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RESUMO

O adipato de di-(2-etil-hexila) — DEHA tem substituido os ftalatos como
plastificante em filmes de policloreto de vinila (PVC) usados para embalagem de
alimentos, principalmente porque alguns ftalatos induzem toxicidade testicular e
efeitos antiandrogénicos. A toxicidade reprodutiva do DEHA foi estudada em
camundongos machos Swiss Webster expostos in utero e durante a lactacao.
Fémeas gravidas foram tratadas com doses de 0, 200, 400 e 800 mg DEHA/kg
p.c./dia, através de entubacg&o géstrica do 6° dia de gravidez ao 21° dia pds-natal.
Foram avaliados dados de toxicidade materna e de desenvolvimento geral e
sexual dos descendentes. Os descendentes machos foram avaliados na
puberdade e na idade adulta quanto ao peso de érgdos sexuais, sendo que, para
os adultos sexualmente maduros, ainda foram registrados producao espermatica
diaria, numero de espermatozodides na cauda do epididimo, tempo de transito
espermatico, porcentagem de alteracdes morfolégicas nos espermatozoides e
niveis plasmaticos de testosterona. Na idade adulta também foi realizado o teste
de fertiidade em animais de ambos os sexos. No presente estudo, o DEHA
induziu toxicidade peri- e pos-natal a partir da dose de 400 mg de DEHA/kg
p.c./dia. Observou-se ainda que o tamanho médio da ninhada diferiu entre os
grupos ao desmame — mas nao ao nascimento — sugerindo que a prole foi mais
vulneravel aos efeitos do DEHA durante a lactacdo do que durante a gestacéo.
Em animais sexualmente maduros, previamente expostos in utero e durante
lactagdo, o tratamento com o DEHA, diminuiu o peso absoluto e relativo da
vesicula seminal a partir da dose de 400 mg/kg p.c./dia. Também foi associada ao
tratamento com o DEHA uma reducdo na concentragdo média de
espermatozoides na cauda do epididimo (a partir de 400 mg/kg p.c./dia) e no
tempo de transito espermatico (a partir de 200 mg/kg p.c./dia). Os resultados
indicam que, em camundongos, a exposi¢cdo in utero e durante a lactacdo ao
DEHA pode induzir toxicidade no desenvolvimento e alteragbes em parametros
especificos do sistema reprodutivo masculino, em niveis de dose, em que ndo se

observa toxicidade materna evidente.



ABSTRACT

Di(2-ethylhexyl) adipate (DEHA) has replaced the phthalates in thin plasticized
(PVC) polyvinyl chloride films used for food packaging, mainly because some
phthalates induce testis toxicity and antiandrogenic effects. The reproductive
toxicity of the DEHA was studied in Swiss Webster male mice exposed in uterus
and during the lactation period. The pregnant dams were treated by oral gavage
with doses of 0, 200, 400 e 800 mg DEHA/kg b. wt./day from the day 6" of
pregnancy to the 21% postnatal. Maternal and reproductive general outcome data
and sexual development landmarks were assessed. At puberty and adulthood,
male offspring had the sexual organs weights evaluated. Furthermore, sexually
mature male mice (adulthood) were assessed to daily sperm production, sperm
counts (epididymis’s tail), sperm transit time, sperm morphology and testosterone
levels. At adulthood the fertility was also assessed in animals of both sexes. In the
present study, DEHA induced peri- and postnatal toxicity at doses up to 400 mg of
DEHA/kg b. wt./day. It was still observed that the medium size of the litter differed
between the groups to the wean, but not to the birth, suggesting that the offspring
was more vulnerable to the effects of DEHA during the lactation period than during
the pregnancy. In sexually mature animals, the treatment with DEHA reduced the
absolute and relative weights of the seminal vesicle (up to the 400 mg/kg b.
wt./day). A reduction of the concentration of spermatozoa in the epididymis’s tail
(up to 400 mg/kg b. wt./day) and of the sperm transit time (up to 200 mg/kg b.
wt./day) was also associated to DEHA exposure. The results indicate that in utero
and lactational exposure to DEHA can induce toxicity in the development and
alterations in specific parameters of the masculine reproductive system of mice, at

dose levels, at which evident maternal toxicity is not observed.



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS

ad libitum — avontade

ANOVA — Analise de variancia (estatistica)

apud — do latim “junto a”, fonte de uma citacéo direta

BBP — Ftalato de butilbenzila

ca. — cercade

°C — graus Celcius

CAS — Chemistral Abstract Services

CECAL —  Centro de Criacdo de Animais de Laboratério - Fiocruz
CYP — Citocromo P450

DBP — Ftalato de dibutila

DEHA — Adipato de di-(2-etil-hexila)

DEHP — Ftalato de di-(2-etil-hexila)

DHT — Diidrotestosterona

DINP — Ftalato de di-isononila

DLso — Dose letal 50%

EDSTAC — Endocrine Disruptors Screening and Testing Advisory Committee
EEC — Comunidade Econdbmica Européia

e.g. —  por exemplo (exempli gratia)

EH —  Etil hexanol

et al — e colaboradores

EU — Unido Européia

FDA — Agéncia de Drogas e Alimentos dos Estados Unidos
FSH — Horménio Foliculo Estimulante

g — grama

GnRH — Hormobnio Liberador de Gonadotrofinas



Xi

HSDB — Hazardous Substances Data Bank

IARC — Instituto Internacional para Pesquisa em Cancer
ICH — Conferéncia Internacional de Harmonizacgéo
IDA — Ingestéo Diéaria Aceitavel

IDT — Ingestéo Diéria Toleravel

ie. — isto é (“id est”)

I.p. — intraperitoneal

IRIS — Sistema Integrado de Informacao de Risco

kg — quilograma

LH — Hormonio Luteinizante

Ltda — limitada

mg — miligrama

min — minuto

mL —  mililitro

mm —  milimetro

ng — nanograma

n° — numero

NOAEL — Nivel de dose onde néo se observa efeito adverso
NOEL — Nivel de dose onde néo se observa efeito
OECD — Organizacéao para Cooperacdo Econdémica e Desenvolvimento
p — nivel de significancia estatistica

p.cC. —  peso corporeo

PN —  poOs-natal

ppm — parte por milhdo

PVC — Policloreto de vinila

S.C. — subcutanea



™

US EPA

WHO

Testosterona
marca registrada
microlitro

Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos

Organizacao Mundial de Saude

Xii



FIGURA 01

FIGURA 02

FIGURA 03

FIGURA 04

FIGURA 05

FIGURA 06

FIGURA 07

FIGURA 08

FIGURA 09

FIGURA 10

FIGURA 11

FIGURA 12

FIGURA 13

Xiii

LISTA DE FIGURAS

REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DO
TESTICULO ..o ettt ettt 02

REPRESENTACAO ESQUEMATIVA DA ESPERMATOGENESE
EM UM CORTE TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO........... 06

BIOSSINTESE DE TESTOSTERONA E OUTROS ESTEROIDES..... 08

EIXO HIPOTALAMO — HIPOFISE — TESTICULOS......cooooeeeeeeeee, 10
POSSIVEIS FONTES DE EXPOSICAO AO DEHA ......c.coeevveeee, 27
ESTRUTURA QUIMICA E METABOLISMO DO DEHP E DEHA ....... 29

UTERO ANTES E DEPOIS DE TRATADO PELO METODO DE

SALEWISK .o ettt 39
FOTOS DA CESAREANA ..ot ettt 41
REPRESENTACAO ESQUEMATIVA DO PROCESSO DE

CONTAGEM DO NUMERO DE CELULAS: ESPERMATIDES NO
TESTICULO E ESPERMATOZOIDES NA CAUDA DO

EPIDIDIMO ... ettt e et e e e e et e e e e e e e neeseaeeene e 43
REPRESENTACAO ESQUEMATIVA DA MORFOLOGIA NORMAL

DE UM ESPERMATOZOIDE DE CAMUNDONGO ......oooooveeeeeieinann, 45
EFEITO DO DEHA SOBRE O GANHO DE PESO CORPORAL
MATERNO DURANTE A GESTACAO.......cciiiieeceeeeee e 52
EFEITO DO DEHA SOBRE O GANHO DE PESO CORPORAL
MATERNO DURANTE A LACTACAO. ......ccooeieeeeeeeeceeeeeee e 53

EFEITO DO DEHA SOBRE O GANHO DE PESO CORPORAL DOS
DESCENDENTES DURANTE A LACTACAO ....c.cooceeveveeeeeeeeee



TABELA 01

TABELA 02

TABELA 03

TABELA 04

TABELA 05

TABELA 06

TABELA 07

TABELA 08

Xiv

LISTA DE TABELAS

DADOS DA GRAVIDEZ E DE DESENVOLVIMENTO GERAL DA
PROGENIE .. .o ettt et 51

PESOS ABSOLUTO E RELATIVO DOS ORGAOS DAS
PROGENITORAS ... 54

EFEITO DA EXPOSICAO IN UTERO E DURANTE A LACTAGAO
AO DEHA SOBRE PARAMETROS DE DESENVOLVIMENTO POS-
NATAL DE FEMEAS E MACHOS ........cccoooiiiiiiiiiiiicsecinie e, 56

PESOS ABSOLUTO E RELATIVO DE ORGAOS DE

DESCENDENTES MACHOS EXPOSTOS IN UTERO E DURANTE

A LACTACAO — AVALIADOS NA PUBERDADE E NA IDADE

AD UL T A L e s 57

VARIAVEIS REPRODUTIVAS DE DESCENDENTES MACHOS
EXPOSTOS IN UTERO E DURANTE A LACTACAO — AVALIADOS
NA PUBERDADE E NA IDADE ADULTA ..o 59

AVALIACAO DA FERTILIDADE DE DESCENDENTES MACHOS

EXPOSTOS IN UTERO E DURANTE A LACTACAO AO

AVALIACAO DA FERTILIDADE DE DESCENDENTES FEMEAS
EXPOSTAS IN UTERO E DURANTE A LACTAGAO AO

NIVEIS ESTIMADOS DA EXPOSICAO DIARIA DE LACTENTES
AODEHP ...



QUADRO 01

QUADRO 02

QUADRO 03

QUADRO 04

QUADRO 05

XV

LISTA DE QUADROS

TIPOS DE EFEITOS ADVERSOS A SEREM VERIFICADOS NOS
ESTUDOS DE TOXICIDADE REPRODUTIVA ... 19

RESUMO DAS DIRETRIZES REGULATORIAS PARA AVALIACAO
IN VIVO DA TOXICIDADE RELACIONADA COM O

DESENVOLVIMENTO ..ottt eeia e, 23
INFORMACAO QUIMICA DO DEHA ......cooiieiieeee e, 24
PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO DEHA .......coveeiveeeee. 24

DESCRICAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS .......ccccoveveeieicrene, 37



XVi

SUMARIO
RESUMO ...ttt ettt et e e e e e ettt et e e e e e e s e bbbt et e e e e e e e e e e nanbeeeeeeeeas viii
FAN S I 2 ¥ A O PP PRPRPR iX
LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS ..ot X
LISTADE FIGURAS ...ttt e e e e e e e e eaaas Xili
LISTADE TABELAS ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e s aeeeeeeeeeaas Xiv
LISTA DE QUADROS ..ottt a e e e e e e st e e e e e e e e e nnnneees XV
1. INRODUGAO ..ottt ettt te et te et e s ae et e teeteneanens 01
1.1 SISTEMA REPRODUTIVO MASCULINO ..o 01
1.1.1 Anatomia funcional ..........cccccvvviiiiiiiii 01
1.1.2 ESPEIrMAtOgENESE ... e e eeeeeeeeiiiie e e e e ettt e e e e e e e e e eeeas 03

1.1.3 Sintese de horménios androgénicos e regulacao
hormonal dos testiculos ..., 07

1.1.4 Esterdides gonadais e a diferenciacao sexual

MASCUlING ........ooiiiiiiii 11

1.2 DESREGULADORES ENDOCRINOS ......oooviiiiiieeeeee e, 13

1.3 TESTES EM TOXICOLOGIA REPRODUTIVA ... 18
LAADEHA .. et a e e e e rr e e e e e e aann 24

1.4.1 InfOrmacaon qUIMICA ......oiveeeeiieeeiiiice e e e e e e 24

1.4.2 Propriedades fiSiCO-qUIMICAS ........covvvveiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee 24

1.4.3 ProdUGEO € USOS .....cceviiiiiiiiiiiiiiieiiieeee ettt 25

1.4.4 EXPOSICAO NUMANA ....evuiiieeiiiieeiiiiee e 25

1.4.5 Toxicidade geral .........cccceeeiiiieiiiiiiiie e 27

1.4.6 CarcinOgeniCidade .........cooeeeiiiiiiiiiiii e 28

1.4.7 Toxicidade reprodutiva e do desenvolvimento ....................... 29

1.4.8 ASpPectos regulatOrios .........coeeeevveeeuiiiiiiiie e e e e e 33

2. OBUIETIVOS ...ttt ettt et e e e e e e ettt e e e e e e e e s bbbt e e e e e e e e e e nnnnneees 35
2.1 OBIETIVO GERAL ..ot e 35

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS ....cooiiiiiiiiiiiieieieiee et 35

3. MATERIAIS E METODOS ..ottt ettt e eae e 36
B LANIMALS e e e e et a e e e e e e 36

3.2 ACASALAMENTOS ..o 36

3.3 DOSES E TRATAMENTO ...oitiiiiiiiiiiiiiee e 37



3.4 ACOMPANHAMENTO PRE- E PERI-NATAL ....ooeoviiieeeeeeeeeeeee e,
3.5 ACOMPANHAMENTO POS-NATAL ©..oovviieiiiie e
3.6 DETERMINAQAO DO PESO ABSOLUTO E RELATIVO DE
ORGAODS ...ttt ettt a ettt ettt
3.7 TESTE DE FERTILIDADE ......outtiiiiiiiieee it
3.8 MACHOS NA IDADE ADULTA ..o
3.8.1 Producao espermatica diaria, contagem de
espermatozoides e tempo de transito espermatico ................
3.8.2 Anélise morfolégica de espermatozéides .............cceevvvvvvvnnnnnn.
3.8.3 Niveis plasmaticos de testosterona ..............cceceevvvvviiiiieeeeennn.
3.9 ANALISE ESTATISTICA ...ooviiiiicie ettt
4. RESULTADOS ....oiiiiiiiiiiiee ettt e e e ettt e e e e e e s s sttt e e e e e e e e s snnnsnaneneeeeeeeennnnns
4.1 DADOS DA GRAVIDEZ E DESENVOLVIMENTO GERAL DA
PROGENIE ..ottt ettt
4.2 AVALIAQAO REPRODUTIVA DOS DESCENDENTES MACHOS ..........
4.2.1 Peso absoluto e relativo de 0rgaos sexuais ...........cccceevvvvnnnnn.
4.2.2 Producéo espermatica diaria, contagem de
espermatozoides e tempo de transito espermatico ................
4.2.3 Morfologia @SPermatiCa ............uuvuurrrmmmmmiiiiiiiiiniiiiiiieenennnnnnnnnnnn
4.2.4 Niveis plasmaticos de testosterona ...........ccceevvvvvvveiieeeeeeeennnns
4.3 TESTE DE FERTILIDADE ......outtiiiiiiiieea it
5. DISCUSSAD ...ttt et e st e s et ne e
5.1 TOXICIDADE MATERNA E EFEITOS PRE-NATAIS .....cocoiviiiiiieeee
5.2 DESENVOLVIMENTO GERAL DA PROGENIE ......ccocoveeveieeieeeeeeeeee,
5.3 AVALIACAO REPRODUTIVA DOS DESCENDENTES MACHOS...........
5.3.1 Peso absoluto e relativo de 0rgaos sexuais ............cccceeeeenn..
5.3.2 Producao espermatica diaria, contagem de
espermatozoides e tempo de transito espermatico ................
5.3.3 Morfologia @SpPermatiCa ..........cceeeeeeeiieeeeiiiiiiee e
5.3.4 Niveis plasmaticos de testosterona ..............cccceeevvvvvviiieeeeennn.
5.4 TESTE DE FERTILIDADE .....ouoiiiiiiie et e e
B. CONCLUSAOD ..ottt ettt ettt ettt en e e enens
7. REFERENCIAS ..ottt ettt e et e



1 INTRODUCAO
1.1 SISTEMA REPRODUTIVO MASCULINO
1.1.1 ANATOMIA FUNCIONAL

O sistema reprodutivo masculino € formado por érgdos que atuam em
conjunto para produzir espermatozéides e libera-los de forma viavel no sistema
reprodutivo da fémea. Este esforco conjunto envolve tanto o sistema
neuroendocrino (hipotalamo e hipdfise) quanto o genital (testiculos, epididimos,

ductos genitais intra e extratesticulares, glandulas sexuais acessorias e pénis).

Os testiculos tém duas funcdes: espermatogénese, a formacdo dos

gametas masculinos e secrecdo do hormoénio sexual masculino, testosterona.

Na maioria das espécies, os testiculos sdo formados na cavidade
abdominal e depois descem para o escroto (saco cutaneo modificado) onde ficam
suspensos e mantidos a alguns graus abaixo da temperatura corporal para
producdo eficiente de espermatozoéides. Os testiculos sdo formados por células
intersticiais, vasos sanguineos e tubulos seminiferos. Cada testiculo € revestido
por uma capsula de tecido conjuntivo chamada tunica albuginea. A maior parte do
volume do testiculo € constituida pelos tubulos seminiferos formados por canais
enovelados onde ocorre a espermatogénese (figura 1). Ainda nos tubulos
seminiferos, localizam-se as células de Sertoli, que se estendem desde a
membrana basal até a luz do tdbulo, sendo responsaveis pela nutricdo e
sustentacdo das células germinativas deslocando-as na sua migracdo dentro do
epitélio. As células de Sertoli estdo aderidas entre si por fortes juncdes de ocluséo
(barreira hemato-testicular) que impedem a passagem de muitas substancias do
sangue ou do intersticio para o compartimento luminal. Esta barreira protege os
espermatozoides principalmente de anticorpos e do ataque de linfocitos T (os
espermatozoides apresentam na sua superficie varios antigenos estranhos ao
sistema imunoldgico do corpo). No outro compartimento funcional do testiculo — o
tecido intersticial — estdo presentes as células de Leydig responsaveis pela
producédo da testosterona (GUYTON, 2006; QUINTAS, 2002; KAPIT, 2004).



FIGURA 1 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DO
TESTICULO
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FONTE: Internet — busca por imagens (www.google.com) Acesso: janeiro, 2007
(Adaptado)

A producdo da testosterona é fundamental para o desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias e para a manutencdo da espermatogénese.
Os espermatozoides imaturos se movem para o epididimo por intermédio da rede
testicular, uma rede de condutos anastomosados. O transporte é ajudado por um
fluido produzido pelas células de Sertoli. Os ductos eferentes conectam a rede
testicular ao epididimo, situado na base posterior do testiculo. O epididimo é um
ducto Unico, altamente enovelado, subdividido anatomicamente em trés partes
(cabeca, corpo e cauda). No epididimo ocorrem a maturacdo (capacidade de
fertilizar o 6vulo) e o armazenamento dos espermatozoides. A testosterona, e
proteinas especiais — secretadas pelas células da parede do epididimo —
estimulam a maturacdo dos espermatozoides. Na cabeca — onde penetram os
ductos eferentes — os espermatozdides adquirem motilidade. No corpo, adquirem
habilidade de fertilizacdo. Na cauda, parte inferior, menor, é onde os

espermatozoides funcionalmente maduros ficam armazenados. Ao final da cauda



3
do epididimo, o ducto aumenta de diametro para formar o ducto deferente. Esse
passa pelas glandulas sexuais acessorias, cujas secre¢cdes compdem o0 sémen,
acrescentando volume, nutrientes, tampfes e ions (QUINTAS, 2002). A
contribuicdo de cada glandula varia com a espécie e é responsavel pela variacao
do volume e na caracteristica do ejaculado. Existe consideravel variacao entre as
espécies em relagdo ao numero de glandulas acessorias, sendo que a préstata
a Unica presente em todos os mamiferos. As secre¢des da prostata e da vesicula
seminal constituem boa parte do liquido seminal. As vesiculas seminais séo
revestidas por um epitélio secretor que secreta uma substancia mucodide,
contendo grande quantidade de frutose e outros nutrientes, bem como grandes
quantidades de prostaglandinas e fibrinogénio. Durante o processo de ejaculacao,
a vesicula seminal esvazia seu conteudo no duto ejaculador, logo apdés o
esvaziamento do esperma pelo canal deferente. A glandula prostéatica secreta um
liquido fino e leitoso capaz de tamponar o sémem formado aumentando
grandemente a motilidade e a fertilidade do espermatozéide (infértil em pH acido)
em meio as secrecdes vaginais da mulher (pH de 3,5 a 4), garantindo o sucesso
na fertilizacdo do oOvulo. A préstata, aléem do papel secretor de material para a
formacdo do sémem, é também o local de transformacdo da testosterona em
diidrotestosterona. A unido do ducto deferente com o ducto da vesicula seminal
forma o ducto ejaculatorio que conduz o sémem a uretra (QUINTAS, 2002;
SILVERTHORN, 2003; GUYTON, 2006).

