sexual orientation of

animals in adulthood.

Key-words: Glyphosate. Roundup. Endocrine disruption. Steroidogenesis. Testicular

morphometry. Sexual Orientation.
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1 INTRODUCAO

As industrias quimicas ligadas a agricultura e pecuaria vém produzindo milhares de
novos produtos a cada ano. Durante os ultimos cinqgiienta anos, muitos produtos quimicos
foram sintetizados e liberados para utilizagdo no meio ambiente. Americanos utilizam
aproximadamente dois bilhdes de galdes de inseticidas a cada ano, e alguns residuos
permanecem na cadeia alimentar por décadas. Em muitos destes produtos sdo encontradas
substancias que mimetizam hormdnios ou possuem atividade de desregulacdo enddcrina,
especialmente com propriedades estrogénicas ou de hormonios tiroideanos (COLBORN et al.,

1996; SCOTT, 2005).

Os desreguladores endoécrinos podem ser definidos como “agentes exdgenos” que
interferem na producdo, liberagdo, transporte, metabolismo, ligacdo, acao e eliminagdo de
hormonios naturais no corpo humano responsaveis pela manutengdo da homeostasia e na
regulacdo de processos de desenvolvimento (KAVLOCK et al., 1996), ou ainda, de acordo
com Shettler et al. (1999), como agentes quimicos que em doses extremamente pequenas

imitam, bloqueiam ou ainda interferem na atividade hormonal normal.

A detecgdo de residuos de praguicidas em residéncias de agricultores e a presenga
desses residuos e seus metabdlitos em urina das familias residentes em area agricola,
demonstra que hé risco de exposi¢do ambiental, o que torna importante o conhecimento dos
efeitos toxicos em baixas doses por periodos prolongados (CURWIN et al., 2005; CURWIN
et al., 2007).

Nas culturas agricolas, em diversas partes do mundo, o uso de praguicidas ¢ intenso.
Animais expostos a longos periodos de pastagem em areas de integracdo lavoura e pecuaria
podem estar ingerindo quantidades de subprodutos, metabolitos e contaminantes utilizados na
agricultura. A contaminacdo do solo e agua tanto fluvial como subterranea, pode levar a
distarbios reprodutivos principalmente no que se refere as alteragdes do perfil hormonal
destes animais. Os efeitos residuais destas substancias podem estar contidos no sangue, na
carne, no leite, na urina e nas fezes dos animais levando a recontaminagao do solo e podendo

chegar ao consumo humano (CURWIN et al., 2005).

Seus efeitos podem ser agudos ou crdnicos, na dependéncia do tempo de exposicao,

concentra¢cdo no ambiente, modo de contato com o produto e tipo de degradacdo, interferindo



no padrao hormonal dos reprodutores promovendo queda na fertilidade e até infertilidade

(AKINGBEMI et al., 2004).

Além dessas observagdes, resultados obtidos previamente demonstraram que ha
reducdo significativa na espermatogénese e na esteroidogénese de ratos tratados com o
herbicida Roundup® durante a fase pré-pubere, desde a dose mais baixa utilizada nos
experimentos (5 mg/kgPV) (ROMANO et al., 2007a; ROMANO et al., 2008a; ROMANO et
al., 2008b; ROMANO et al., 2009; ROMANO et al.,, 2010; ROMANO et al., 2007b;
ROMANO et al., 2007c).

Neste estudo, o objetivo foi investigar o efeito na prole da exposi¢cdo ao glifosato
durante o periodo peri-natal. O final da gestacdo e os primeiros dias pos-natal sdo os periodos
nos quais ha a diferenciagdo sexual hipotalamica, onde ocorre a conversao da testosterona a
estradiol, pela maior expressao da enzima aromatase neste periodo, tornando o hipotalamo
aciclico. Essa caracteristica aciclica torna a atividade hipotalamica do individuo masculina,
com liberagdo de gonadotrofinas a partir de um ritmo circadiano. Disturbios durante esse
periodo podem comprometer a vida reprodutiva futura do animal, principalmente dos
individuos do sexo masculino, uma vez que o ritmo de liberacdo das gonadotrofinas sera

alterado.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 GLIFOSATO'

O glifosato ¢ um herbicida utilizado no combate as ervas daninhas prejudiciais a
diversas culturas, bastante efetivo, ndo-seletivo e pds-emergente (CERDEIRA et al, 2007;
HAYES; LAWS, 1991), representando cerca de 30% do total de herbicidas utilizados na
lavoura (INOUE et al., 2003).

Nas culturas tradicionais, sua aplicagdo ¢ realizada antes do plantio ou apds o plantio
com uso de equipamentos adequados para evitar o contato com a planta cultivada. O
desenvolvimento de sementes de espécies comerciais resistentes ao glifosato (transgénicas)
proporcionou seguranga na aplicacao do produto em qualquer fase do crescimento da planta
(CERDEIRA et al., 2007). Seu uso ainda contempla o controle de plantas daninhas aquéticas,
onde seu efeito sobre a biodiversidade ainda ¢ discutivel (BRAUSCH; SMITH, 2007).

Apesar de o glifosato ser considerado um produto de mediana ou baixa toxicidade
segundo a ANVISA (2002), vérios estudos recentes tém demonstrado que ele apresenta
toxicidade, mesmo quando em quantidade reduzida. Dallegrave et al. (2003) observaram o
retardo no desenvolvimento do esqueleto fetal em ratos Wistar causado pelo Glifosato-
Roundup® e comprovaram esse efeito toxico sobre o desenvolvimento fetal em exposi¢des
agudas induzidas utilizando-se as doses orais diarias de 0, 500, 750 ou 1.000 mg/kg entre 0 6.*
e 15.° dia de gestagdo. Verificou-se a ocorréncia de mortalidade de 50% das fémeas que

receberam a dose de 1.000 mg/kg.

Observa-se ainda que algumas agricultoras que fazem uso do glifosato na lavoura, t€m
problemas para engravidar, mas o mecanismo de a¢do do glifosato em mamiferos ainda ¢
questionado. O glifosato em baixas concentragdes ndo-toxicas causa efeito de desregulacao
sobre a enzima aromatase em células de placenta humana in vitro. A partir do momento que o
glifosato penetra na célula, e isso ¢ facilitado nas formulagdes de Roundup® com adjuvantes,
ele reduz a atividade da enzima aromatase, responsavel pela sintese de estrogenos (RICHARD

et al., 2005).

! Nome comum. Nome quimico: N-fosfonometilglicina (C;HgNOP).



A diminuicao da atividade da aromatase também foi observada em cultivos de células
embrionarias humanas, sendo estas mais sensiveis que as c€lulas placentarias. A desregulacao
da aromatase foi mais intensa na presen¢a de Roundup®, mas também foi observada na
utilizagdo de glifosato sem adjuvantes. Efeitos citotoxicos também foram observados, sendo
maiores com o maior periodo de exposi¢do ao produto, mostrando efeito tempo e dose
dependentes (BENACHOUR et al., 2007). Estudos com glifosato em mamiferos, incluindo
seres humanos mostraram ainda, diversas alteragdes fisioldgicas e bioquimicas em células

(umbilical, embriondria e placentaria) (BENACOUR; SERALINI, 2009)

Além destas observagdes, resultados obtidos previamente em nosso laboratdrio
demonstraram que ha redugdo significativa na espermatogénese e na esteroidogénese de ratos
tratados com o herbicida Roundup® durante a fase pré-pubere, desde a dose mais baixa
utilizada nos experimentos (5 mg/kgPV) (ROMANO et al., 2007a; ROMANO et al., 2008a;
ROMANO et al., 2008b; ROMANO et al., 2009; ROMANO et al., 2010; ROMANO et al.,
2007b; ROMANO et al., 2007¢).

2.1.1 Caracteristicas quimicas e mecanismo de a¢do do glifosato

O glifosato inibe o crescimento da planta através da interferéncia com a produgdo de
aminoacidos aromaticos essenciais pela inibigdo da enzima enolpiruvilshikimatofosfatosintase
(EPSPS), a qual € responsavel pela biossintese de chorismato, um intermedidrio na biossintese
da fenilalanina, tirosina e triptofano. Esta via para a biossintese de aminodcidos aromaticos
ndo ¢ expressa por nenhum membro do reino animal, tornando esse mecanismo de acdo

exclusivo as plantas (WILLIAMS et al., 2000; CERDEIRA et al., 2007).

As sementes transgénicas apresentam a expressao do gene CP4EPSPS da
Agrobacterium sp, que inibe o efeito da enzima natural da semente, transpondo o efeito do
herbicida e produzindo as sementes resistentes ao glifosato. As variedades de soja resistentes
ao glifosato sdo denominadas GRS, glyphosate resistents soybeans (CASTLE et al., 2004;
CERDEIRA; DUKE, 2006; CERDEIRA et al., 2007; YASOUR; RIOV; RUBIN, 2007).

2.1.2 Comportamento do glifosato no solo



E um produto degradado pelos microorganismos presentes no solo com meia-vida
frente a biodegrada¢do de aproximadamente 28 dias, chegando a 90% em 90 dias. A

persisténcia do produto no solo ¢ de 30 a 90 dias (RODRIGUES; ALMEIDA, 1998).

O glifosato também interage com as propriedades fisicas e quimicas do meio
ambiente, como a temperatura, luminosidade e tipo de solo, os quais podem influenciar na sua
acdo. Quando em contato com o solo, e rapidamente adsorvido pelos minerais formando
quelatos de ligacdo forte, ¢ entdo, degradado pelos microorganismos presentes (HAYES;
LAWS, 1991; GOLDSBOROUGH; BROWN, 1993; HANEY; SENSEMAN; HONS, 2002;
TONI; SANTANA; ZAIA, 2006). E uma substancia ndo volatil, sofrendo pouca fotolise e sua
biodegradacao nao ¢ influenciada pelo baixo pH do solo, condigdo freqiiente em solos
brasileiros (ABREU-JR; MURAOKA; LAVORANTE, 2003; GETENGA; KENGARA,
2004; TONI; SANTANA; ZAIA, 2006).

O estudo da presenca de glifosato e acido aminofosfonico (AMPA) em daguas
superficiais no Rio Grande do Sul em éreas de cultivo intenso de arroz evidenciou a
ocorréncia em baixas concentracdes desses produtos, estando em conformidade com os niveis
maximos estabelecidos pela legislacio brasileira e americana (SILVA; PERALBA;
MATTOS, 2003). Isso pode significar baixo risco de lixiviagdo ¢ contaminagdao ambiental

ocasionado pelo uso desse herbicida (SANCHES, 2003).

Entretanto, a detec¢do de residuos de praguicidas em residéncias de agricultores
(CURWIN et al., 2005) e a presenca desses residuos e seus metabdlitos em urina das familias
residentes em area agricola (CURWIN et al., 2007) demonstra que hé risco de exposi¢ao
ambiental, o que torna importante o conhecimento dos efeitos toxicos em baixas doses por
periodos prolongados (CURWIN et al., 2005; CURWIN et al., 2007). Além disso, a presenca
de alguns tipos de residuos em alimentos também tem sido identificada (COX; SURGAN,
20006).

2.1.3 Farmacodinamica e farmacocinética em animais de laboratdrio do glifosato

A excrecdo do glifosato ocorre principalmente por via fecal, sendo observada nas fezes
a presenca de 62 a 69% da dose oral administrada (WILLIAMS et al., 2000). A eliminacao do

produto também se da via renal, sendo encontrada cerca de 36% da dose oral na urina. A



meia-vida da eliminacdo pelas fezes e urina é calculada em dois dias (BREWSTER;
WARREN; HOPKINS, 1991). A distribui¢ao pelos tecidos ¢ pequena, aparecendo em maior
quantidade no intestino delgado, ossos, célon e rins. A absor¢do maxima ocorre em seis horas
apos a ingestdo do produto, havendo rapido declinio em todos os tecidos, exceto nos 0ssos
onde a eliminagdo ¢ mais lenta (BREWSTER; WARREN; HOPKINS, 1991). Apo6s 5 dias da
administracao de dose Unica de glifosato, observam-se tragos residuais (3 a 6 ppb) no figado,

rins e musculatura esquelética (WILLIAMS et al., 2000).

A eliminag@o do produto ¢ predominantemente na forma quimica como foi ingerido,
havendo pequena transformagdo em AMPA (BREWSTER; WARREN; HOPKINS, 1991;
WILLIAMS et al., 2000). Também nao ¢ evidenciada a formagdo de metabolitos tdxicos

(BREWSTER; WARREN; HOPKINS, 1991).

2.1.4 Roundup™: ingredientes ativos € inertes

O registro de praguicidas define a composi¢ao do produto em ingredientes ativos e
inertes. Os ingredientes ativos sdo os responsaveis pela acdo principal do praguicida,
matando, repelindo ou prevenindo a manifestacdo de pragas. Os ingredientes inertes sao
formados pelos adjuvantes, podendo ter efeito proprio, com ag¢do quimica, sendo inclusive

potencialmente toxico para o ser humano (COX; SURGAN, 2006).

Os ingredientes inertes das formulagdes de praguicidas podem apresentar varias
fungdes, atuando como solventes, surfactantes, preservativos, entre outras. Um unico produto
pode conter um grande nimero de ingredientes inertes, cada um com um propdsito diferente
na formulacdo. Esses componentes sdo protegidos por sigilo industrial (COX; SURGAN,
2006).

