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... d minha vontade de continuar

v



...Quando ndo houver caminho,

Mesmo sem amor, sem diregdo,

A s6s ninguém estd sozinho,

E caminfiando que se faz o caminfo.
Quando ndo houver desejo,

Quando ndo restar nem mesmo dor,
Ainda hé de haver desejo

Em cada um de nés, aonde Deus colocou.

Enquanto houver sol, enquanto houver sol,

Ainda havera...

Sérgio Britto
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Resumo

O fenvalerato é um inseticida piretroide sintético usado na agricultura, pecuaria e
no controle de insetos domésticos, e seus efeitos reprodutivos sdo pouco conhecidos.
Alguns estudos tém proposto que o fenvalerato seja um desregulador endécrino, atuando
como um estrogeno ambiental. Estudos realizados com ratos adultos expostos a
determinados piretréides mostraram a reducdo do numero de espermatozdides e das
concentragbes plasmaticas de testosterona. Sabendo-se que o sistema reprodutor
masculino de ratos € mais sensivel ao efeito de substancias toxicas durante as fases fetal e
neonatal, o objetivo deste trabalho foi avaliar os possiveis efeitos tardios sobre o
desenvolvimento reprodutivo na pré-puberdade (40 dias de idade), puberdade (60 dias) e
maturidade sexual (90 dias), em ratos machos cujas maes foram expostas ao fenvalerato
durante a prenhez e lactagdo. Adicionalmente, investigou-se o comportamento sexual, a
fertilidade dos ratos adultos, a transferéncia do fenvalerato das maes para a prole, e a sua
persistencia no organismo dos descendentes machos. Para este estudo ratas prenhes
(n=8) foram tratadas com fenvalerato técnico (96% de pureza), na dose diaria de 40 mg/Kg,
do 12° dia de prenhez até o final da lactagdo (periodo critico de diferenciagdo do sistema
reprodutor masculino da prole). Ratas controles (n=8) receberam éleo de milho (veiculo),
nas mesmas condi¢bes experimentais. O desenvolvimento reprodutivo foi avaliado através
da idade da descida testicular e da separacao prepucial, pesos dos 6rgéos reprodutores,
concentracdo plasmatica de testosterona, contagem de células germinativas no testiculo e
epididimo, morfologia espermatica, estudo do processo espermatogénico, nimero de
células de Sertoli, do diametro dos tibulos seminiferos e altura de epitélio germinativo.
Tambem foram avaliados o comportamento sexual e a fertilidade dos ratos adultos apos
acasalamentos naturais. A quantificagdo de residuos de fenvalerato foi realizada por

Cromatografia Liquida de Alta Precisdo (CLAP) em amostras de orgéos e tecidos das



maes, fetos e filhotes. Os resultados da quantificacdo de fenvalerato revelaram que o
piretroide foi transferido das mées para os fetos, pela placenta, e para os filhotes, pelo leito
matemo, respectivamente. O piretride permaneceu no organismo dos filhotes ate, pelo
menos, 40 dias de idade, com destaque para o testiculo e epididimo. A exposicao in utero e
lactacional ao fenvalerato foi téxica para o testiculo, conforme mostrado pela diminuigao
dos pesos deste 6rgdo nos grupos tratados e pela reducdo da produgdo espermatica na
puberdade, sem que tenha havido depleg¢éo androgénica ou diminuicdo da populagéo de
células de Sertoli. Os estudos morfologicos e morfométricos ndo mostraram danos sobre o
aspecto histologico do testiculo e o processo espermatogénico, sugerindo a acao do
fenvalerato sobre a formagdo dos cordées seminiferos nos testiculos fetais. Na idade adulta
houve aumento significativo do peso da vesicula seminal e do nimero de ejaculagdes,
embora os resultados dos testes de fertilidade tenham sido semelhantes entre os grupos
controle e tratado. Esses achados podem ter sido uma consequéncia tardia de um
desequilibrio neuroendécrino durante o periodo critico de diferenciagio do sistema
reprodutor masculino, quando ocorreu a exposigdo ao fenvalerato. Concluiu-se que o
fenvalerato, diluido em 6leo de milho, na dose de 40 mg/Kg, administrado para ratas do
12°. dia de prenhez até o final da lactagio, foi transferido pela placenta e pelo leite

matemo, provocando efeitos tardios no desenvolvimento reprodutivo da prole masculina.



Abstract

Fenvalerate is a synthetic pyrethroid insecticide used in agriculture, cattle raising
and in the control of domestic insects, and its reproductive effects are little-known. Some
studies already have proposed that fenvalerate is an endocrine disruptor, acting as an
environmental estrogen. Studies done with rats exposed to some pyrethroids showed
reduction of sperm number and plasmatic testosterone concentration. Knowing that the
male reproductive system of rats is more sensitive to the effects of toxic substances during
fetal and neonatal phases, the objective of this work was to evaluate the possible late
effects on the reproductive development at pre-puberty (aged 40 days), puberty (aged 60
days) and sexual maturity (aged 90 days) in male rats whose mothers were exposed to
fenvalerate during gestation and lactation. Additionally, sexual behavior, fertility of adult rats,
transference of fenvalerate from the mothers to the offspring and its persistence in the
organism of the male descendents were investigated. For this study pregnant rats (n=8)
were treated with technical fenvalerate (96% purity), in the dose of 40 mg/Kg, from
gestational day 12 until the end of lactation (critical period for differentiation of the male
reproductive system of the offspring). Control rats (n=8) received com oil (vehicle), in the
same experimental conditions. The reproductive development was evaluated through of the
age when testicular descent and preputial separation occurred, weight of reproductive
organs, plasmatic testosterone levels, numbers of germ cells in the testis and epididymis
and sperm morphology. The spermatogenic process, the number of Sertoli cells,
seminiferous tubule diameter and height of the germinative epithelium were also evaluated.
The sexual behavior and fertility of adult rats were also evaluated by natural matings.
Fenvalerate residues were quantified using High Performance Liquid Chromatography
(HPLC) in samples of organs and tissues of mothers, fetuses and pups. The results of the

fenvalerate quantification revealed that the pyrethroid was transferred from the mothers to
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the fetuses through the placenta, and to the pups by matemal milk, respectively. The
pyrethroid remained in the organism of the pups until at least 40 days of age, especially in
the testis and epididymis. /n utero and lactational exposure to fenvalerate was toxic for the
testis, as shown by the diminished weight of this organ in the treated groups and reduction
of the sperm production at puberty, without androgen depletion or decrease of the Sertoli
cell population. The morphological and morphometrical studies did not show injuries in the
histological aspect of the testis or the spermatogenic process, suggesting the action of
fenvalerate on the formation of seminiferous cords in the fetal testicle. At adult age there
was a significant increase of the seminal vesicle weight and in the number of ejaculations,
although the fertility test results were similar between control and treated groups. These
effects can be a late consequence of a neuroendocrine dysregulation during the critical
period of differentiation of the male reproductive system, when the exposure to fenvalerate
occurred. It was concluded that fenvalerate, diluted in com oil at the dose of 40 mg/Kg,
administered to rats from the gestational day 12 until the end of lactation was transferred
through the placenta and milk, provoking late effects in the reproductive development of the

male offspring.