1.1.2 ESPERMATOGENESE

A espermatogénese ocorre em todos os tubulos seminiferos através de um
processo complexo e dinamico envolvendo a replicacdo de células germinativas e
uma série de mudancas morfo-bioquimicas. Ocorre durante a vida sexual ativa,
como resultado da estimulacdo pelos hormdnios gonadotropicos da glandula
hipofise anterior (FSH e LH), comecando na puberdade e continuando pela maior
parte do restante da vida, mas reduzindo acentuadamente na velhice. Os mais
importantes eventos na espermatogénese sao. a renovacdo de células
germinativas por mitose; a reducdo do nimero de cromossomos por meiose, e a

transformacdo de uma célula convencional em uma complexa estrutura motil
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(espermatozdide). Assim, espermatogénese pode ser dividida em trés fases:
espermatocitogénese, meiose e espermiogénese. Cada uma delas envolvendo
uma classe de células germinativas. Na primeira fase (espermatocitogénese), as
espermatogonias primordiais indiferenciadas (tipo A) se dividem por mitoses
sucessivas dando origem a dois diferentes tipos celulares. Um tipo mantém a
populacdo de espermatogodnias indiferenciadas (tipo A) para a manutencao de
uma populacéo constante de células primordiais. Parte destas células, no entanto,
transforma-se em espermatogdénias do tipo B que originam os espermatocitos
primarios (diploides — 2n). Na segunda fase (meiose) os espermatécitos sofrem
entdo divisdo meidtica (reducional = meiose 1) dando origem ao espermatécito
secundario, com metade do numero de cromossomos (haploides-n). Os
espermatécitos secundarios passam pela segunda divisdo meiética (equacional =
meiose ) para separacdo das cromatides, formando espermatides que ainda
conservam caracteristica epiteliédes (arredondadas). Durante a espermiogénese,
as espermatides passam por um processo de diferenciagcdo que envolve uma
extensiva reorganizacado nuclear e citoplasmatica de forma que as caracteristicas
comuns de células epiteliais sdo perdidas progressivamente. As espermatides
tornam-se alongadas, condensam o ndcleo, desenvolvem cauda e uma estrutura
contendo enzimas importantes para a penetracao no oocito, chamada acrossoma,
diferenciando-se completamente em espermatozéides. Para que este processo
ocorra adequadamente € necessario que as espermatides unam-se as células de
Sertoli. Estas células de sustentacdo exibem uma relacdo especifica com as
esperméatides, proporcionando nutricdo, hormdénios e enzimas necessérias as
alteracdes. As células de Sertoli desempenham outro papel importante na
espermatogénese, por meio do engolfamento e da digestdo dos fragmentos
remanescentes do citoplasma e restos celulares que sobram da transformacao
das espermatides em espermatozbides. A seqiéncia de eventos na
espermatogénese é refletida em arranjos de células germinativas organizadas em
camadas, interconectadas por pontes citoplasmaticas que Ihes permitem se dividir
em sincronia, onde as células mais diferenciadas estdo mais proximas do l[imem
dos tubulos seminiferos (QUINTAS, 2002; ALBERTS, 2004; GUYTON, 2006). Em
consequéncia disso, cortes transversais dos testiculos mostram tubulos com
diferentes geracdes de células germinativas representando estagios especificos
do seu desenvolvimento (AMANN, 1982). A figura 2 mostra esquematicamente a

sequéncia de eventos e as células formadas durante a espermatogénese no
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tubulo seminifero. O tempo necessario para um ciclo completo espermatogenético
varia com a espécie. No camundongo, a duragdo é de 34,5 dias; e no homem é
de aproximadamente 64 dias (JOHNSON et al., 1992; SOHARA et al., 2007).

Apos a formacdo nos tubulos seminiferos, os espermatozoides passam
para o epididimo onde adquirem capacidade de movimentar-se e de fertilizacao
(QUINTAS, 2002).
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FIGURA 2 — REPRESENTACAO ESQUEMATIVA DA ESPERMATOGENESE EM
UM CORTE TRANSVERSAL DE TUBULO SEMINIFERO
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1.1.3 SINTESE DE HORMONIOS ANDROGENICOS E REGULACAO
HORMONAL DOS TESTICULOS

Os testiculos atuam como Orgaos endocrinos para produzir os esterdides
sexuais (esteroidogénese). A testosterona é o principal hormdnio, embora estas
gonadas secretem outros hormdnios com menor atividade androgénica como
androstenediona, desidroepiandrosterona e androstenodiol. As células intersticiais
de Leydig utilizam o colesterol como precursor dos hormoénios esterdides. Elas
podem obter o colesterol a partir da mobilizagdo de reservas intracelulares
(ésteres de colesterol), da captacdo do colesterol circulante mediado por
receptores de lipoproteinas plasmaticas ou sintetizar colesterol no interior da
célula a partir do acetato (ALBERTS, 2004). Duas familias de enzimas estao
envolvidas na sintese desses horménios: enzimas hidroxilases da familia do
citocromo P450 (CYP); e as enzimas esteroide-desidrogenases. (NEUBERT,
1997). A primeira etapa na sintese de horménios esteroides envolve a clivagem
da cadeia lateral do colesterol para formar a pregnenolona nas cristas
mitocondriais. A mobilizacdo do colesterol para a membrana interna da
mitocOndria é a etapa limitante na sintese dos esterdides e envolve a proteina de
regulacdo aguda da esteroidogénese (StAR) (MILLER, 2007). A pregnenolona &
convertida em progesterona que, sob a acao de enzimas especificas, € convertida
em testosterona no reticulo endoplasmatico liso. O estradiol e a estrona sao
formados pela aromatizacdo da testosterona e androstenodiona, respectivamente.
Uma pequena porcentagem da testosterona € convertida em metabdlitos
biologicamente ativos, em determinados tecidos; entretanto, a maioria €
convertida em metabdlitos inativos, excretados pelos rins e vias biliares. A
testosterona é convertida, pela 5-alfa-redutase, em diidrotestosterona na prostata,
mais efetivamente, e em menor extensdo na pele e no figado. A
diidrotestosterona € um andrégeno mais potente que a testosterona, que por
aromatizacdo, é também convertida em estradiol em menor propor¢gdo. No
cérebro, a aromatizacao da testosterona em estradiol tem um importante efeito na
regulacdo da secrecdo de gonadotrofina e na funcdo sexual e, nos demais
tecidos, a importancia da aromatizacdo, na mediacdo do efeito da testosterona,
ainda nao esta claro (VELDHUIS et al., 1988; GUYTON, 2006).
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A figura 3 mostra o esquema de biossintese da testosteroa e de outros

esterdides, bem como, as enzimas chaves envolvidas em cada etapa.

FIGURA 3 — BIOSSINTESE DE TESTOSTERONA E OUTROS ESTEROIDES
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Fonte: NEUBERT, 1997 (Adaptado)

O sistema neuroenddcrino constitui a base do controle do sistema
reprodutivo, que requer ajustada orquestracdo do eixo hipotalamo-hipofise-
gbnadas para seu adequado funcionamento. O hipotalamo, importante centro
neuroenddcrino que ocupa uma pequena parte do cérebro, sintetiza e secreta o

horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH). Liberado de forma pulsétil através
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do sistema porta hipotalamo-hipofisario, atua diretamente sobre a hipdfise anterior
estimulando a liberacdo do horménio foliculo estimulante (FSH) e do hormdnio
luteinizante (LH). Estes hormonios glicoproteicos gonadotrofinicos atuam sobre os
testiculos para estimular a espermatogénese e a secrecdo de androgenos. O LH
controla a liberacéo de testosterona pelas células de Leydig e o FSH age sobre as
células de Sertoli, a fim de controlar a espermatogénese. As a¢bes do LH e FSH
ocorrem através dos seguintes eventos: 1) ligagdo com o0s receptores na
membrana plasmatica; 2) ativacdo das proteinas G de membrana; 3) ativacdo da
adenililciclase da membrana; 4) formacdo de AMP ciclico, o qual manifesta os
efeitos biolégicos do LH e FSH sobre as células-alvo (GUYTON, 2006).

As secrecdes dos horménios hipotalamicos, hipofisarios e gonadais
obedecem a respostas sincronizadas de estimulo e inibicdo. Os niveis
plasmaticos estaveis da testosterona, em machos adultos, sdo alcancados pelo
efeito de retroalimentagdo negativa da testosterona sobre o hipotalamo e sobre a
hipdfise anterior. Uma diminuicdo no nivel de testosterona estimula o hipotalamo
a liberar mais GnRH, o qual estimula a hipéfise anterior a liberar LH para o
sangue. O LH estimula as células de Leydig a aumentar a liberacdo de
testosterona aumentando o substrato para sua formacdo e regulando o fluxo
sanglineo testicular. Se 0s niveis de testosterona aumentarem acima do ponto
normal de regulacdo, o mesmo mecanismo de retroalimentacdo diminuira os
niveis de GnRH e de LH e retornara o nivel de testosterona ao normal. A
testosterona inibe preferencialmente a secrecdo de LH, mas também exerce
retroalimentacdo negativa sobre o hipotadlamo, inibindo a secrecdo de GnRH
(figura 4). As mudancas nos niveis de testosterona alteram a frequéncia e a
intensidade dos pulsos de liberacdo do GnRH (GUYTON, 2006; SILVERTHORN,
2003).

A formacao dos espermatozoéides nos testiculos é regulada principalmente
pela gonadotrofina FSH. O FSH exerce agdes tropicas e troficas sobre as células
de Sertoli, estimulando varias funcbes — principalmente dar sustentacdo a
espermatogénese e a secrecdo da proteina de ligacdo com androgeno (ABP). A
ABP favorece o acumulo de andrégenos nos compartimentos testiculares, uma
vez que a manutencdo da espermatogénese requer altos niveis de testosterona

intratesticular. As células de Sertoli secretam dois horménios peptidicos
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chamados inibina e ativina, que podem, respectivamente, inibir e ativar a
liberacdo de FSH pela hipofise, sem alterar a liberacdo de LH (figura 4). A inibina
tem potencial de ser usada como contraceptivo masculino porque altas doses
dela reduzem a producao de espermatozoides por meio da diminuicdo do FSH. O
LH também é importante para a espermatogénese, porém seus efeitos sao
mediados pela liberagcdo de testosterona que estimula a funcdo da célula de
Sertoli (QUINTAS, 2002; KAPIT, 2004; GUYTON, 2006).

FIGURA 4 — EIXO HIPOTALAMO — HIPOFISE — TESTICULOS

Fonte: NEUBERT, 1997 (Adaptado)
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1.1.4 ESTEROIDES GONADAIS E A DIFERENCIACAO SEXUAL MASCULINA

A diferenciagdo sexual € um processo sequencial que se inicia com o
estabelecimento do sexo cromossémico, seguido pelo desenvolvimento do sexo

gonadal e culmina com a diferenciacéo fenotipica.

As células somaticas, em mamiferos, dos machos normais tém 22 pares de
Cromossomos somaticos, mais um cromossomo X e um Y (XY). As fémeas
normais tém a combinacdo 22 mais XX. O sexo genético masculino é
determinado pelo cromossomo Y. Nos machos, a meiose dos espermatocitos
resulta em dois tipos de espermatozoéides, um levando o cromossomo X e outro o
cromossomo Y. A meiose de odcitos primarios na fémea produz apenas ovulos
com X. A fertilizacdo do 6vulo por um espermatozoide levando um cromossomo
X, produz um zigoto XX — isto €, feminino — e um espermatozéide levando um Y,
produz um zigoto XY (masculino). Portanto, o sexo genético é determinado pelo
pai (ALBERTS, 2004).

O sexo gonadal é determinado quando 0s genes se expressam no embrido
indiferenciado. O gene Sry presente no braco curto do cromossomo sexual
masculino (Y), expressa a proteina Sry, a qual age como um fator de transcricao e
estimula a gbnada indiferenciada a formar o testiculo. Cada génada tem uma
medula e um cortex. Nos geneticamente masculinos, o cortex regride e a medula
forma o testiculo fetal. A expressao do Sry ocorre apenas em um subgrupo de
células sométicas da gbnada em desenvolvimento, e isto faz com que estas
células se diferenciem em células de Sertoli, que é o principal tipo de células de
sustentacdo encontrado no testiculo. As células de Sertoli dirigem o
desenvolvimento sexual ao longo de uma via de diferenciagdo masculina por
afetar outras células na crista genital. As células de Sertoli, entdo, estimulam as
células germinativas primordiais a se desenvolverem ao longo de uma via que
produz espermatozoides. Elas também secretam horménio antiMulleriano, que
causa regressao dos ductos de Muller (primordios da genitalia feminina), evitando
a formacéo de 6rgaos reprodutivos femininos no macho, e ajudam a induzir outras
células somaticas a se diferenciarem em células de Leydig, que secretam
testosterona. Secretada no sangue fetal, logo apds a diferenciagdo gonadal, a
testosterona promove o desenvolvimento dos ductos de Wolffian para a formagao
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da genitalia interna masculina (prostata, epididimos, vesicula seminal e canal
deferente). Ela também promove o desenvolvimento da genitalia externa
masculina (pénis e escroto); mas para esta agdo, a testosterona é convertida em
diidrotestosterona, pela enzima 5-a-redutase do tecido alvo (GUYTON, 2006;
ALBERTS, 2004). Algum mecanismo que reduza a concentracdo deste horménio
durante este periodo critico de diferenciagdo pode causar a inducdo de um
desenvolvimento anormal da genitélia externa masculina (NEUBERT, 1997). No
embrido feminino — na auséncia de testosterona e de fator antimulleriano — a
genitalia feminina interna e externa se desenvolvem autonomamente a partir da
regressao passiva dos ductos de Wolffian e da diferenciacéo dos ductos de Miiller
e de outras estruturas primordiais (QUINTAS, 2002).

No desenvolvimento fetal, os mecanismos hipotalamicos para controle do
comportamento sexual e neuroenddcrino estédo indiferenciados e bipotenciais. No
sexo heterocromossdémico (XY), a diferenciagdo fenotica do SNC ocorre como
resultado da secrecdo de testosterona pelos testiculos. A testosterona induz a
diferenciacao do hipotalamo de tipo masculino, promovendo um padrao secretor
continuo (ndo ciclico) de pulsos de GnRH e gonadotrofinas FSH e LH. A
testosterona produzida nos testiculos no periodo perinatal atinge o SNC e sofre a
acdo da aromatase, produzindo estrogeno no hipotalamo. O estrégeno,
interagindo com seus receptores no SNC, leva a masculinizacao do hipotédlamo e,
deste modo, desempenha um papel principal na determinacao da identidade e da
orientacdo sexual masculina e, por isto, no comportamento: por exemplo, as ratas
gue sdao tratadas com testosterona logo ap0s o nascimento mostram mais tarde
um comportamento sexual semelhante ao dos machos. Na auséncia de
testosterona (sexo homocromossémico XX normal), o hipotdlamo desenvolve
espontaneamente 0os mecanismos reguladores ciclicos e pulsateis de secre¢cdes
de GnRH, FSH e LH do tipo feminino, bem como o comportamento sexual
feminino. A presenca de a-fetoproteina, uma proteina extracelular, previne a
masculinizacdo do hipotalamo feminino ao ligar-se ao estrogeno circulante,
evitando que atinja os receptores no SNC (KAPIT, 2004; GUYTON, 2006;
ALBERTS, 2004; McEWEN et al., 1977; HUTCHISON et al., 1997; LOVE, 2006).
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1.2 DESREGULADORES ENDOCRINOS

De acordo com a definicdo dada pela Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos (US EPA) os desreguladores endécrinos sdo agentes exdgenos
que interferem na sintese, secrec¢do, transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de
horménios naturais que sdo responsaveis pela homeostase, reproducao,
desenvolvimento e/ou comportamento (US EPA, 1997). O interesse nos
desreguladores enddcrinos cresceu nos ultimos anos, uma vez que surgiram
evidéncias de que varias substancias utilizadas nos mais variados tipos de

industria podem interferir com o sistema enddcrino (NEUBERT, 1997).

O sistema enddcrino e o sistema nervoso constituem os principais sistemas
responsaveis pelo controle e pela integracdo das fungdes vitais nos mamiferos e
outros animais superiores. Particularmente, o sistema endocrino é de fundamental
importancia para o sistema reprodutivo, exercendo durante a embriogénese um
papel essencial na diferenciacdo sexual, sendo responsavel também pela
maturacdo sexual que acontece na puberdade e pela fungédo reprodutiva na vida
adulta. Além disso, o sistema endocrino tem participacdo na regulacdo do
metabolismo, na digestéao, na funcéo cardiovascular e na excrecéao. Os hormonios
também estdo implicados na etiologia de certos tipos de cancer que acometem
tecidos hormonio-dependentes, tais como o de seio, do Utero e da préstata.
Portanto, a desregulacdo enddcrina pode provocar distarbios reprodutivos e do
desenvolvimento (SULTAN et al., 2001).

Ao nivel molecular, o sistema enddcrino atua através de mensageiros
qguimicos transportados de uma célula a outra, denominados horménios. Os
hormoénios sdo secretados por glandulas e atuam sobre receptores especificos,
que por sua vez se encontram distribuidos pelos tecidos e 6rgaos que constituem
os alvos das acdes hormonais. Dependendo do tipo de horménio envolvido, os
receptores residem ou na superficie da célula alvo ou dentro da célula. A
interacdo hormonio-receptor desencadeia, por sua vez, uma variedade de
reacdes bioquimicas que ocorrem no interior da célula alvo levando a uma

resposta bioldgica caracteristica (GUYTON, 2006).
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Em vista da complexidade do sistema enddcrino, substancias quimicas
provenientes do meio ambiente podem provocar a desregulacdo enddécrina de
diferentes maneiras. Um desregulador enddcrino pode afetar, por exemplo, a
secrecédo glandular do horménio e/ou alterar a taxa de eliminagcdo do horménio do
organismo. Além disso, os desreguladores endocrinos podem alterar as relagdes
de retro alimentagcdo regulatoria existentes entre dois 6rgdos enddcrinos (tais
como o ovario e a hipdéfise) ou ainda interagir diretamente com os receptores
hormonais, mimetizando ou antagonizando a acdo dos horménios naturais
(WITORSCH, 2002), sendo que o efeito dependera da estrutura quimica da
substancia, dose e tempo de exposicdo (SULTAN, 2001). Uma vez que oS
mecanismos acima estao inter-relacionados (por exemplo, as relagbes de retro
alimentacdo envolvem receptores hormonais) a desregulacdo endocrina pode

envolver um arranjo complexo de efeitos (WITORSCH, 2002).

O rapido desenvolvimento tecnoldgico e industrial que ocorreu na segunda
metade do século XX foi responsavel pelo marcante crescimento na producéo de
medicamentos, pesticidas, aditivos alimentares e compostos quimicos industriais.
Nos ultimos anos, surgiram evidéncias de que varias substancias que sempre
foram consideradas téxicas, tais como as dioxinas, o bifenil policlorado, o
diclorodifeniltricloroetano e derivados, e ftalatos possivelmente causam toxicidade
através de mecanismos de desregulacdo endocrina. Concomitantemente, a
incidéncia de desordens do desenvolvimento do trato reprodutor masculino mais
do que dobrou nos ultimos 30-50 anos, enquanto que a contagem do esperma
caiu aproximadamente pela metade (SHARPE & SKAKKEBAEK, 1993). Além
disso, durante a ultima década, varios trabalhos foram publicados reportando um
aumento de anomalias nos 6Orgaos reprodutivos masculinos, assim como um
aumento de cancer testicular e um declinio no numero relativo de nascimentos de
bebés do sexo masculino e na qualidade do sémen (RITTLER & CASTILLA,
2002). Atualmente, se sabe que a exposicdo a agentes quimicos capazes de
alterar os padrbes enddécrinos normais, durante o desenvolvimento sexual (pré e
pds-natal), pode afetar o desenvolvimento do sistema reprodutor masculino de
forma irreversivel, uma vez que, nos mamiferos, o trato reprodutor desenvolve-se
como feminino, a menos que andrégenos sejam produzidos e utilizados
normalmente pelo feto. Desta forma, agentes com atividade antiandrogénica ou
estrogénica, por exemplo, podem ser capazes de causar reducdo na producao
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espermatica, alteracdo no comportamento sexual ou pseudohermafroditismo.
Alteracdes no balan¢co hormonal também podem afetar o desenvolvimento do
trato reprodutor feminino. A exposicdo a substancias androgénicas ou
estrogénicas durante o desenvolvimento sexual pode resultar em efeitos adversos
na anatomia e funcao reprodutivas, em doses que nao afetam individuos adultos
(US EPA, 1996). Existem basicamente seis processos, 0S quais podem ser
perturbados com consequéncias irreversiveis, no final do periodo pré-natal e
inicio do pés-natal (NEUBERT, 1997; McCARTHY et al., 1997).