Os mais recentes estudos no desenvolvimento dos ingredientes inertes dos praguicidas
estdo focados na nanotecnologia. Os ingredientes ativos e inertes sao manipulados em
nanoparticulas, formando uma emulsdo, ou entdo o ingrediente ativo ¢ encapsulado.
Atribuindo-se, assim, novas caracteristicas quimicas aos produtos formulados, que podem
alterar suas caracteristicas de agdo e toxicidade anteriormente conhecidas (ETCGROUP,

2004).

: Roundup® é a formulagdo comercial mais conhecida do Glifosato e a utilizada neste estudo.



Existem diferengas na eficacia das formulagdes de glifosato de acordo com o tipo de
ingrediente inerte que ¢ adicionado (HAEFS et al., 2002; BELLES et al., 2006). Nos ensaios
toxicologicos ¢ observada maior toxicidade nas formulacdes comerciais de glifosato do que
quando se utiliza somente o sal, indicando que a toxicidade dos ingredientes inertes ¢ maior
que a do ingrediente ativo, e que a sua presencga produz maior efeito toxico (SURGAN, 2005;

COX; SURGAN, 2006).

A avaliagao dos efeitos toxicos a diferentes surfactantes utilizados no preparo das
formulacdes comerciais de glifosato realizado na espécie de camardao Thamnocephalus
platyurus demonstrou que esses sdo bastante toxicos, provavelmente por alterar o transporte

de oxigénio nas superficies respiratérias (BRAUSCH; SMITH, 2007).

Da mesma forma, alteragdes causadas em quatro tipos de sapos norte americanos
expostos a cinco formulagdes a base de glifosato demonstraram incremento no tempo de
metamorfose, danos na cauda e anormalidades nas gonadas causadas por disrupgao dos
hormoénios, comprovados pelo aumento na transcrigdo de RNAm nos animais expostos, com
maior efeito nos animais expostos ao surfactante politoxilatado tallowamine POEA (HOWE
et al., 2004). Ainda, o efeito toxico maior das formulagdes de glifosato também foi
confirmado em cultivos de células testiculares de camundongos (WALSH et al., 2000), em
mitocondrias de hepatocitos de ratos (PEIXOTO, 2005), em cultivo de células placentarias
humanas (RICHARD et al.,, 2005; BENACHOUR et al.,, 2007), em cultivo de células
embrionarias humanas (BENACHOUR et al., 2007) e em embrides invertebrados (MARC et
al., 2002).

2.1.5 Estudos toxicolédgicos in vitro e in vivo do glifosato

Viarios estudos foram conduzidos para demonstrar a seguranca e as limitagdes da
utilizagdo do glifosato, € sua marca comercial mais conhecida, o Roundup®. Ensaios
avaliando seus efeitos toxicos sobre animais de laboratoério, incluindo camundongos, ratos,
coelhos, cdes, macaco e galos; e outros in vitro em culturas celulares distintas vém sendo

realizados a partir da década de 70 (WILLIAMS et al., 2000).

Dallegrave et al. (2003) observaram o retardo no desenvolvimento do esqueleto fetal

em ratos Wistar causado pelo Glifosato-Roundup® e comprovaram esse efeito toxico sobre o



desenvolvimento fetal em exposi¢des agudas induzidas utilizando-se as doses orais diarias de
0, 500, 750 ou 1.000 mg/kg entre o 6° e 15° dia de gestacdo. Verificou-se a ocorréncia de
mortalidade de 50% das fémeas que receberam a dose de 1.000 mg/kg.

Benedetti et al. (2004) avaliaram o efeito hepatico da administragdo oral em dias
alternados de baixas doses de glifosato-biocarb (0, 4,87, 48,7 ou 487 mg/kg) em ratos Wistar
por 75 dias. O glifosato modificou o metabolismo hepatico, tendo sido observada alteragdes
desde a dose mais baixa, que foi de 4,87 mg/kg. Ocorreu elevagao das enzimas hepaticas ALT
e AST, sugerindo danos irreversiveis aos hepatdcitos; aumento das células de Kupfer nos
sinus6ides dos animais tratados, seguido pela deposi¢do de fibras de reticulina, compostas

principalmente por colageno tipo III.

Em mitocondrias isoladas de hepatocitos de ratos, observou-se reducao de 50% no
processo de fosforilagdo oxidativa na presenca de Roundup®, que atuou direta e indiretamente
na atividade da ATPase (PEIXOTO, 2005). A formula¢gdo Roundup® atrasou a ativa¢do da
CDK1/ciclina B, inibindo também a sintese global de proteinas, o que alterou a regulagcdo do
ciclo celular, durante o desenvolvimento embriondrio inicial do Sphaerechinus granularis, um
invertebrado marinho utilizado como modelo para avaliacdo da exposi¢do a contaminagao
ambiental por praguicidas (MARC et al., 2002). Em ampla revisao realizada por Williams et
al. (2000), os autores citam que ndo ha evidéncias que doses orais de 0 a 30mg/kg e de 0 a
30.000 ppm levem a alteracdes significativas na capacidade de ratos se reproduzirem. Porém,
observou-se a redu¢do nas concentragdes espermaticas no epididimo em cerca de 20% dos
animais expostos a doses orais de 25.000 ppm e 50.000 ppm. Fémeas que receberam doses de
50.000 ppm apresentaram elevacdo no comprimento do ciclo estral de 4,9 para 5,4 dias. Esta
sendo observado que algumas agricultoras que utilizam glifosato, na lavoura, tém problemas

para engravidar, mas o mecanismo de acdo do glifosato em mamiferos ainda € questionado.

Richard et al. (2005) demonstraram que o glifosato em baixas concentragcdes nao
toxicas causa efeito de disrupgdo sobre a enzima aromatase em células de placenta humana in
vitro. A partir do momento que o glifosato penetra na célula, e isso ¢ facilitado nas
formulagdes de Roundup® com adjuvantes, ele reduz a atividade da enzima aromatase,
responsavel pela sintese de estrogenos. A diminuicdo da atividade da aromatase também foi
observada em cultivos de células embrionarias humanas, sendo estas mais sensiveis que as
células placentarias. A disrupgdo da aromatase foi mais intensa na presenga de Roundup®,
mas também foi observada na utilizagdo de glifosato sem adjuvantes. Efeitos citotdxicos

também foram observados, sendo maiores com o maior periodo de exposi¢cdo ao produto,



mostrando efeito tempo e dose dependentes (BENACHOUR et al., 2007). A exposi¢dao de
patos (Anas platyrhynchos) ao Roundup® causou diminui¢do significativa na produ¢do de
testosterona, afetando em aproximadamente 90% a sua concentragdo plasmatica em doses de

5 ou 100 mg/kg. Também houve redu¢do na concentracdo plasmatica de estradiol nos animais

expostos a dose de 5 mg/kg (OLIVEIRA et al., 2007).

O mecanismo de desregulacdo do glifosato estudado por Walsh et al. (2000) em
cultivo celular de Leydig da linhagem tumoral MA-10, quantificou a expressao da proteina
StAR ¢ da enzima aromatase nos cultivos celulares submetidos a diferentes concentracdes de
Roundup® (Monsanto). Houve a redugdo de 90% dos niveis da proteina StAR, implicando
que, de cada 100 moléculas de colesterol disponiveis para o transporte ao interior da
membrana mitocondrial, apenas 10 atingiram o sistema enzimatico P450scc. Em seguida, a
conversdo de colesterol em pregnenolona foi reduzida em 71% pela inibicdo da atividade de
P450scc. Ao final das transformagdes bioquimicas observou-se a reducdo de 94% na

esteroidogénese total.

Estudos conduzidos em plantas de linhagem transgénica resistentes ao glifosato
demonstraram ocorrer infertilidade dos individuos do sexo masculino. Aparentemente, o
macho apresenta menor expressao do gene CP4 EPSPS no tecido reprodutivo, o que o torna
mais sensivel a a¢do do glifosato. O efeito aparece na reducdo da polinizagdo, deformidade e
queda dos botdes embrionarios e reducdo da produtividade (em algumas espécies). O
mecanismo envolvido na infertilidade masculina de algumas dessas variedades transgénicas

ainda nao foi elucidado (YASOUR; RIOV; RUBIN, 2007).

2.2 DESENVOLVIMENTO REPRODUTIVO E COMPORTAMENTO SEXUAL DE
RATOS MACHOS

2.2.1 Reprodugao — aspectos gerais

A reproducdo nos mamiferos encontra-se sob o controle dos sistemas nervoso e
endocrino que atuam de forma coordenada na promocgao, desenvolvimento e maturacao das

caracteristicas sexuais e comportamentais. O sistema nervoso € receptor e coordenador dos



estimulos ambientais que influenciam a reproducdo. Ele sintetiza e libera hormonios
hipotalamicos que regulam a liberacdo de hormonios hipofisarios, que por sua vez, agem
sobre a fung¢do gametogénica e enddcrina das gonadas (NAFTOLIN, 1981; LIBERTUN,
2004)

O sistema reprodutivo de machos ¢ regulado por uma complexa interagdo entre o
sistema nervoso central, hipotdlamo, pituitdria (hipofise) e testiculos. O hipotilamo ¢
responsavel pelo controle central deste complexo, com a sintese e liberacio de GnRH
(Hormonio Liberador de Gonadotropinas), o qual ¢ liberado de modo pulsatil pelos terminais
hipotalamicos neurais (HEINDEL; TREINEN, 1989). Em ratos, o GnRH ¢ liberado para
dentro dos capilares do sistema porta hipofisal até a adenohipdfise (HINEY et al., 2002), onde
estimula os gonadotrofos a secretarem as gonadotrofinas LH (Hormodnio Luteinizante) e FSH
(Hormonio Foliculo Estimulante) (HEINDEL; TREINEN, 1989). Nos machos o LH ¢ o FSH
sao secretados de forma estavel (LIBERTUN, 2004).

Quando os pulsos de LH atuam nas células testiculares de Leydig ocorre a liberagdo

pulsatil de testosterona (HEINDEL; TREINEN, 1989).

Os hormonios gonadais promovem a diferenciagdo sexual. Esta “diferenciacdo sexual
do sistema nervoso” pode ser dividida em duas fases: “organizacional” e “ativacional” dos
hormonios sexuais. A primeira ¢ caracterizada como periodo critico, que ocorre logo apos o
nascimento, onde circuitos neurais especificos de cada sexo sdo consolidados. A segunda ¢
quando o individuo, na fase adulta, requer os hormonios sexuais para ativar os circuitos e
proporcionar o desencadeamento dos aspectos fisioldgicos da fungdo reprodutiva (KELLI,

1991; McCORMICK et al., 1998; ver revisdo de PILGRIM & REISERT, 1992).

2.2.2 Morfologia testicular e espermatogénese

Os testiculos sdo compostos em seu parénquima por tibulos seminiferos, que sdo
envoltos por uma cdpsula composta por trés camadas. As paredes dos tibulos seminiferos sao
formadas por células germinativas e de Sertoli. (NORMAN; LITWICK, 1997; HAFEZ;
HAFEZ, 2000). As células germinativas constituem o epitélio germinativo, onde ocorre a
espermatogénese. As células de Sertoli formam a barreira hematotesticular que separa os

compartimentos espermatogénico intracelular e o espaco extracelular (BERGADA, 2004). A



proliferacdo das células de Sertoli e das células germinativas ocorrem em diferentes periodos
do desenvolvimento testicular. O nimero de células de Sertoli, estabelecido durante o periodo
pré-pubere, determina o tamanho final do testiculo e a producdo espermatica didria em

animais sexualmente maduros (ORTH et al., 1988; FRANCA et al., 2000).

O tecido intersticial que ocupa cerca de 5% do volume testicular total contém as
células de Leydig, que sdo responsaveis pela producao testicular de androgenos (NORMAN;
LITWICK, 1997; HAFEZ; HAFEZ, 2000).

A espermatogénese ¢ o processo de geracdo do gameta masculino (HEINDEL;
TREINEN, 1989), onde as espermatogdnias originam as espermatides maduras em quatro
fases: 1) desenvolvimento e mitose de espermatogoOnias indiferenciadas, originando os
espermatocitos primdrios; 2) desenvolvimento dos espermatdcitos via meiose, originando na
primeira divisdo os espermatdcitos secundarios e na segunda divisdo, as espermatides que sao
as ultimas células haploides; 3) espermiogénese, que sdo transformagdes estruturais
complexas das espermatides recém-formadas culminando com as espermatides maduras e 4)
espermiacao que ¢ a liberacdo das espermatides maduras para a luz dos tiibulos seminiferos. A
espermiogénese do rato consiste em 19 estdgios de transformagdes sucessivas das
espermatides até espermatozdides (HEINDEL; TREINEN, 1989; ZENICK et al., 1994;
KLINEFELTER & HESS, 1998).

Apoés a liberacdo das espermatides para a luz dos tibulos seminiferos, elas sdo
deslocadas para a cabeca do epididimo. A maturagdo dos gametas, para espermatozoides,
ocorre durante o transito das espermatides maduras ao longo do ducto epididimario (ROBB;
AMMAN & KILLIAN, 1978; ZENICK et al., 1994; KLINEFELTER & HESS, 1998). Uma
vez iniciado na puberdade, o processo de espermatogénese ¢ continuo. Nos ratos este processo
¢ reiniciado a cada 13 dias e o tempo para a espermatogdnia transformar-se em espermatide

madura ¢ de aproximadamente 50 a 60 dias (HEINDEL; TREINEN, 1989).