1. Introdugido

Existem evidéncias de que a qualidade espermatica humana e em outros animais
tem diminuido (Jensen et al, 1995; Toppari et al., 1996: Jegou et al, 1999),
paralelamente ao aumento dos problemas do trato reprodutor, tais como aumento da
incidéncia de cancer de mama e de testiculo, endometriose, criptorquidia e hipospadia. As
causas para os problemas reprodutivos provavelmente sio devidas a modifica¢bes
ambientais que aconteceram nos ultimos 50 anos, quando mudancas consideraveis
ocorreram nos ambientes fisico, quimico, biolégico e socio-cultural. Dentre todas as
possiveis causas, os agentes quimicos tém sido o maior foco de atencao e, dentre estes,
um grupo de compostos conhecidos como “desreguladores endécrinos” ou
“xenohormonios”, assim chamados porque podem interferir na sintese, secre¢ao,
transporte, ligaca@o, acdo ou eliminagido de horménios naturais do corpo (Kavlock et al.,
1996). Em investigagbes laboratoriais esses compostos apresentaram atividades que
mimetizam aquelas dos horménios sexuais esteroidais, e que, portanto, tomam esses
compostos fortes candidatos a agentes causadores da deteriorizacdo da qualidade
espermatica e de desordens do trato reprodutivo (Sharpe e Skakkebaek, 1993).

Estudos animais tém relatado alteragdes no desenvolvimento sexual resultantes
da exposicdo a praguicidas e quimicos industriais capazes de causar desregulacdo do
sistema enddcrino por mimetismo ou bloqueio de hormédnios naturais, ou por interferéncia
em mecanismos que regulam a disponibilidade de horménios para obtenc¢ao de resposta
celular (Gray, 1998 a e b; Baker, 2001). A possibilidade da indugdo de distarbios durante
o periodo pré-natal e neonatal tem atraido especial atencao (Sharpe e Skakkebaek, 1993;

Willians et al., 2001).



Inseticidas Piretroides

Nas ultimas décadas houve um crescimento significativo na utilizagdo de
praguicidas no combate de pragas da lavoura e no combate de endo e ectoparasitas na
area veterinaria (Ecobichon, 1996). Apesar dos beneficios, como o aumento da
produtividade agropecuaria, 0 uso de praguicidas passou a representar um risco ao
ambiente e a salide humana e animal. Embora considerados de baixa toxicidade para o
homem, em comparagdo a outras classes de inseticidas, a exposicdo aos inseticidas
piretroides tem sido associada com efeitos reprodutivos agudos, bem como alteracées
cronicas no desenvolvimento (He et al., 1994; Miyamoto et al., 1995; Tanenbaum et al.,
1998; Xiao et al., 2005).

As piretrinas naturais sio ésteres de extrato seco de flores de Chrysanthemum
cinerariaefolium. Modificagdes fisico-quimicas nas estruturas das piretrinas melhoram sua
estabilidade e propriedades, originando os inseticidas piretréides sintéticos (Soderlund et
al., 2002). Varias formulagdes de praguicidas freqientemente combinam piretrinas e
piretréides com outros quimicos, conhecidos como sinergistas, para aumentar a poténcia
e a persisténcia no ambiente. Os piretréides sintéticos podem ser divididos em dois
grupos (IPCS, 1990a): do tipo I, o que ndo contém um radical ciano na posicao alfa
carboxil, como o aletrim, e os do tipo Il que possuem um radical alfa ciano em sua
molécula, como a cipermetrina, a deltametrina e o fenvalerato.

Os piretroides também s3o conhecidos por interferir com a condutancia das
membranas nervosas pelo prolongamento da corrente de sodio. Essa estimulagao
nervosa culmina em descargas repetidas causando uma hiper-excitabilidade em animais
intoxicados. A Organizagdo Mundial da Satde (OMS) explica que piretréides tém acao
neurotoxica em axonios periféricos e Sistema Nervoso Central pela interacdo com canais

de sodio em mamiferos e/ou insetos. O modo como o organismo metaboliza essas



substancias inclui dissolugdo de pontes de ésteres pela acao da esterase e oxidacdo de
varias partes da molécula, além da indugdo de enzimas microssomais hepaticas (OMS,
1990).

Os piretroides séo absorvidos principalmente pelas vias oral, dérmica e inalatéria.
Entre eles o fenvalerato [(RS)-a-ciano-3-fenoxibenzil (RS)-2-(cloro-fenil)-3-metilbutirato]
tem sido utilizado desde 1976, principalmente na agricultura, em aplicagbes domeésticas e
em programas de saude publica (IPCS,1990b; Kolaczinski et al, 2004). A principal
exposicdo humana ao fenvalerato se da durante sua producgdo e aplicacéo, e, em doses
baixas pelo consumo de alimentos que contenham residuos do praguicida (IPCS, 1990b).
Schettgen et al (2002) em experimento realizado em populagdes alemas, demonstraram
que a maior rota de exposicéo a piretréides, de maneira geral, ocorre via oral através da

alimentacao.

Cl

Fenvalerato: estrutura de piretréide tipo |I.
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Mandal et al. (1996) estudaram a cinética do fenvalerato em cabras apos aplicacao
dérmica de 100 mL de uma solugdo 0,25% (peso/volume). O maior nivel residual
sanguineo foi detectado 2 horas apos aplicagdo (3,67 mg/L), que foi decrescendo
gradualmente, sendo que 72 horas apés a aplicagdo do produto foi detectado o menor
valor residual (0,24 mg/L). Nesses mesmos animais, quatro dias apés a aplicagdo, as
maiores concentracbes de fenvalerato foram encontradas na glandula adrenal, biceps,
omento, figado, rim e cérebro, respectivamente. Bissacot & Vassilieff (1997) detectaram a
presenca dos inseticidas piretréides, cipermetrina, deltametrina e flumetrina, em amostras
de sangue e leite de 40 vacas que foram previamente tratadas por aplicagdo dérmica com
unica dose terapéutica desses piretréides. Observou-se que os residuos estiveram
presentes no organismo dos animais até o 28° dia ap6s as aplicagbes dos produtos.

Porém, sdo poucos os trabalhos que relatam a cinética dos piretroides no
organismo. Croucher et al. (1985), em estudo com vacas lactantes, que receberam
juntamente com a dieta doses orais de cipermetrina, mostraram que as maiores vias de
excrecao desse piretroide foram a urina e as fezes e, em menor quantidade, o leite. A
persisténcia de piretréides no sangue e leite também foi relatada por Mandal et al. (1995)
em cabras lactantes que receberam, por via intravenosa, doses unicas de cipermetrina

(57 mg/kg) e fenvalerato (45 mg/kg).

Piretréides e Reproducéo

Sao poucos os estudos que investigaram os efeitos dos piretréides sobre a
reproducdo e, além disso, as condigdes experimentais s3o diferentes, especialmente no
que diz respeito a pureza e origem dos compostos utilizados para o tratamento dos
animais (Xiao et al., 2005). Mani et al. (2002) relataram diminuicdo do peso dos testiculos,

da contagem espermatica no epididimo, da motilidade espermatica e de enzimas



marcadoras testiculares para biossintese de testosterona em ratos tratados com uma
formulacdo contendo fenvalerato. Em experimento desenvolvido no nosso laboratério,
ratos adultos tratados por 30 dias com fenvalerato técnico (96% de pureza), na dose
didria de 40 mg/kg, apresentaram reducdo no peso dos orgios reprodutores e na
produgao de espermatozoides pelo testiculo e nimero de espermatozoides no epididimo
(Arena et al., 2003). Abd El-Aziz et al. (1994) demonstraram que a administracao oral de
1,0 e 2,0 mg/kg de deltametrina, para ratos adultos, durante 65 dias, provocou efeitos
adversos em varios parametros reprodutivos, tais como redu¢cdo no numero de
espermatozoides e nos niveis plasmaticos de testosterona. Resultados semelhantes
foram obtidos por Elbetieha et al. (2001) em ratos adultos tratados com cipermetrina, por
12 semanas.