1. Interferéncia direta com a organogénese (estagio embrionario final), neste
caso especial, com a formacdo dos 0Orgdos sexuais primarios (ou a
multiplicacdo das células germinativas primarias, resultando em um
namero reduzido de células germinativas). Tal efeito € causado
principalmente por agentes sem acfes hormonais, i.e., teratdbgenos néo
hormonais, que provavelmente interferem com o desenvolvimento da
gbnada. Frequentemente, tais efeitos sdo induzidos com outras acodes

teratogénicas.

2. Diferenciacdo dos 6érgdos sexuais internos masculinos (diferenciacdo do
ducto de Wolffian e regressdo do ducto de Miiller) sob a influéncia dos
androgenos endogenos. Embora teratdgenos possam também prejudicar
estes processos, efeitos anti-hormonais sdo mais frequentes. Enquanto o
desenvolvimento fenotipico feminino € o que ocorre naturalmente em
mamiferos, a diferenciacdo fenotipica dos Orgdos sexuais internos
masculinos requer a capacidade indutiva da testosterona, produzida pelo
feto, sob a influéncia do cromossomo Y. A interferéncia neste processo

induzido pela testosterona pode levar a feminilizacao.

3. Interferéncia com a diferenciacdo das glandulas acessorias e genitalia
externa masculina durante o estagio fetal. Embora outros teratdgenos
possam também prejudicar estes processos, efeitos anti-hormonais séo

mais frequentes.

4. Interferéncia com a formagéo das células de Sertoli. Estas células sdo

formadas durante o periodo pré-natal e seu numero durante a vida pos-
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natal é determinado antes do nascimento. Este processo pode ser

prejudicado por substancias ndo hormonais.

5. Interferéncia com o estabelecimento do mecanismo regulatério hipotalamo-
hipdfise-gbnadas para o controle da formacéo e liberacdo dos horménios

nas gonadas masculina e feminina.

6. Interferéncia com a caracteristica comportamental. Isto geralmente ocorre
durante a fase inicial do periodo pos-natal. Sob a influéncia dos horménios
sexuais (masculino) o comportamento sexo-especifico é determinado no

hipotalamo.

Um dos aspectos mais bem estudados da desregulacdo enddcrina esta
relacionado ao grupo de substancias quimicas ambientais que interagem com
receptores. Tais substancias tém sido chamadas de agentes com atividade
hormonal e as mais estudadas sdo aquelas que interagem com o0s receptores de
estrogénio, denominadas de estrogénios ambientais ou xenoestrégenos
(NEUBERT, 1997). Os xenoestrégenos pertencem a diferentes classes quimicas
e sao provenientes de variadas fontes, podendo ser compostos industriais,
produtos farmacéuticos, derivados de plantas (fitoestrogenos) ou fungos
(micoestrégenos) e pesticidas. Desde 1930 muitos estudos tém demonstrado que
a administracdo de numerosas substancias quimicas ndo esteroidais a animais de
sexo feminino provoca uma resposta parecida com aquela provocada por
estrogénio (por exemplo, uma mudanca em células da vagina ou aumento uterino)
(COOK et al, 1933; BITMAN et al., 1968; LIEBERMAN 1996). Existem evidéncias
de que aproximadamente 100 substancias nao esteroidais atuam ou se ligando a
receptores estrogénicos ou provocando respostas estrogénica ou anti-estrogénica
em varios sistemas de ensaio bioldgico in vivo ou in vitro. Com exce¢do do
estrogénio sintético dietilestilbestrol (DES) (o qual é tdo potente quanto o
estradiol), a maioria dos outros xenoestrégenos apresenta atividade fraca, de
1.000 a 1.000.000 de vezes inferior a do estradiol (WITORSH, 2002).

Em humanos, a exposicédo ao dietilestilbestrol (DES) € o principal exemplo
do potencial deletério que as substancias desreguladoras enddécrinas podem ter
sobre o sistema reprodutivo (SHARPE, 1994). Entre o final da década de 40 e o
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inicio da década de 70 essa substancia estrogénica foi utilizada terapeuticamente
por mais de 5 milhdes de mulheres gravidas para prevenir abortos e complicacdes
da gravidez (TOPPARI et al., 1996; DASTON et al., 1997). Seu uso foi
abandonado depois que foi constatada a alta incidéncia de um tipo raro de cancer
endocervical em adolescentes expostas in utero. Posteriormente, também foram
detectados indices elevados de anormalidades reprodutivas, incluindo baixa
contagem de espermatozoides, nos descendentes masculinos expostos ao DES
(TOPPARI et al., 1996; JENSEN et al., 1995).

Além de exercer um papel chave na fertilidade feminina, atualmente
existem evidéncias de que o estrégeno também exerce um importante papel na
fertilidade masculina. Diversos estudos tém relacionado a ocorréncia de
anormalidades no sistema reprodutivo masculino com a exposicéo pré e perinatal
a substancias com atividade estrogénica (JENSEN et al., 1995; TOPPARI et al.,
1996; DASTON et al., 1997), o que reforca a atuacdo dos xenostréogenos como

desreguladores enddcrinos .

A interferéncia com a producdo ou acao de hormonios androgénicos
também pode ocasionar diversos prejuizos no desenvolvimento do trato
reprodutor masculino. Compostos antiandrégenos, que se ligam aos receptores
androgénicos sem ativa-los, podem causar efeitos similares aos observados em
individuos que apresentam receptores androgénicos defeituosos (US EPA, 1997).
Diversos contaminantes quimicos encontrados no meio ambiente como o0s
plastificantes ftalato de di-etil-hexila (DEHP), ftalato de dibutila (DBP) e ftalato de
butilbenzila (BBP); e os fungicidas vinclozolin e procimidona ja foram identificados
como anti-andrégenos (OTSBY et al., 1999a; OTSBY et al., 1999b; LATINI et al.,
2004; BORCH et al., 2004). Existem evidéncias de que a administracdo de baixas
doses de vinclosolin durante o periodo de diferenciacdo sexual em ratos pode
provocar diversas alteracfes no trato reprodutivo masculino como agenesia da
prostata, reducdo da distancia ano-genital, retencdo de mamilos e reducdo na
producdo espermatica (OSTBY et al.,, 1999b). Em relacdo aos ftalatos, tem sido
demonstrado, que a exposicdo de animais de laboratorio de sexo masculino a
estas substéncias causa efeitos adversos sobre o sistema reprodutivo como:

agenesia do epididimo, reducdo da distancia ano-genital, formacdo de
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mamilos/aréola, hipospadia®, atrofia dos tlbulos seminiferos e hiperplasia das
células de Leydig (MYLCHREEST et al., 1998; MYLCHREEST et al., 1999; GRAY
et al., 2000; MYLCHREEST et al.,2002).

1.3 TESTES EM TOXICOLOGIA REPRODUTIVA

Ao longo da historia, a experiéncia da humanidade com as drogas e outros
xenobioticos tem mostrado a necessidade da realizacdo de testes toxicoldgicos
em animais como fontes essenciais de informacédo para a adequada avaliacao
dos riscos que podem estar associados com a exposicdo as substancias
qguimicas. Desde o tragico incidente ocorrido com a talidomida, entre as décadas
de 50 e 60, que as exigéncias quanto aos estudos de seguranca que outrora se
restringiam a caracterizacdo da toxicidade para efeitos agudos, neurotoxicos e
carcinogénicos, passaram a ser mais rigorosas, incluindo a avaliagdo dos riscos
decorrentes da exposigao cronica e os efeitos adversos sobre o comportamento,
reproducao e desenvolvimento (NEUBERT & CHAHOUD, 1995).

O aumento significativo da taxa de cancer testicular, da incidéncia de casos
de infertilidade e a diminuicdo da qualidade do sémen humano ao longo dos
altimos anos (RITTLER & CASTILLA, 2002; SULTAN et al., 2001) tem atraido o
interesse ndo sO das agéncias regulatorias e de organismos internacionais
pertinentes, como também, de inUmeros grupos cientificos, pela pesquisa de
substancias quimicas com potencial toxicidade reprodutiva. Isso tem provocado,
nos ultimos anos, o surgimento de um grande numero de trabalhos visando

detectar os efeitos e 0s provaveis mecanismos de acdo dessas substancias.

O termo “toxicidade reprodutiva” pode ser usado para indicar todos os
efeitos adversos sobre a sexualidade e a fertilidade, tanto em machos quanto em

fémeas, assim como os efeitos sobre o desenvolvimento, os quais incluem

! hipospadia = anomalia de desenvolvimento na quettaa masculina abre-se no lado inferior do pénis
no perineo.
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qualquer efeito que interfira com o desenvolvimento normal, tanto antes, quanto

depois do nascimento, a partir da concepcédo até a maturidade sexual (Quadro 1).

QUADRO 1 - TIPOS DE EFEITOS ADVERSOS A SEREM VERIFICADOS NOS
ESTUDOS DE TOXICIDADE REPRODUTIVA.

Periodo e alvos de toxicidade
das substancias

Toxicidade adulta

Toxicidade materna
(modificacao da fisiologia e do metabolismo
durante a gravidez e lactacéo)

Toxicidade relacionada ao
desenvolvimento

Pré-implantagdo e implantagdo

Desenvolvimento do embrido

Desenvolvimento da placenta

Desenvolvimento do feto

Desenvolvimento pés-natal (neonatal, pré-
puberdade, pés-puberdade, puberdade)

Efeitos adversos sobre, por exemplo:

Libido; comportamento sexual; fungdo enddcrina;
acasalamento (taxa de acasalamento, taxa de
prenhez); producédo de gametas (morfologia e
funcao, por exemplo, contagem de espermatozoide,
motilidade).

Susceptibilidade a toxinas; habilidade para
amamentar; Quantidade e qualidade do leite.

Fertilizacédo

Movimento do évulo fertilizado
Implantagéo

Sobrevivéncia do 6évulo fertilizado

Crescimento e diferenciacdo
Desenvolvimento dos 6rgéos
Sobrevivéncia

Crescimento e Fungao

Crescimento e diferenciacdo
Funcédo dos sistemas de 6rgdos
Sobrevivéncia

Peso ao nascer

Sistemas de 6rgdos
Funcéo hormonal

Funcdo imune

Funcéo do sistema nervoso
Funcéo sexual

Outras fungdes celulares
Sobrevivéncia

Fonte: RIECKE & STAHLMANN, 2000.

O objetivo dos estudos sobre toxicidade reprodutiva € detectar qualquer

efeito que uma substéncia quimica possa provocar sobre a reprodugdo em

mamiferos. Coelhos e roedores sdo 0s animais mais indicados para os estudos
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de toxicidade reprodutiva (AMANN, 1982), uma vez que apresentam um curto
periodo de gestacdo e séo criados facilmente nas condi¢des de laboratoério. Entre
os roedores, os ratos sdo usados preferencialmente em fungéo do seu tamanho
pequeno, processos reprodutivos bem estabelecidos e uso geral em estudos
toxicoldgicos. Os coelhos sdo utilizados como segundo animal de escolha nos
testes de toxicidade reprodutiva, apresentando algumas vantagens como a
possibilidade de coleta de sémen ejaculado (AMANN, 1982; COLLINS et al.,
1999). Nestes testes, a exposicdo dos animais as substancias quimicas de
interesse pode ser feita por meio da racdo, da agua ou por gavagem (COLLINS et
al., 1999; KIMMEL & MAKRIS, 2001).

Quanto aos desreguladores endocrinos, as agéncias regulatorias
internacionais como o FDA (Food and Drug Administration) e a Organizacao para
a Cooperagdo Econdmica e Desenvolvimento (OECD) estdo francamente
envolvidos no desenvolvimento e na validagdo de métodos que possam ser
usados para avaliar o potencial destas substancias em alterar o sistema
endocrino (TAYLOR, 1999). Um comité consultivo foi criado pela Agéncia de
Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (U. S. EPA) com a finalidade de
desenvolver um programa de triagem e testes de substancias com possivel
funcdo de desregulacdo endocrina (EDSTAC, 1998). No relatorio final elaborado
pelo comité é proposta a realizacdo de varios protocolos de triagem com a funcao
de detectar substancias ou misturas com potencial de interferir no sistema
endécrino e baterias de testes que devem avaliar os riscos associados a
exposicdo a essas substancias. Os protocolos de triagem contém diversos
ensaios in vivo e in vitro. Os ensaios in vitro sdo adequados particularmente para
a deteccao de substancias que atuam diretamente nos receptores hormonais,
mas ndo levam em consideracdo 0s aspectos farmacocinéticos e
farmacodinamicos que ocorrem no organismo intacto. Por outro lado, os ensaios
in vivo podem detectar substancias que atuam por mecanismos nao diretamente
relacionados aos receptores, como a interferéncia na sintese, metabolismo e
liberacdo dos hormodnios. O teste uterotrofico e o teste de Hershberger sdo os
dois principais ensaios in vivo de curta duracdo utilizados na triagem de
substancias desreguladoras endocrinas e detectam a capacidade que um produto
guimico tem de estimular ou de inibir respostas estrogénicas do Uutero e
androgénicas, respectivamente (EDSTAC, 1998; BAKER, 2001).
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A deteccdo da toxicidade reprodutiva pode ser abordada de diferentes
modos. A escolha do tipo de teste mais apropriado para a avaliagdo da toxicidade
reprodutiva depende do tipo de substancia quimica em questdo e de seu uso e
deve ser abrangente quanto ao periodo de exposicdo, uma vez que as alteracdes
induzidas por substancias quimicas podem ser desencadeadas em qualquer
estagio do desenvolvimento, desde a vida embrionaria até a idade adulta. Com
este objetivo, o FDA (Food and Drug Administration) estabeleceu trés protocolos
de estudos (ANDRADE, 2002; GRAY et al., 1997):

- Segmento |: “fertiidade e desempenho reprodutivo geral” envolve o
tratamento de machos e fémeas antes do acasalamento por um tempo
suficiente para cobrir todos os estagios da espermatogénese e do
desenvolvimento folicular, durante a prenhez e lactagcdo, e o

acompanhamento da cria até a maturidade sexual,

- Segmento II: € conhecido como o0 segmento que avalia a toxicidade pré-
natal; avalia as alteragcbes do desenvolvimento das progénies expostas
durante a fase de organogénese (teratogenia). Normalmente, sao utilizadas
duas ou mais espécies animais (rato, coelho e primatas). As progenitoras
sdo sacrificadas ao final da prenhez e os fetos avaliados quanto a

alteracdes externas, viscerais e esqueléticas;

- Segmento lll: toxicidade peri e poés-natal, avalia os efeitos sobre o
desenvolvimento pés-natal de progénies expostas durante o

desenvolvimento fetal (fase final da prenhez) e a lactacao;

Recentemente, varios fatores, tais como o avan¢o do conhecimento sobre
0S processos reprodutivos basicos e uma divergéncia crescente entre o0s
protocolos de estudo em diferentes paises, levaram a publicagdo de novos
protocolos que tém sido aceitos internacionalmente. Estas diretrizes resultaram da
Conferéncia Internacional de Harmonizacdo dos Requisitos Técnicos para o
Registro de Drogas para Uso Humano (International Conference of Harmonization
of Technical Requirements for Registration of Pharmaceuticals for Human Use,
ICH). Em contraste com os tipos de estudos propostos pelos segmentos |, Il e I,
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elas agora incluem flexibilidade consideravel na implementacado dependendo das

caracteristicas gerais da droga a ser avaliada.

As recomendacdes da ICH afirmam que “o objetivo dos estudos de
toxicidade reprodutiva é revelar qualquer efeito de uma ou mais substancias sobre
a reproducdo em mamiferos”. A combinagdo dos estudos selecionados deve
permitir a consideracdo dos efeitos da exposicdo em todos os estagios do
desenvolvimento a partir da concepcdo até a maturidade, e ndo apenas a
exposicao de adultos maduros. Para um melhor entendimento do teste, esta

sequéncia integrada pode ser dividida nos seguintes estagios:

A- Pré-acasalamento até a concepcédo (avalia as funcbes reprodutivas de
fémeas e machos adultos, desenvolvimento e amadurecimento dos
gametas, comportamento durante o acasalamento e fertilizag&o);

B- Concepcao até a implantacdo (avalia as fun¢des reprodutivas de fémeas
adultas, o desenvolvimento da pré-implantacdo e a implantacéo);

C- Implantacdo até o fechamento do palato duro (avalia as funcbes
reprodutivas de fémeas adultas, o desenvolvimento embrionario e a
formacé&o dos principais 6rgaos);

D- Fechamento do palato duro até o final da prenhez (avalia as funcdes
reprodutivas de fémeas adultas, o desenvolvimento e crescimento fetal e
desenvolvimento e crescimento dos 6rgaos);

E- Nascimento até puberdade (avalia as fungbes reprodutivas de fémeas
adultas, adaptacéao a vida extra-uterina do neonato, desenvolvimento pre-
puberdade e crescimento);

F- Puberdade até a maturidade sexual (desenvolvimento e crescimento poés-
puberdade, adaptacéo a vida independente e obtenc&o da funcéo sexual

completa).

Os elementos chave dos estudos propostos pelos segmentos I, 1l e Il
assim como dos protocolos estabelecidos pelo ICH s&o mostrados no quadro 2.
Em cada protocolo, é fornecida a orientacdo com relacdo as espécies/ou selecao
de linhagens, rota de administracdo, numero e intervalo dos niveis de dose,
duracdo do tratamento, tamanho da amostra experimental e outros detalhes
metodoldgicos.
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QUADRO 2 — RESUMO DAS DIRETRIZES REGULATORIAS PARA AVALIACAO
IN VIVO DA TOXICIDADE RELACIONADA COM O DESENVOLVIMENTO.

Estudo

Segmento |
Estudo de fertilidade e de
reproducéo geral

Segmento Il
Teste da teratogenicidade

Segmento Il
Estudo perinatal

ICH4.1.1
Protocolo de fertilidade

ICH4.1.2
Efeitos sobre o
desenvolvimento pré- e

pés-natal , incluindo funcéo

materna

ICH 4.1.3

Efeitos sobre o
desenvolvimento do
embrido/feto

Exposicéo

Machos: 10 semanas
antes do acasalamento
Fémeas: 2 semanas
antes do acasalamento

Da implantacgédo ao final
da organogénese

Do dltimo trimestre da
prenhez até a lactacéo

Machos: 4 semanas
antes do acasalamento;
Fémeas: 2 semanas
antes do acasalamento

Da implantacédo ao final
da lactagéo

Da implantacédo ao final
da organogénese

Aspectos analisados

Desenvolvimento dos
gametas, fertilidade,
viabilidade pré- e pés-
implantacdo, nascimento,
lactacao

Viabilidade e morfologia
(analise externa, visceral e
esquelética do concepto
antes do nascimento)

Sobrevivéncia pés-natal,
crescimento e morfologia
externa

Machos: peso e histologia
dos 6rgéos reprodutivos,
contagem e motilidade dos
espermatozoides; Fémeas:
viabilidade do concepto na
metade da prenhez ou mais
adiante

Toxicidade relativa de
fémeas prenhas vs nédo
prenhas; viabilidade pds-
natal, crescimento,
desenvolvimento e déficitis
funcionais (incluindo
comportamento e
reproducao).

Viabilidade e morfologia
(analise externa, visceral e
esquelética) dos fetos antes
do nascimento

Comentérios

Avalia a capacidade
reprodutiva de machos
e fémeas apods a
exposi¢ao por um ciclo
espermatogénico
completo ou por varios
ciclos oogénicos

Exposicéo limitada a
fim de prevenir
adaptacédo metabdlica
materna e para
fornecer alta
exposi¢do ao embrido
durante o periodo de
vulnerabilidade
associado a
gastrulacéo e
organogénese

Observa os efeitos
sobre o
desenvolvimento dos
principais érgdos
funcionais durante o
periodo peri-natal

Melhor avaliagdo dos
aspectos reprodutivos
em machos; Duragéo
do tratamento mais
curto do que no
Segmento |

Semelhante ao estudo
de Segmento |

Semelhante ao estudo
de Segmento I,
geralmente conduzido
em duas espécies
(roedor e néo roedor)

Fonte: RIECKE & STAHLMANN, 2000.
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1.4 DEHA

1.4.1 INFORMACAO QUIMICA

Informacgdes a respeito da formula e estrutura molecular do DEHA encontram-se
no quadro 3.