A regulagdo hormonal da espermatogénese ¢ manifestada principalmente pela agao do
FSH e da testosterona sobre as células de Sertoli, com subseqiiente modulagdo por fatores

paracrinos (HEINDEL; TREINEN, 1989).

2.2.3 Testosterona



A testosterona alcanga e estimula os 6rgdos efetores androgénicos por via sanguinea.
Nos 6rgaos efetores € transformada em diidrotestosterona (DHT) pela enzima Sa-redutase, ou
¢, em maior parte, convertida em estradiol pela a¢do da enzima aromatase (ver revisdo de
LITTLETON-KEARNEY & HURN, 2004). O esquema a seguir (Quadro 1) demonstra as

rotas da biossintese de testosterona:

Colesterol

v

Pregnenolona ——pp Progesterona

v v

17-OH-Pregnenolona —17-OH-Pro gesterona

v

Dehidroepiandrosterona 9 Androstenediona — Estrona
v v
Androstenediol ———pp TESTOSTERONA _p  Estradiol

3 % :

Diidrotestosterona

Quadro 1 - Via de sintese de hormodnios esterdides gonadais. A testosterona a o principal
produto secretado pelo testiculo. As enzimas sao: (1) 17B-OH-esterdide-
desidrogenase; (2) aromatase; e (3) Sa-redutase. Modificado de Bergada (2004)
e Breigeiron (2005).

No macho, o horménio esterdide primdrio, testosterona, ¢ produzido quase que
exclusivamente pelas células de Leydig nos testiculos. No periodo pds-natal, o processo de
diferenciacdo das células de Leydig envolve transformagdes em trés estagios designados
progenitor, imaturo e células de Leydig adultas aos 21, 35 e 56 dias de idade, respectivamente
(AKINGBEMI et al., 1999). Este desenvolvimento ¢ acompanhado por um progressivo
aumento na capacidade de produgdo de testosterona (GEORGE & PETERSON, 198S;
MEISEL & SACHS, 1994).



Aparentemente, ocorrem diferencgas entre as espécies nos mecanismos hormonais que
regulam o comportamento sexual dos machos, mas sabe-se que sempre ocorre controle pela

testosterona secretada pelos testiculos, ou por seus metabdlitos (ARTEAGA-SILVA, 2005).

Ratos machos passam por duas ondas de testosterona, uma entre o 17° ¢ 18° dias de
gestacdo e outra 1-3 horas ap6s o parto (SLOB et al., 1980). Estas ondas s@o essenciais para o
desenvolvimento fisico (anatomico) (GRADY et al., 1865) e comportamental (PFAFF &
ZIGMOND, 1971) na masculinizacdo destes animais. Portanto, a testosterona tem uma agao
fundamental na diferenciacdo sexual do encéfalo, onde fatores morfologicos e
comportamentais especificos sdo determinados pela presenca ou auséncia deste hormdnio
durante periodos criticos do desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) (BERGADA,

2004; BIALEK et al., 2004; BABICHEV; SHISHKINA & PERYSHKOVA, 1990).

Os efeitos centrais da testosterona sobre o comportamento reprodutivo sao mediados,
em parte, pelos receptores androgénicos (McGINNIS & DREIFUSS, 1989), os quais t€ém sido
localizados em areas particulares do encéfalo. Existem duas localizagdes neurais criticas para
a regulagdo do comportamento sexual, a 4area pré-Optica medial (APOM) e o nucleo
ventromedial do hipotdlamo (VMH), estas dreas contém altas concentracdes de receptores
androgénicos (AR) e estrogénicos (ER) (SIMERLY et al.,1990; HARDING & MCcGINNIS,
2003; LITTLETON-KEARNEY & HURN, 2004).

Existe grande influéncia das atividades da testosterona pré e pods-natal no
desenvolvimento das caracteristicas masculinas. Ela exerce efeitos organizacionais na

combinagdo das atividades de AR e ER no desenvolvimento neonato (SEALE et al., 2005).

Desreguladores endocrinos podem alterar a expressao de AR e ER no cérebro. Liu et
al. (2010) encontraram que a exposi¢cdo durante a fase de puberdade ao Fenvalerate nao
somente causou desregulacdo na sintese dos hormonios testosterona e estradiol, como também

inibiu a expressdao de AR no cortex cerebral de ratos.

A desregulacio do desenvolvimento neurocomportamental por desreguladores
endocrinos t€m sido investigada porque o desenvolvimento do sistema nervoso central ¢é
diretamente regulado por hormonios endoégenos, incluindo hormoénios gonadais, € por eventos
regulados hormonalmente que ocorrem no inicio do desenvolvimento (JIE et al., 2010). Os
mesmos autores relatam que a administragcdo gestacional de Nonylphenol, um conhecido
desregulador enddcrino, causa alteragcdes no desenvolvimento neurocomportamental e no

desenvolvimento reprodutivo da prole de ratos machos, pois a citotoxicidade produzida por



este composto pode passar pelas barreiras placentdria e/ou sangue-testiculo para produzir

alteracdes nas células reprodutivas.

2.2.4 Orientacao Sexual

A organizacdo neural do comportamento sexual é formada por uma complexa rede no
sistema nervoso, sensivel a estimulos visuais, auditivos e quimiossensoriais que despolarizam
circuitos corticais que interagem com unidades de entrada e saida no sistema limbico, para
que possa ser expressa uma resposta comportamental (KELLY & JESSEL, 1997). O bulbo
olfatorio (BO) ¢ a unidade de entrada dos sinais quimiossensoriais transduzidos na mucosa
olfatéria e 6rgdo vomeronasal. A relativa importancia do estimulo quimiossensorial, quando
comparado com outros sinais senssoriais, como a visao e audicao, ¢ especifica para a biologia
de determinadas espécies de comportamento noturno (HULL; WOOD & McKENNA, 2006).
A APOM representa uma forma de unidade de saida e é designada como o “centro”
organizacional mais importante para a expressao do comportamento sexual de machos,
incluindo o rato. O nucleo medial da amigdala (AMe) transmite a entrada dos
quimiossensores do BO para a APOM, sendo fundamental na investigacdo do comportamento

sexual (WOOD & NEWMAN, 1995; WOOD, 1997).

Além destas, outras areas cerebrais importantes na efetivagdo do comportamento
sexual sdo a subdivisdo magnocelular do nucleo pré-optico-medial, associado ao aspecto
motor do comportamento sexual (WOOD & NEWMAN, 1995; WOOD, 1997), o nucleo
paraventricular, na facilitacio da erecdo durante a copula (ver revisdo de GIULIANO &
HAMPIN, 2004), e ntucleo ventromedial do hipotdlamo (VMH), na regulacdo da motivagao
sexual de ratos machos (HARDING & McGINNIS, 2003).

Nos ratos, a interagdo sexual ¢ iniciada por fémeas em estro que aceitam ou nao a
aproximacao de machos sexualmente ativos (ERSKINE, 1989). O sinal olfatorio inicia um
importante papel nesta decisdo das fémeas. Possivelmente o sistema acessorio olfatdrio esta
envolvido na transmissdo central de muitos feromdnios que causam mudangas na
neuroendocrinologia reprodutiva e no comportamento, pois atingem a area pré-optica basal no

cérebro (SAKUMA, 2008).



Os estimulos visuais e auditivos parecem ter um papel modesto, quando comparados
com os estimulos olfatorios (quimiossensoriais), para a ativagdo da motivagcdo sexual. O
estimulo olfatorio € necessario para a ativagdo da aproximacao sexual, tanto em hamsters
quanto em ratos machos. Para responder aos estimulos de uma fémea receptiva, além das
caracteristicas visuais, auditivas e olfatorias, os machos necessitam de concentragdes

adequadas de horménios testiculares (HERNANDES-GONZALES et al., 2008).

A receptividade feminina ¢ induzida por hormdnios ovarianos, os quais controlam a
producao e a emissdo dos estimulos de incentivo sexual. Fémeas sexualmente receptivas
emitem alguns sinais que tém a capacidade de ativar a aproximacao e eventualmente culminar
no comportamento copulatdrio nos machos. Elas também produzem alguns estimulos com
propriedades de incentivo sexual para a aproximacao (incentivo positivo) ou para afastar-se
(incentivo negativo). Incentivos sexuais sdo normalmente positivos (HERNANDES-

GONZALES et al., 2008).

Sob algumas condi¢des, machos ndo aproximam-se de fémeas receptivas. Quando
estes encontram-se no periodo pré-pubere, quando castrados (AGAMO, 2003; ELIASSON &
MEYERSON, 1981; HETTA & MEYERSON, 1978) e em algumas situagdes em que
encontram-se sexualmente exaustos por ocasido de longos periodos de copulacao (AGAMO et

al., 2004).

Para que ocorra a aproximagdo sexual, ¢ necessario no minimo, um organismo
emitindo estimulos de incentivo sexual e outro organismo com estado motivacional central

capaz de reagir a este estimulo (HERNANDES-GONZALES et al., 2008).

A diferenciagdo sexual cerebral depende da agdo de hormdnios gonadais em um
periodo de tempo especifico, chamado “periodo critico”. A acdo dos hormonios neste periodo
determinam as caracteristicas especificas de cada sexo. A orquiectomia, realizada em
neonatos, culmina no desenvolvimento de estruturas tipicamente femininas, da mesma forma
que o tratamento com testosterona em fémeas recém-nascidas provoca masculinizagdo
(SAKUMA, 2008). Provavelmente a testosterona contribui para o dimorfismo sexual atuando
no “Bed Nucleus of the Stria Terminalis” (BNST) onde controla a incidéncia de apoptose
(ORIKASA, KONDO & SAKUMA, 2007). Orquiectomia neonatal, bem como o tratamento
de filhotes fémeas com testosterona, também causam reversao sexual, tanto na endocrinologia

reprodutiva, quanto no comportamento (ORIKASA et al., 2002).



3 OBJETIVOS

Hipotese central: A exposi¢do peri-natal ao herbicida glifosato-Roundup® altera a

diferenciagdo sexual hipotalamica.

Com base nas evidéncias toxicologicas apontadas na revisdo bibliografica e nas
caracteristicas do desenvolvimento reprodutivo, este trabalho possui os seguintes objetivo

geral e especificos:

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da exposigdo peri-natal ao herbicida glifosato-Roundup® sobre o
desenvolvimento reprodutivo, comportamental e enddcrino da prole.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Auvaliar a exposi¢do peri-natal ao herbicida glifosato-Roundup® sobre:

1 desenvolvimento corporal da prole;

2 desenvolvimento das caracteristicas sexuais secundarias, como a idade a puberdade;
3 perfil sérico de FSH, LH, testosterona e estradiol;

4 orientacdo sexual da prole na pos-puberdade;

5 producdo espermatica diaria por testiculo, contagem espermatica e tempo de transito

espermatico no epididimo.



4 MATERIAL E METODO

A descricao da metodologia empregada e de todos os materiais utilizados nas etapas

deste experimento estdo descritos nos itens e subitens a seguir.

4.1 ANIMAIS

Foram utilizados como modelos experimentais ratos Wistar (Rattus norvegicus). Para
obten¢do das proles a serem avaliadas, foram adquiridos junto ao Biotério Central da
Pontificia Universidade Catdlica do Parana, seis machos ¢ seis fémeas utilizados como
reprodutores. Para observacdo do comportamento reprodutivo foi necessdrio a inversdo do
fotoperiodo dos reprodutores e adaptacdo a0 mesmo. Os animais foram alocados aos pares,
segundo o sexo, em caixas de polipropileno com dgua e ragdo comercial ad libitum durante 60
dias para adaptacdo ao novo fotoperiodo e estabilizacdo do padrao de secrecdo hormonal dos
animais. O ciclo invertido foi de fotoperiodo de igual duragdo de noite e dia para todos os

animais com temperatura ambiente controlada durante todo o experimento entre 23 a 25°C.

Apos o periodo de adaptacdo, os casais foram formados e permaneceram juntos até a
confirmacdo da concepcao através da observagdo de presenca de espermatozoides na vagina
das fémeas. Cada observagdo de lavado vaginal foi realizada através de exames pela manha,
ao meio do dia e inicio da noite. Dois dias apds a constatacdo de espermatozoides no
esfregago vaginal a fémea foi separada do macho e designou-se o dia 1 (DO1) da gestagdo ao
dia de observagdo de espermatozdides pela primeira vez no lavado vaginal. Estes dados foram
posteriormente confirmados pela data de parto, de forma a avaliar a eficiéncia da
metodologia. Apds constatar a gestacdo, os machos foram descartados e as fémeas agrupadas
em duplas por caixa até o 17° dia de gestacdo (D17), onde cada fémea foi alocada em uma
caixa individual, sendo acompanhadas diariamente para a determinagdo do exato dia do

nascimento.