No rato, o periodo critico de desenvolvimento e diferenciacdo sexual do sistema
reprodutor masculino vai do 12°. dia de gestagdo até o final da lactagdo (Sommer et
al,1996; Peterson et al., 1997; Mcintyre et al, 2003). O piretroide deltametrina
administrado em diferentes doses que ndo causaram toxicidade matema provocou, na
prole masculina de ratos exposta in utero e durante a lactacdo, diminuicdo do peso do
testiculo e epididimo e da produgdo espemmatica, sem alterar as concentragdes
plasmaticas de testosterona (Andrade et al., 2002). Moniz et al. (1999) demonstraram que
a exposicao de ratas a 10 mg/kg de fenvalerato no 18° dia de gestacdo e do 1° a0 5° dia
de lactacao, que abrange o periodo critico de diferenciagdo sexual do cérebro, reduziu
significativamente os niveis plasmaticos de testosterona e os pesos da vesicula seminal e
do ducto deferente dos descendentes machos na idade adulta. Foi observado também
prejuizo do comportamento sexual desses animais, indicando assim a interferéncia do

fenvalerato_na fisiologia reprodutiva de ratos machos.



10

Puberdade no rato macho

A puberdade € um periodo importante do desenvolvimento sexual, pois ocorre
uma cascata de processos que levam a maturacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-génadas,
tornando o individuo capaz de iniciar o ciclo reprodutivo da espécie. Durante a puberdade
ocorrem mudancgas no perfil hormonal, na sintese e secrecao de esterdides em resposta
ao aumento da pulsatilidade do GnRH (horménio liberador de gonadotrofinas) e ao
aumento da sintese e secre¢do de LH (horménio luteinizante) e FSH (horménio foliculo-
estimulante). Esse conjunto de alteragdes fomece ambiente adequado para que se inicie
e se estabeleca o processo da espermatogénese, levando a produgdo do gameta
masculino (Ojeda e Urbanski, 1994). Assim, qualquer alteracdo nos eventos
caracteristicos desse periodo pode acarretar sérios prejuizos para a reproducdo do
individuo. Ainda segundo esses autores, os mecanismos que governam o inicio da
puberdade no rato sdo muito melhor compreendidos nas fémeas do que nos machos. Nos
machos, as inter-relagbes entre o eixo hipotalamo-hipofise e as génadas ja sdo
funcionantes desde antes do nascimento, e durante as primeiras semanas de vida pos-
natal os varios processos iniciam sua sincronizagio.

A puberdade do rato macho tem inicio entre os 40 e 50 dias de idade. Aos 40 dias
de idade aparecem as primeiras espermatides maduras no interior do testiculo e aos 50
dias sdo observados espermatozéides na cauda do epididimo. Aos 75 dias ocorre a
maxima producdo de gametas pelo testiculo e aos 100 dias de idade & observada a
maxima concentracdo de espermatozdides armazenados na cauda epididimaria. No
periodo compreendido entre os 75 e 100 dias de idade os animais atingem a plena

maturidade sexual (Robb et al.,1978; Zanato et al., 1994).
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2. Justificativa e relevancia da temitica

Recentemente, varios estudos in vitro e in vivo investigaram as atividades
estrogénicas e anti-androgénicas de diversos piretréides. Alguns estudos demonstraram
que o fenvalerato, entre outros piretroides, possui atividade estrogénica in vitro (Eil e
Nissula, 1990; Garey e Wolff, 1998: Go et al., 1999). Em contrapartida, outros
pesquisadores concluiram que os piretrdides, em baixas doses, ndo possuem efeitos
estrogénicos nem anti-androgénicos in vitro (Gaido et al., 1997; Nishihara et al., 2000;
Saito et al., 2000 a, b; Sumida et al., 2001a, b). Kunimatsu et al. (2002), testando as
doses de 20, 40 ou 80 mg/kg/dia de fenvalerato em ratos com 9 semanas de idade nao
encontraram atividades hormonais in vivo.

Assim, o tema do presente projeto, além de atual, tem uma importancia aplicada
grande, pois a preocupagéo com os danos que o homem vem causando no ambiente vem
crescendo, e um dos aspectos que mais vem sofrendo com esse fato é a reproducao dos
organismos, responsavel pela manutencio das espécies. Um outro aspecto que justifica a
realizac@o desse trabalho é o fato de além de existirem poucos trabalhos sobre o assunto,

os resultados sao, algumas vezes, discrepantes.

3. Objetivo

Sabendo-se que o sistema reprodutor masculino de ratos & mais sensivel ao efeito
de substancias que interferem com o controle endocrino durante as fases fetal e neonatal,
0 objetivo do presente trabalho foi avaliar o desenvolvimento reprodutivo na pré-
puberdade, puberdade e maturidade sexual, em ratos expostos ao fenvalerato in utero e

lactacao. Adicionalmente, investigou-se o comportamento sexual e a fertilidade dos ratos
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adultos e a transferéncia do fenvalerato das maes para a prole, bem como a sua

persisténcia no organismo dos descendentes machos.

4. Capitulo

Este trabalho deu origem ao artigo “Desenvolvimento reprodutivo de ratos
machos expostos ao fenvalerato in utero e lactagdo” que, depois de versado para o

inglés, devera ser submetido para o periddico “Reproductive Toxicology”.
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Desenvolvimento reprodutivo de ratos machos expostos ao fenvalerato in utero e

lactagao

Resumo

Os efeitos reprodutivos do piretroide fenvalerato, um possivel desregulador
enddcrino, sdo pouco conhecidos. O objetivo deste trabalho foi avaliar o desenvolvimento
reprodutivo na pré-puberdade, puberdade e idade adulta de ratos machos cujas maes
foram expostas ao fenvalerato durante a prenhez e lactac&o. Ratas prenhes foram divididas
em dois grupos de n=8 e tratadas com doses diarias de 40 mg/kg de fenvalerato ou 6leo de
milho (veiculo), do 12° dia de prenhez até o final da lactacdo. O fenvalerato foi toxico para o
testiculo, conforme mostrado pela diminuicdo dos pesos deste orgé@o e pela redugao da
producdo espermatica na puberdade. Na idade adulta ocorreu um aumento da
concentracao de testosterona plasmatica, que pode ter sido uma consequéncia tardia de
um desequilibrio neuroendécrino durante o periodo critico de diferenciagdo do sistema
reprodutor masculino, quando ocorreu a exposicdo ao fenvalerato. Concluiu-se gue o
fenvalerato, nessas condi¢des experimentais, provocou efeitos tardios no desenvolvimento

reprodutivo de ratos machos.

Palavras-chave: desenvolvimento reprodutivo, fenvalerato, testiculo, produgéo

espermatica, inseticidas piretroides, toxicologia reprodutiva masculina, puberdade, rato



16

Introducao

Nas ultimas décadas houve um crescimento significativo na utilizacdo de
praguicidas no combate de pragas da lavoura e no combate de endo e ectoparasitas na
area veterinaria [1]. Apesar dos beneficios, como o aumento da produtividade
agropecuaria, o uso de praguicidas passou a representar um risco ao ambiente e saude
humana e animal. Embora sejam considerados de baixa toxicidade para o homem, em
comparagao a outras classes de inseticidas, a exposi¢ao aos inseticidas piretréides tem
sido associada com efeitos reprodutivos agudos, bem como alteragbes crdnicas no
desenvolvimento [2-5].

O fenvalerato € um inseticida piretrdide sintético do tipo Il, e seus efeitos
reprodutivos s@o pouco conhecidos [5]. Além disso, os dados experimentais disponiveis
sa@o conflitantes, em parte devido as diferentes procedéncias e purezas do fenvalerato
utilizado nos experimentos e das diferentes substancias utilizadas como veiculo de
administracao para os animais. Mani et al. [6] relataram diminuicdo do peso dos
testiculos, da contagem espermatica no epididimo, da motilidade espermatica e de
enzimas marcadoras testiculares para biossintese de testosterona em ratos tratados com
uma formulagdo contendo fenvalerato. Em experimento desenvolvido no nosso
laboratorio, ratos adultos tratados por 30 dias com fenvalerato de grau técnico, na dose
diaria de 40 mg/kg, apresentaram redugdo no peso dos 6rgdos reprodutores e na
producdo de espermatozéides pelo testiculo e numero de espermatozéides no epididimo
[7]. Abd El-Aziz et al. [8] demonstraram que a administracdo oral de 1,0 e 2,0 mg/kg de
deltametrina, para ratos adultos, durante 65 dias, provocou efeitos adversos em varios
parametros reprodutivos, tais como redug&o no niimero de espermatozoides e nos niveis
plasmaticos de testosterona. Resultados semelhantes foram obtidos por Elbetieha et al.