QUADRO 3 — INFORMACAO QUIMICA DO DEHA.

CAS n° 103-23-1
DEHA,; bis(2-etilhexil)adipato; di-2-etil
Sindnimos hexil adipato; di-octil adipato; acido
hexanodidico di-octil ester

Formula molecular CooH4504

Estrutura molecular

o

FONTE: HSDB® — busca por bis(2-ethylhexyl) adipate. (www.toxnet.nlm.nih.gov)
Acesso: janeiro, 2007

1.4.2 PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS

Informacdes a respeito das propriedades fisico-quimicas do DEHA encontram-se

resumidas no quadro 4.

QUADRO 4 — PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS DO DEHA.

Peso molecular 370.58 g/mol

Estado fisico Liquido oleoso incolor

Ponto de fusdo -67°C
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continuagao do quadro 4

Ponto de ebulicdo 417 °C

Densidade 0,922 glcm3 a 25 °C
Solubilidade em agua 0,78 mg/L a 22 °C
Presséo de vapor < 0,00133 Kpa a 20 °C

FONTE: HSDB® — busca por bis(2-ethylhexyl) adipate. (www.toxnet.nlm.nih.gov)
Acesso: janeiro, 2007

1.4.3 PRODUCAO E USOS

Ainda nédo é conhecido se o DEHA corresponde a uma substancia natural.
Industrialmente, ele é produzido pela reacdo do acido adipico com o 2-etil
hexanol, na presenca de um catalisador tal como o acido sulfarico ou o &cido p-
toluenosulfénico (HSDB, 2007). O DEHA € um plastificante usado principalmente
pela industria produtora de plasticos com a finalidade de conferir flexibilidade a
produtos como o policloreto de vinila (PVC) (ESTEVES et al.,, 2006). Como um
dos principais produtos a base de PVC em que o DEHA é utilizado; destacam-se
as peliculas e embalagens plasticas para a producédo e estocagem de alimentos
(KAY, 1991; GOULAS, 2000). O DEHA nao se encontra quimicamente ligado ao
plastico, mas esté disperso na matriz das cadeias do polimero (ESTEVES et al.,
2006). Outros produtos que contém DEHA incluem cosméticos, isolantes para fios
elétricos, mangueiras de jardim, vestimentas plasticas, borracha sintética, fluido
hidraulico e tubos utilizados no processo de hemodialise (HUFF, 1982,
ABRANTES et al., 2007).

1.4.4 EXPOSICAO HUMANA

A exposicdo humana ao DEHA se da, principalmente, por via oral, através
do consumo de 4gua e alimentos contaminados e, em menor escala, por via
dérmica, através do uso de vestimentas plasticas e de produtos cosméticos. As
principais fontes de contaminacdo da agua por DEHA sé&o os efluentes industriais

e o chorume proveniente da decomposicdo do lixo. Devido a sua natureza
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quimica, o DEHA apresenta uma baixa solubilidade na agua e um alto coeficiente
de particdo no solo, o que propicia a sua deposi¢ao na biota, no sedimento e no
solo. A principal fonte de exposicao da populacdo em geral ao DEHA é através do
consumo de alimentos. O EU Scientific Committee for Foods fixou a IDT (ingestao
diaria toleravel) em 0,3 mg de DEHA/Kkg, aproximadamente 21 mg/pessoa,
considerando o peso médio de 70kg de peso corporeo (PETERSEN &
BREINDAHL, 1998).

A migracdo do DEHA do filme de PVC para uma variedade de alimentos
tem sido investigada em diversos paises (LOFTUS et al.,, 1994). Tem sido
demonstrado que a migracdo desta substancia € mais acentuada quando os
filmes plasticos estdo em contato com alimentos com alto teor de gordura, como
em derivados do leite, 0leos e carnes (PETERSEN & BREINDAHL, 1998). Para
estes alimentos, a migracdo tem ultrapassado o limite maximo de 18 mg
DEHA/Kg de alimento, proposto pelo EU Scientific Committee for Foods
(PETERSEN et al., 1995; GOULAS et al., 2000). Em 1987, uma pesquisa sobre
0s niveis de DEHA nos alimentos indicou que o nivel maximo de consumo por
pessoa por dia era em torno de 16 mg (LOFTUS et al., 1994). Ha pouco mais de
dez anos atras, a estimativa do consumo diario maximo de DEHA foi reduzida
para 8,2 mg/pessoa, em decorréncia das reducdes dos niveis de DEHA usados

nos filmes plasticos na época (LOFTUS et al., 1994).

Em outro estudo onde o consumo de DEHA foi determinado pela medida
dos niveis do acido 2-etil hexandico na urina, o consumo médio de DEHA por
pessoa foi estimado em 2,7 mg/dia (LOFTUS et al.,, 1994). Contudo, deve ser
levado em consideracéo que o &acido 2-etil hexanoico também é um metabdlito do
ftalato de di-etil-hexila (DEHP), o que significa que nem todo o &cido 2-etil
hexandico detectado na urina pode ser considerado produto do metabolismo de
DEHA. Dados atuais sobre os niveis de exposicdo ao DEHA nao foram
encontrados. Baseando-se no fato de que o DEHA tem substituido grande parte
dos ftalatos na industria de plasticos para embalagem de alimentos (GOULAS et
al., 2000) é provavel que o nivel de exposicdo ao DEHA tenha aumentado

bastante na ultima década.
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A exposicdo humana ao DEHA também pode ocorrer apos alguns tipos de

procedimentos médicos, como e.g. apos transfusdo de sangue, tratamento por

hemodialise e aplicagdo de medicamentos através de tubos plasticos flexiveis.

DEHA também tem sido detectado em produtos para bebé prontos para consumo
(PETERSEN & BREINDAHL, 2000).

FIGURA 5 — POSSIVEIS FONTES DE EXPOSICAO AO DEHA

FONTE: Internet — busca por imagens (www.google.com) Acesso: janeiro, 2007

1.4.5 TOXICIDADE GERAL

O DEHA exibe baixa toxicidade aguda em mamiferos com DLsy oral e
dérmica maior que 2g/kg de peso corplreo em ratos e nenhuma mortalidade em
roedores expostos via inalacdo por oito horas em niveis até a saturacdo. Dados
disponiveis sobre estudos em animais mostram que o DEHA n&o é irritante para a
pele ou para os olhos e, também, ndo € um sensibilizador dérmico. Estudos de
toxicidade dose-repetida (até 90 dias) em ratos e camundongos com DEHA na
dieta mostraram reducédo no ganho de peso corporal em doses a partir de 400
mg/kg em ratos e a partir de 600 mg/kg em camundongos. Estudos de
genotoxicidade in vitro mostraram-se negativos para mutacdes, sintese de DNA
ndo programada e interagcdes de DNA em sistemas bacteriano e de células de
mamifero. Estudos de genotoxicidade in vivo (ensaios de micronucleo) também

tém se mostrado negativos (HSDB, 2007).
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1.4.6 CARCINOGENICIDADE

O DEHA pertence a um grupo de substancias quimicas conhecidas por
induzir a proliferacdo de peroxissomos. Um dos principais motivos para
preocupacao com relacdo a este grupo de substancias quimicas diz respeito ao
seu potencial em causar a proliferacdo de peroxissomos hepaticos e o
aparecimento de tumores em roedores. O DEHA tem sido avaliado tanto em
camundongos como em ratos, mas até o momento, s6 h& evidéncia significativa
de cancer no figado de camundongos fémeas (HUFF, 1982; LAKE et al., 1997).

Os dados referentes a carcinogenicidade do DEHA tém sido revisados pelo
IARC (1982, 1987 e 2000) e pelo U.S. EPA (1994). Em um dos seus relatorios, o
IARC (2000) comenta que existem evidéncias limitadas de que o DEHA seja
carcinogénico para camundongos, e que ndo existem dados sobre a
carcinogenicidade da substancia para humanos. Tal achado levou o IARC a
identificar o DEHA como uma substancia quimica do Grupo 3 sendo, portanto,

nao classificavel quanto ao potencial carcinogénico para humanos (IARC, 2000).

Contudo, baseado em uma avaliacao de 1991, o U.S. EPA (1994) classifica
o DEHA como um possivel carcinogeno humano, Grupo C. A classificacdo foi
baseada na auséncia de dados em humanos e na evidéncia experimental de que

o DEHA induz tumores hepaticos em camundongos fémeas (IRIS, 2007).

As evidéncias descritas acima, demonstrando que camundongos sao mais
susceptiveis do que ratos aos efeitos do DEHA, pelo menos no que diz respeito
ao seu potencial carcinogénico, foi um dos fatores levados em consideracao para
que tenhamos elegido o camundongo como a espécie de estudo desta
dissertacdo. Outro fator que contribuiu para esta escolha foi o fato de que os
poucos estudos que existem a respeito do potencial téxico do DEHA sobre o
organismo em desenvolvimento — em particular do organismo masculino - foram
realizados em ratos. Assim, o presente estudo pretende contribuir no sentido de
ampliar a base de dados sobre o potencial toxico do DEHA em outras espécies

animais.
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1.4.7 TOXICIDADE REPRODUTIVA E DO DESENVOLVIMENTO

A toxicidade testicular e os efeitos anti-androgénicos do DEHP em
roedores sdo bem conhecidos da comunidade cientifica. Tao conhecidos, que
esta substancia tem sido — por essa razdo — substituida nos filmes plasticos
usados em embalagens de alimentos. Um dos substitutos do DEHP € o DEHA.
No entanto, comparativamente ao DEHP, sdo poucos os dados publicados sobre
a toxicidade reprodutiva do DEHA. Até o momento em que concluimos o
levantamento bibliografico para elaboracdo desta dissertacdo cinco trabalhos
foram encontrados (DALGAARD et al., 2003; BORCH et al., 2004; JARFELT et
al., 2005; NABAE et al., 2006; KANG et al., 2006).

Similaridades em termos de estrutura quimica e no metabolismo com o
DEHP (figura 6) levaram dois autores (JARFELT et al., 2005; BORCH et al., 2004)
a investigar uma possivel modulacdo do DEHA sobre efeitos toxicos ja
conhecidos do DEHP sobre o sistema reprodutivo masculino de ratos, como e.g.
alteracdes no tecido testicular e efeitos antiandrogénicos (TANAKA, 2005;
STROHECKER et al., 2005; SALAZAR et al., 2004; LATINI et al., 2004; PARKS et
al., 2000; GRAY et al., 2000).

FIGURA 6 — ESTRUTURA QUIMICA E METABOLISMO DO DEHP E DEHA.
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Jarfelt et al. (2005) administraram por via oral DEHP (300 ou 750 mg/kg
p.c./dia) ou DEHP (750mg/kg p.c./dia) em combinacdo com o DEHA (400 mg/kg
p.c./dia) do 7° dia de gestacdo até o dia 17 PN, i.e. exposicdo durante a gestacéo
e lactacdo. Esses autores observaram uma diminuicdo da distancia anogenital,
aumento do nimero de mamilos e a diminuigcdo do peso da prostata em machos
descendentes dos trés grupos experimentais. Investigacdes histopatologicas
revelaram alteracdes na morfologia do testiculo, tanto em animais puberes quanto
em animais adultos. Observou-se também, diminuicdo no tamanho da ninhada e
aumento da mortalidade pds-natal no grupo combinando DEHA ao DEHP. Porém,
apesar do DEHA incrementar a toxicidade do DEHP sobre o desenvolvimento
geral da prole, ndo foi observado efeito combinatério do DEHA e DEHP com
respeito especificamente aos efeitos anti-androgénicos. Assim, os machos que
receberam DEHP em combinac¢do com o DEHA néo exibiram efeitos toxicos mais
pronunciados no sistema reprodutivo do que 0os machos que receberam somente
DEHP.

Borch et al. (2004) administraram por via oral DEHP (300 ou 750 mg/kg
p.c./dia), DINP (750 mg/kg p.c./dia), DEHP (750 mg/kg p.c./dia) em combinacéo
com o DEHA (400 mg/kg p.c./dia), e DEHP (300 mg/kg p.c./dia) em combinacéao
com o DINP (750 mg/kg p.c./dia). Avaliaram a esteroidogénese (em diferentes
fases do desenvolvimento) de ratos machos expostos durante a gestacédo e
lactagéo. DINP e DEHP reduziram a producéo de testosterona testicular ex vivo e
0s niveis de testosterona testicular e plasmatica em fetos machos no 21° dia de
gestacdo. Adicionalmente, observaram que os niveis plasmaticos de LH nos fetos
machos foram elevados. Nos animais expostos ao DEHP foi observada
diminuicdo da distancia anogenital e 0 aumento do niumero de mamilos durante
avaliacdo no dia 13 PN. Os niveis de Inibina no soro foram significativamente
reduzidos nos animais expostos ao DEHP durante avaliagdo na pré-puberdade e
em alguns animais adultos. Nao foi detectada modulagdo do DEHA nos efeitos
endocrinos do DEHP, mas uma tendéncia de efeitos acumulativos na supressao
da sintese da testosterona foi evidenciada na combinacédo dos ftalatos (DEHP e
DINP).
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Os trabalhos de Nabae et al. (2006) e Kang et al. (2006) avaliaram os
efeitos do DEHP e do DEHA sobre o tecido testicular e a espermatogénese em

ratos em condi¢Bes de insuficiéncia renal ou dano hepético, respectivamente.

Nabae et al. (2006) administraram na dieta de ratos F344 (com disfungao
renal induzida através de um pré-tratamento com injecdes s.c. de acido fdlico)
DEHP ou DEHA nas concentragfes de 0, 6000 ou 25000 ppm durante quatro
semanas. Avaliaram se a toxicidade sobre o sistema reprodutivo masculino
poderia ser exacerbada quando estas duas substancias eram administradas em
condi¢des de insuficiéncia renal. Um grupo controle foi constituido por animais
que receberam DEHP e DEHA da mesma forma, mas sem o pré-tratamento com
acido folico. Observaram diminuicdo no peso dos testiculos, atrofia dos tubos
seminiferos e diminuicdo na contagem de espermatozoides, da motilidade e
aumento na porcentagem de espermatozoéides com morfologia anormal na dose
de 25000 ppm de DEHP. No entanto, os efeitos foram mais proeminentes nos
animais com insuficiéncia renal em relacdo aos animais sadios que receberam a
mesma dose. Este efeito ndo foi evidente nos ratos que receberam 6000 ppm de
DEHP ou qualquer concentracdo de DEHA. Um aumento na concentragcdo do
mono-derivado do DEHP mono(2-etilhexil) ftalato no sangue, testiculo e urina foi

considerado relevante na exacerbacéo da toxicidade reprodutiva do DEHP.

Kang et al. (2006) administraram na dieta de ratos F344 (com dano
hepatico induzido através de um pré-tratamento com injecdes i.p. de
tioacetamida) DEHP ou DEHA nas concentracbes de 0, 6000 ou 25000 ppm
durante quatro semanas. Avaliaram se a toxicidade sobre o sistema reprodutivo
masculino poderia ser exacerbada quando estas duas substancias eram
administradas em condi¢c6es de dano hepético. Um grupo controle foi constituido
por animais que receberam DEHP e DEHA da mesma forma, mas sem o pré-
tratamento com a tioacetamida. Observaram diminuicdo significativa no namero
de espermatozoides, na motillidade e aumento na porcentagem de
espermatozoides com morfologia anormal na dose de 25000 ppm de DEHP. No
entanto, os efeitos foram mais proeminentes nos animais com dano hepatico em
relacdo aos animais sadios que receberam a mesma dose. O tratamento com o
DEHA nao representou nenhuma toxicidade testicular aparente nos animais
sadios ou com dano hepético. Exame histopatologico nos testiculos revelou
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atrofia e degeneracao severa dos tubulos seminiferos em todos os animais pré-
tratados com tioacetamida e, posteriormente, tratados com DEHP na maior dose.
LesGes suaves a moderadas foram encontradas na mesma dose de DEHP nos

animais nao tratados com a tioacetamida.

E, finalmente, Dalgaard et al. (2003) trataram ratas gravidas por via oral
com as doses de 0, 200, 400 e 800 mg de DEHA/kg p.c./dia do 7° dia da gestacao
até o 17° dia PN. Todos os animais foram sacrificados no 21° apds o nascimento,
com excecao de um macho e de uma fémea, de cada ninhada, mantidos para
investigacdo da maturidade sexual, analise hormonal e do esperma. Neste estudo
nao foram reportados sinais clinicos de toxicidade nas progenitoras durante o
periodo em que receberam o DEHA. Além disso, os autores observaram que o
namero de filhotes vivos por ninhada e que a distribuicdo de animais do sexo
masculino e feminino nas ninhadas foi semelhante entre os grupos, sendo que
nenhum efeito anti-androgénico foi reportado em relacao aos desfechos avaliados
(dosagem de testosterona testicular, analise espermatica e peso de 06rgaos
sexuais). Foi observado também um aumento da taxa de mortalidade pds-natal (a
partir de 400 mg/Kg p.c./dia) e prolongamento do periodo de gestacéo (por 1 dia
aproximadamente) na dose de 800 mg de DEHA/Kkg p.c./dia. Neste estudo foi
considerado o NOAEL de 200 mg de DEHA/Kg p.c./dia para efeitos de toxicidade

sobre o desenvolvimento.

Podemos, entdo, concluir que até o presente momento, ndo foram
detectados efeitos toxicos do DEHA sobre o tecido testicular ou efeitos anti-
androgénicos em ratos nos trabalhos pesquisados. Foram evidenciados apenas
efeitos toxicos sobre o desenvolvimento geral da prole com a determinacéo de um
NOAEL de 200 mg de DEHA/kg p.c./dia em ratos (DALGAARD et al., 2003). No
entanto, € importante ressaltar que esses resultados sdo ainda incipientes e os
protocolos dos estudos realizados até aqui apresentam algumas limitacbes em
relagdo as doses usadas, numero de animais utilizados e os periodos de
exposicao. Alguns estudos avaliaram a associagdo do DEHA com o DEHP
utilizando somente um tipo de dose de DEHA. N&o oferecendo, portanto, dados
sobre a relacdo dose-resposta. Além disso, alguns desfechos importantes em
relagdo a toxicidade reprodutiva do DEHA ainda n&o foram investigados, como

e.g. fertilidade, comportamento sexual e a avaliacdo de parametros do
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desenvolvimento. Nao existindo também, como mencionado anteriormente, dados

sobre a toxicidade reprodutiva do DEHA em camundongos.

1.4.8 ASPECTOS REGULATORIOS

Plastificantes utilizados pela indadstria com o objetivo de conferir
flexibilidade a produtos como, o policloreto de vinila (PVC), tém sido alvo de muita
atencdo nos ultimos anos, em relacdo a efeitos de desregulacdo enddcrina em
organismos em desenvolvimento. IniUmeras pesquisas na area da Toxicologia
Reprodutiva tém sido realizadas de forma a rastrear os efeitos e 0s provaveis
mecanismos de acdo dessas substancias. De fato, uma série desses compostos,
tem causado danos ao sistema reprodutivo masculino de roedores. No ano de
1999, a Unido Européia proibiu a utilizacdo de ftalatos em brinquedos de PVC e
em artigos para bebés, como mordedores, chocalhos e chupetas. A situacéo é
similar nos EUA (ABRANTES et al.,, 2007; LATINI et al., 2004). A Comisséo
Nacional de Seguranca de Produtos para Consumidores conduziu, em humanos,
estudos de migracéo de ftalatos para a saliva e classificou o risco para criangas
como remoto. No entanto, seguindo a tendéncia de proibicdo européia, os
fabricantes eliminaram os ftalatos de produtos infantis. A eliminacdo de ftalatos
em produtos infantis ndo ocorreu em outros paises, como e.g. no Brasil,
demonstrando que existe, entre diferentes nagdes, uma discordancia de opinido a
respeito do verdadeiro risco que a exposicdo aos ftalatos pode oferecer a saude

humana.

Conforme mencionado anteriormente, plastificantes alternativos, como o
DEHA, tém substituido os ftalatos em uma série de produtos. Nesse processo de
substituicdo, o DEHA é o plastificante mais importante e € amplamente utilizado
na producdo de filmes plasticos para embalagem de alimentos, sendo
frequentemente encontrado em concentracbes que excedem 20% do peso do
polimero (GOULAS et al.,, 2000; DALGAARD et al.,, 2003). No Brasil, esta
tendéncia foi bastante evidente quando filmes plasticos para embalagem de
alimentos foram reprovados em analises realizadas no INCQS por apresentarem
teores de DEHP superiores aos limites estabelecidos pela legislacdo. Apos a

notificacdo pela ANVISA dos fabricantes que excediam o valor regulamentar do
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DEHP; em analises subseqiientes, observou-se um aumento na utilizacdo do
DEHA em relagéo ao DEHP.