Inicialmente, para o experimento foram utilizados 48 ratos Wistar machos,
provenientes das seis fémeas acasaladas anteriormente (oito filhotes por fémea). Quatro

fémeas foram submetidas ao tratamento com o herbicida do 18° dia de gestagdo (D18) até os



cinco dias subseqiientes ao parto (PNDS), e duas fémeas receberam agua destilada durante o
mesmo periodo. Das proles nascidas, os machos foram selecionados no segundo dia pos-natal
e padronizados em oito filhotes por fémea, sendo mantida esta propor¢do até o desmame. A
padronizagcdo envolve a eliminacdo dos animais excedentes por decapitagdo. Fémeas
constatadas ap6s este periodo foram eliminadas do experimento, resultando desta forma 38
animais experimentais, dos quais 25 pertenceram ao grupo tratado e 13 ao grupo controle. Os
machos selecionados foram identificados de acordo com a respectiva mae, anteriormente
numeradas de 1 a 6, e divididos em grupos de acordo com os tratamentos pré-natais efetuados.
As maes foram descartadas apds o periodo de amamentagdo que se estendeu até o 21° dia pds-
parto (PND21). Os filhotes foram mantidos até os 60 dias alimentados com rag¢ao balanceada
para ratos e agua ad libitum, pesados nos dias 21 (Desmame), aos 30, 40 e 60 dias para
acompanhamento do desenvolvimento ponderal dos animais. Durante todo o periodo
experimental os animais foram mantidos em fotoperiodo invertido de igual duracdo, noite e

dia e temperatura ambiente controlada entre 23 a 25°C.

4.2 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental foi totalmente casualizado. A partir da constatacdo da
gestagdo, as fémeas foram transferidas para caixas individuais onde permaneceram isoladas
até o parto. Durante este periodo os grupos foram definidos de forma aleatoria, maes de
filhotes tratados e maes de filhotes do grupo controle, sendo que o ultimo recebeu somente
agua destilada como tratamento e o grupo tratado recebeu o glifosato diluido em agua
destilada. Ao nascimento, cada animal de cada grupo recebeu identificacdo individual, de
acordo com a mae e o tratamento correspondente e foram distribuidos ao acaso em cada caixa
por grupo de tratamento. A dose de glifosato foi de 50 mg/kgPV (LU, 1995) baseada na
concentracdo do equivalente acido de glifosato na formulagdo do produto (sal de

Isopropilamina de Glifosato 648g/L. — 480g/L equivalente acido).

4.3 MANEJO DOS ANIMAIS



Os Fémeas gestantes foram submetidas aos tratamentos experimentais do 18° dia de
gestagdo (D18) até os cinco dias subseqiientes ao parto (PND5). O periodo de lactagdao
estendeu-se até o 21° dia de vida (PND21) e ap0s esse periodo os animais foram alimentados

com ragdo comercial balanceada para ratos e com agua disponivel ad libitum.

4.4 EXPOSICAO AO HERBICIDA GLIFOSATO

Durante o periodo de exposicdo ao herbicida (18° dia de gestacdo até os 5 dias
subseqiientes ao parto) todas as fémeas foram pesadas diariamente para determinagdo das
quantidades orais a serem fornecidas, com o objetivo de administragdo de dose em funcdo do
peso. A balanga utilizada apresentou as seguintes especificagdes técnicas: acuracia classe I11;

3.000g/0,1¢g (BS Eletronic Celtec).

O volume oral diario de suspensao de glifosato foi de 0,25mL para 100g de peso vivo,
através de ingestdo forgada (gavagem), uma vez ao dia, sempre no mesmo horario, as 8 horas
da manha. A administragdo por gavagem teve como objetivo a confirmacdo da dose

administrada e observagao de sua total ingestao.

A gavagem foi realizada com auxilio de sonda rigida em aco inoxidavel, de Imm de
diametro por Scm de comprimento e acoplada em uma seringa de 1mL de volume total. As
doses utilizadas foram de 0 (zero) mg/kg de peso vivo para as maes do grupo controle e 50

(cinqiienta) mg/kg de peso vivo para maes do grupo tratado.

Na dilui¢do do glifosato em suspensdo aquosa, utilizaram-se pipetas e vidrarias
esterilizadas, e a manipulagdo do produto foi realizada em capela de exaustdo tomando-se
toda a seguranca necessaria. O produto comercial utilizado para o tratamento foi o Glifosato

Roundup Transorb® (Monsanto Co., St. Louis, MO).

O objetivo das dilui¢des foi o de garantir a aplicacdo da concentragdo necessaria,
dentro do volume adequado a capacidade digestiva para cada fase do desenvolvimento dos

animais.



4.5 VERIFICACAO DA IDADE A PUBERDADE

Para determinacdao da idade a puberdade, foi utilizado como método a avaliacdo da
separacao balanoprepucial, que € a separagdo da mucosa prepucial e exteriorizagdo da glande

peniana.

O inicio da monitorizagdo da separagdo da mucosa prepucial e exposicdo da glande
ocorreu no 33° dia de idade (PND33) para todos os animais de ambos os grupos estudados, foi
realizada uma vez ao dia, as 20:00 horas. Esta monitorizagdo estendeu-se até a constatagao da
separagdo da pele e exposi¢ao completa da glande (PARKER, 2006), visto que a puberdade
nestes animais possui como principal marco de referéncia o total deslocamento
balanoprepucial. Na constatagdo da puberdade, os animais foram pesados a fim de determinar

o0 peso a puberdade.

4.6 COLHEITA DE AMOSTRAS PARA EXAMES LABORATORIAIS

Aos 60 dias de idade todos os animais foram anestesiados com anestesia geral
(associacdo de cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina) para realizagdo da colheita de
sangue ¢ em seguida, eutanasiados através de decapitacdo para as colheitas dos testiculos e

glandula vesicular (vesicula seminal).

4.6.1 Sangue

A colheita de sangue foi realizada em todos os animais entre 07:30 e 08:30h da manha
objetivando as dosagens hormonais. A colheita foi realizada através de puncao cardiaca e as
amostras depositadas em tubos a vacuo contendo gel separador para soro, em seguida
centrifugou-se as amostras a 5.000 rpm por 10 minutos. O soro foi separado, acondicionado
em tubo tipo Eppendorf e congelado a -18°C para posteriores andlises laboratoriais de
dosagens de Hormoénio Foliculo Estimulante (FSH), Hormoénio Luteinizante (LH),

Testosterona e Estradiol.



4.6.2 Necropsias: retirada de testiculos e glandula vesicular

Apos a eutanasia, os testiculos foram removidos e pesados em balanca de precisdao. Os
pesos foram transformados em proporcdes relativas a 100g de peso vivo para subseqiientes

analises e comparagdes.

O testiculo esquerdo foi seccionado transversalmente em duas porgdes iguais e fixado
em solu¢cdo de Boin por 24 horas e processados para inclusdo em parafina e coloragdo por
hematoxilina e eosina para posterior realizacdo da andlise morfométrica dos tubulos

seminiferos.

O testiculo direito foi homogeneizado em 5 mL de NaCl 0,9% contendo Triton X 100
0,5%, seguido por sonicacao durante 30 segundos. Depois de uma diluigcao de 10 vezes, uma
amostra de cada animal foi transferida para camaras de Newbauer (quatro campos por animal)

precedendo a contagem de espermdtides maduras.

O epididimo foi separado do tecido adiposo e dividido em cabega, corpo e cauda,
cada parte foi seccionada em pequenos fragmentos com lamina de bisturi, seguidos de
homogenizagdo em 5 mL de NaCl 0,9% contendo Triton X 100 0,5% e sonicagdo por 30
segundos. Apos uma diluicao de 10 vezes, cada amostra foi transferida para camaras de

Newbauer para a contagem de espermatides a fim de determinar o tempo de transito testicular.

As glandulas vesiculares foram removidas e pesadas em balanca de precisdo, apds a
remogdo do contetido vesicular todas as vesiculas foram pesadas novamente. As duas
pesagens deram origem a dois parametros: peso da glandula vesicular repleta e peso da

glandula vesicular drenada.

4.7 DOSAGENS DAS CONCENTRACOES SERICAS HORMONAIS

4.7.1 FSH e LH



O ensaio para a dosagem sérica de FSH e LH foi realizado através do kit comercial
Lincoplex, Millipore, USA no Laboratorio de Dosagens Hormonais da Genese Produtos
Diagnoésticos Ltda. Esse ensaio utiliza a tecnologia Luminex Corporation’s xXMAP™
(MAP=Multiple Analyte Profiling, x= analitos) que envolve um processo que cora
internamente microesferas de poliestireno com dois fluorocromos espectrais distintos. Cada
esfera ¢ conjugada a um anticorpo analito especifico. Estas microesferas sdao entdo
combinadas em um Unico poco de reacao e podem dosar até¢ 100 analitos simultaneamente. A

proxima etapa ¢ a adi¢do do anticorpo de deteccao biotinilado.

Cada conjunto de microesferas estd acoplado com anticorpo de captura especifico. O
anticorpo de captura, por sua vez, liga-se ao analito especifico e entdo o anticorpo de detec¢ao
biotinilado se liga ao analito especifico. O resultado final ¢ amplificado através de incubagao
com o conjugado estreptavidina-ficoeritrina (AS-PE reporter), que emite sinal fluorescente.
As microesferas sdo lidas no equipamento Luminex 100 através de sistema duplo de lasers
que incide sob as microesferas, & medida que estas fluem através do fluxo celular. Um feixe
de laser detecta a microesfera (o codigo de cor especifico para o ensaio) e o outro laser
quantifica o sinal de reporter em cada microesfera. As microesferas passam através do fluxo
cellular Luminex e cada microesfera ¢ identificada e o sinal SA-PE associado a elas ¢

quantificado.

Os resultados foram expressos em pg/mL para ambos os hormoénios, sendo a
sensibilidade para o LH de 2,91 pg/mL e para o FSH de 31 pg/mL. O coeficiente de variagdo
intraensaio foi < 2,5% para o LH e < 4,7% para o FSH.

4.7.2 Testosterona total e estradiol

Os ensaios para as dosagens séricas hormonais de testosterona e estradiol foram
realizados através de kits comerciais de dosagens hormonais no Laboratorio de Dosagens
Hormonais LDH do Departamento de Reproducdo Animal da Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sdo Paulo.

Os kits utilizados nesse experimento sdo o de radioimunoensaio em fase sdlida
marcado com '*I designado para a dosagem quantitativa da testosterona ou estradiol em soro

sem extragdo. O hormdnio marcado com '*’I compete por um periodo fixo de tempo com o



horménio da amostra para os sitios do anticorpo. O tubo é decantado, para separar a forma
ligada da livre, e é contado em um contador gama acoplado a um microcomputador. A
quantidade de hormoénio presente na amostra ¢ determinada a partir de uma curva de

calibracdo, obtida pela dosagem dos calibradores que fazem parte do kit

As amostras de soro foram armazenadas em freezer a temperatura de -18°C,
transferidas para o refrigerador a temperatura de 4.°C e ali mantidas até o seu completo
descongelamento. Os reagentes, tubos e amostras foram mantidos em temperatura ambiente
de 21.°C cerca de trinta minutos antes do inicio do ensaio. Os tubos foram preparados e
identificados em duplicata, tanto os calibradores quanto os das amostras. Pipetou-se o volume
da amostra na base de cada tubo, adicionou-se o horménio marcado'*] em todos os tubos e
misturou-se em vortex. Seguiu-se a incubacdo. Retirou-se o sobrenadante da amostra
decantada, eliminando-se todas as gotas da amostra. Os tubos foram levados ao contador

gama, onde o procedimento de contagem durou em média 1 minuto para cada amostra.

4.7.2.1 Testosterona total

A dosagem sérica de testosterona total foi realizada através do kit comercial
Testosterona Total Coat-A-Count”, DPC, Los Angeles, USA. Os resultados foram expressos
em ng/dL. A sensibilidade do teste foi de 92% (2,8 ng/dL). O coeficiente de variacdo
interensaio baixo foi de 9,07% e o alto 4,69% e os coeficientes de variacdo intraensaio para o
primeiro ensaio foram de 6,14% para o baixo e 2,55% para o alto e no segundo ensaio os

coeficientes foram 11,82% para o baixo e 6,73% para o alto.

4.7.2.1 Estradiol

A dosagem sérica de estradiol foi realizada através do kit comercial Estradiol Coat-A-
Count®, DPC, Los Angeles, USA. Os resultados foram expressos em pg/mL. A sensibilidade
do teste foi de 92,2% (1,4238 pg/mL). O coeficiente de variagdo intraensaio foi < 3,9%.



4.8 ANALISE HISTOPATOLOGICA DOS TECIDOS

Ap0s a fixagdo em Boin, as amostras de tecidos foram tratadas com alcool e incluidas
em parafina por processo automatizado em equipamento Leica. Os blocos de tecidos incluidos
em parafina foram cortados no microtomo e colocados sobre uma lamina posteriormente
corada com hematoxilina e eosina. Procederam-se as analises histopatoldgicas dos tecidos e

morfometria dos tibulos seminiferos.

A morfometria linear dos tibulos seminiferos foi realizada pela mensuragdo do
didmetro tubular (medida considerada da lamina basal até¢ a outra ldmina basal no sentido
oposto), espessura epitelial (da lamina basal até o final da cabega das espermatides alongadas)
e diametro luminal. Selecionaram-se os campos com cortes histologicos no sentido transversal
dos tibulos, desconsiderando-se aqueles em sentido longitudinal.