[9] em ratos adultos tratados com cipermetrina, por 12 semanas.
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No rato, o periodo critico de desenvolvimento e diferenciacdo sexual do sistema
reprodutor masculino vai do 12°. dia de gestacéo até o final da lactagao [10-12]. Estudos
com animais de laboratério tém relatado alteracdes no desenvolvimento sexual
resultantes da exposi¢@o a praguicidas e quimicos industriais capazes de desregulagéo
do sistema endocrino por mimetismo ou bloqueio de hormménios naturais, ou por
interferéncia em mecanismos que regulam a disponibilidade de horménios para obtencao
de resposta celular [13-15]. A possibilidade da inducdo de distirbios durante o periodo
pré-natal e neonatal tem atraido especial atengéo [16,17].

Recentemente, varios estudos in vitro e in vivo investigaram as atividades
estrogénicas e anti-androgénicas de diversos piretroides. Alguns estudos demonstraram
que o fenvalerato, entre outros piretroides, possui atividade estrogénica in vitro [18-20].
Em contrapartida, outros pesquisadores concluiram que os piretréides, em baixas doses,
nao possuem efeitos estrogénicos nem anti-androgénicos in vitro [21-26]. Kunimatsu et al.
[27] testando as doses de 20, 40 ou 80 mg/kg/dia de fenvalerato em ratos, ndo
encontraram atividades hormonais in vivo. Os resultados discrepantes levaram, em 2005,
o Instituto para o Ambiente e Saude do Reino Unido a classificar o fenvalerato como
pertencente a um grupo de substancias com fracas evidéncias de desregulagio endocrina
[28].

O objetivo do presente trabalho foi avaliar o desenvolvimento reprodutivo na pre-
puberdade, puberdade e maturidade sexual, em ratos expostos ao fenvalerato in utero e
lactacdo. Adicionalmente, investigar o comportamento sexual e a fertilidade dos ratos
adultos e a transferéncia do fenvalerato das méaes para a prole, bem como a sua

persisténcia no organismo dos descendentes machos.
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Materiais e Métodos

Animais e obtencéo de fémeas prenhes

Ratos machos Wistar adultos (90 dias de idade, pesando aproximadamente 300 g)
e femeas adultas (60 dias de idade, pesando aproximadamente 200g), provenientes do
Centro Multi-disciplinar para Investigacdo Biologica (CEMIB-UNICAMP, Campinas, SP,

Brasil), foram mantidos em condicdes controladas de luminosidade (12 horas de luz/12
horas de escuro), temperatura (média de 23°C), umidade relativa proxima de 55% e

receberam agua e ragdo para roedores a vontade. Os acasalamentos foram realizados
durante o periodo escuro do ciclo, colocando-se duas fémeas na caixa do macho, e o dia
zero de prenhez (DG 0) determinado pela presenca de espermatozoides em esfregacos
vaginais de fémeas em estro. As ratas prenhes ou lactantes foram pesadas em dias
altemados para pemitir o calculo do volume de fenvalerato a ser administrado e a
investigacdo de sinais clinicos de toxicidade matema. Durante o periodo experimental
foram registrados os dados de consumos de agua e ragio das maes. Apos 0 nascimento,
o numero de filhotes por ninhada foi reduzido para oito, mantendo-se, preferencialmente,
os do sexo masculino.

Os procedimentos experimentais estiveram de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal
(COBEA) e foram aprovados pela Comissao de Etica na Experimentagio Animal (CEEA)

do Instituto de Biociéncias de Botucatu (protocolo 094/03).

Droga, dose e via de administracio
As ratas prenhes do grupo tratado (n=8) receberam fenvalerato técnico (96% de

pureza, Sumitomo Chemical, Japao) na dose de 40 mg/kg/dia (2 ml/kg/dia) via oral
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(gavage), do DG 12 até o dia pos-natal 21 (DPN 21). As ratas controle (n=8) receberam
Oleo de milho (veiculo), sob mesmas as condi¢bes experimentais. Segundo Kunimatsu et
al. [27], que utiizaram em seus experimentos fenvalerato, via oral, da mesma
procedéncia, diluido no mesmo excipiente, essa dose corresponde a '/s da dose letal para

ratas (DLso = 200mg/kg).

Quantificacdo de residuos de fenvalerato

A presenca de residuos de fenvalerato foi investigada em diferentes tecidos e
orgaos das progenitoras, fetos e filhotes, pela técnica de Cromatografia Liquida de Alta
Precisdo (Cromatografo Liquido modelo 480C, Instrumentos Cientificos CG Ltda - SP,
Brasil). Os residuos do pesticida foram extraidos das amostras utilizando-se acido
cloridrico e acetonitrila (solvente organico), e purificagdo em coluna cromatografica com
Florisil®, n-hexano e éter dietilico. As analises cromatograficas foram obtidas por medidas
quantitativas feitas pela técnica do padrdo extemo e pelas areas dos picos dos
cromatogramas. Os calculos foram determinados utilizando-se a equagdo de regresséo
linear [29]. O limite de detecgdo do método € 0,001ug/g (ug de fenvalerato por grama de
tecido analisado). Os materiais analisados foram os seguintes (Quadro1): sangue total,
figado e cérebro das progenitoras ao final da lactagdo (n=8, controle; n=8, tratado);
placenta, figado e testiculos de fetos, retirados de ratas prenhes (n=5, controle; n=9,
tratado) que foram sacrificadas no DG 20, especialmente para esse fim; conteudo
estomacal (leite) de um grupo de filhotes sacrificados no DPN 10 (n=5, controle; n=9,
tratado); sangue, figado e cérebro de filhotes no DPN 22 (n=10, controle; n=10, tratado);
figado, gordura peritesticular, testiculo e epididimo de filhotes no DPN 40, DPN 60 e DPN
90. Os drgaos foram processados separadamente, com exce¢do dos 6rgdos fetais que,

devido ao tamanho reduzido, tiveram que ser processados em conjuntos, por ninhadas.
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Progenitoras ~sangue
(final de lactacio) ~figedo
- cérebro
(n=8)
Filhotes - contetido
(DPN 10) SRRl Filhotes - sangue
(DPN 22) - figado
(n=5) ;
- cérebro
(n=10)
- figado
Filhotes Filhotes Filhotes N
- gord. peritesticular
pré-puberes puberes adultos -Yesiicuio
(DPN 40) (DPN 60) (DPN 90) - epididimo
(n=10) (n=10) (n=10)
GRUPO INDEPENDENTE
Ratas prenhes ~ *fetos - placenta
cesareas (DG 20) (ninhadas) - figado

- testiculo

Controle (n=5)

Tratado (n=9)
* amostras processadas em conjunto

Quadro 1. Amostras analisadas por Cromatografia Liquida de Alta Precis&o.
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Avaliacao do desenvolvimento reprodutivo da prole masculina

O desenvolvimento reprodutivo foi avaliado em diferentes idades, em grupos de 10
ratos cada, sendo um a dois por ninhada: pré-puberdade (Grupo ) filhotes machos de ratas
tratadas com veiculo ou fenvalerato e sacrificados no DPN 40; puberdade (Grupo Il), no
DPN 60 e maturidade sexual (Grupo Iil) no DPN 90.