Dois estudos publicados recentemente ilustram bem a situacdo brasileira
em relacdo ao uso de plastificantes na producdo de filmes plasticos para

embalagem de alimentos.

Esteves et al. (2006) estudaram a migracédo do Adipato e do Ftalato de di-
(2-etil-hexila) de filmes plasticos encontrados no mercado brasileiro para os
alimentos. Os valores médios encontrados de migracdo do DEHP (156,34 mg/kg
de alimento) e do DEHA (147,41 mg/kg de alimento) ultrapassaram, em muito, 0s
limites méximos de migracdo propostos pelo EU Scientific Committee for Foods
para o DEHP (3 mg/kg) para o DEHA (18 mg/kg) (ESTEVES et al., 2006).

Freire et al. (2006) analisaram o conteudo de DEHP e DEHA em filmes
plasticos recolhidos no mercado brasileiro e encontraram teores que variaram de
15 a 44% e de 12 a 19%, respectivamente. Sendo que o limite maximo permitido

de DEHP pela legislacéo brasileira € de apenas 3%.

Um ponto que merece atencdo das autoridades nacionais € o fato da
Resolucdo RDC 217 (ANVISA, 2002) e Resolucdo 105 (ANVISA, 1999)
estabelecerem limites maximos permitidos para ftalatos nas peliculas de celulose
(<4mg/dm2) e em filmes plasticos de PVC (3%) para embalagem de alimentos,
mas nédo fazerem referéncia a niveis toleraveis de DEHA (ESTEVES et al., 2006).
O nao estabelecimento por lei da concentracdo maxima permitida de DEHA em
produtos de consumo humano pode levar a falta de controle por parte das
autoridades regulatérias e, conseqientemente, a substituicdo (por parte dos
produtores) do DEHP (com limites toleraveis estabelecidos pela ANVISA) pelo
DEHA (sem referéncia na Resolucdo RDC 217 ou na Resolucéo 105 da ANVISA),

i.e. sem garantia de seguranca da concentracao utilizada.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Avaliar os possiveis efeitos adversos do DEHA sobre camundongos

machos expostos in utero e durante a lactacao.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= avaliar os efeito do DEHA sobre a gravidez;

= avaliar o desenvolvimento geral dos descendentes expostos ao DEHA
durante a gestacéao e lactacao;

= avaliar parametros especificos do sistema reprodutivo masculino tanto na
puberdade quanto na idade adulta;

= avaliar a fertilidade dos descendentes na idade adulta.
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3 MATERIAIS E METODOS

Baseado nas normas e protocolos (propostos pelo Comité Consultivo da
Agéncia de Protecdo Ambiental Norte Americana para avaliacdo da toxicidade
reprodutiva) investigou-se o0s possiveis efeitos adversos do DEHA sobre o
desenvolvimento geral e sexual de camundongos, expostos in utero e na lactacao
(U. S. EPA, 1996). O protocolo deste estudo foi aprovado pela Comisséo de Etica
no Uso de Animais (CEUA - Fiocruz) sendo licenciado sob o n° P-0262/05.

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Swiss Webster, fémeas nuliparas e
machos, com cerca de 50 dias de idade originarios da criagdo mantida pelo
Centro de Criacdo de Animais de Laboratorio (CECAL) da Fundacdo Oswaldo
Cruz. Durante o experimento, os animais foram alojados em gaiolas de plastico
com tampa de aco inoxidavel e cama de maravalha de pinho branco autoclavada.
Os animais receberam racdo comercial (Nuvilab™ — Nuvital Ltda., Curitiba,
Parana) e agua ad libitum. Foram mantidos em condigbes controladas de
temperatura (22 + 2 °C) e ciclo claro/escuro constante de 12 horas (periodo claro
de 9 as 21 horas). As trocas das camas de maravalha foram realizadas trés vezes

por semana.

3.2 ACASALAMENTOS

O acasalamento dos animais foi realizado segundo o procedimento
proposto por Chahoud & Kwasigroch (1977). Duas fémeas foram transferidas para
a caixa de um macho durante o inicio das duas ultimas horas do periodo do
escuro (7 as 9 da manha). Ao acender das luzes, o cruzamento era confirmado
através da presenca do “plug” (massa esbranquicada de espermatozoides) na
abertura vaginal. As primeiras 24 horas que se seguiram a confirmacdo do

cruzamento foram consideradas como dia O de gravidez.
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3.3 DOSES E TRATAMENTO

Apébs a confirmagdo do cruzamento, as fémeas foram pesadas, alojadas

individualmente e incluidas aleatoriamente em um dos seguintes grupos

experimentais (quadro 5):

Quadro 5 — Descricdo dos Grupos experimentais.

N° de fémeas gravidas

Grupos Experimentais (Salewisk Positivo)*

Controle (veiculo) N=21
200 mg DEHA/Kg de peso corpdéreo/dia N=21
400 mg DEHA/Kg de peso corporeo/dia N=21
800 mg DEHA/Kg de peso corpdéreo/dia N=21

* Sitios de implantacdo detectados pelo método de Salewisk (Salewisk E., 1964)

O DEHA foi diluido em 6leo de canola (Purilev™ — Cargill Agricola S.A.,
Mairinque, S&o Paulo) e administrado por via oral, através de entubacao gastrica
(gavagem) do dia 6 de gravidez até o final do periodo de lactacéo (dia 21 pOs-
natal), nas doses de 200, 400 e 800 mg DEHA/kg de peso corpéreo/dia. As
diluicdes foram feitas de modo a obter um volume de solucédo de 10mL/kg de peso
corporal. O tratamento foi realizado sempre na parte da manha, entre 9 e 12
horas. Durante todo o periodo de tratamento as fémeas foram pesadas

diariamente.

A selecéo das doses aqui investigadas se deu mediante analise de dados
disponiveis na literatura em estudos conduzidos em ratos sobre a toxicidade
reprodutiva do DEHA e outros plastificantes (DALGAARD et al., 2003; JARFELT
et al., 2005; ZHANG et al., 2004 e BORCH et al., 2004) e, ap6s conclusao de um

estudo piloto realizado previamente em nosso laboratorio, no qual um grupo
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restrito de animais (N [ 5/grupo) foi tratado com diferentes niveis de dose de
DEHA durante a gravidez e parte da lactacdo e avaliado quanto aos seguintes
desfechos: toxicidade materna, mortalidade pré-, peri- e pds-natal da prole, ganho
de peso da prole e retardo de marcos fisicos do desenvolvimento.

3.4 ACOMPANHAMENTO PRE- E PERI-NATAL

A partir do dia 18 de gravidez as gaiolas foram inspecionadas diariamente,
sempre as 9 horas e as 17 horas para verificacdo de nascimentos. Todas as
fémeas que nao deram a luz espontaneamente até o dia 22 de gravidez e aquelas
que, apos terem dado a luz, canibalizaram toda a ninhada, foram pesadas e
sacrificadas em camara de CO,. As cavidades abdominais foram abertas por uma
ampla incisdo longitudinal para avaliacdo de altera¢cdes macroscopicas. Orgaos

como utero, ovarios, timo, figado e baco foram retirados e seus pesos registrados.

As paredes uterinas foram secionadas e o conteudo uterino examinado. Os
sitios de implantacdo foram, entdo, identificados pelo método descrito por
Salewisk (1964). O utero foi imerso em solugdo de sulfeto de aménio a 10%, por
10 minutos. Em seguida, o utero foi lavado com agua e mergulhado por mais 10
minutos em uma solucdo formada por partes iguais de ferrocianeto de potassio a
20% e acido cloridrico a 1%. Os sitios de implantacdo que aparecem, entao,

como pontos escuros foram localizados e contabilizados.
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FIGURA 7 — UTERO ANTES E DEPOIS DE TRATADO PELO METODO DE
SALEWISK

Nota: (A) Utero sem tratamento pelo método de Salewisk; (B)

Pontos de implantacéo identificados pelo método de Salewisk.

3.5 ACOMPANHAMENTO POS-NATAL

Ap6s a verificagdo do nascimento, os filhotes foram identificados
individualmente, através de injecdo subcutanea de nanquim preto na regiao
plantar da pata. Os seguintes parametros foram registrados: peso individual,
namero de filhotes nascidos vivos e nimero de natimortos. Durante a avaliacao
destes parametros, que durou, em média 5 minutos para cada ninhada, os filhotes

foram mantidos afastados da mée, sob condi¢cdes controladas de temperatura.

O dia da verificacdo do nascimento foi considerado dia 1 pés-natal (Dia 1
PN). A partir do dia 1PN até o final do periodo de lactacdo (21 PN), cada filhote foi
examinado diariamente para avaliagdo do aparecimento de marcos fisicos do
desenvolvimento (i.e. abertura dos olhos, aparecimento de pélo, descolamento
das orelhas, erupcdo dos incisivos, descida dos testiculos e abertura do canal
vaginal). Todos os filhotes nascidos durante o experimento foram pesados
individualmente nos dias 5, 10, 15 e 20 PN e o peso destes animais, assim como

as mortes ocorridas durante o periodo de lactacao, foram registrados.
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No dia do desmame, dia 21 PN, os filhotes foram separados de sua mae.

Cada mae foi entdo pesada e submetida a eutanasia em camara de CO,. As
cavidades abdominais foram abertas por uma ampla incisdo longitudinal para
avaliacdo de alteracbes macroscopicas e 6rgados como figado, utero, ovarios, timo
e baco foram retirados, pesados e fixados para posterior analise histopatoldgica.
Os sitios de implantacdo foram identificados pelo método descrito por Salewisk
(1964). Os filhotes foram separados por sexo e alojados em caixas contendo um

numero maximo de 05 animais.

3.6 DETERMINACAO DO PESO ABSOLUTO E RELATIVO DE ORGAOS

Uma parte (1/2) da prole masculina foi submetida a eutanasia com 35
dias de idade e a outra metade com 55 dias. Os animais foram pesados e 6rgaos
como figado, rins, testiculos, epididimos, vesicula seminal, timo e baco foram
retirados, pesados e fixados para posterior analise histopatolégica. Um animal de
cada ninhada (total de 12 ninhadas) de cada grupo experimental foi poupado para
a realizacao do Teste de Fertilidade.

3.7 TESTE DE FERTILIDADE

Ao completarem 60 dias de vida, os animais foram submetidos ao teste de
fertiidade. Um macho e uma fémea, de cada ninhada (N=12 por sexo), foram
selecionados, aleatoriamente, em cada grupo experimental e; acasalados,
respectivamente, com uma mesma fémea ou um mesmo macho (néo tratados),
durante 15 dias ou até a identificacdo do “plug” vaginal. Os acasalamentos foram
realizados diariamente, sempre durante as duas ultimas horas do ciclo escuro (7

as 9 horas da manha).
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Para avaliacdo da fertilidade foram calculados os indices de acasalamento
e gravidez (US EPA 1996):

a) Indice de acasalamento = n° de machos que copularam/ n° total de
machos acasalados x 100;

b) indice de gravidez = n° de machos que tornaram fémeas gravidas/ n° de
machos que copularam x 100.

O numero de machos que acasalaram corresponde ao nimero de machos

em gue a coépula foi confirmada pela presenca do “plug” vaginal.

As primeiras 24 horas que se seguiram a confirmacdo do cruzamento
foram consideradas como dia 0 de gravidez. No dia 17 de gestacdo, as
progenitoras foram submetidas a eutanasia em camara de CO,. As cavidades
abdominais foram abertas para a retirada e pesagem do utero gravidico e
contagem do numero de fetos e de reabsorcdes (figura 8). De cada utero foi ainda
registrado a quantidade de implantacGes uterinas utilizando-se o método de
Salewisk (1964).

FIGURA 8 — FOTOS DA CESAREANA

Nota: (1) Abertura da cavidade abdominal; (2) Retirada da placenta e contagem do nimero de

fetos e de reabsorcdes; (3) Avaliacdo dos fetos.

3.8 MACHOS NA IDADE ADULTA

Os machos submetidos ao teste de fertilidade (90 dias PN) foram ainda
avaliados quanto a producdo espermética diaria, contagem e analise morfologica
dos espermatozéides, tempo de transito espermatico e nivel plasmatico de
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testosterona. Os o6rgdos sexuais (testiculos, epididimos e vesicula seminal)

também foram retirados, pesados e fixados em solugdo de Bouin.

3.8.1 PRODUCAO ESPERMATICA DIARIA E CONTAGEM DE
ESPERMATOZOIDES NA CAUDA DO EPIDIDIMO E TEMPO DE TRANSITO
ESPERMATICO

Depois de medidos os pesos, os testiculos e os epididimos foram
separados para determinacdo da producdo espermatica diaria pelos testiculos e

da quantidade de espermatozoides na cauda do epididimo.

Os testiculos tiveram a tunica albuginea removida e foram colocados em
2 mL de uma solucéo salina (cloreto de sodio 0,9%) contendo 0,5% de Triton X-
100 para homogeneizacdo. O material foi processado em um homogeneizador
manual de tecidos. Entéo, 250 pl do homogeneizado foram diluidos em 3250 pul de
solucdo salina (diluicdo 1:14), do qual uma aliquota (10 pl) foi colocada em
camara hemocitométrica (Neubauer) para a contagem do numero de
espermatides resistentes & homogeneizagao. Este processo esta baseado no fato
de que no final da espermatogénese, as nucleoproteinas nas espermatides
alongadas se tornam altamente condensadas e entrelacadas, conseqientemente,
0S nucleos das espermatides sdo resistentes a homogeneizacdo, enquanto o
nacleo das outras células germinativas e das células somaticas € destruido
(AMANN, 1982; BLAZAK et al., 1985).

As contagens dos dois testiculos caracterizaram 0 numero de
esperméatides de cada animal. A contagem foi feita por microscopia 6tica (400X)
contando-se as células presentes nos quatro quadrantes laterais (1, 3, 7 e 9) da

camara de Neubauer (figura 9).
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FIGURA 9 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DO PROCESSO DE
CONTAGEM DO NUMERO DE CELULAS: ESPERMATIDES NO TESTICULO E
ESPERMATOZOIDES NA CAUDA DO EPIDIDIMO

N Laminula
_ /4’% Detalhes da parte lateral
¥ o - da cimara de Neubauer

Laminula

Visualizagdo dos reticulos menores
da camara de Neubauer, contendo
espermatozoéides de camundongo, a
fresco, em microscopia Gtica,
aumento de 400x.

FONTE: Internet — busca por imagens (www.google.com) Acesso: janeiro, 2007

(Adaptado)

Considerando, que cada quadrante da camara, com sua laminula
ajustada, representa um volume de 0,1 mm?® (10* cm® e que cada 1 cm® é
equivalente a 1 mL, a concentracdo de espermatozoides por mL foi determinada
multiplicando-se o0 niumero médio de espermatozéides por quadrante pelo fator
10*.  Como a suspensdo de espermaétides sofreu diluicdo, a concentracéo de
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espermatozoides por mL foi multiplicada pelo fator de diluicdo utilizado (1:28)
formando o fator de correcdo final (2,8 x 10°). Para estabelecer a producéo
espermatica diaria, o numero de espermatides de cada animal foi dividido por
4,84 conforme descrito por Vom Saal apud Al-Thani et al (2003) e Johnson et al
(1992). A determinacéo deste divisor de tempo esta baseada nos tipos celulares
resistentes a homogeneizacdo (espermétides 14-16) que estdo presentes nos
estagios 1I-VIll do ciclo do epitélio seminifero (SOHARA et al., 2006). A série
completa das associacdes de células germinativas € conhecida como ciclo do
epitélio seminifero, sendo que sua duracdo, ou seja, o intervalo necessario para
que todos os estagios aparecam num ponto do tubulo seminifero é uniforme em
cada espécie (AMANN, 1982). No camundongo, as associacdes celulares
abrangem 16 estagios diferentes. Os estagios II-VIIl, nos camundongos,
correspondem a 14% de um ciclo completo, o qual tem a duracéo total de 34,5
dias (JOHNSON et al., 1992).

Para a contagem do numero de espermatozoides, depois de avaliados os
pesos dos epididimos, as caudas foram separadas do corpo-cabeca, cortadas em
pequenos pedacos e entdo colocadas em 0,5 mL da solucdo 0,5% de Triton X-
100 em salina. O material foi processado em um homogeneizador manual de
tecidos. Entéo, 250 pl do homogeneizado foram diluidos em 1750 pl de solugéo
salina (diluicdo 1:8), do qual uma aliquota (10 pul) foi colocada em camara
hemocitométrica (Neubauer) para a contagem do numero de espermatozdides. A
homogeneizacdo e o processamento foram feitos da mesma forma ja descrita
para a contagem das espermatides. Os nucleos dos espermatozoides sao
resistentes a homogeneizacéao, enquanto o tecido do epididimo nao € (BLAZAK et
al., 1985). As contagens dos dois epididimos caracterizaram 0 numero de
espermatozoides de cada animal quando multiplicadas pelo fator de correcao (4 x
10%). O tempo de transito espermatico na cauda do epididimo foi obtido através
da divisdo do numero de espermatozoéides pela producdo espermatica diaria
(BLAZAK et al., 1985; JOHNSON et al., 1992).
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3.8.2 ANALISE MORFOLOGICA DE ESPERMATOZOIDES

Para a avaliagdo da morfologia espermatica, foram coletados
espermatozoides do ducto deferente por meio de lavagem da luz do ducto
deferente, com 0,25 mL de cloreto de sédio 0,9% (solucdo salina). Uma gota
dessa suspensédo foi misturada com uma gota de solugédo de eosina 2% para
confecccéo de um esfregaco.

Os espermatozoides foram analisados em microscopia Otica (400X) e
classificados por anormalidades morfoldégicas de acordo com a descricdo de
Wyrobeck e Bruce (1975). Duzentos espermatozoides por animal foram avaliados
sendo registrado o percentual total de espermatozoides com defeitos de cauda e

cabeca.

FIGURA 10 — REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA MORFOLOGIA NORMAL
DE UM ESPERMATOZOIDE DE CAMUNDONGO

Flagelo Cabega

Cauda

FONTE: Internet — busca por imagens (www.google.com) Acesso: janeiro, 2007

(Adaptado)
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3.8.3 NIVEIS PLASMATICOS DE TESTOSTERONA

Foi coletado aproximadamente 1,5 mL de sangue (através de puncao
cardiaca) em animais previamente anestesiados com éter e, imediatamente,
transferidos para tubos contendo 20 ul de heparina 5.000 Ul/mL. Apds a coleta, os
tubos foram centrifugados por 15 minutos para a obtencéo do plasma. O plasma
foi separado e armazenado a — 20 °C até o dia da andlise, quando foi
descongelado e homogeneizado em Vortex™ para, entdo, iniciar o processo de
dosagem hormonal. Os niveis plasmaticos de testosterona foram medidos por
enzima imunoensaio (EIA - Enzyme Immunoassay) (American Research

Products, Inc.™).