Selecionou-se aleatoriamente 10 campos por lamina com cortes transversais, onde se
marcou aproximadamente 800 pontos de medidas, sendo esses classificados como diametro
tubular, espessura epitelial ou diametro luminal, tabulados em um. Para cada tabulo calculou-
se as médias para as referidas medidas e, entdo, a média de cada campo. A medida para cada
animal foi obtida pela média de todos os campos analisados. Essas medi¢des foram realizadas
com auxilio do software tpsDig2 (ROHLF, 2006). O procedimento para essas medigdes foram

previamente descritos por Robertson et al. (1999) e Goyal et al. (2001).

49 PRODUCAO ESPERMATICA DIARIA POR TESTICULO, CONTAGEM
ESPERMATICA E TEMPO DE TRANSITO NO EPIDIDIMO

Para calcular a producdo de espermatozdides diaria por testiculo (PED), o nimero de
espermatides no estagio 19 foi dividido por 6,1 dias, que ¢ o nimero de dias que estas
espermatides estdo presentes no epitélio seminifero. Em seguida foi calculada a PED por
grama a fim de determinar a eficiéncia do processo. Da mesma forma, o epididimo foi
separado do tecido adiposo e dividido em cabeca, corpo e cauda que foram cortadas em
pequenos fragmentos com uma lamina de bisturi ¢ homogeneizadas, o esperma foi contado
como descrito para o testiculo. O tempo de transito de espermatozoides através do epididimo

foi determinado pela divisdo do numero de espermatozoides em cada parcela por PED

(ROBB, 1978; MOURA, 2006).



4.10 AVALIACAO DA ORIENTACAO SEXUAL

Os testes foram conduzidos em sala de ciclo invertido, onde os animais eram mantidos
desde o periodo de acasalamento. A orientacdo sexual foi realizada com um aparelho
demonstrado no Desenho 1, constituido de uma arena circular de madeira com didmetro de 94
cm, circundada por uma parede metéalica de 14,5cm de altura. Acoplado a arena, existem 2
compartimentos localizados nas extremidades laterais diametralmente opostas, denominados
de caixas incentivos, medindo 25 x 25 x 14,5 cm. Estas caixas alojaram, respectivamente, um
macho e uma fémea (os ratos “iscas’); encontram-se isoladas da arena por uma tela de arame
e ficaram fechadas por uma placa de acrilico removivel. O chdo da arena foi dividido, por
segmentos de reta, em 32 partes aproximadamente iguais: as duas partes proximas tanto da
caixa de incentivo do macho quanto da fémea foram denominadas de area I do macho ou da
fémea; as 6 partes subseqiientes sdo pintadas de cinza e denominadas de area II; e finalmente
as 16 partes localizadas na regido central da arena foram denominadas de area indiferente.
Este aparelho foi inicialmente proposto por HETTA e MEYERSON (1979), sendo
posteriormente modificado por DAHLGREN et al. (1991) (Desenho 1).

Os testes foram realizados na fase escura do ciclo claro/escuro, uma vez que ratos
Wistar sdo mais ativos a noite. A Unica iluminagao da sala foi realizada através de lampada
infra-vermelha. A observagao foi feita por dois observadores posicionados cada qual proximo
as caixas incentivo, sendo que um pdde medir o tempo de permanéncia em duas das areas
(areas I e II do macho) e o outro das outras duas areas (areas I e II da fémea). Para o estudo da
orientagdo sexual dos machos, foram utilizadas fémeas especialmente preparadas para cada
pareamento, denominadas ratas iscas. A rata isca foi previamente ovariectomizada e tratada
trés semanas apos a castragdo com 50 pg/kg de 17-B-estradiol e 2 mg/kg de progesterona, 54 e
6 horas, respectivamente, antes do inicio dos testes, objetivando a indu¢do do cio. Foram
colocados nas respectivas caixas incentivo um rato macho isca e a rata fémea ovariectomizada
com cio induzido, sendo que as placas de acrilico foram mantidas, evitando o contato entre os
compartimentos. A seguir foi introduzido na arena o rato a ser avaliado, dando-se inicio a um
periodo de habituagdo de 5 min. Apods este periodo o rato foi posicionado no centro da arena
(area indiferente) e as placas de acrilico das caixas incentivo foram retiradas, porém a tela de
arame impediu o contato direto dos animais testados com os ratos “iscas”, pois o incentivo
considerado foi o odor que os animais “iscas”exalaram. Iniciou-se entdo, a observaciao da
motivacao sexual do rato, por 20 minutos. Durante este periodo foi cronometrado o tempo de

permanéncia do rato na area I do macho, na area II do macho, na area I da fémea e na area II



da fémea; o tempo que o animal permaneceu na area indiferente ndo foi cronometrado. O
escore de preferéncia sexual foi calculado subtraindo-se o tempo total que o animal ficou na
zona do macho do tempo total que ele permaneceu na area da féma. Assim, a pontuacdo
positiva significa preferéncia por este animal pelo sexo feminino e negativo para os animais
com preferéncia pelo sexo masculino. Decorrido o tempo de observagdo, o rato teste foi
retirado da arena que recebeu higienizagdo com uma solucdo de alcool a 5% e entdo um outro
rato teste foi colocado na arena. A observacdo dos animais experimentais e controles foram

feitas intercaladamente.

MADEIRA
DIAMETRO: 0,94 CM ™.

> S PAREDE METALICA
3 Dy  ALTURA: |G SCM
y nr ME (B .
PLACA DE ACRILICO _ | __PLACA DE ACRILICO
REMOVIVEL i e REMOWTWEL
] E
7 \GH \
TELA DE aRamES M e 3 " TELA DE ARAME
\\\ " 7
ks ="

Nty

S e

A € B= CAIXAS DE INCENTIVO

MACHO FEMEA

VISTA

e e
e —— e
. T

VISTA

14.5eM

Desenho 1 - Desenho esquematico do aparelho utilizado para a avaliacdo da orientagdo
sexual. O primeiro desenho representa a planta baixa da arena e o segundo, a

visualizacdo lateral da parede metalica da arena. Modificado de Dahlgren et al.
(1991).

4.11 ANALISE ESTATISTICA DOS RESULTADOS

As variaveis estudadas foram primeiramente submetidas aos testes de normalidade de
Kolmogorov-Smirnov ¢ homocedasticidade pelo teste de Bartlet. Quando alguma premissa do

teste paramétrico nao foi atingida, optou-se por utilizar testes ndo-paramétricos para as médias



e testes posteriores. Considerou-se diferenca estatistica quando o valor de p foi inferior a 0,05.
Os valores estao expressos em média (X) e erro-padrao da média (£ E.P.M.). Todas as analises

foram efetuadas com a utilizacao do software Statistica 7.0, StatSoft Inc.

A andlise dos dados relativos as pesagens diarias foi realizada pela andlise de
variancias de duas vias para medidas repetidas (MANOVA), através do modelo linear
generalizado (GLM). O peso foi comparado entre os diferentes grupos e entre diferentes
idades, considerando-se a evolucao esperada pelo crescimento corporal.

O dia e o peso da completa separagdo balanoprepucial foi comparado entre os grupos
utilizando-se analise ndo-paramétrica pelo teste U de Mann-Whitney.

O peso dos testiculos e adrenais foi transformado em propor¢do para cada 100g de
peso vivo. A seguir submeteu-se ao teste T de Student ou a analise de variancias (ANOVA) e
ao pos-teste de Tukey-Kramer.

As medidas testiculares de diametro tubular, espessura epitelial e diametro luminal

foram analisados pela ANOVA e pelo pos-teste de Fisher.

4.12 CUIDADOS COM O MANUSEIO, CONSERVACAO E RESIDUOS DE GLIFOSATO

O herbicida foi manipulado conforme as recomendacdes do fabricante, aprovadas pela
ANVISA (Ageéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), com a utilizacdo de luvas, mascara e
Oculos de protecdo em ambiente ventilado (Capela de exaustdo). O produto foi conservado
fora do alcance de outras pessoas e do contato com outros animais e ao abrigo da luz. As
sobras do produto diluido apds cada utilizagdo foram armazenadas em recipiente plastico e
encaminhadas para reutilizacao agricola. As lavagens dos recipientes seguiram determinagao

da ANVISA e os residuos desprezados em local apropriado.



5 RESULTADOS

As possiveis alteracdes provocadas a prole de fémeas tratadas durante o periodo peri-
gestacional com o herbicida Glifosato Roundup Transorb® (Monsanto Co., St. Louis, MO)
foram determinadas através da evolugdo do peso corporal, peso e idade a puberdade,
didmetro tubular e luminal, espessura epitelial dos tibulos seminiferos, concentragdes séricas
de FSH, LH, testosterona e estradiol, peso médio dos testiculos e epididimos, peso das
glandulas vesiculares, producao espermadtica didria por testiculo, reservas espermaticas, tempo
de transito no epididimo e, finalmente, através de parametros de orientagdao sexual. Todos os
dados estdo apresentados em tabelas com seus respectivos valores médios = Erro Padrdo da
Média (EPM) quando paramétricos e por mediana e intervalo interquartilico (IQ), quando nao
paramétricos. Para os dados dos parametros analisados houve homogeneidade dos dados, que

permitiram o uso dos testes estatisticos propostos.

5.1 EVOLUCAO DO PESO CORPORAL

O desenvolvimento corporal da prole foi avaliado através da evolugdo do peso
individual dos 21 dias de nascimento, também caracterizado como dia do desmame, até os 60

dias. Dessa forma, os animais foram pesados aos 21, 30, 40 e 60 dias de idade.

A avaliagdo dos pesos dos animais teve como objetivo verificar possiveis
comprometimentos no desenvolvimento causados pela utilizacdo do herbicida. Constatou-se
que ndo houve diferenca estatisticamente significativa na evolucdo do peso corporal dos
animais, ao longo do experimento, entre os animais do grupo tratado com o herbicida e do

grupo controle (Tabela 1).

Nao foi observada diferenga estatistica dos pesos corporais, demonstrando similar
desenvolvimento nos grupos (tabela 1). Isto denota relativa linearidade no desenvolvimento

corporal dos animais de ambos os grupos (grafico 1).

O herbicida ndo causou alteragdes no metabolismo dos animais que pudessem

prejudicar o desenvolvimento corporal normal destes.



Tabela 1 - Evolugdo do peso corporal de ratos Wistar machos submetidos a intoxicagdo peri-
natal pelo herbicida glifosato (MédiastEPM).

Grupos Peso 21 dias (g) Peso 30 dias (g) Peso 40 dias (g) Peso 60 dias (g)
+ E.P.M. +E.P.M. + E.P.M. + E.P.M.

Controle 53,45+ 1,09 116,26 £ 1,79 204,71 £3,32 329,61 + 3,74

Tratados 50,99 + 1,10 108,85 + 1,62 190,77 £2,52 320,98 + 6,54

(teste t de student)
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Grafico 1 — Desenvolvimento corporal dos animais nos grupos tratado e controle dos 21 aos
60 dias de idade.

5.2 PESO E IDADE A PUBERDADE

O parametro utilizado para a determinacdo da idade a puberdade foi a separacdo
balanoprepucial e exposicdo da glande peniana para todos os animais a partir do 33° dia de
vida. Quando constatada a puberdade, os animais eram pesados e os valores registrados para

posterior comparacao estatistica.



A tabela 2 apresenta os valores de peso médio = EPM e idade média a puberdade +
1.Q., demonstrando que houve diferenca significativa (p< 0,01) para as duas caracteristicas
entre os grupos tratado e controle. Os animais do grupo tratado atingiram a puberdade mais

precocemente e por isso com menor peso corporal quando comparados ao grupo controle.

Tabela 2 - Peso (médias = EPM) e idade (mediana + Intervalo Quartilico) a puberdade de
ratos Wistar machos submetidos a intoxicagdo peri-natal pelo herbicida glifosato.

Grupos Peso (g) = E.P.M. Idade (dias) = 1. Q.
Controle 245,89 + 3,25" 47 £ (46-48)"
Tratados 217,24+ 3,19" 45 & (44-48)"

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,01, teste t)

5.3 TESTICULOS

5.3.1 Peso médio dos testiculos e epididimo

Apos a sua retirada, os testiculos foram pesados, o epididimo foi dividido em cabega,
corpo e cauda, sendo que para a maioria das analises foi preconizada a divisdo de cabeca +
corpo e cauda. As médias dos pesos dos testiculos (g), cabega + corpo (mg) e cauda (g)

podem ser visualizadas nas tabelas 3 e 4.

Através da analise estatistica ndo observou-se diferenga significativa entre os grupos

estudados para a caracteristica peso dos testiculos.

J& os epididimos apresentaram diferencas significativas entre os segmentos estudados.
Quando avaliado o peso total dos epididimos, os animais do grupo tratado apresentaram
epididimos mais pesados (p< 0,05) em relagdo aos animais do grupo controle. Como os
segmentos cabeca e corpo nao apresentaram diferencas estatisticas, a implicacdo do maior

peso epididimario deveu-se ao maior peso apresentado pelo segmento cauda, que foi mais



pesada nos animais do grupo tratado em relagdo aos animais do grupo controle (p<0,01). Nos
animais do grupo tratado, o segmento cauda apresentou um maior peso 42,45 £ 1,53 em

relacdo aos animais do grupo controle 36,91 + 0,92 (Tabela 4).