A fim de se confirmar a idade da instalagdo da puberdade, investigou-se, em 10 ratos
por grupo experimental (um a dois por ninhada), a partir do DPN 15, o dia em que ocorreu a
descida testicular através de palpacdo do escroto. A separagao prepucial foi investigada
nos mesmos filhotes, a partir do DPN 33, por retragdo manual do prepucio.

Nas idades previstas para a eutanasia, os animais dos grupos | a Ill foram anestesiados
com éter etilico e mortos por decapitagao, entre as 7 e 10 horas da manha, procedendo-se
a coleta de sangue para posterior separagdo do plasma e dosagens de testosterona. O
testiculo e epididimo direitos foram removidos e pesados, sendo que no caso dos grupos I
e lll foram congelados a —4°C para serem processados para a contagem de células
germinativas. Também foram removidas e pesadas a vesicula seminal (cheia, sem a
glandula coaguladora) e a prostata ventral, e em seguida descartadas. Nos trés grupos
experimentais o testiculo e epididimo esquerdos foram removidos e imersos em mistura
fixadora de Alfac (85% de alcool 80°, 10% de formol e 5% de acido acético) e seguiram
processamento de rotina para coloragdo com hematoxilina e eosina (HE). Posteriormente,
foram analisadas secgbes de 7 pm transversais do testiculo e longitudinais do epididimo.

Foram também coletados e pesados o figado e os rins, que tiveram fragmentos
fixados em formalina tamponada 10% e processados para inclusio em parafina e coloragao

com HE.
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Determinacao das concentragdes plasmaticas de testosterona

O sangue dos ratos dos grupos | a lll, sendo 10 ratos controles e 10 ratos tratados,
um a dois por ninhada, foram coletados em tubos com heparina sodica. As amostras
foram centrifugadas a 2400 rpm por 20 minutos a 4°C, o plasma foi separado e
preservado a -20°C. As concentragdes de testosterona plasmatica foram determinadas
pela técnica de radicimunoensaio de duplo-anticorpo, utilizando-se o Kit Coat-A-Count
Total Testosterone (DPC, Los Angeles, CA). A variacdo intra-ensaio foi 1,75%, e a

variacao inter-ensaio foi 20%.

Contagens espermaticas no testiculo e epididimo

Os numeros de espermétides resistentes a@ homogeneizagdo (estagio 19 da
espermiogénese) foram determinados nos testiculos dos ratos puberes (DPN 60) e
adultos (DPN 90) de acordo com o método descrito por Robb et al. [30], com as seguintes
adaptacoes: o parénquima testicular foi homogeneizado em 5mL de uma mistura (STM)
contendo 0,9% de cloreto de soédio, 0,05% de Triton X 100 e 0,01% de Thimerosal (Sigma
Chemical Co., St. Louis, MO, USA). Para o calculo da producdo diaria de
espermatozoides por testiculo (PDE) o nimero de espermatides 19 foi dividido por 6,1,
que € o numero de dias que essas espermatides estdo presentes no epitélio seminifero.
Posteriormente, a PDE por grama de testiculo foi calculada, a fim de se determinar a
eficiéncia do processo [31]. As porgdes epididimarias cabega/corpo e cauda foram
processadas conforme descrito para o testiculo, utilizando-se a propor¢ao de 1mL de
STM para cada 200mg de cabega/corpo e 1mL para cada 100mg de cauda. O tempo de
transito dos espermatozéides no epididimo foi calculado dividindo-se o numero de

espermatozoéides em cada porg¢ao pela PDE.
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Morfologia espermatica

Para a avaliagédo da morfologia dos espermatozéides, o interior do canal deferente
esquerdo dos ratos sacrificados aos 90 dias foi lavado, com auxilio de seringa e agulha,
com 1,5mL de solugdo salina e, em seguida foram preparadas laminas histologicas.
Duzentos espermatozoides por animal foram analisados sob microscopio com contraste

de fase (aumento final de 400 vezes) quanto a morfologia da cabega e cauda [32).

Técnicas morfométricas

Os estudos morfométricos foram realizados em ensaio cego, sem que o
investigador soubesse a origem do material. Para a morfometria de células de Sertoli

foram obtidos cortes de testiculo com 5um de espessura.

Numero de células de Sertoli por tubulo seminifero

Para avaliar os possiveis efeitos da exposicdo ao fenvalerato sobre o processo de
proliferacao das células de Sertoli foram contados os nucleos de células de Sertoli em
cortes histologicos de testiculo de ratos aos 90 dias, em 20 tubulos seminiferos por rato

no estagio VIl da espermatogénese, classificados de acordo com Leblond e Clermont [33].

Avaliagdo do processo espermatogénico

Com o objetivo de se avaliar o grau de maturacdo do epitélio seminifero 100
secgbes transversais de tubulos seminiferos por animal dos grupos |, Il e Il foram
avaliadas ao acaso e classificadas de acordo com o tipo celular mais avancado presente
no epitélio [34]: grau 1: espermatides jovens de nicleo arredondado (estagios 1 ao 8 da
espermiogénese); grau 2: espermatides em fase de maturacéo, com nucleos ovoides ou
alongados (estagios 9 ao 14 da espermiogénese); grau 3: espermatides em fase de

maturacdo, com nucleos alongados (estagios 15 ao 18 da espermiogénese); grau 4:
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espermatides maduras (estagio 19 da espermiogénese) em pequena quantidade; grau 5:
espermatides maduras (estagio 19 da espermiogénese) em média quantidade e grau 6:
espermatides maduras (estagio 19 da espermiogénese) em maxima quantidade. Ao final,
0 numero de tubulos classificados em cada grau de maturidade foi multiplicado pelo grau
respectivo, sendo os valores resultantes somados e posteriormente divididos por 100,

resultando no “grau médio”.

Diametro dos tibulos seminiferos e espessura do epitélio germinativo

Nos ratos pertencentes aos grupos | a Il foram determinados os diametros dos
tubulos seminiferos e a espessura do epitélio germinativo em 10 secgbes de tubulos
seminiferos no estagio IX da espermatogénese por animal. Para tanto foi utilizado um
microscépio Leica DMLB, aumento de 200 X, e o programa Leica QWin Standard V 3.1.0

(Copyright Leica Microsystems, Imaging Solutions, United Kingdom).

Comportamento sexual

Aos 100 dias de idade (maturidade sexual), machos oriundos de ninhadas tratadas
(n=10) e controles (n=10), sendo 1 a 2 por ninhada, foram avaliados quanto ao
comportamento sexual. Os ratos foram colocados individualmente em uma caixa de
polipropileno que permite perfeita visualizagio dos animais. Antes do inicio da avaliagdo
cada macho foi introduzido na caixa por 10 minutos, para adaptacdo ao ambiente. Logo
em seguida, foi introduzida uma fémea em estro, previamente comprovado através de
analise de esfregaco vaginal. O procedimento para quantificagcdo do comportamento
sexual foi baseado no método descrito por Ahlenius & Larsson [35], avaliando-se os
seguintes parametros: presenca ou ndo de monta nos 10 minutos subsequentes; nimero
de ejaculagbes num intervalo de 30 minutos contados a partir da primeira intromiss&o;

laténcias para a primeira monta, primeira intromiss3o, primeira ejaculacao e primeira
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intromiss@o pos-ejaculacdo; numero de intromissdes até a primeira ejaculagdo. Os
animais que nao apresentaram monta nos 10 minutos iniciais de observacao foram
considerados sexualmente inativos e ndo foram mais testados. As fémeas inseminadas
durante o teste foram colocadas com o respectivo macho por trés horas adicionais para
possibilitar um numero maior de ejaculagdes, e esse dia foi designado DG 0. A evolucao
da prenhez foi acompanhada até o DG 20, quando foram realizadas laparotomias,

conforme descrito no item a seguir, para se avaliar a performance reprodutiva.