O principio deste ensaio esta baseado na competicdo entre a testosterona
da amostra e a testosterona conjugada utilizada como reagente para uma
quantidade constante de anticorpo antitestosterona. Foram adicionados 25 pl da
amostra, padrdo ou controle nos pocos previamente sensibilizados com o
anticorpo antitestosterona. Em seguida, foram adicionados 100 pl de testosterona
conjugada utilizando-se uma pipeta multicanal e a placa homogeneizada
delicadamente por 10 segundos. A seguir, 0s poc¢os foram cobertos com uma fita
adesiva e a placa incubada por 60 minutos a 37 °C em estufa. O contetido foi
desprezado e os pocos lavados trés vezes com 300 pl de tampé&o de lavagem
diluido (presente no kit) e, entdo, a placa foi seca através de batidas leves contra
um papel absorvente em uma superficie fixa. Assim, quanto maior a concentracao
de testosterona na amostra, menor sera a quantidade de testosterona conjugada
que permanece nos pocos. A testosterona reagente é conjugada com a enzima
peroxidase. Apos a lavagem, foram adicionados 150 pl da solucdo reagente TMB
(3,3,5,5 tetrametilbenzidina), a placa homogeneizada e incubada por 15 minutos
em estufa a 37 °C, ao abrigo da luz. TMB, sob acdo da peroxidase, produz
coloracdo azul, em intensidade proporcional a quantidade de enzima presente e,
portanto, inversamente proporcional a quantidade de testosterona da amostra
(n&o conjugada). A concentragdo de testosterona na amostra foi determinada
através de uma curva de calibracéo obtida pelo processamento de padrdes com

concentragcdes conhecidas de testosterona (presente no kit).
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

O tratamento estatistico dos dados foi realizado através da analise de
variancia de uma via (ANOVA) ou pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis,
quando os dados ndo se ajustavam a uma curva normal. A existéncia de
diferenca significativa entre dois grupos foi estabelecida pelo teste t de Student
para amostras independentes, i.e. ndo pareadas ou, no caso de analise néo-
paramétrica, pelo teste U de Mann Whitney. As comparacdes envolvendo
proporcdes e percentagens foram feitas pelo teste do Qui-quadrado ou Fisher. Em
todos os casos as diferencas foram consideradas estatisticamente significativas
quando p < 0,05. Os calculos estatisticos foram realizados por meio do software
MINITAB 10.5 (Minitab Statistical Software™ , Minitab INC., PA, USA, 1995).
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4 RESULTADOS

4.1 DADOS DA GRAVIDEZ E DO DESENVOLVIMENTO GERAL DA PROGENIE

Nenhuma morte foi provocada e nenhum outro sinal de toxicidade materna
foi aparente nas fémeas tratadas por via oral com DEHA (200, 400 e 800 mg/kg
de peso corpéreo/dia) do 6° dia de gestagdo até o final da lactacédo (tabela 1).
N&o houve diferenca, estatisticamente significativa, no ganho de peso ao longo da
gestacdo e da lactacao, entre as fémeas tratadas com DEHA e as fémeas do
grupo controle (figuras 11 e 12). A propor¢ado de fémeas gravidas/acasaladas e a
duracdo da gravidez também nao foram afetadas em nenhuma das doses

estudadas (tabela 1).

As progenitoras expostas a dose de 800 mg de DEHA/kg p.c./dia
apresentaram uma ligeira reducdo da proporcédo de nascidos vivos/implantacdes
(84,4%) quando comparadas ao grupo controle (90,2%), conforme demonstrado
na tabela 1. Apesar desta diferenga ndo ser estatisticamente significativa, pode-se
dizer que ela ocorreu em fungdo do maior numero de implanta¢cdes uterinas
observadas no grupo de 800 mg DEHA/Kg, jA que ndo observamos diferenca
entre 0s grupos experimentais em relacdo ao tamanho médio da ninhada ao

nascimento.

Com excecdo do aumento do peso absoluto e relativo do timo e da
diminuicdo do peso absoluto e relativo do baco das fémeas expostas a maior
dose de DEHA (tabela 2), nenhuma outra anormalidade relacionada ao

tratamento foi observada nas progenitoras durante a autopsia.

Embora néo se tenha observado alteracdo do niumero médio de filhotes ao
nascimento, houve uma drastica reducdo no tamanho médio da ninhada ao
desmame, a partir da dose de 400 mg DEHA/kg p.c./dia, indicando uma maior
vulnerabilidade da prole aos efeitos toxicos do DEHA durante a lactacdo do que
durante a gestacdo. As progenitoras expostas a 800 mg de DEHA/kg
apresentaram indices de viabilidade e desmame para suas proles (45,5% e
45,1%, respectivamente) significativamente menores que os observados para o

grupo controle (93,7% e 91,4%, respectivamente).
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Além da acentuada mortalidade observada durante a lactacdo, vale
ressaltar a toxicidade peri-natal induzida pelo DEHA (tabela 1). Na dose de 800
mg DEHA/kg, observamos a existéncia de natimortos e o indice de nascimento
(95,3%) foi ligeiramente menor do que no grupo controle (100%). Apesar de nao
terem ocorrido nascimentos prematuros em nenhuma das doses estudadas, uma
ninhada do grupo de 400 mg DEHA/kg p.c./dia e cinco ninhadas do grupo 800 mg
DEHA/kg p.c./dia foram totalmente canibalizadas pelas méaes logo apés o

nascimento.

Os efeitos do DEHA sobre o desenvolvimento geral dos descendentes
expostos in utero e na lactacdo estéo ilustrados na figura 13 e nas tabelas 3 e 4.
A exposicdo ao DEHA na dose de 800 mg/kg p.c./dia causou uma reducao do
ganho de peso corporal médio dos filhotes durante a gestacdo (dia 1PN) e
durante os primeiros dias do desenvolvimento pos-natal (dia 5PN). No entanto,
apos esse periodo, observou-se plena recupera¢do no ganho peso corpéreo da

prole exposta ao DEHA (figura 13).

A tabela 3 mostra a idade do surgimento das caracteristicas de
desenvolvimento geral e sexual das progénies expostas ao DEHA in utero e na
lactacdo. Pode-se dizer que dentre os parametros investigados (descolamento
das orelhas, aparecimento de pélos, abertura de olhos, erupcédo de incisivos,
descida de testiculos e abertura da vagina), observou-se um ligeiro atraso no
aparecimento de pélos. Este atraso foi detectado em todos os niveis de dose
estudados e pode estar relacionado ao retardo do crescimento poés-natal,
observado através da analise do ganho de peso da prole ao nascimento e durante
0s primeiros cinco dias de vida. Houve também um ligeiro atraso na abertura de
olhos dos animais do grupo de dose de 800 mg/kg p.c./dia, quando comparado

aos animais do grupo controle.

A tabela 4 mostra os pesos corporais e pesos do figado, rins, baco e timo
de descendentes expostos in utero e durante a lactacdo ao DEHA. Esses pesos
foram avaliados em descendentes machos em dois diferentes momentos do
desenvolvimento pds-natal, i.e. na puberdade (dia 35 PN) e na idade adulta (dia
55 PN). Pode-se observar que, na puberdade, o peso da prole foi maior nos
grupos experimentais de 400 e 800 mg DEHA/Kg. Por essa razao, a fim de avaliar
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até que ponto um aumento no peso absoluto dos 6rgéos seria apenas um reflexo
do peso corporeo total aumentado nesses niveis de dose, optamos por apresentar
0s pesos dos 6rgdos avaliados tanto em termos absolutos (g) como relativos

(peso relativo = peso do 6rgao/peso corporeo x100).

Pode-se observar que houve aumento significativo no peso absoluto do
figado a partir da dose de 400 mg de DEHA/kg e no peso absoluto dos rins direito
e esquerdo na dose de 800 mg de DEHA/kg, durante autopsia na puberdade. Ja
durante autopsia na fase adulta foi notada diminuicdo no peso absoluto do figado

e do baco na maior dose testada.
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TABELA 1 — DADOS DA GRAVIDEZ E DE DESENVOLVIMENTO GERAL DA

PROGENIE.

. DEHA (mg/kgp.c/dia
VARIAVEIS (mg/kgp )

VEICULO 200 400

Proporcédo de gravidas/acasalag 21/23 21/23 21/24 21/22
Mortalidade materna 0 0 0 0
Nascimento prematuro 0 0 0 0
Mortalidade peri-natal 0 0 1 5
(mortalidade de toda ninhads)
Duragéo da gravidez (dias) 19,0+£0,0 19,10 £ 0,30 19,04 £0,2 19,0+0,0
NUmero médio de implantacdes 117417 111426 11.0+25 127413
por ninhada ot &= et W I, =
Tamanho medio daninhadaao 156,50  101+26  103+26  106+18
nascimento
Nascidos vivos/implantagcdes (%) 90,2 91,4 93,0 84,4
Tamanho médio da ninhada ao
desmame 9,7+1,9 9,1+2,2 7,5%2,9* 4.8 + 3,6*
Peso médio corporeo dos filhote "
a0 nascimento (g) 1,71 £ 0,15 1,72 +£0,15 1,69+0,11 1,60 £ 0,13
Proporgéo de natimortos/nascidc 0/222 2/215 1/223 11/233*
indice de nascimento (%) 100,0 99,1 99,6 95,3
indice de viabilidade (%) 93,7 91,5 74,8 45,5*
indice de desmame (%) 91,4 90,1 73,5 45,1*

NOTAS: Os resultados sdo expressos como numerduatismédia = desvio padrdo ou como percentual
quando indicado (%). Os valores foram analisadesapélise de variancia de um critério (one-wayusg
pelo testet de Student. As proporgdes foram analisadas peie tles Qui-quadrado ou Fisher. Em todos os
casos, a diferenca foi considerada estatisticanségnéicativa quand@ < 0,05. ¢ # controle).

4 Todas as mortes ocorreram no periodo peri-nai@ll(¢N).

Y Fémeas gravidas (Salewisk Positivo).

Nascimento prematuro (Gravidas que deram a lus alw@lia 18 de gestacgéo).

indice de nascimento (%) ©ule filhotes nascidos vivos (x100f? de filhotes nascidos.

indice de viabilidade (%) =de filhotes vivos no 6 PN (x100)Pwle filhotes nascidos vivos.

indice de desmame (%) =Onde filhotes vivos no desmame (x100f? de filhotes nascidos vivos.



MATERNO DURANTE A GESTACAO.

VARIAVEIS

Ganho de Peso ()

VEICULO

DEHA (mg/kgp.c/dia)

200

400

24

20 +

16

12
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FIGURA 11 — EFEITO DO DEHA SOBRE O GANHO DE PESO CORPORAL

N=21 N=21 N=21 N=21

A (dia 6 — dia 0) 4,83+1,13 4,74+ 1,06 4,72+ 1,41 4,85+ 1,05
A (dia 7 — dia 0) 4,88+ 1,39 5,18+ 1,04 4,89+ 1,20 5,14+ 1,03
A (dia 8 — dia 0) 5,41+ 1,49 5,80+ 1,15 5,46+ 1,20 5,71+ 1,02
A (dia 9 — dia 0) 6,41+ 1,49 6,83+ 1,44 6,18+ 1,43 6,49+ 1,29
A (dia 10 — dia 0) 7,85+ 1,77 7,83+ 1,22 7,47+ 1,50 7,84+ 1,58
A (dia 11 - dia 0) 9,21+ 1,84 9,37+ 1,42 8,94+ 1,68 9,38+ 1,79
A (dia 12 — dia 0) 11,32+ 1,95 11,20+ 1,67 10,84+ 1,81 11,42+ 1,84
A (dia 13 — dia 0) 13,52+ 2,15 13,30+ 1,78 13,08+ 2,19 13,47+ 1,83
A (dia 14 - dia 0) 15,94+ 2,42 15,67+ 2,29 15,50+ 2,29 15,63+ 2,38
A (dia 15 — dia 0) 19,16+ 2,55 18,31+ 2,55 18,25+ 2,65 18,03+ 2,59
A (dia 16 — dia 0) 22,28+ 2,99 21,52+ 2,96 21,38+ 3,11 22,30+ 2,60
A (dia 17 — dia 0) 25,29+ 3,73 24,36+ 3,45 24,53+ 3,37 25,79+ 2,86
A (dia 18 — dia 0) 28,58+ 4,20 27,67+ 4,02 27,51+ 4,31 28,81+ 3,20

32 1

28 I

Ganho de peso (g)

—eo— Oleo (N=21)
—&— 200mg DEHA/kg dia (N=21) [ |
—aA— 400mg DEHA/kg dia (N=21)
—e— 800mg DEHA/kg dia (N=21)

T T T T T T T T T T T T
Dia6 Dia7 Dia8 Dia9 Dial0 Diall Dial2 Dial3 Dial4 Dial5 Dial6é Dial7 Dial8

Dias de gestacdo

NOTAS: Os dados sao mostrados como média + desdoap do ganho de peso materno (em gramas) em
relacdo ao primeiro dia de gestacdo. Os valoremrfaanalisados por Kruskal Wallis seguido de testdeU
Mann-Whitney. Em todos os casos, a diferen¢a fosicerada como estatisticamente significativa qagnd

0,05. Os resultados nao diferiram entre os grugpsranentais.
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FIGURA 12 — EFEITO DO DEHA SOBRE O GANHO DE PESO CORPORAL
MATERNO DURANTE A LACTACAO.

VARIAVEIS

VEICULO

DEHA (mg/kgp.c/dia)

200

400

Ganho de Peso (%)
N=21 N=21 N=20 N=16
Dia 01 100,00+ 8,39 100,00+ 10,62 100,00+ 9,00 100,00+ 14,34
Dia 05 107,06+ 8,95 104,22+ 10,44 104,58+ 10,12 98,88+ 8,45
Dia 10 113,81+ 11,85 111,78+ 10,68 109,65+ 11,82 103,06+ 9,55
Dia 15 121,44+ 13,36 117,18+ 13,13 112,46+ 14,19 113,51+ 9,44
Dia 20 114,95+ 10,99 113,68+ 11,19 109,80+ 13,65 112,34+ 8,50
140
120 T
]
3
__ 100 T
S
o
8 80 -
o
()
©
o 60
<
g —e— Oleo (N=21)
40 —a— 200mg DEHAVg dia (N=21) |—
—a—400mg DEHA/kg dia (N=20)
20 —e— 800mg DEHAVg dia (N=16) |—
0 T
Dia 1 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20
Dias de lactacao

NOTAS: Os dados sdo mostrados como média + descdp do percentual em relagdo ao peso no primeiro
dia de lactacdo. Os pesos maternos foram analigatdsruskal Wallis seguido de teste U de Mann-Wjt

Em todos os casos, a diferenca foi considerada cestatisticamente significativa quango< 0,05. Os
resultados ndo diferiram entre 0s grupos experiigent
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TABELA 2 - PESOS ABSOLUTO E RELATIVO DOS ORGAOS DAS
PROGENITORAS.

; DEHA (mg/kgp.c/dia
VARIAVEIS (mg/kgp )

VEICULO 200 400
Progenitoras () 21 21 21 21
Peso corporal (g) 45,77 + 4,90 45,18 + 4,21 45,27 +5,95 46,11 + 3,99
PESO ABSOLUTO
Figado (g) 3,35+ 0,42 3,44 + 0,60 3,41 +0,62 3,32+0,38
Baco () 0,24 + 0,05 0,25 + 0,07 0,24 + 0,05 0,21 + 0,04*
Timo (g) 0,06 + 0,02 0,06 + 0,03 0,06 + 0,02 0,09 + 0,03*
Ovarios (g) 0,03 + 0,006 0,03 + 0,008 0,02 + 0,007 0,02 + 0,007
Utero (g) 0,15 + 0,06 0,13 + 0,06 0,14 + 0,06 0,15 + 0,07
PESO RELATIVO
Figado (%) 7,33+0,51 7,58 +0,87 7,49 +0,62 7,20 £ 0,59
Baco (%) 0,53+0,11 0,54 +0,13 0,52 + 0,07 0,45 + 0,09*
Timo (%) 0,13 + 0,04 0,12 + 0,06 0,13+ 0,05 0,19 + 0,07*
Ovarios (%) 0,06 + 0,02 0,06 + 0,02 0,06 + 0,02 0,05 + 0,01
Utero (%) 0,33+0,15 0,29 +0,15 0,32 +0,12 0,34 +0,15

NOTAS: Os resultados séo expressos como médiaviodeadrdo. O pesos absolutos (g) foram analispdbs
andlise de variancia de um critério (one-way) sbgyelo testd de Student. Os pesos relativos (%) foram
analisados por Kruskal Wallis seguido de teste UMdmn-Whitney. Em todos os casos, a diferenca foi
considerada estatisticamente significativa qugndd,05 ¢ # controle).As progenitoras foram sacrificadas ao
desmame dos filhotes (dia 21 PN).
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FIGURA 13 — EFEITO DO DEHA SOBRE O GANHO DE PESO CORPORAL DOS
DESCENDENTES DURANTE A LACTACAO.

DEHA (mg/kgp.c/dia)

VARIAVEIS
VEICULO 200 400
Peso (9)
N=21 N=21 N=20 N=16

Dia 1 1,71+ 0,15 1,72+ 0,15 1,69+ 0,11 1,60+ 0,13*
Dia 5 3,24+ 0,42 3,46+ 0,67 3,31+ 0,36 2,82+ 0,46*
Dia 10 5,50+ 0,63 5,65+ 1,03 5,75+ 0,72 5,64+ 0,70
Dia 15 7,21+ 1,03 7,20+ 1,31 7,54+ 1,00 7,95+ 0,92
Dia 20 9,37+ 1,56 9,08+ 1,87 9,80+ 1,40 9,80+ 1,58

12

11 T

10 —a

-2

G _

~ =

s & i =

%)

g .

a 5 +

- 7
4 / —+— Oleo (N=21) —
3 //iz —=— 200mg DEHAkg dia (N=21) —
2 K/ — = — 4 400mg DEHAKg dia (N=20) |
1 —e— 800mg DEHA/kg dia (N=16) | |
0
Dia 1 Dia 5 Dia 10 Dia 15 Dia 20

Dias de lactacao

NOTAS: Os dados sdo mostrados como média + desdodp do peso (em gramas) dos descendentes. As
ninhadas foram utilizadas como unidade estatistiogo apds o0 nascimento, uma ninhada do grupo 490 m
DEHA/kg e cinco ninhadas do grupo 800 mg DEHA/kafo totalmente canibalizadas pelas mées. Os valores
foram analisados por andlise de variancia de ur@ricrilone-way) seguido pelo testde Student. Em todos os
casos, a diferenca foi considerada estatisticansigméicativa quandg < 0,05.

*. O DEHA na dose de 800 mg/kg alterou o peso caipgmédio da prole ao nascimento e no dia 5 PN.
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TABELA 3 — EFEITO DA EXPOSICAO IN UTERO E DURANTE A ITACTA(;AO AO
DEHA SOBRE PARAMETROS DE DESENVOLVIMENTO POS-NATAL DE
FEMEAS E MACHOS

. DEHA (mg/kgp.c/dia
VARIAVEIS (ma/kgp )

VEICULO 200 400
Total de ninhadas 21 21 20 16
Dia do descolamento da orell 5 (5-6) 5,5 (5-6) 6 (5-6) 5,5 (5-6)
Dia do aparecimento de pélo: 5 (5-6) 6 (5-6)* 6 (5-6)* 6 (5-6)
Dia da erupcao dos incisivos 10 (9-11) 10 (10-11) 10 (10-11) 10 (9-11)
Dia da abertura dos olhos 16 (15-17) 16 (15-17) 16 (15-17) 16 (16-17)*

Dia da descida do testiculo 22 (20-23) 22 (20-25) 22 (20-24) 21 (20-25)

Dia da abertura da vagina 28 (25-30) 27 (24-30) 27 (24-31) 28 (24-29)

NOTAS: Os dados sdo mostrados como mediana (minm@ximo) e foram analisados por Kruskal Wallis
seguido de teste U de Mann-Whitney. Em todos ass¢asdiferenc#oi considerada como estatisticamente
significativa quand@ < 0,05. ¢ # controle).
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TABELA 4 - PESOS ABSOLUTO E RELATIVO DE ORGAOS~ DE
DESCENDENTES MACHOS EXPOSTOS IN UTERO E NA LACTACAO -
AVALIADOS NA PUBERDADE E NA IDADE ADULTA.