Tabela 3 - Peso médio dos testiculos (mg/100g de PV) nos grupos estudados (Médias +

EPM).
Grupos Testiculos
Controle 500,07 + 15,60
Tratados 493,38 + 8,52

(teste t de student)

Tabela 4 - Peso médio total do epididimo (mg/100g de PV) e por segmentos em cabeca
(mg/100g de PV) corpo (mg/100g de PV) e cauda (mg/100g de PV) dos grupos
estudados (Médias + EPM).

Grupos Epidimo Peso Segmento Segmento Segmento
Total Cabeca Corpo Cauda

Controle 116,75+ 2,17* 69,72 +2,01 10,11 +0,85 36,91 +0,92¢

Tratados 126,23 £3,70° 71,84 £2.,49 11,94 + 1,00 42,45+ 1,534

Meédias com a,b letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,05)
Médias com c,d letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p<0,01)
(Teste t de student)

5.4 VESICULAS SEMINAIS

Outro segmento androgeno dependente estudado foram as vesiculas seminais ou
glandulas vesiculares, que também, a exemplo dos epididimos, apresentaram diferencas
significativas entre os grupos estudados. As vesiculas seminais quando avaliadas repletas de
liquido seminal mostraram-se de igual magnitude, mas apds a retirada do fluido, notou-se que
houve diferenga entre os pesos. Os animais do grupo tratado apresentaram vesiculas seminais
maiores do que os animais do grupo controle (p< 0,05), devido a menor quantidade de fluido.
Como o tecido glandular ¢ andrégeno dependente, isto demonstra que nos animais do grupo
tratado houve um aumento na atividade tecidual da glandula promovendo seu crescimento

(Gréfico 2).
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Grafico 2 — Pesos Médios = EPM das vesiculas seminais (mg/100g PV) repletas de liquido e
apos drenagem para os animais dos grupos controle e tratado submetidos a
intoxica¢ao peri-natal pelo pelo herbicida glifosato.

5.5 CONTAGEM ESPERMATICA

5.5.1 Numero de espermatides por testiculo e por grama de testiculo

Ap0s a retirada dos testiculos, o testiculo direito foi homogeneizado em 5 mL de NaCl
0,9% contendo Triton X 100 0,5%, seguido por sonicacdo durante 30 segundos. Depois de
uma diluicdo de 10 vezes, uma amostra de cada animal foi transferida para camaras de
Newbauer precedendo a contagem de espermatides maduras. A contagem do total das células
estd representada na tabela 5 em niimero de espermadtides por testiculo. Apds esta contagem os
valores foram transformados em numero de espermatides por grama de testiculo para a
verificacdo da producdo espermatica didria testicular. A tabela 5 também demonstra a

diferenca estatistica significativa (p < 0,05) para as duas caracteristicas nos grupos estudados.



Tabela 5 - Numero de espermatides por testiculo (10° /testiculo) de ratos Wistar machos
submetidos a intoxicagdo peri-natal pelo herbicida glifosato e grupo controle

(Médias = EPM).
Grupos Numero de Espermatides por Numero de Espermatides por
testiculo (10°/ testiculo) grama de testiculo (10°/g de
testiculo)
Controle 52,34 +£4,2¢ 34,89 £0,18"
Tratados 99,22 +19,8° 70,87+ 1,43°

Médias com letras diferentes diferem estatisticamente (p < 0,05) (Teste t)

5.6 PRODUCAO ESPERMATICA DIARIA POR TESTICULO

Através da contagem de espermatides maduras foi possivel o calculo da produgao
espermatica didria por testiculo. A andlise estatistica para esta caracteristica demonstrou
diferenca significativa (p < 0,05) entre o grupo controle e tratado, revelando maior producdo

espermatica nos animais do grupo tratado (Tabela 6).

Tabela 6 - Produgdo espermatica diaria por testiculo (10°/g testiculo) de ratos Wistar machos
submetidos a intoxicagdo peri-natal pelo herbicida glifosato e grupo controle

(Médias + EPM).
Grupos Produgao espermatica diaria por testiculo
(10°/g testiculo)
Controle 8,5+0,7*
Tratados 16,3 +3,2°

Meédias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05) (Teste t)

5.7 RESERVAS ESPERMATICAS

Houve diferenca estatistica significativa entre os grupos estudados para o item
reservas espermaticas. Os animais do grupo tratado, submetidos a intoxicag¢ao peri-natal pelo
herbicida glifosato apresentaram maior concentragdo de espermatides nos segmentos

cabecatcorpo dos epididimos (p<0,05). No segmento cauda nao houve diferenga estatistica



entre os grupos estudados denotando uma maior velocidade de passagem dos espermatozoides
pela regido da cauda nos animais do grupo submetido a intoxicacao peri-natal pelo herbicida

glifosato (Tabela 7).

Tabela 7 — Reservas espermaticas da cabega+corpo do epididimo (sptz x 10°) e da cauda do
epididimo (sptz x10°) de ratos Wistar machos submetidos ao herbicida glifosato
no periodo peri-natal e grupo controle (Médias + EPM).

Grupos Cabega + corpo do epididimo  Cauda do epididimo (10°)
(10%)

Controle 14,1 £2,58? 53,9+8,18

Tratados 21,1 +£2.34° 47,7 + 4,86

Meédias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,05) (Teste t)

5.8 TEMPO DE TRANSITO ESPERMATICO

O tempo de transito espermatico também demonstrou diferenca estatistica
significativa, na cauda, entre os grupos controle e tratado (Tabela 8). Nos segmentos
cabecatcorpo ndo houve diferenga no tempo de transito espermatico, mas quando avaliada a
cauda, nota-se uma maior velocidade de passagem dos espermatozdides por este segmento,
nos animais do grupo tratado, coincidindo com os valores observados na tabela de reserva

espermatica. Os espermatozoides permaneceram menor tempo neste segmento.

Tabela 8 — Tempo de transito espermdtico (dias) nos segmentos cabegat+corpo e cauda do
epididimo para os grupos estudados (Médias = EPM).

Grupos Cabega+corpo do Cauda do epididimo (dias)
epididimo (dias)

Controle 1,6 £ 0,29 6,3 +0,83*

Tratados 1,7+ 0,36 4,0 + 0,94°

Meédias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p< 0,05) (Teste t)

5.9 MORFOMETRIA TESTICULAR



As laminas observadas ndo apresentaram alteragdes patoldgicas como degeneragoes,
fibrose ou acimulo de substancias estranhas ao tecido testicular ou ainda figuras celulares

patoldgicas pela metodologia de processamento histologico utilizada.

5.9.1 Diametro tubular e luminal e espessura epitelial dos tubulos seminiferos

O estudo das fotomicrografias dos cortes histologicos dos tubulos seminiferos
testiculares dos grupos tratado e controle demonstram que ocorreram variagdes entre eles. A
analise estatistica demonstrou diferenca significativa (p < 0,05) na espessura epitelial entre os
grupos estudados, sendo que o grupo tratado submetido a intoxicacao peri-natal pelo herbicida
glifosato apresentou maior espessura em relacdo ao grupo controle (Tabela 9). Como o
epitélio germinativo ¢ o responsavel pela producdo de espermatozoides, nota-se que estes
animais tiveram uma maior proporcao de células germinativas em relacdo aos animais do

grupo controle, concordando com os valores de maior produgao espermatica diaria.

As médias do didmetro luminal dos grupos tratado e controle também revelaram
diferenca estatistica significativa (p < 0,05), sendo que o grupo controle apresentou maior
didmetro luminal em relagdo ao tratado (Tabela 9). Como a espessura epitelial foi maior nos

animais do grupo tratado, conseqiientemente sua por¢ao luminal foi menor.

De acordo com os dados descritos na tabela 9, apesar das diferengas estatisticas
apresentadas para espessura epitelial e didmetro luminal, o didmetro tubular apresentou-se
sem variacoes estatisticas. Isto demonstra que os testiculos tinham tamanhos similares € o que

diferiu foram as estruturas do epitélio germinativo.

Tabela 9 - Diametro tubular e luminal e espessura epitelial de tibulos seminiferos de ratos
Wistar machos submetidos a intoxicacdo peri-natal pelo herbicida glifosato

(Médias = EPM).
Grupos Diametro Tubular Espessura Epitelial Didmetro Luminal
Médio (um) Média (um) Média Médio
Média+EPM +EPM (um)Média=EPM
Controle 466,91 + 9,28 91,72 £2,25° 256,90 + 5,58
Tratados 451,26 + 14,62 97,76 + 1,09° 238,75 + 5,83

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05) (Teste t)



A: Grupo Controle o B: Grupo Tratado

Lamina 1 — Fotomicrografias dos cortes histoldgicos dos tibulos seminiferos. Em A observa-
se a fotomicrografia dos tubulos de um animal do grupo controle. Em B observa-
se a fotomicrografia dos tibulos de um animal do grupo tratado. Notar a maior
espessura epitelial e o menor didmetro luminal nos tibulos dos animais tratados.

5.10 CONCENTRACOES SERICAS HORMONAIS

O efeito da exposicdo peri-natal ao herbicida sobre a endocrinologia da prole foi
avaliada através das dosagens das concentragdes séricas de FSH, LH, testosterona e estradiol.

A analise desses resultados estd descrita a seguir.

5.10.1 FSH

De acordo com os dados apresentados na tabela 10, ndo houve diferenga significativa
nas médias de concentragdes séricas de FSH entre os grupos tratado e controle. O FSH ¢ o

responsavel pela producao de proteina transportadora de andrégenos.

Tabela 10 - Concentragao sérica de FSH (pg/mL; x + EPM) para as amostras dos animais nos
grupos estudados.

Grupos FSH (pg/mL)
Controle 12164,0 + 1118
Tratado 11544,5 +£ 1006

(Teste t)



5.10.2LH

A concentracdo sérica de LH (pg/ml) foi significativamente diferente entre os grupos
tratado e controle, p<0,05. O grupo tratado, submetido a intoxicacao peri-natal pelo herbicida
glifosato, apresentou uma maior concentragdo sérica de Hormonio Luteinizante (LH),
responsavel pelo estimulo das células de Leydig e, conseqlientemente, da espermatogénese

(Tabela 11).

Tabela 11 — Concentragdo sérica de LH (pg/mL; x + EPM) para as amostras dos animais nos
grupos estudados.

Grupos LH (pg/mL)
Controle 70,4 +£10,5%
Tratados 122,54+ 6,2°

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05) (Teste t)

5.10.3 Testosterona

A concentracdo sérica de testosterona foi significativamente diferente entre os grupos
controle e tratado (p < 0,05). O grupo tratado, submetido a intoxicagdo peri-natal pelo
herbicida glifosato, apresentou maior concentracao sérica deste hormonio quando comparado

com o grupo controle (Tabela 12).

Tabela 12 - Concentragdo sérica de testosterona (ng/dL; x = EPM) para as amostras dos
animais nos grupos estudados.

Grupos Testosterona (ng/dL)
Controle 63,1 +17,8*
Tratados 143,1 £ 20,8"

Letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05)



5.10.4 Estradiol

Os valores séricos do hormdnio estradiol entre os grupos estudados apresentaram
diferencas estatisticas significativas (p < 0,05), sendo que a maior concentracdo para este

hormonio apresentou-se para o grupo tratado (Tabela 13).

Tabela 13 - Concentragao sérica de Estradiol (pg/mL; x = EPM) para as amostras dos animais
nos grupos estudados.

Grupos Estradiol (pg/mL)
Controle <1,42+0?
Tratados 2,84 +0,72°

Médias com letras diferentes na mesma coluna diferem estatisticamente (p < 0,05) (Teste t)

5.11 ORIENTACAO SEXUAL

Houve diferenga estatistica significativa no tempo de permanéncia nas areas do macho
e da fémea para os grupos estudados (Tabela 14). Os animais do grupo tratado, submetidos a
intoxicacao peri-natal pelo herbicida glifosato, demonstraram maior permanéncia total na area
da fémea em relagdo aos animais do grupo controle e maior escore de preferéncia sexual pelas
fémeas. Os animais do grupo controle permaneceram por maior tempo na area I do macho e

na area [ da fémea (p<0,01).



Tabela 14 — Preferéncia Sexual e tempo de permanéncia (segundos) dos grupos estudados na
area do macho e na 4rea da fémea e escore de preferéncia sexual (Médias = EPM).

Tempo (segundos)

Parametros
Controle Tratado

Tempo de Permanéncia na area I do Macho 201.8 £17.6° 88.0 +28.6¢
Tempo de Permanéncia na area II do Macho 228.8£29.0 224.0 £30.7
Tempo Total na Area do Macho 430.6 + 29.3* 312.0 £ 55.9*
Tempo de Permanéncia na area I da Fémea 215.2+£15.9° 115.4 +25.6¢
Tempo de Permanéncia na area II da Fémea 287.0 +£20.2" 509.2 £ 119.2°
Tempo Total na Area da Fémea 502.2 £22.7° 624.6 +£110.9°
Escore de Preferéncia Sexual 71.6 £43.0° 312.6 +160.3°

Dados sao Média + EPM.; a,b diferem nas linhas P<0.05; c,d P<0.01, * p= 0.09; Student-t

teste, N = 5 por grupo.