Testes de Fertilidade

Os ratos que ndo foram sexualmente ativos durante o teste de comportamento
sexual foram pareados, nos dias subsequientes, até no maximo 5 dias, com outras fémeas
receptivas. As fémeas que apresentaram cabegas de espermatozdides no esfregaco
vaginal (DG 0) foram submetidas a eutanasia e laparotomia no DG 20, para avaliagao dos
ovarios e utero: numero de corpos lteos, implantes, reabsorgdes, fetos vivos e mortos,
peso do Utero com fetos, peso dos fetos, e posterior determinagao da taxa de gestagdo: n°
de fémeas prenhes /n° de fémeas inseminadas x 100; potencial de fertilidade: sitios de
implantagao/corpos luteos x 100; taxa de perdas pré-implantagdo: n° de corpos ltuteos — n®
de implantacoes/n® de corpos liteos X 100; faxa de perdas pés-implantagdo: n° de
implantagbes - n° de fetos vivos/ n° de implantagcbes x 100; razdo sexual: n° de fetos

machos/n° de fetos fémeas x 100.

Analise estatistica dos resultados
Os resultados foram expressos como média + Erro Padrdo da Média (EPM) do
numero de ratos usados. Para a comparagdo dos resultados entre os grupos controle e

tratado foram utilizados o teste “t” de Student e o teste de Mann-Whitney, dependendo da
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natureza da distribuicdo dos dados. As diferencas foram consideradas significativas

quando p < 0,05.
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Resultados

Nao foram observadas alteragcbes de sanidade nas ratas prenhes e lactantes
tratadas com 40mg/kg de fenvalerato. Da mesma forma, ndo houve diferenca significativa
entre os grupos controle e tratado quanto a evolugéo do peso corporal durante o periodo
de tratamento, e o mesmo foi observado em relacdo aos consumos de agua e ragao
(resultados ndo mostrados). No que se refere aos sinais fisicos externos do
desenvolvimento sexual dos descendentes machos nao houve diferenca estatisticamente
significativa em relacéo a idade meédia, em dias, de descida dos testiculos ao escroto
(ratos controles= 19,7+ 0,21 e tratados= 20,3+ 0,21, n=10, média + Erro Padrio da Média)
e da separacdo prepucial (ratos controles= 43,6+ 0,60 e tratados= 43,3+ 0,37, n=1 0).

A aplicagdo da técnica de Cromatografia Liquida de Alta Precisdo revelou a
presenca de residuos de fenvalerato em amostras de tecidos e 6rgaos de maes, fetos e
filhotes (tabela 1). A idade maxima em que foram encontrados residuos do piretroide nos
filhotes machos foi 40 dias de idade (pré-puberdade); os animais aos 60 dias de idade
(puberdade) e aos 90 dias de idade (maturidade sexual) ndo apresentaram residuos do
piretréide. Os animais do grupo controle, cujas maes receberam éleo de milho, também
nao apresentaram residuos de fenvalerato detectaveis pela metodologia utilizada, cujo
limite de detecgdo é de 0,001ug/g (microgramas de fenvalerato por grama de tecido).

As determinagdes das concentracdes de testosterona no plasma, avaliadas em
diferentes momentos do desenvolvimento reprodutivo, n&o revelaram diferencas
estatisticamente significativas entre animais controles e tratados, embora o valor médio
para a idade de 90 dias tenha sido maior no grupo tratado em relagdo ao respectivo
controle (figura 1). Por outro lado, houve reducdo dos pesos dos testiculos nos grupos
tratados nés trés idades estudadas, embora as diferencas tenham sido estatisticamente

significativas apenas aos 40 e 60 dias de idade (tabela 2). Também no grupo tratado o
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peso do epididimo foi significativamente menor aos 60 dias, e aos 90 dias houve aumento
do peso da vesicula seminal. Os pesos da prostata e os pesos corporais dos ratos
controles e tratados foram semelhantes nas trés idades estudadas (tabela 2). O figado e
0s rins dos ratos controles e tratados com fenvalerato apresentaram pesos semelhantes
(resultados nao mostrados).

A avaliagdo do processo espermatogénico em diferentes momentos do
desenvolvimento reprodutivo mostrou que a exposicao ao fenvalerato in utero e lactagao
nao provocou diferengas significativas quanto ao grau médio de maturacdo das células
germinativas nos tabulos seminiferos. O mesmo aconteceu em relacéo aos didmetros dos
tubulos seminiferos e as espessuras do epitélio germinativo. Esses resultados sao
apresentados na tabela 2. A morfometria das células de Sertoli no estagio VIl da
espermatogénese nos ratos aos 90 dias de idade revelou nimero semelhante entre os
grupos: controle= 15,55+ 0,11; tratado= 15,31+ 0,19, n=10.

Os resultados das contagens espermaticas estdo expressos na tabela 3. Aos 60
dias de idade ocorreu diminuicdo estatisticamente significativa da producio espermatica
diaria (PED) por testiculo e do nimero de espermatozéides na cabec¢a-corpo do epididimo
nos ratos expostos ao fenvalerato in utero e lactagdo. O calculo da PED/g de testiculo,
entretanto, resultaram em valores semelhantes nos grupos controle e tratado. Aos 90 dias
de idade n&o foram encontradas diferencas significativas entre os grupos experimentais.

A analise morfolégica dos espermatozéides extraidos do canal deferente dos
ratos com 90 dias de idade mostrou que a porcentagem de formas normais (controle=
96,5%,; tratados=95,5%) e anormais foram semelhantes entre 0S grupos.

O comportamento sexual, avaliado aos 100 dias de idade, revelou diminuicdo
estatisticamente significativa do tempo de laténcia para a 1? intromiss&o pés-ejaculagéo e
aumento do numero médio de ejaculagdes no grupo tratado (tabela 4). Em relagdo a

performance reprodutiva, foi verificado que a taxa de gestacdo foi de 100% para os
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grupos controle e tratado. Da mesma forma, nao foram encontradas diferencas
significativas entre os grupos controle e tratado em qualquer dos parametros avaliados
(tabela 5).

A avaliagé@o histopatolégica de figados e rins dos ratos nas diferentes fases do
desenvolvimento reprodutivo ndo mostrou alteragbes que pudessem ser atribuidas a
exposicédo ao fenvalerato. O mesmo aconteceu com relagao ao aspecto morfolégico do

testiculo e epididimo (figuras 2 e 3).



Discussio

Ha mais de 30 anos os inseticidas piretroides, dentre eles o fenvalerato, tém sido
amplamente utilizados no controle de pragas domésticas e da lavoura, por serem muito
potentes e, apesar da sua neurotoxicidade, serem considerados de baixa toxicidade para
os mamiferos [36]. Os inseticidas piretroides respondem por cerca de % do comeércio
mundial de inseticidas. Seres humanos e outros animais podem estar expostos ao
fenvalerato durante a sua manufatura ou uso. Nos Ultimos anos os estudos sobre os seus

efeitos reprodutivos tém se intensificado [5, 15, 37- 40].

O periodo critico de diferenciagdo sexual em ratos ocorre, aproximadamente, entre
o 12° dia de gestacdo até o final da lactagdo [10-12]. As ratas tratadas com fenvalerato
durante esse periodo n&o exibiram sinais de toxicidade matema que poderiam ter
interferido com o desenvolvimento da prole. As andlises realizadas por Cromatografia
Liquida de Alta Precisdo revelaram que os descendentes foram expostos ao fenvalerato
através da placenta e leite matemo. Em geral, as substancias quimicas com pesos
moleculares menores que 600 g/mol atravessam a placenta, enquanto aquelas com pesos
moleculares maiores que 1000 g/mol ndo o fazem [41]. Os praguicidas organicos tém
pesos moleculares menores que 400 g/mol e podem atravessar a placenta sem
dificuldade [42,43], inclusive o fenvalerato, cujo peso molecular é 4199 (g/mol). A
transferéncia de piretroides pelo leite, em vacas, ja havia sido demonstrada por Bissacot
& Vassilieff [44], por 28 dias, apos Unica exposi¢ao dermal. Da et al. [45], em experimento
com ratos, demonstrou que o piretréide cialofrina atravessa a placenta e pode causar
retardo do desenvolvimento dos filhotes. A persisténcia do fenvalerato na prole em varias

amostras de tecidos e 6rgdos até, pelo menos, os 40 dias (pré-puberdade), especialmente
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no testiculo e epididimo, pode ter contribuido para os efeitos reprodutivos discutidos mais
adiante.