A DEHA (mg/kgp.c/di
VARIAVEIS (mg/kgp.c/dia)

VEICULO 200 400

ANIMAIS NA PUBERDADE

Numero de descendente 45 41 41 23
Peso corporal (g) 25,46+ 5,00 25,72+ 3,29 27,52+ 3,70* 30,06+ 5,15*
PESO ABSOLUTO
Figado (g) 1,67+ 0,36 1,74+ 0,32 1,86+ 0,43* 1,93+ 0,44*
Rim direito (g) 0,17+ 0,04 0,17+ 0,03 0,18+ 0,04 0,19+ 0,04*
Rim esquerdo (g) 0,17+ 0,04 0,17+ 0,03 0,18+ 0,04 0,19+ 0,04*
Baco (9) 0,17+ 0,04 0,17+ 0,04 0,17+ 0,04 0,18+ 0,03
Timo (g) 0,11+ 0,02 0,11+ 0,02 0,11+ 0,03 0,12+ 0,03
PESO RELATIVO
Figado (%) 6,64+ 1,23 6,75+ 0,83 6,70+ 0,93 6,38+ 0,57
Rim direito (%) 0,66+ 0,09 0,67+ 0,10 0,66+ 0,08 0,64+ 0,06
Rim esquerdo (%) 0,65+ 0,08 0,67+ 0,09 0,66+ 0,09 0,64+ 0,05
Baco (%) 0,66+ 0,15 0,68+ 0,10 0,63+ 0,13 0,60+ 0,07
Timo (%) 0,44+ 0,08 0,42+ 0,09 0,40+ 0,09 0,42+ 0,11
ANIMAIS NA IDADE ADULTA
Numero de descendente = & 2 =
Peso corporal (g) 41,55+ 3,37 40,34+ 3,70 41,74+ 2,98 38,27+ 4,83
PESO ABSOLUTO
Figado (9) 2,50+ 0,28 2,50+ 0,30 2,54+ 0,26 2,27+ 0,33*
Rim direito (g) 0,27+ 0,03 0,26+ 0,03 0,26+ 0,03 0,25+ 0,03
Rim esquerdo (g) 0,27+ 0,04 0,25+ 0,03 0,25+ 0,03 0,24+ 0,03
Baco (9) 0,17+ 0,04 0,18+ 0,04 0,17+ 0,04 0,15+ 0,03*
Timo (g) 0,11+ 0,03 0,11+ 0,03 0,12+ 0,03 0,11+ 0,03
PESO RELATIVO
Figado (%) 6,00+ 0,40 6,20+ 0,43 6,10+ 0,51 5,93+ 0,44
Rim direito (%) 0,66+ 0,07 0,65+ 0,07 0,62+ 0,05 0,66+ 0,08
Rim esquerdo (%) 0,64+ 0,07 0,63+ 0,05 0,62+ 0,06 0,63+ 0,08
Baco (%) 0,40+0,09 0,44+ 0,10 0,41+ 0,10 0,39+ 0,09
Timo (%) 0,25+ 0,08 0,27+ 0,08 0,28+ 0,06 0,29+ 0,08

NOTAS: Os resultados séo expressos como médiaviodeadrdo. O pesos absolutos (g) foram analispdps
analise de variancia de um critério (one-way) sbgyelo testd de Student. Os pesos relativos (%) foram
analisados por Kruskal Wallis seguido de teste UMdmn-Whitney. Em todos os casos, a diferenca foi
considerada estatisticamente significativa qugmdo0,05 ¢ # controle).Os animais puberes foram avaliados
com 35 dias PN e adultos com 55 dias PN.
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4.2 AVALIACAO REPRODUTIVA DOS DESCENDENTES MACHOS

4.2.1 Peso absoluto e relativo de 6rgaos sexuais (puberdade e idade adulta)

Os resultados da avaliagdo dos pesos dos 0Orgaos reprodutivos sao
apresentados na tabela 5. A autdpsia na puberdade revelou uma diminuicdo
significativa no peso relativo de ambos os testiculos na maior dose testada de
DEHA. A autdpsia na idade adulta revelou uma reducéo significativa no peso

absoluto e relativo da vesicula seminal a partir da dose de 400 mg de DEHA.

4.2.2 Producédo espermatica diéria, contagem de espermatozéides na cauda do

epididimo e tempo de transito espermatico (idade adulta).

Os resultados da producdo esperméatica diaria, contagem de
espermatozoides na cauda do epididimo e tempo de transito espermatico sao
apresentados na tabela 5. A producdo diaria de espermatozoides nao foi
significativamente alterada em nenhum dos grupos tratados. Entretanto, a
concentragdo meédia de espermatozoides na cauda do epididimo foi
significativamente reduzida a partir da dose de 400 mg de DEHA/kg p.c./dia,
quando comparado aos animais controle. Ja o tempo de transito espermatico foi

significativamente menor a partir da dose de 200 mg de DEHA/kg p.c./dia.

4.2.3 Morfologia espermatica (idade adulta)

O percentual total de espermatozoéides anormais (defeitos de cabeca e
cauda) nos animais adultos expostos in utero e na lactagdo ao DEHA nao diferiu
significativamente do percentual observado nos animais do grupo controle (tabela
5).

4.2.4 Niveis de testosterona (idade adulta)

A exposicdo in utero e na lactacio ao DEHA nao alterou
significativamente os niveis plasmaticos de testosterona nos animais adultos,

guando comparado ao grupo controle (tabela 5).
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TABELA 5 — VARIAVEIS REPRODUTIVAS DE DESCENDENTES MACHOS
EXPOSTOS IN UTERO E NA LACTACAO — AVALIADOS NA PUBERDADE E NA
IDADE ADULTA.

DEHA (mg/kgp.c/dia)

VARIAVEIS
VEICULO

ANIMAIS NA PUBERDADE

Numero de descendentes 45 41 41 23
Peso corporal (g) 25,46+ 5,00 25,72+ 3,29 27,52+ 3,70+ 30,06+ 5,15*
PESO ABSOLUTO
Testiculo direito (g) 0,08+ 0,02 0,08+ 0,02 0,08+ 0,02 0,08+ 0,02
Testiculo esquerdo (g) 0,08+ 0,02 0,08+ 0,02 0,08+ 0,02 0,08+ 0,02
Epididimos (g) 0,03+ 0,008 0,03+ 0,007 0,03+ 0,008 0,03+ 0,008
Vesicula seminal (g) 0,04+ 0,02 0,05+ 0,02 0,05+ 0,02 0,05+ 0,02
PESO RELATIVO
Testiculo direito (%) 0,30+ 0,06 0,32+ 0,05 0,31+ 0,04 0,26+ 0,04*
Testiculo esquerdo (%) 0,30+ 0,06 0,30+ 0,05 0,31+ 0,05 0,25+ 0,04*
Epididimos (%) 0,11+ 0,03 0,12+ 0,03 0,12+ 0,02 0,11+ 0,02
Vesicula seminal (%) 0,17+ 0,07 0,19+ 0,06 0,17+ 0,05 0,16+ 0,05
ANIMAIS NA IDADE ADULTA
Numero de descendentes 11 12 12 12
Peso corporal (g) 47,99+ 2,89 50,63+ 500 54,31+ 6,84  49,76+5,03
PESO ABSOLUTO
Testiculo direito (g) 0,14+ 0,02 0,14+ 0,02 0,13+ 0,02 0,14+ 0,01
Testiculo esquerdo (g) 0,13+ 0,03 0,14+ 0,02 0,13+ 0,02 0,13+ 0,01
Epididimos (g) 0,08+ 0,01 0,08+ 0,01 0,08+ 0,01 0,08+ 0,01
Vesicula seminal (g) 0,17+ 0,02 0,17+ 0,03 0,16+ 0,02* 0,13+ 0,02*
PESO RELATIVO
Testiculo direito (%) 0,29+ 0,04 0,29+ 0,03 0,26+ 0,05 0,27+ 0,04
Testiculo esquerdo (%) 0,27+ 0,06 0,28+ 0,03 0,26+ 0,04 0,27+ 0,04
Epididimos (%) 0,17+ 0,02 0,18+ 0,02 0,16+ 0,03 0,17+ 0,02
Vesicula seminal (%) 0,35+ 0,05 0,33+ 0,06 0,31+ 0,04* 0,26+ 0,04*
Producéo espermatica diaria
Por animal (X1 6,53+ 1,52 7,07+ 0,96 5,95+ 1,06 6,07+ 0,79
Por g de testiculo (X30 2432+ 3,72 24,69+ 2,40 23,02+ 3,18 22,74+ 3,25
N° de espermatozodides
Por animal (X1 495+ 1,29 4,61+ 1,13 3,61+ 1,40+ 3,64+ 0,91*
Por g de epididimo (X30 59,74+ 13,44 51,96+ 10,86 43,66+ 13,95* 47,43+ 9,40*
Tempo de transito espermatico (dia 0,76+ 0,11 0,64+ 0,12* 0,59+ 0,19* 0,60+ 0,16*
Testosterona plasmatica (ng/mL) 413+ 3,00 4,13+ 2,80 3,19+ 2,77 5,20+ 3,19
Espermatozoides anormais (%) 0,9 1,0 1,0 1,0

NOTAS: Os resultados séo expressos cothahsoluto, média + desvio padrdo ou como percemfuahdo
indicado. Os valores absolutos foram analisadosapélise de varidncia de um critério (one-way) gkgpelo
testet de Student. Os valores relativos (%) foram anatisgubr Kruskal Wallis seguido de teste U de Mann-
Whitney. Em todos os casos, a diferenca foi conadie estatisticamente significativa quamqa 0,05. ¢ #
controle).Os animais puberes foram avaliados com 35 dias BHukos com 90 dias PN. O peso da vesicula
seminal foi reportada sem fluido.
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4.3 TESTES DE FERTILIDADE

O DEHA néo provocou nenhum efeito adverso nos indices de fertilidade
em camundongos de ambos 0s sexos, expostos in utero e na lactacdo, aos niveis
de dose estudados (tabelas 6 e 7). Os indices de acasalamento e gravidez
variaram de 83 a 100% e de 90 a 100%, respectivamente, quando machos
expostos foram submetidos ao convivio com fémeas nao expostas. Inversamente,
guando o mesmo teste foi realizado com fémeas expostas submetidas ao convivio
com machos ndo expostos, os indices de acasalamento e gravidez variaram de
92 a 100% e de 82 a 92%, respectivamente. Também ndo foram observadas
diferencas, estatisticamente significativas, nas outras variaveis reprodutivas
avaliadas para as fémeas acasaladas e suas progénies, indicando auséncia de

efeitos da exposi¢cdo materna ou paterna ao DEHA sobre a fertilidade.
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TABELA 6 — AVALIACAO DA FERTILIDADE DE DESCENDENTES MACHOS

EXPOSTOS IN UTERO E NA LACTACAO AO DEHA.

VARIAVEIS

Fémeas ndo expostas
acasaladas {p

Machos expostos
acasalados

Fémeas esperma-positiva$)(i
indice de acasalamento (%)
Fémeas gravidas {n

indice de gravidez (%)

Peso absoluto do utero
gravidico (g)

Peso relativo do Utero
gravidico (%)

Ganho de peso materno (g)
A (dia 0 - 17)

Ninhadas (P

Ndmero de implantacdes
Reabsorcées th
Reabsorc¢ées/implantacées (
Fetos mortos (M

Fetos vivos (1)

Fetos vivos/implantacdes (%
Fetos vivos por ninhada

Peso corporeo fetal (g)

VEICULO

12

12

12
100
11

92

18,13 +2,13

27,69 £ 2,25

25,10 £4,13

11
14,09 +1,64
8
51
1
147
94,8
13,4+1,6

0,89 + 0,07

DEHA (mg/kgp.c/dia)
200 400
12 12
12 12
12 10
100 83
11 9
92 90
17,37 +3,50 18,97 +2,63
27,25+4,14 28,98 +2,96
25,36 +3,69 26,13 +3,77
11 9
1391+1,64  14,33+1,58
13 6
8,5 4,7
0 0
140 123
91,5 95,3
12,7 +2,3 13,7 +1,7
0,90 + 0,07 0,93 +0,07

12

12

10
83
10

100

16,88 + 2,19

26,70 £ 2,65

25,77 £ 3,80

10
13,20 +1,81
13
9,8
2
118
89,4
11,8+1,5

0,94 + 0,07

NOTAS: Os resultados sdo expressos como numerduédpsmédia + desvio padrao ou como percentual

quando indicado (%).0s valores absolutos foramisadds por analise de variancia de um critério{oag)

seguido pelo testiede Student. Os valores relativos (%) foram anatisgabr Kruskal Wallis seguido de teste
U de Mann-Whitney. As proporcbes foram analisadale peste do Qui-quadrado. Em todos os casos, a

diferenca foi considerada estatisticamente sigtifra quandg < 0,05 ¢ # controle).
indice de cruzamento (%) 2 de machos que copularani/tatal de machos acasalados x 100.
indice de gravidez (%) ="mle machos que tornaram fémeas gravidagémachos que copularam x 100.
Fémeas gravidas (Salewisk Positivo).
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TABELA 7 — AVALIACAO DA FERTILIDADE DE DESCENDENTES FEMEAS

EXPOSTAS IN UTERO E NA LACTACAO AO DEHA.

VARIAVEIS

Fémeas expostas
acasaladas th

Machos nédo expostos
acasalados

Fémeas esperma-positivas)(i
indice de acasalamento (%)
Fémeas gravidas {n

indice de gravidez (%)

Peso absoluto do utero
gravidico (g)

Peso relativo do Utero
gravidico (%)

Ganho de peso materno (g)
A (dia 0 -17)

Ninhadas (f)

Ndmero de implantacdes
Reabsorcées {h
Reabsorc¢des/implantagées (
Fetos mortos (M

Fetos vivos ()

Fetos vivos/implantacées (%
Fetos vivos por ninhada

Peso corporeo fetal (g)

VEICULO

12

12

12
100
11

92

17,5+5,6

26,60 * 6,85

25,98 + 3,88

11
12,91 + 3,53
11
7,7
3
129
90,8
11,7+4,1

0,99 +0,09

DEHA (mg/kgp.c/dia)

200

12

12

11
92
9

82

17,1+48

26,00 + 6,54

26,13 £4,22

9
12,00 +4,16
6
50
0
109
90,8
12,1+3,4

0,92 +£0,08

400

12

12

11
92
9

82

17,9+3,0

27,39 £+ 3,28

25,86 * 3,57

9
13,67 £1,32
9
7,3
2
112
91,1
124+21

0,94 £ 0,08

12

12

12
100
10

83

169+2,8

28,20 +£3,78

26,03 £ 3,48

10
12,40 +1,58
6
438
1
117
94,4
11,7 +2,1

0,93 0,07

NOTAS: Os resultados sdo expressos como numerduddpsmédia + desvio padrao ou como percentual

quando indicado (%).0s valores absolutos foramisadds por analise de variancia de um critério{oag)

seguido pelo testede Student. Os valores relativos (%) foram anatisgmbr Kruskal Wallis seguido de teste
U de Mann-Whitney. As proporc8es foram analisadels peste do Qui-quadrado. Em todos os casos, a

diferenca foi considerada estatisticamente sigtifie quandg < 0,05 ¢ # controle).
indice de cruzamento (%) £ de machos que copularanfitatal de machos acasalados x 100.

indice de gravidez (%) ="mle machos que tornaram fémeas gravidagémachos que copularam x 100.
Fémeas gravidas (Salewisk Positivo).
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5 DISCUSSAO

5.1 TOXICIDADE MATERNA E EFEITOS PRE-NATAIS

As investigacdes cientificas sobre a origem de malformacdes congénitas
em mamiferos, assim como 0s ensaios preditivos relacionados a Toxicologia do
Desenvolvimento, sédo relativamente recentes. Varios fatores contribuiram para o
atraso desta area da Toxicologia, sendo que um deles esta relacionado a idéia
preconcebida de que o desenvolvimento embrionario de mamiferos, por ocorrer
no interior do Utero materno, estaria protegido dos efeitos adversos de agentes
ambientais. Acreditava-se que as conseqiéncias da exposicdo materna aos
agentes ambientais poderiam ser, unicamente, do tipo “tudo-ou-nada”, ou seja, ou
0 agravo seria severo o suficiente para causar a morte do embrido e a interrupcao
da gravidez, ou entdo ndo causaria mal algum ao concepto (MANSON, 1986).
Somente a partir da década de 1930, comecaram a surgir as primeiras
constatacdes experimentais de que a protecdo materna ndo era tdo eficiente
guanto se julgava e que fatores externos (ambientais) poderiam causar anomalias
em embrides de mamiferos (PERSAUD, 1979).

Hoje se sabe, que determinados agentes quimicos — além de poderem
atingir diretamente o desenvolvimento pré-natal — podem causar sequelas que so
serdo detectadas na vida adulta. Assim, enquanto muitas anomalias congénitas
sao diagnosticadas ja ao nascimento ou até antes deste (e.g. por ultra-sonografia
ou por amniocentese e exame do cariétipo), outras s0 sdo detectadas bem mais
tarde ou até mesmo décadas depois, como € 0 caso da carcinogénese
transplacentaria (e.g. adenocarcinoma de vagina que resulta da exposicdo in

utero ao dietilestilbestrol e se manifesta em mulheres adultas jovens).

Para avaliar o efeito toxico de um determinado agente quimico durante a
gestacdo € preciso levar em consideracdo que sua toxicocinética pode ser
modificada por essa condi¢éo fisiolégica que envolve ndo somente 0 organismo
materno, mas sim, uma nova unidade denominada unidade “materno-placentaria-
fetal” (LEMONICA, 2003). Varios estudos mostram que a manutencdo da
homeostasia, i.e. da constancia do meio interno, € essencial ao desenvolvimento
embriofetal normal. Assim sendo, o aparecimento do efeito embriofetotoxico

induzido por uma determinada substéncia quimica pode resultar da interacao
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desta substancia com outros fatores que incidem sobre o organismo materno,
como e.g. 0 estado nutricional, idade materna, estresse e outros fatores
ambientais (CHAHOUD et al., 2002; KURIYAMA et al., 2000; NODA et al., 2001;
CHERNOFF et al., 1988; CHERNOFF et al., 1989).

Ha diversos exemplos de que a manutencdo da homeostasia materna é
essencial para o adequado desenvolvimento embriofetal. Como demonstrado por
Chernoff et al., 1988, o estresse experimentado pela mée durante a gestacao
pode afetar adversamente o desenvolvimento pré- e/ou pods-natal, além de ser
capaz de potencializar o efeito teratogénico de alguns xenobidticos. Algumas
doencas maternas, tais como o diabetes melito (BRYDON et al., 2000) e estados
como a hipertermia (EDWARDS et al., 1995) podem igualmente comprometer os

processos normais de embriogénese.

Assim como nos disturbios descritos acima, a acdo de xenobioticos sobre o
organismo materno pode alterar o desenvolvimento normal da prole. No entanto,
nem sempre a toxicidade materna esta associada a inducdo de anormalidades do
desenvolvimento embriofetal. O estireno, por exemplo, mesmo em niveis de dose
altamente toxicos para a méde ndo causa alteracdes embriofetais, provavelmente
porque seus mecanismos toxicos ndo envolvem a inducdo de danos teciduais
(MURRAY et al., 1978).

A interpretacao de efeitos adversos sobre o desenvolvimento da prole, em
niveis de dose toxicos para o organismo materno, ainda € dificil porque é
praticamente impossivel distinguir os efeitos embriofetotoxicos diretos decorrentes
da exposicéo transplacentaria a um dado agente (através da interacdo direta da
substancia com o embrido/feto), daqueles induzidos indiretamente, em
consequéncia de alteracdo da fisiologia materna (KHERA, 1984 e 1985;
CHERNOFF et al. 1988, 1989; EPA, 1996; CHAHOUD et al., 1999). Nos estudos
de toxicidade pré-natal, a toxicidade materna €, via de regra, confirmada por

avaliacdes que podem incluir:
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1. Reducao do ganho de peso corporeo;

2. Ocorréncia de 6bitos maternos durante o periodo de tratamento;
3. Reducéo do consumo de agua e/ou ragao;

4. Aparecimento de sinais clinicos, e;

5. Alteracdes no peso e/ou morfologia dos érgaos.

Como um agente quimico pode interferir no desenvolvimento dos
descendentes por afetar diretamente os filhotes, ou indiretamente, ao
comprometer a capacidade da progenitora em sustentar a prole, tais informacdes
sao importantes e devem ser levadas em consideracdo na interpretacdo dos

efeitos toxicos de uma substancia.

Nas condicbes experimentais do presente estudo, a administracdo de
DEHA por via oral ndo provocou mortes ou qualquer outro sinal de toxicidade
aparente nas progenitoras, indicando auséncia de toxicidade materna nos niveis
de doses estudados. As duas Unicas alteracdes observadas no organismo
materno dizem respeito aos pesos de 6rgdos imuno-relacionados, i.e. 0 aumento
do peso absoluto e relativo do timo e a diminuicdo do peso do bago, tanto em
termos de peso absoluto quanto relativo. Este efeito ndo havia sido previamente
descrito por nenhum dos autores que investigaram os efeitos de plastificantes

durante a gestacao de ratos.

Apesar de ndo causar toxicidade materna aparente, o DEHA induziu
mortalidade da prole e retardo do crescimento pré- e pos-natal, como sera

discutido a seguir.
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5.2 DESENVOLVIMENTO GERAL DA PROGENIE

O DEHA induziu mortes de algumas ninhadas ao nascimento, observadas
a partir da dose de 400 mg/kg e também um aumento significativo na proporcao

de natimortos/nascidos, no maior nivel de dose avaliado.

Além disso, no estudo atual, observamos claramente uma diferenca inter-
individual quanto a suscetibilidade das fémeas aos efeitos induzidos in utero pelo
DEHA. Enquanto, em algumas maes, a ocorréncia de perdas no periodo peri-
natal foi evidente (i.e. o canibalismo de toda ninhada observado em cinco méaes
do grupo de 800 mg/kg e uma mae na dose de 400 mg/kg), em outras este efeito
parece nédo ter ocorrido, uma vez que as demais maes destes grupos de dose nao
diferiram do grupo controle quanto ao numero médio de filhotes por ninhada ao
nascimento. Sendo assim, podemos dizer que, pelo menos no que diz respeito a
toxicidade peri-natal, o DEHA tendeu a um efeito “tudo-ou-nada”, i.e. ou matou
toda a ninhada ou ndo a afetou e assim ndo induziu mortes significativas intra-

ninhada.