6 DISCUSSAO

Os resultados obtidos no experimento e descritos anteriormente estdo correlacionados

a literatura na descrigdo a seguir.

6.1 CONSIDERACOES GERAIS

Neste estudo, a idade a puberdade, o peso médio do epididimo e vesiculas seminais, a
contagem espermatica, a morfometria testicular, as concentragdes séricas de LH, testosterona
e estradiol e os parametros de orientacdo sexual na prole de fémeas tratadas com o glifosato
sdo dados consistentes da desregulacdo endodcrina causada pela exposicao a este herbicida
durante o periodo peri-natal, apesar de ser considerado como um produto de Classe III, ou
seja, medianamente toxico segundo a legislacdo brasileira (BRASIL, 2002). Seu uso ainda ¢
indiscriminado, principalmente no Brasil, tanto em dareas agricolas como nao-agricolas
(HAYES; LAWS, 1991; INOUE et al.,, 2003; CERDEIRA et al., 2007), apesar das
demonstragdes cientificas da toxicidade do Roundup® e potencial genotoxicidade (RATPULIS
et al., 2009), dos efeitos reprodutivos do glifosato em humanos (SANIN et al., 2009), como
desreguladores endocrinos em células humanas (BENACHOUR; SERALINI, 2009) ¢ em
ratos Wistar (ROMANO et al., 2008b, 2010), além de efeitos de toxicidade oral aguda
(DELLEGRAVE et al.,, 2002), hepatotoxicidade (CAGLAR, KOLANKAYA, 2008) e
ambientais (EVANS, SHAW, RYPSTRA, 2010).

Estudos também evidenciam que o uso do sal de glifosato ndo provocou alteragdes
sobre os alvos investigados, mas quando pesquisadores utilizaram formulagdes comerciais,
varios efeitos toxicos puderam ser identificados (DELLEGRAVE et al., 2003; BELLES et al.,
2006; BENEDETTI et al., 2004; MARC et al., 2002), sugerindo que o produto comercial ¢
mais toxico do que o sal. Muitos pesticidas presentes no ambiente tém sido apontados como
substancias capazes de afetar o sistema enddcrino, incluindo efeitos sobre a reproducao
(COLBORN et al., 1993) e o glifosato, em estudos de toxicidade reprodutiva, foi apontado
como possivel causador de efeitos sobre o sistema reprodutivo (WHO, 1994). Por ser o
glifosato um contaminante ambiental, este estudo no periodo peri-natal sugere que humanos

nesta fase também entrem em contato com este herbicida.



Avaliamos os efeitos do herbicida na prole masculina de fémeas tratadas do 18° dia de
gestacdo até o 5° dia subseqiiente ao parto (D25), pois como demonstrado por Dallegrave et
al. (2007), o mesmo herbicida ndo induziu toxicidade materna quando administrado em doses
orais para fémeas durante a gestacdo e lactacdo, mas produziu efeitos reprodutivos adversos
em machos descendentes. Sabe-se que a fase utilizada neste estudo para a administragdo do
herbicida ¢ caracterizada, nos ratos, como o periodo critico de organizacdo das acdes de
hormoénios gonadais na diferencia¢do sexual no cérebro e conseqiiente defini¢do do sexo
gonadal. Neste periodo, observamos que ocorreu aumento na producdo de testosterona na
prole de fémeas tratadas em comparagdo com o grupo controle. Em estudo anterior, o mesmo
herbicida administrado no periodo pré-puberal revelou seus efeitos anti-androgénicos

(ROMANO et al., 2010).

Todos os resultados encontrados neste estudo revelaram efeitos de desregulacdo
enddcrina na prole de maes tratadas com o Glifosato Roundup® Transorb, indicando que a
administracdo oral deste herbicida, durante o periodo peri-gestacional, provoca relevantes

alteracdes hormonais e, conseqiientemente, no comportamento sexual dos machos.

6.2 EVOLUCAO DO PESO CORPORAL

O desenvolvimento ponderal dos animais foi similar entre os grupos estudados,
revelando que o herbicida ndo comprometeu o desenvolvimento corporal normal dos animais,
ndo foi observado nenhum efeito negativo da manipulagdo didria ou influéncia da
administracdo do herbicida no metabolismo geral dos animais. Estes resultados também foram
observados em estudos anteriores com o mesmo herbicida, mas com diferentes periodos de

administracdo (ROMANO et al., 2008b; 2010).

6.3 PESO E IDADE A PUBERDADE

Os animais estudados apresentaram diferencas significativas (p<0,01) para o peso e
idade a puberdade, sendo que os animais do grupo tratado atingiram a puberdade em menor

tempo quando comparados ao grupo controle. Estudos prévios (ROMANO et al., 2008b)



relatam que o glifosato quando administrado a ratos recém-desmamados leva ao atraso do
inicio da puberdade. J4 no experimento realizado por Dallegrave et al. (2007) os autores nao
encontraram diferencas significativas na idade para separacdo balanoprepucial da prole de

fémeas tratadas com glifosato durante a gestacdo e lactacdo.

O parametro utilizado para verificar a puberdade foi a separagdo balanoprepucial com
exteriorizagdo da glande, pois esta variavel ¢ um sinal fisico (externo) de desenvolvimento

sexual em ratos machos (KORENBROT et al., 1977).

Os animais tratados ainda apresentaram menor peso corporal no dia em que foi
detectada a puberdade, provavelmente porque atingiram esta fase mais precocemente quando

comparados ao grupo controle.

A exposi¢do neonatal ao herbicida acetochlor provocou alteracdo na idade a puberdade
de fémeas Wistar nas doses de 7,68 e 15,36 mg/kg de peso corporal. A idade para a abertura
vaginal foi significativamente (p=0,0000) mais acelerada e o peso corporal foi menor na prole
de fémeas tratadas quando comparadas ao grupo controle. Os autores testaram o efeito do
peso corporal no PND 4 (mensurado depois do tratamento) no tempo de maturacdo como uma
covariante independente, ndo encontrando efeito significativo do peso corporal na média de
idade da abertura vaginal. Além disso, um significativo efeito do tratamento foi confirmado.
A explicagdo relatada foi de que a reducao no peso corporal, estatisticamente diferente do
grupo controle, pode indicar que altas doses de acetochlor atingem a dose mdxima de
tolerancia para fémeas neonatas de ratos, definida como uma dose que induz 10% de reducao

no peso corporal quando comparada com o grupo controle (ROLLEROVA et al., 2011).

6.4 PESO MEDIO DO EPIDIDIMO E VESICULAS SEMINAIS

Apos a eutanasia, os testiculos e epididimos foram removidos e pesados, o epididimo
ainda foi dividido em cabeca, corpo e cauda e cada segmento foi pesado separadamente para
constatacdo do efeito do herbicida Roundup Transorb® sobre os segmentos. Os animais do
grupo tratado apresentaram epididimos mais pesados (p<0,05) em relagdo ao grupo controle,

provavelmente em razdo do maior peso apresentado pelo segmento cauda nestes animais.



Porém, para Dallegrave et al. (2007) a administragdo do mesmo herbicida para fémeas
causou diminuicdo de espermatozdides na cauda do epididimo da prole. Nao foram
encontradas diferengas nos pesos dos epididimos de animais tratados com diferentes doses de

ivermectina (MOURA et al., 2006).

As vesiculas seminais também foram estudadas, ja que seus fluidos contém muitos
compostos importantes para a mantenga de espermatozdides e principalmente por possuirem
tecido glandular andrégeno dependente. Verificamos diferencas significativas (p<0,05) nos
pesos das glandulas apos a drenagem do liquido seminal entre os grupos estudados. Os
animais do grupo tratado apresentaram vesiculas seminais maiores do que os animais do
grupo controle. Um estudo demonstra que o tratamento realizado em fémeas com o composto
anti-androgénio Fenvalerate, no 18° dia de gestagdo ¢ do PND 1 ao PND 5 provoca a
diminui¢do da vesicula seminal na prole por comprometer o desenvolvimento desse 0rgdo, ja
que ele ¢ dependente de androgenos (MONIZ et al., 1999). O efeito demonstrado pelo uso do
glifosato neste estudo sugere que a maior concentracdo de andrégenos presente na prole de
fémeas tratadas, também interfere no desenvolvimento da glandula, entretanto, apresentando

maior desenvolvimento, conseqlientemente, peso maior.

6.5 CONTAGEM ESPERMATICA (NUMERO DE ESPERMATIDES POR TESTICULO,
PRODUCAO ESPERMATICA DIARIA POR TESTICULO, RESERVAS ESPERMATICAS
E TEMPO DE TRANSITO ESPERMATICO) E MORFOMETRIA TESTICULAR

Na contagem espermatica, todas as caracteristicas estudadas apresentaram diferencgas
significativas entre os grupos tratado e controle. A prole de maes tratadas com o herbicida
Glifosato Roundup Transorb® apresentou maior nimero de espermatides por testiculo (p <
0,05) e por grama de testiculo (p < 0,05), maior producao espermatica diaria (p< 0,05), maior
concentracdo de espermdtides no segmento cabeca+corpo (p < 0,05) e menor tempo de
transito espermatico na cauda do epididimo (p < 0,05). Esses valores refletem a influéncia
causada pela administracdo do herbicida, levando ao aumento da espermatogénese nestes
animais. Esse aumento pdde ser confirmado pela maior espessura epitelial média (p < 0,05), e
também pelo menor didmetro luminal médio (p < 0,05) dos tibulos seminiferos encontrado

nos animais do grupo tratado em comparagdo com o grupo controle.



A espermatogénese (processo de producdo de gametas masculinos) ocorre nos tibulos
seminiferos dos testiculos em associagao com as células de Sertoli. O processo de geragao do
gameta masculino pode ser dividido em quatro fases: desenvolvimento e mitose de
espermatogonias indiferenciadas, desenvolvimento de espermatdcitos via meiose,
espermiogénese (diferenciacdo de espermatides) e espermiagao (HEINDEL, TREINEN;
1989). As células germinativas (espermatogonias indiferenciadas) estdo dispostas em camadas
discretas na lamina basal. As quatro geracdes de células desenvolvem-se simultaneamente e
em precisa sincronia. A cada gera¢do desenvolvida, elas movem-se acima do epitélio,
continuamente suportado pelas células de Sertoli, até que o espermatozoide completamente

formado ¢ langado no limen tubular (espermiacao) (CREASY, 1997).

As fungdes das células de Sertoli podem ser resumidas nas seguintes categorias: 1)
controle da barreira sanguinea dos testiculos; 2) producdo do fluido tubular; 3) regulacdo
metabolica da espermatogénese; 4) controle pardcrino da espermatogénese; S5) controle
paracrino das células de Leydig e fungdo celular peritubular; e 6) controle por feedback da
secrecao de FSH (HEINDEL, TREINEN; 1989). Segundo Franca et. al. (2000) a quantidade
estabilizada de células de Sertoli durante o periodo pré-pubere determina o tamanho testicular
e a producdo espermatica didria em animais sexualmente maduros. O periodo neonatal ¢ de
extrema importancia para o desenvolvimento de espermatogénese normal no adulto e a
producdo do numero normal de células germinativas parece depender do tamanho da
populagdo de células de Sertoli no final do periodo peri-natal. Portanto, a produgdo
espermatica apresenta relacdo direta com os eventos decorridos durante o periodo critico de
desenvolvimento testicular em ratos e mudancas experimentais durante este periodo podem

alterar a producao espermatica (ORTH et. al., 1988).

A prole de maes tratadas com Glifosato durante o periodo peri-gestacional e nos cinco
dias subseqiientes ao parto, apresentou aceleracdo do tempo de transito espermatico, mais
espermatides por testiculo e por grama de testiculo em decorréncia da maior produgdo
espermatica diaria, que segundo Franca e Russel (1998) e Franga et al. (2000) ¢ um dado
morfométrico que apresenta relagdo direta com a duracdo da espermatogénese e a populagao
de células de Sertoli. Isto indica que o herbicida pode provocar aumento do nimero destas
células e conseqiiente aumento na produ¢do de espermatozodides. Dallegrave et al. (2007) em
estudo realizado com o mesmo herbicida, constatou diminuicdo da produgdo espermatica
diaria na prole de fémeas tratadas durante os Ultimos trés dias de gestacdo e nos 21 dias de

lactagdo. Outro trabalho realizado com o uso de pentoxifilina no periodo neonatal em ratos



Wistar, ndo foi identificada qualquer alteragdo no rendimento intrinseco da espermatogénese,
o qual ¢ determinado pela produgao espermatica diaria por grama de testiculo (MORAES et

al., 2009).

Silva et al. (2006) avaliaram os efeitos da administragdo neonatal de naloxone na
populacdo de células de Sertoli e na producdo espermdtica em ratos adultos. Em seus
resultados, células de Sertoli por testiculo, comprimento total do tibulo seminifero, produgao
espermatica didria por testiculo e por grama de testiculo foram significativamente maiores no
grupo tratado. Os autores explicam que o tratamento com naloxone durante o periodo critico
de desenvolvimento testicular foi capaz de alterar a dindmica proliferativa das células de

Sertoli.