A diminuigio do peso dos testiculos mostrou que o fenvalerato foi toxico para esse
orgdo, embora os resultados das andlises morfologicas e morfométricas nao tenham
revelado danos aparentes ao epitélio seminifero e intersticio tubular. Da mesma forma, a
producdo espermatica diaria (PDE) por testiculo dos ratos puberes expostos ao
fenvalerato foi menor que nos controles, mas a PDE/qg, que tem sido utilizada como um
parametro mais sensivel [31] foi igual nos dois grupos. Esse resultado é consistente com
a auséncia de efeitos sobre o nGmero de células de Sertoli, cuja proliferagio compreende,
aproximadamente, do DG 16 até os DPN 14 -16 [46]. Segundo a literatura, a exposicao de
machos em desenvolvimento a estrégenos ambientais pode reduzir a multiplicacdo das
células de Sertoli pela inibicdo da sintese e secregao do horménio foliculo estimulante
(FSH) pela hipéfise fetal [47,48]. Sabe-se que a quantidade de células de Sertoli é fator
determinante da producdo maxima de espermatides na idade adulta [49]). Esses
resuitados sugerem que a exposicao ao fenvalerato durante o periodo critico da
diferenciacdo sexual tenha interferido com 0 desenvolvimento normal das estruturas
testiculares, inclusive com a formacdo dos cordées sexuais, precursores dos tubulos
seminiferos. Alteragcdes nos cordées seminiferos fetais foram descritas apos a exposicao
in utero a fitalatos [50]. Ainda segundo esse autor, a sindrome da disgenesia testicular
(i.e., desenvolvimento uterino anormal do testiculo) tem sido apontada como causa do
aumento, ao longo dos séculos, de distirbios reprodutivos na espécie humana, como
diminuicdo de parametros espermaticos, aumento da incidéncia de criptorquidia e
hipospadia, e do cancer de testiculo. Os testiculos dos ratos adultos, controles e tratados,
produziram numeros semelhantes de espermatozoides. Os testiculos continuam 2
aumentar de tamanho apés a puberdade [51], e é possivel que a vasta producdo de

espermatozdides pelo testiculo do rato adulto [52] possa ter compensado eventuais danos



estruturais da gonada. Andrade et al. [53] ja haviam relatado redugdo do peso do testiculo
em ratos aduitos expostos in utero e durante a lactagio a deltametrina. A diminuicdo do
peso do testiculo e da produgdo de espermatozdides tem sido descrita em ratos adultos
expostos ao fenvalerato [9,37].

Sabe-se que alguns piretréides podem ligar-se amplamente a membranas
biolégicas com sitio de ligagdo n&o-especifico. O fenvalerato parece interagir com
membranas biologicas localizando-se proximo da regido da cauda hidrofébica da cadeia
lipidica, perturbando a estrutura ordenada e tomando a membrana mais fluida, o que
indica que o fenvalerato pode afetar a atividade das proteinas de membrana [54, 55].
Além disso, o fenvalerato, segundo Xiao et al. [5], pode causar alteracdes em canais de
Ca* de células germinativas, perturbando a homeostase da membrana plasmatica e o
fluxo de Ca*?, provavelmente prejudicando o processo espermatogénico.

A determinagcdo da concentracdo plasmatica de testosterona, assim como as
analises de peso dos Orgdos sexuais, sdo parametros que permitem correlagdes
morfofuncionais e a avaliagdo da integridade do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal,
auxiliando na determinagdo do potencial téxico de determinada substéncia quimica sobre
o sistema reprodutor masculino. As concentracdes de testosterona plasmatica dos
animais aos 40, 60 e 90 dias nao diferiram significativamente entre controles e tratados,
do ponto de vista estatistico. Entretanto, ndo se pode ignorar, na idade adulta, o aumento
da concentragdo de testosterona no grupo tratado, que foi consistente com o aumento do
peso da vesicula seminal e do melhor desempenho no teste de comportamento sexual.
Esses resultados sugerem um efeito tardio, na idade adulta, devido a possiveis alteragcées
neuroenddcrinas provocadas pela exposi¢ao ao fenvalerato durante o periodo critico do
desenvolvimento reprodutivo. Andrade et al. [53], em trabalho realizado com ratos
machos expostos a deltametrina em condi¢Ges experimentais semelhantes, relataram

efeitos prejudiciais do piretroide somente na idade adulta.
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Esses resultados diferem dos obtidos por Moniz et al. [56] que observaram
diminuicdo das concentragdes plasmaticas de testosterona, do peso Umido da vesicula
seminal sem secrecao e do numero de ejaculagbes em ratos adultos expostos a 10 ma/kg
de fenvalerato, diluido em solugédo salina, no DG 18 e DPN 1-5, que corresponde ao
periodo critico de diferenciacdo sexual do cérebro [57). Sabe-se que esse processo é
dependente da metabolizagdo da testosterona, originando estrogeno no SNC [58]. A
secrecdo da testosterona é dependente das gonadotrofinas, cuja produgéo e liberagdo
sao reguladas pelo GnRH, horménio liberador de gonadotrofinas [59, 60]. Piretréides
sintéticos do tipo I, como a deltametrina e o fenvalerato, podem interagir com o sitio de
picrotoxina do complexo receptor do acido gama-aminobutirico (GABA), inibindo a
neurotransmissao GABAérgica. Este efeito prejudicaria a liberagdo de GnRH e de
gonadotrofinas, alterando o balango hormonal do desenvolvimento masculino, pois o
GABA, ao contrario do seu papel como um neurotransmissor predominantemente
inibitorio no cérebro adulto, exerce uma agdo excitatéria para o desenvolvimento do
hipotalamo do recém-nascido [61].

No presente trabalho a exposi¢cdo in utero e lactacional ao fenvalerato nao
interferiu com a “masculinizagdo” dos filhotes, ou seja, a instalagdo de caracteristicas
tipicas de macho. Nos mamiferos, o periodo perinatal € um momento de intenso
crescimento e diferenciagdo do sistema reprodutor e também de outros 6rgéos, como a
hipéfise e o hipotadlamo, que regulam o desenvolvimento e a fungdo dos orgdos
reprodutores masculinos. A exposi¢cao aos desreguladores endocrinos durante esse
periodo critico pode afetar a proliferacdo celular e alterar a citodiferenciacao,
morfogénese, responsividade hormonal, expressdao génica e fungdo dos oOrgaos
reprodutores masculinos [11].

A idade da descida testicular ao escroto e a separagao prepucial sdo indicativas

do inicio da puberdade e dependentes da secre¢do de androgenos [62, 63]. A exposigdo
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in utero e lactacional ao fenvalerato nio provocou diferencas nas idades em que esses
sinais fisicos extemos do desenvolvimento sexual aconteceram, concordando com as
concentragbes normais de testosterona. Resultados semelhantes foram registrados por
Andrade et al. [53] em ratos expostos, em condicdes parecidas, a deltametrina.

A exposicéo in utero e lactacional ao fenvalerato ndo alterou a fertilidade dos ratos
adultos. Esses resultados devem estar relacionados com a auséncia de efeitos sobre a
producéo espermatica e a morfologia dos espermatozéides.