As ligeiras diferencas observadas no numero médio de implantacdes
uterinas provavelmente refletem variacdes fisioldégicas da espécie, uma vez que
nao foram estatisticamente significativas entre 0s grupos experimentais e nem
ocasionaram diferencas no tamanho médio das ninhadas ao nascimento (tabela
1). Em roedores a implantag&o do blastocisto no Utero materno ocorre por volta do
dia 6 PN, i.e. no momento em que teve inicio o tratamento das fémeas gravidas
com DEHA. Ao contrario do que se pretendia no presente estudo, naquelas
situagcbes em que se tem a intencdo de avaliar efeitos sobre o processo de
implantacdo, da-se inicio ao tratamento logo ap6s a confirmacdo do
acasalamento. Assim, podemos dizer que dificilmente efeitos sobre o processo de

implantacédo seriam detectaveis nas condicdes experimentais do presente estudo.

O fato do tamanho médio da ninhada ter diferido entre os grupos ao
desmame — mas ndo ao nascimento — indica que a prole foi mais vulneravel aos
efeitos do DEHA durante a lactacdo do que durante a gestacéo, apontando assim

para a importancia de estudos adicionais que avaliem aspectos toxicocinéticos do
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DEHA, sobretudo no que diz respeito a eliminacdo desse composto via leite

materno e seu acumulo no organismo em desenvolvimento.

Em 1987, Bergman & Albanus publicaram importante artigo sobre
absorcéao, distribuicdo e eliminacdo de DEHA em ratas e camundongas gravidas.
Segundo esses autores, a passagem de DEHA e seus metabdlitos via placenta é
limitada nestas espécies. Essa pode ser uma possivel explicacdo para o fato da
prole - durante a gestacéo - ter tolerado bem os niveis de dose de DEHA aqui
estudados (ndo observamos aumento da taxa de mortalidade pré-natal), e ter sido
susceptivel ao tratamento durante a lactacdo (marcante mortalidade durante os
primeiros dias de vida pés-natal).

Este mesmo artigo (BERGAMAN & ALBANUS, 1987) descreve dados
toxicocinéticos sobre a distribuicdo do DEHA em roedores adultos, e aponta para
a acumulacdo deste composto no tecido adiposo (consequiéncia da alta
solubilidade lipidica do DEHA em sua forma nao metabolizada), no figado e nos
rins, refletindo provavelmente o envolvimento desses 0rgdos nos processos de

metabolizacdo e eliminacgéo (via urina) dos metabdlitos do DEHA.

Diante dos dados encontrados no presente estudo e mediante a
caracteristica altamente lipofilica do DEHA, estudos adicionais sobre a passagem
deste composto via leite materno e seu acumulo no organismo em
desenvolvimento seriam de grande relevancia no processo de avaliacdo do risco
deste composto. Embora ndo haja dados sobre o DEHA, alguns estudos
descrevem os niveis de DEHP (e seus metabdlitos) no leite materno de mulheres
sadias (GRUBER et al., 1998; BRUNS-WELLER & PFORDT, 2000; LATINI et al.,
2003; LUBICK, 2006; ZHU et al., 2006).

Apesar dos niveis detectaveis de DEHP e seus metabdlitos no leite
materno flutuarem grandemente — em decorréncia do consumo materno de
alimentos contendo (ou nao) plastificantes — ao longo dos meses avaliados
(estudo longitudinal), niveis estimados de ingestdo diaria de lactentes foram
estabelecidos por um grupo de expoentes da Comunidade Européia para a
avaliacdo do risco, conforme descrito por Latini et al., 2004. Estes dados sao

mostrados na tabela 8.
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Tabela 8 — Niveis estimados da exposicao diaria de lactentes ao DEHP.

Tipos de aleitamento Exposicao ( pg/kg p.c./dia)
Leite em pd (0-3 meses de idade) 13
Leite em po (3-12 meses de idade) 8
Leite materno (0-3 meses de idade) 21
Leite materno (3-12 meses de idade) 8

Fonte: “European Union risk assessment” apud LATINI et al., 2004.

Embora o mais alto nivel de exposicdo estimado ao DEHP - via leite
materno — seja de 21 pg/kg p.c./dia (tabela 8), i.e. cerca de 10.000 vezes menor
do que o menor nivel de dose aqui avaliado ha de se levar em consideracao
outras fontes de exposicéo a esta substancia e a presencga de outros plastificantes
(e.g. DEHA) que podem igualmente induzir danos ao organismo em
desenvolvimento. Além disso, este tipo de exposicdo € particularmente
preocupante se levarmos em consideracdo a possibilidade de haver uma maior
vulnerabilidade do organismo em desenvolvimento aos possiveis efeitos destas
substancias e outras fontes de exposi¢cao exclusivas do publico infantil (LATINI et
al., 2004).

Apesar da proibicdo da adicdo de DEHP em artigos para bebé e
brinquedos proprios para criangas com até 3 anos de idade ja estar em vigor em
diversos paises membros da Comunidade Econdmica Européia, Canada e
Estados Unidos; esta proibicdo ainda néo foi estendida para outros tipos de
brinquedos (EU 1999/815/EG, apud LATINI et al., 2004) e nem € seguida por

todos os paises.

A exposicdo a dose de 800 mg de DEHA/kg alterou o ganho de peso
corporal médio dos filhotes ao nascimento e no dia 5 PN, mostrando um claro
efeito toxico sobre o desenvolvimento da prole. Esse efeito, embora significativo
nos primeiros dias de vida pos-natal, foi reversivel. A partir do dia 10 PN néo
observamos mais alteracdo no ganho de peso da prole nos niveis mais altos de
dose estudados. Este fato pode ser justificado pelo menor niumero de filhotes

sobreviventes por ninhada ao longo da lactacdo (e consequentemente uma menor
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competicdo intra-ninhada), ou ainda, devido a uma possivel tolerancia adquirida

por parte da prole apds exposicdo continuada ao DEHA.

E importante ressaltar que a analise do peso médio dos filhotes ao
nascimento e ao longo do periodo de lactacdo pode ser realizada de duas
maneiras distintas: considerando-se a ninhada (peso médio da ninhada) ou o
filhote (peso médio por grupo experimental) como unidade de andlise estatistica.
A utilizacdo da ninhada como unidade de analise nos parece mais apropriada
porque a méae/ninhada é a unidade de tratamento, e nao o filhote individualmente.
Assim, o uso de cada filhote para este tipo de analise tende a inflacionar
artificialmente o tamanho da amostra e por isso superestimaria o efeito

observado.

Ainda em relagdo a ocorréncia de mortes de filhotes no periodo pés-natal,
nossos dados demonstram que essa foi mais acentuada nos primeiros dias de
vida. Enquanto o indice de nascimento ndo diferiu entre 0os grupos experimentais,
o indice de viabilidade (registrado no dia 6 PN) mostrou-se significativamente
reduzido na dose de 800 mg de DEHA/kg (45,5%), e pouco diferiu do indice de
desmame (800 mg de DEHA/kg = 45,1%), conforme dados da Tabela 1.

Além do retardo do crescimento, a exposicdo ao DEHA também atrasou o
aparecimento de pélos da progénie em todos os niveis de doses estudados e a
abertura de olhos, na dose de 800 mg/kg p.c./dia, quando comparado aos animais
do grupo controle. O aparecimento de pélos coincide com o periodo de cinco/seis
dias de vida pos-natal, quando ainda observamos acentuada reducdo do ganho
de peso da prole. Este foi — dentre os parametros do desenvolvimento avaliados —

0 que mais foi alterado pela exposicdo ao DEHA.

Neste estudo, as caracteristicas de desenvolvimento sexual, como e.g. 0s
tempos médios (em dias) da descida dos testiculos para o saco escrotal e a
abertura do canal vaginal, ndo mostraram diferencas em decorréncia da

exposicdo ao DEHA. O aparecimento desses parametros foi compativel com as
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respostas fisiologicas esperadas para a espécie em questdo. Estas variaveis sao
sinais externos do desenvolvimento sexual dos animais, dependentes de uma
adequada producdo de hormodnios sexuais. Substancias que desestabilizem o
equilibrio hormonal podem interferir nestes processos, acelerando-os ou
retardando-os. A exposicdo ao DEHA in utero e na lactacdo nao alterou os
periodos médios para a descida dos testiculos (ca. dia 21-22 PN) ou abertura do
canal vagina (ca. dia 27-28 PN), nédo interferindo - portanto - no inicio da

puberdade nos camundongos, tanto machos quanto fémeas.

Como observamos, nos grupos experimentais de 400 e 800 mg DEHA/kg,
aumento no peso corporal médio dos descendentes avaliados na puberdade.
Optamos, por apresentar os pesos dos oOrgaos avaliados tanto em termos

absolutos (g) como relativos (% em relacdo ao peso corporal total).

O aumento significativo no peso absoluto do figado (a partir da dose de
400 mg de DEHA/KQ) e dos rins (no maior nivel de dose) — observado nos animais
avaliados na puberdade — pode ser explicado pelo maior peso corporal total
destes grupos experimentais em relacdo aos demais, uma vez que a analise do
peso relativo desses 0Orgaos, nao confirmou esse tipo de efeito. Conforme
mencionado anteriormente, 0 maior peso corporal destes animais na puberdade
pode estar associado ao menor indice de viabilidade, o que pode ter permitido
aos animais viaveis, um crescimento corporal mais acelerado devido a maior
facilidade de alimentacédo. Esse possivel crescimento mais acelerado até atingir a
puberdade n&o representou, contudo, um maior peso corporal na idade adulta. Na
verdade, mesmo que nédo atingindo significancia estatistica, o peso corporal em
meédia dos animais expostos a dose de 800 mg de DEHA/kg (38,27 + 4,83) foi
menor que o0 peso registrado para os demais grupos experimentais (e.g. controle
= 41,55 + 3,37). Assim, podemos dizer que as alteracdes, em termos de peso
absoluto observadas, para figado e bago, nos animais adultos da dose de 800mg
DEHA/kg sao provavelmente reflexos do menor peso corpéreo total observado

nesse nivel de dose.
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5.3 AVALIACAO REPRODUTIVA DOS DESCENDENTES MACHOS

5.3.1 Peso absoluto e relativo de 6rgdos sexuais

Os pesos dos Orgaos sexuais masculinos e glandulas acessoérias, que
incluem os testiculos, epididimos, vesicula seminal e préstata, podem ser Uteis
para a avaliacdo de possiveis efeitos sobre o sistema reprodutivo. As alteraces
no peso destes 6rgdos podem ser utilizadas como indicativos de possiveis
alteracdes no status androgénico do animal ou na funcao testicular (GERARDIN &
PEREIRA, 2002).

O peso dos testiculos apresenta pouca variacdo entre animais de uma
mesma espécie, sendo, portanto, um marcador sensivel de injaria gonadal (EPA,
1996). Nossos dados mostram que a exposicdo in utero e durante a lactacdo a
dose de 800 mg de DEHA/kg causou reducdo do peso relativo dos testiculos,
durante autopsia na puberdade. No entanto, é importante ressaltar alguns estudos
mais gerais sobre a toxicidade do desenvolvimento, que demonstram que em
mamiferos o peso dos testiculos e 0 peso corporal sdo variaveis independentes
(AMANN, 1982). Assim, segundo alguns autores, na avaliacdo da toxicidade
testicular, deve-se ser utilizar preferencialmente o peso absoluto desse 6rgéao.
Levando em consideracdo o peso dos testiculos — em termos absolutos — ndo

observamos efeito aparente do DEHA.

Durante autépsia na idade adulta, observamos reducdo do peso da
vesicula seminal a partir da dose de 400 mg de DEHA/Kkg. Este efeito mostrou-se
dose-relacionado e foi observado tanto em termos absolutos, como relativos.
Esse achado nos parece refletir alguma interferéncia no sistema enddécrino e na

funcéo testicular decorrente da exposicdo ao DEHA (EPA, 1996).

Dados sobre o peso da prostata poderiam consubstanciar os achados em
relacdo ao peso da vesicula seminal sobre uma possivel interferéncia endocrina,
mas devido a dificuldades de cunho técnico para dissecagdo desta glandula, ndo

foi possivel realizar esta avaliacao.
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5.3.2 Producédo espermatica diaria, contagem de espermatozoéides na cauda do

epididimo e tempo de transito espermético

O numero de células espermaticas reflete a integridade da
espermatogénese no interior dos testiculos e a funcéo testicular, enquanto que o
namero de espermatozéides na cauda do epididimo é uma das avaliacdes mais
significativas da funcao do epididimo (AMANN, 1982).

A concentracdo média de espermatozoides na cauda do epididimo sofreu
reducao significativa a partir da dose de 400 mg de DEHA/kg. Essa reducdo nao
foi acompanhada da reducdo na producdo espermatica diaria (no testiculo).
Assim, observamos que o tempo de transito espermatico através do epididimo foi

diminuido em todos os niveis de doses de DEHA avaliados.

De fato, segundo a literatura, a reducdo no namero de espermatozoides
na cauda do epididimo pode ocorrer sem que haja outras alteracdes evidentes no
processo de espermatogénese (FAQI et al., 1998). Nas condi¢cBes experimentais
deste estudo, o epididimo parece ser o 6rgao do sistema reprodutivo masculino
mais sensivel ao efeito do DEHA. Nossos dados mostram que as alteracdes na
concentracdo de espermatozoéides no epididimo podem estar relacionadas, nao
com efeitos sobre a espermatogénese, mas sim, com a redugcdo no tempo de
transito espermatico ou com alteracbes no processo de maturacdo dos

espermatozoides.

Alguns desfechos n&o avaliados poderiam enriquecer a discussao sobre
0s achados anteriormente apresentados. A producdo diaria e a maturagdo dos
espermatozoides podem ser criticamente dependentes do numero e da
funcionalidade das células de Sertoli presentes nos testiculos. Cabe lembrar,
inclusive, que o0s espermatozoides imaturos do testiculo se movem para o
epididimo, ajudados por secrecdes das células de Sertoli (NEUBERT, 1997).
Mesmo nédo encontrando dano sobre a producdo espermatica ou alteracdo nos
pesos dos testiculos (variaveis diretamente relacionadas com o numero de células
de Sertoli), a necessidade da realizacdo de avaliagbes histopatoldgicas nos
testiculos, de forma a complementar os achados deste estudo, ndo deve ser
negligenciada (TOPPARI et al., 1996). Avaliacdes histopatologicas dos epididimos
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seriam igualmente importantes porquanto séo as ceélulas da parede do epididimo
responsaveis pela secrecdo de proteinas fundamentais ao processo de
maturacdo dos espermatozoides. Seguindo nesta mesma vertente de raciocinio, a
avaliacdo da motilidade espermatica (desfecho também n&o avaliado) poderia
trazer indicios adicionais sobre a funcdo do epididimo, visto que a habilidade dos
espermatozoides em movimentar-se seria adquirida durante o processo de
maturacdo neste 6rgdo. Porém, devido a dificuldades de cunho técnico, esta

avaliacdo também nao pode ser realizada no presente estudo.

5.3.3 Morfologia espermatica

A andlise da morfologia espermatica é usada para ampliar a avaliacdo de
efeitos toxicos sobre a espermatogénese e indicar se uma determinada
substancia téxica € capaz de agir nas células germinativas (US EPA apud FAQI et
al., 1998). O percentual total de espermatozoides anormais nos animais adultos
expostos ao DEHA ndao diferiu significativamente do percentual observado nos

animais do grupo controle.

5.3.4 Niveis de testosterona

A atividade funcional das estruturas do trato reprodutivo masculino é
controlada pela concentracdo plasmatica da testosterona. A espermatogénese
nos tubulos seminiferos, a maturacdo dos espermatozoéides nos epididimos e a
atividade secretora das glandulas sexuais acessorias requerem adequados niveis
de testosterona (NEUBERT, 1997).

Os niveis plasmaticos de testosterona dos descendentes machos adultos
expostos ao DEHA in utero e na lactacdo ndo foram significativamente afetados
neste ensaio. A producdo pulsatil de testosterona, regulada por picos de
liberacdo de LH, pode explicar a alta variacdo das concentracdes de testosterona
encontradas. Além disso, a determinacdo dos niveis de testosterona em uma
Gnica amostra por animal, por si sO, ja € um fator limitante, e contribui para o

grande desvio dos resultados.
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Os resultados obtidos para a dosagem de testosterona ndo estao
consistentes com a redugcdo encontrada no peso da vesicula seminal (uma
variavel andrégeno-dependente). Avaliacdes da esteroidogénese fetal seriam
bastante enriquecedoras neste estudo, uma vez que, durante o desenvolvimento
pré e peri-natal, a exposicdo a horménios androgénicos € essencial para que as
glandulas sexuais acessOrias exibam uma responsividade adequada na fase
adulta (MALBY et al., 1992). Além disso, alteracdes na esteroidogénese fetal por
agentes toxicos, durante exposicdo in utero, nao necessariamente,
representariam alteracdes nos niveis de testosterona na idade adulta (BORCH et
al., 2004).

5.4 TESTES DE FERTILIDADE

A exposicao in utero e durante a lactacdo ao DEHA néo provocou efeitos
adversos sobre a fertilidade de camundongos, machos e fémeas como
demonstrado pelos indices de acasalamento e gravidez. Apesar dos efeitos do
DEHA sobre as variaveis reprodutivas masculinas (a partir da dose de 400 mg/Kg
p.c./dia), a fertiidade, dos descendentes machos adultos, avaliada segundo as
taxas reprodutivas para as fémeas acasaladas e suas progénies, ndo apresentou
reducdo significativa. Isso se deve provavelmente a uma caracteristica da
espécie, na qual sdo produzidos e armazenados espermatozoéides em quantidade
muito superior a quantidade necesséria para determinar a fertilidade. Em algumas
linhagens de ratos e camundongos, por exemplo, a producdo espermatica pode
ser reduzida em 90% sem comprometer a fertilidade (ZENICK & CLEGG apud
ANDRADE, 2002). Portanto, a auséncia de efeitos sobre a fertilidade dos animais
expostos ao DEHA néo é inconsistente em relacdo a redugdo observada na
concentracdo de espermatozdides, uma vez que, em camundongos, as
avaliacdes de fertilidade sao limitadas pela insensibilidade em detectar prejuizos
reprodutivos. No entanto, redu¢gdes bem menos severas podem comprometer a
capacidade reprodutiva na espécie humana, que funciona muito proxima do limite
de producdo necessaria para assegurar uma performance reprodutiva adequada
(ZENICK & CLEGG apud ANDRADE, 2002). Em fungdo dessas diferencas
interespecificas, a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana dos Estados Unidos
(US EPA, 1996) passou a sugerir a investigacdo de outras variaveis reprodutivas
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além dos acasalamentos, como peso e histopatologia de Orgdos sexuais,
producdo espermética e niveis hormonais, para detectar possiveis efeitos
adversos decorrentes da exposicdo a xenobidticos. Parte dessas avaliacdes

adicionais foi realizada no presente estudo.
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6 CONCLUSAO

Em concluséo, os dados do presente estudo demonstram que a exposi¢ao
in utero e durante a lactacdo ao DEHA induz mortalidade peri- e pos-natal da
prole, retardo do desenvolvimento e alteracbes em parametros especificos do
sistema reprodutivo masculino de camundongos, em niveis de dose, em que néo
se observa toxicidade materna evidente. O fato do tamanho médio da ninhada ter
diferido entre os grupos ao desmame — mas nao ao nascimento — sugere que a
prole foi mais vulneravel aos efeitos do DEHA durante a lactacdo do que durante
a gestacao, indicando assim a importancia de estudos adicionais que avaliem
aspectos toxicocinéticos do DEHA, sobretudo no que diz respeito a eliminacao
dessa substancia via leite materno e seu acumulo no organismo em
desenvolvimento. Apesar de escassos, estudos sobre possiveis efeitos induzidos
in utero e durante a lactagdo pelo DEHA ndo demonstraram efeitos toxicos desta
substancia sobre sistema reprodutivo masculino de ratos. Porém, os resultados
do presente estudo indicam que o DEHA pode causar dano reprodutivo em
camundongos sexualmente maduros, demonstrado através da reducdo no
namero de espermatozoides na cauda do epididimo e no tempo de transito
espermatico. Além disso, apesar da exposi¢do in utero e durante a lactagdo néo
induzir efeito sobre os niveis plasméticos de testosterona na prole, houve reducao
significativa dos pesos — absoluto e relativo — da vesicula seminal (a partir da
dose de 400 mg de DEHA/kg de peso corpoéreo/dia) uma variavel andrégeno-
dependente. Desta forma, o risco potencial de efeitos do DEHA sobre a toxicidade

reprodutiva e desenvolvimento ndo deve ser negligenciado.
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