A espessura do epitélio germinativo reflete o processo de espermiogénese (NORMAN;
LITWACK, 1997, HAFEZ, 2000) e alteragdes hormonais levam a problemas em sua
arquitetura (EDDY et al., 1996; SHARPE et al., 1998; ATANASSOVA et al., 1999;
ROBERTSON et al., 1999; ATANASSOVA et al., 2000; GOYAL et al., 2001; GOYAL et
al., 2003; ATANASSOVA et al., 2005). Os resultados encontrados nos tibulos seminiferos
revelam maior espessura epitelial e menor didmetro luminal nos animais do grupo tratado,
comprovando que estes sofreram interferéncia na producdo de espermatozodides, por
alteragdes hormonais causadas pela administracdo do glifosato, justificando também os
aumentos na produgdo espermatica didria.

Apesar das alteragdes encontradas na espessura e diametro luminal, o didmetro tubular
total ndo revelou qualquer diferenca significativa entre os grupos estudados indicando que as
alteracdes ocorreram somente com aumento do epitélio germinativo, mas o diametro total e
integridade anatémica mantiveram-se inalterados. Estes resultados, como ja era esperado,
diferem dos efeitos encontrados por Romano et al. (2010) em animais que receberam as doses
de 5, 50 e 250mg/kg de Glifosato Roundup Transorb® durante o periodo pré-pubere. Os
autores demonstraram aumento do didmetro luminal e diminui¢do do epitélio germinativo
devido ao efeito anti-androgénico deste herbicida. A diferenca encontrada no tamanho do
epitélio germinativo nos dois estudos se deve, provavelmente, aos diferentes periodos de
administracao do glifosato.

Neste estudo, as alteragdes encontradas nos machos caracterizadas pelo aumento da
producdo espermadtica didria, menor tempo de transito espermatico e maior espessura do
epitélio germinativo nos animais adultos sdo resultados que comprovam a interferéncia do

herbicida com o balango hormonal normal e com componentes importantes para a fungao



reprodutiva como as células de Sertoli e/ou Leydig no desenvolvimento de animais do sexo

masculino.

6.6 CONCENTRACOES SERICAS DE LH, TESTOSTERONA E ESTRADIOL

A prole de fémeas tratadas com o herbicida Glifosato Roundup Transorb® apresentou
concentracdes séricas mais elevadas do que a prole de maes do grupo controle para os
horménios LH (p < 0,05), testosterona (p < 0,05) e estradiol (p < 0,05).

Segundo Heindel e Treinen (1989) o sistema reprodutivo dos machos ¢é regulado por
uma complexa interagdo entre o Sistema Nervoso Central, Hipotadlamo, Pituitaria e Testiculos.
O controle central do complexo € o hipotalamo, com sintese e liberagdo em pulsos de GnRH
(ou LHRH), o qual atua na pituitdria estimulando a libera¢do pulsatii de Hormonio
Luteinizante (LH). Quando os pulsos de LH atingem as células de Leydig no testiculo,
promovem a liberacao pulsatil de testosterona.

LH e FSH (Hormoénio Foliculo Estimulante) atuam nos testiculos para a producdo de
testosterona (produto enddcrino) e espermatozdides (produto exédcrino) (HEINDEL;
TREINEN, 1989).

Em humanos, apenas 10% do estradiol circulante ¢ proveniente dos testiculos,
enquanto que em ratos, a maioria do estradiol ¢ proveniente da sintese testicular
(AKINGBEMI, 2005). Estes hormodnios s3o produzidos a partir da conversdo de
androstenediona ou de testosterona pela enzima aromatase. Os esterdides de maior ocorréncia
com atividade estrogénica sdo o estradiol, o estriol e a estrona (NORMAN; LITWACK,
1997).

Os receptores de estrogenos sdo encontrados em nucleos hipotalamicos e
gonadotropos hipofisarios, indicando que os estrogenos podem atuar diretamente sobre o eixo
hipotalamico e influenciar na liberagdo das gonadotrofinas (FSH e LH). Os receptores de
estrogenos também foram encontrados em células de Leydig, em células miodides
peritubulares e em células germinativas (SHUGHRUE et al., 1998).

Neste estudo encontramos concentragdes séricas mais clevadas de testosterona, LH e
estradiol na prole de maes tratadas com o herbicida, o que explica a maior producao
espermatica diaria, o aumento no tempo de transito epididimario e a morfometria testicular
desses animais.

Jie et al. (2010) encontraram diminuicdo de testosterona plasmatica e da producao

espermatica didria em ratos machos expostos a 80 e 200 mg/kg de Nonylphenol durante a



gestacdo. Em seus resultados foi observada correlagcdo positiva entre a diminui¢do da
testosterona ¢ da producdo espermatica diaria. Neste trabalho o aumento da produgdo de
testosterona também influencia o aparecimento das caracteristicas sexuais secundarias, como
a separacao balanoprepucial, e a produgdo espermatica.

Em estudo in vitro realizado por Pogrmic-Majkic et al. (2010), os efeitos provocados
pela Atrazina administrada em ratos durante a peri-puberdade, na dose de 1-50uM
estimularam o acimulo de cAMP (Adenosina Monofosfato Ciclica) — associada na regulacao
de proteinas necessarias a esteroidogénese — e a produgdo de andrdgenos, facilitando a
androgénese.

A exposicao ao herbicida glifosato durante o periodo pré-puberal a ratos Wistar
machos afetou a producdo de testosterona em todos os grupos tratados, com redugdes de 30,
45 e 50% nos grupos tratados com 5, 50 e 250 mg/kg, respectivamente (ROMANO et al.,
2010). Neste estudo, a administracdo do mesmo herbicida durante o periodo peri-gestacional
revelou aumento dos niveis séricos de testosterona. Resultados descritos por Akingbemi et al,
2001, utilizando Di(2-Ethylhexyl)Phthalate demonstraram que a administragdo durante a
gestacdo (do 12° ao 21° dias de gestacdo) de ratos Long-Evans apresentou diminui¢do dos
niveis séricos de testosterona ¢ de LH em machos com 21 e 35 dias de idade. Em um segundo
experimento, a administracdo do mesmo produto quimico para animais dos 21 aos 48 dias de
idade revelou significativo aumento na capacidade de producdo de testosterona pelas células
de Leydig e na concentragdo sérica de LH. Os autores concluem que os efeitos do Di(2-
Ethylhexyl)Phthalate nas células de Leydig e esteroidogénese sdo influenciados pelo estagio

de desenvolvimento dos animais.

6.7 ORIENTACAO SEXUAL

Os dados obtidos do estudo da orientagdo sexual neste experimento estdo de acordo
com os dados laboratoriais anteriores, pois a presenca de niveis séricos mais elevados de
testosterona na prole de maes que receberam tratamento com o herbicida glifosato durante o
periodo peri-gestacional, sugerem alteragdes na orientagdo sexual destes animais. Os animais
do grupo tratado demonstraram maior permanéncia total na area da fémea (p<0,05) e maior
escore de preferéncia sexual pelas fémeas (p<0,05) em rela¢do aos animais do grupo controle.

Muitos estudos relatam que a testosterona pode influenciar o desenvolvimento
comportamental em machos através de receptores cerebrais de androgenos e estrogenos

(ZULOAGA et al., 2008; FRYE et al., 2008; RASKIN et al., 2009). O comportamento sexual



de muitas espécies de roedores €, portanto, regulado principalmente pela agdo dos hormonios
sexuais no sistema nervoso central (BEACH, 1945; WHALEN, LUTTEGE, 1971).

A administragdo sistémica de testosterona provoca alteracdo comportamental em ratos
ndo castrados, com aumento da atividade exploratéria em labirinto (BITRAN et al., 1993).

Segundo Liu et al. (2011), a administragdo de Fenvalerate durante a puberdade de
ratos causa desregulacdao enddcrina para a sintese de testosterona, estradiol e nos receptores de
androégenos no cortex cerebral, e essas alteracdes podem ser deletérias para o
desenvolvimento neurocomportamental. A exposi¢do peri-natal de ratos ao Fenvalerate
provocou diminui¢ao dos niveis séricos de testosterona e conseqiiente aumento do numero de
montas para ejaculacdo e diminui¢do do nimero de ejaculagdes durante um periodo de
quarenta minutos (MONIZ et al., 1999).

Em experimento realizado com a administragdo de ivermectina nas doses de 0,6 e 1,0
mg/kg em ratos machos observou-se alteragdo na fase motivacional do comportamento sexual
com aumento na laténcia para primeira monta e para primeira intromissdo, sugerindo
diminui¢cdo da motivagao sexual nestes animais (BERNARDI et al., 2010).

Este estudo revela desregulagdo enddcrina com elevacdo dos niveis séricos de
testosterona nos animais tratados, os resultados encontrados para a orientacao sexual sugerem
que os elevados niveis deste hormonio levaram a maior preferéncia destes animais pelas
fémeas. A aproxima¢do de um macho a uma fémea depende de estimulos externos
(receptividade sexual da fémea) e estimulos internos (um ambiente interno regulado, com
adequadas quantidades hormonais) (HERNANDEZ-GONZALEZ, 2008). Portanto, 0 mesmo
autor ressalta que o estimulo olfatério ¢ necessario para a ativacao da aproximacao sexual de
ratos machos, os quais necessitam ainda de uma fisiologia hormonal adequada para responder

ao estimulo.



7 CONCLUSOES

Com base nos resultados obtidos nesse estudo, nas condigdes experimentais descritas,

pode-se concluir que o glifosato-Roundup® Monsanto:
* Naio interfere na evoluc¢ao do peso corporal dos animais tratados.

e Causa problemas na progressio da puberdade, evidenciada pela antecipagcdo da

separacao balanoprepucial.
* Na3o causa alteragdo no peso dos testiculos.
* Altera o peso total do epididimo e de seu segmento cauda.
* Altera o peso da vesicula seminal drenada.
* (Causa aumento do nimero de espermatides por testiculo e por grama de testiculo.
* Aumenta a produgdo espermadtica didria por testiculo.

* Aumenta a velocidade de transito espermatico e as reservas espermaticas no segmento

cabeca+tcorpo do epididimo.

* (Causa alteracdes morfologicas testiculares, aumentando a espessura epitelial e

reduzindo o didmetro luminal.
* Nao altera o nivel sérico de FSH.
* Aumenta as concentragdes séricas de LH, testosterona ¢ estradiol.
* Interfere na orientagdo sexual, levando a maior preferéncia pelas fémeas.

» Finalmente, com base no efeito sobre a testosterona, LH e estradiol séricos pode-se
considerar que o produto ¢ um desregulador endoécrino no “periodo critico” da

diferenciagdo sexual hipotalamica in vivo.



Anexo A — Dilui¢do do Roundup®

Solugao Mae:

a. Concentragdo do produto: 480g/L = 480mg/mL

b. Diluir 10,4mL de Roundup®em 39,6 mL de dgua miliQ
c. Obter a solugado final de 5.000mg/50mL

d. Concentragdo final da solugdo = 100mg/mL

Solugdo para dosagem de 5S0mg/kg:
a. Diluir SmL da solucdo mae na diluicdo 1 em 45mL de 4gua miliQ
b. Obter a solucdo final de 500mg/50mL

c. Concentracdo final da solucdo = 10mg/mL



Anexo B - Aprovagio do Comité de Etica

<,
UNICENTRO

COMITE DE ETICA EM USO DE ANIMAIS - CEUA/UNICENTRO/G

Universidade Estadual do Centro-Oeste

Reconhecida pelo Decreto Estadual n° 3.444, de 8 de agosto de 1997

Oficio n® 035/2011 - CEUA/UNICENTRO/G Guarapuava, 09 de agosto de 2011
Senhor Professor,

1. Comunicamos que o projeto de pesquisa intitulado: “OS EFEITOS DA EXPOSICAO
PERINATAL EM MATRIZES WISTAR AO HERBICIDA GLIFOSATO, PERFIL HORMONAL,
HISTOMETRIA TESTICULAR E AVALIACAO DO COMPORTAMENTO REPRODUTIVO DE
RATOS MACHOS PRODUTOS DESTAS FEMEAS”, parecer 001/2011 foi analisado e
considerado APROVADO pelo Comité de Etica em Uso de Animais de nossa Instituicio em
Reunido Ordindria no dia 03 de junho de 2011.

2. Em atendimento a Resolugao 196/96 do CNS, devera ser encaminhado ao CEUA o relatério
final da pesquisa e a publicagio de seus resultados, para acompanhamento do mesmo.

3. Observamos ainda que se mantenha a devida atenciio aos Relat6rios Parciais ¢ Finais na
seguinte ordem:

- Os Relatdrios Parciais deverio ser encaminhados ao CEUA assim que tenha
transcorrido um ano da pesquisa.

- Os Relatdrios Finais deverdo ser encaminhados ao CEUA em até 30 dias apés a
conclusio da pesquisa.

- Qualquer alteracdo na pesquisa que foi aprovada, como por exemplo, niimeros de

sujeitos, local, periodo, etc. deverd ser necessariamente enviada uma carta justificativa para a
analise do CEUA.

Pesquisador: Marco Aurelio Romano

Atenciosamente,

Prof. Rosiléne Rebeca
Coordenadora do CEUA/UNICENTRO
Port. 1.983/2011 - GR/UNICENTRO

Ao Senhor

Prof. Marco Aurelio Romano
Departamento de Farmacia- DEFAR
UNICENTRO
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