Concluiu-se que o fenvalerato, diluido em éleo de milho, na dose de 40 mg/kg,
administrado para ratas do 12°. dia de prenhez até o final da lactagdo, foi transferido pela
placenta e pelo leite materno, provocando efeitos tardios no desenvolvimento reprodutivo
da prole masculina. O fenvalerato foi téxico para o testiculo, e pode ter interferido com o
desenvolvimento inicial deste orgéo, provocando diminuicdo da producdo de
espermatozéides na puberdade $ém, no entanto, interferir com a eficiéncia do processo
espermatogénico. Na idade adulta houve aumento significativo do peso da vesicula seminal
com secregao e do nimero de ejaculagbes, devido a possiveis alteragées neuroenddcrinas
provocadas pela exposigdo ao fenvalerato durante o periodo critico do desenvolvimento
reprodutivo. Estudos adicionais precisam ser realizados para se elucidar 0S mecanismos
pelos quais o fenvalerato exerce a sua acao téxica sobre o testiculo e os seus efeitos

tardios sobre o desenvolvimento reprodutivo de ratos.
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Tabela 3. Producido espermatica diaria (absoluta e relativa), numero de espermatozdides

no testiculo e epididimo e tempo de transito dos espermatozoides no epididimo, de ratos

aos 60 dias (puberdade) e 90 dias de idade (maturidade sexual), controles e tratados com

fenvelerato in utero e durante a lactacao.

60 dias (n=10)

90 dias (n=10)

Controle Tratado Controle Tratado

Testiculo

Produgao espermatica diaria

(X 105) Resticulo 28,64 +0,55 24,22 +0,65™ 38,96 +1,02 38,12+ 0,99

Produgéo espermética diaria

(X 106) /g testiculo 19,03+ 0,45 18,39 £ 0,61 25,49, + 0,50 27,90+125

Numero de espermatozéides

(X 10 testiculo 174,74 £337 147,77 + 3,96 237,65+6,20 22872 +6,71
Cabega/corpo do epididimo

Namero de espermatozéides

(X 10% 53,78 +4,67 38,67 + 2 46* 109,96 + 6,69 102,91 +9,89

Ndmero de espermatozéides

(X10°%g 341,00+£21,55 278,63 + 18,50*
Trénsito espermético (dias)

1,8+0,19 1,62+0,14
Cauda do epididimo
Numero de espermatozéides
(X 10%) 32,33+2,73 24,73 +2,46
NlUmero de espermatozéides
(X 10%/7g 419,75+31,05 358,00 +32,23
Transito espermético (dias)
1,14 + 0,09 1,02 + 0,09

503,81 + 26,54 480,83 + 42,66

2,86 +0,21 2,72+0,28

214,07 £ 14,91 208,70 + 20,67

1112,0 + 27,02 1142,5 + 133,14

5,60 +0,36 5,46 +0,50

Valores expressos pela média + EPM. * p <0,05, ** p < 0,01, Teste “t” de Student.
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Tabela 4. Comportamento sexual em ratos machos aos 100 dias de idade, controles e

expostos ao fenvelerato in utero e durante a lactacao.

CONTROLE TRATADO
135,90 + 35,74 80,20+ 9,6
Laténcia da 1* monta - 0
(10/10) (10/10)
L des L 121,90 + 32,68 171,90 + 35,93
Laténcia da 1° intromissao
(10/10) (10/10)
. i L 34,30 + 6,11 23,40+ 2,70
Numero de intromissoes
(10/10) (10/10)
i s _ 1155,75 £ 130,26 898,55 + 113,24
Laténcia da 1° ejaculacao
(8/10) (9/10)
i i . . 1376,14 £ 117,15 1168,55 + 114,54
12 intromissao pos-ejaculacio
(7/10) (9/10)
Laténcia da 1° intromissdo 308,71 + 13,16 270,00 + 11,36*
pos-ejaculacgdo (7/110) (9/10)
Nuamero de intromissoes pos- 18,43 + 3,82 14,56 + 1,65
ejaculagio (7/10) (9/10)
1,63 +0,32 2,89 +£0,35*
Numero de ejaculagoes
(8/10) (9/10)

Os valores estdo expressos em média + EPM. *p < 0,05, Teste "t" de Student. Os
tempos de laténcia estdo expressos em segundos. Os numeros entre parénteses

indicam a relagcdo entre o numero de ratos que apresentaram o comportamento e o
numero total de ratos.
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Tabela 5. Testes de fertilidade realizados com ratos machos adultos (100 dias) controles e

expostos ao fenvelerato in utero e durante a lactagdo.

CONTROLE TRATADO

(n=10) (n=10)
Peso final da rata (g) 325,15 + 5,01 334,64 +7,28
Peso do dtero com fetos (g) 52,69 + 2 87 57,59 + 2,21
Nimero de corpos lateos 12,40 + 0,40 12,70 + 0,34
Numero de implantes 11,50 + 0,54 12,30 + 0,37
Numero de reabsorgdes 1,33+0,33 1,33+£0,21
Numero de fetos vivos 10,8 + 0,61 11,60 + 0,43
Peso dos fetos (g) 2,82 +0,01 2,86 £+0,04
*Razio sexual (%) 77,38 50,00
* Potencial de fertilidade (%) 88,69 92,31
*Perdas pré-implantagio (%) 11,31 7,69
*Perdas pés-implantagio (%) 10,00 9,10

Os valores estdo expressos em média + EPM. Teste “” de Student (p>0,05). *Teste de

Mann-Whitney, valores expressos em mediana.
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Legendas

Figura 1. Concentracdes de testosterona plasmatica em ratos com 40, 60 e 90 dias de
idade, pertencentes aos grupos controle (n=10 por idade) e tratado (n=10 por idade),
Cujas maes foram expostas ao fenvalerato do 12° dia de prenhez até o final da lactacio.

Valores expressos como média +EPM. p > 0,05, Teste " de Student.

Figura 2. Fotomicrografias ilustrativas de cortes transversais de tlbulos seminiferos de
ratos. A: 40 dias de idade (pré-puberdade), onde se observa a: epitélio germinativo em
fase de maturacao apresentando espermatides jovens de nucleo arredondado; B: 60 dias
de idade (puberdade) onde se observa b: epitélio germinativo com espermatides maduras
em meédia quantidade; C: 90 dias de idade (maturidade sexual) onde se observa c:
epitélio germinativo com espermatides maduras em espermiacdo. Aumento 200X,

coloragdo H.E.

Figura 3. Fotomicrografias ilustrativas de cortes longitudinais da regido da cauda do
epididimo de ratos. A: (200X) 40 dias de idade (pré-puberdade) onde se observa a: ducto
epididimario sem células germinativas; B: (200X) 60 dias de idade (puberdade) onde se
observa b: ducto epididimario com espermatozéides na luz; C: (100X) 90 dias de idade
(maturidade sexual) onde se observa c¢: ducto epididimario com grande quantidade de

espermatozdides. Coloragdo H.E.
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Conclusées Finais

Concluiu-se que o fenvalerato, diluido em 6leo de milho, na dose de 40 mg/Kg,
administrado para ratas do 12°. dia de prenhez até o final da lactag&o, foi transferido pela
placenta e pelo leite matemo, provocando efeitos tardios no desenvolvimento reprodutivo
da prole masculina. O fenvalerato foi toxico para o testiculo e pode ter interferido com o
desenvolvimento inicial deste o6rgdo, provocando diminuicdo da produgéo de
espermatozoides na puberdade sem, no entanto, interferir com a eficiéncia do processo
espermatogénico. Na idade adulta houve aumento significativo do peso da vesicula seminal
e do nimero de ejaculagdes, que podem ter sido conseqiiéncias de uma interferéncia do
fenvalerato com mecanismos neuroendécrinos na fase de maior sensibilidade do

desenvolvimento do sistema reprodutor masculino.
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