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COSTA, Nathdlia Orlandini. Avaliacdo da toxicidade reprodutiva do fungicida
propiconazol em ratos. 2015. 67f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisioldgicas) -
Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

RESUMO

O propiconazol (PROP) é um fungicida extensivamente utilizado na agricultura. Ha
evidéncias de que este composto possa ter efeitos como desregulador enddcrino. Estudos in
vitro demonstraram que o PROP tem capacidade de inibir a atividade da CYP 19 (aromatase)
que converte andrégenos em estrogenos, além de antagonista do receptor de andrégeno e
estrégeno. Desta forma, o presente estudo avaliou a toxicidade reprodutiva do tratamento com
PROP em ratos machos e fémeas adultos. Ratos Wistar, machos e fémeas, foram divididos em
trés grupos e tratados diariamente, por gavage, com 6leo de milho (CTR), propiconazol
4mg/kg (PROP 4) e 20mg/kg (PROP 20), do dia p6s-natal (DPN) 50 ao 120 (machos) e do
DPN 50 ao 95-105 ou dia lactacional (DL) 21 (fémeas). Foram observados nas fémeas: ganho
de peso corporeo, ciclo estral, concentracdo plasmatica de estradiol, peso dos 6rgaos,
histologia de utero e ovario, comportamento sexual, ganho de peso e ingesta de racédo
materno, comportamento materno e teste de fertilidade; enquanto que nos machos, foram
observados: ganho de peso corporeo, concentracdo plasmatica de testosterona e estradiol, peso
dos o6rgdos, contagem e morfologia espermaética, histomorfometria testicular, comportamento
copulatorio e teste de preferéncia sexual. Houve uma reducdo da espessura do epitélio luminal
nas ratas tratadas em ambas as doses do PROP e uma diminui¢do do comportamento materno
de limpeza dos filhotes nas ratas do grupo PROP 4. Em machos, foi observado um aumento
da anormalidade de cauda dos espermatozoides, do peso da vesicula seminal e do ducto
deferente, além de uma reducdo dos niveis de estradiol no grupo PROP 4. Entretanto, apenas
0 comportamento sexual foi afetado no grupo PROP 20. Os resultados sugerem que O
tratamento com PROP induziu alteragbes em alguns parametros reprodutivos, o que pode
estar relacionado com uma desregulacdo endocrina.

Palavras-chaves: Desregulador enddcrino. Fungicida. Reprodutivo. Rato.



COSTA, Nathéalia Orlandini. Evaluation of the reproductive toxicity of the fungicide
propiconazole in rats. 2015. 67p. Dissertation (Master’s Degree in Multicentric in
Physiological Sciences) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2015.

ABSTRACT

The propiconazole (PROP) is a fungicide extensively used in agriculture. There are evidences
that this compound may cause endocrine disrupting effects. In vitro studies have demonstrated
that PROP inhibit the activity of CYP 19 (aromatase), responsible for converting androgens
into estrogens, as well as showed to be an androgen and estrogen receptor antagonist.
Therefore, the present study evaluated the reproductive toxicity of PROP treatment in adult
male and female rats. The Wistar rats, male and female, were divided in three groups and
were treated daily, by gavage, with corn oil (control group), propiconazole 4mg/kg (PROP 4)
and 20mg/kg (PROP 20), from post-natal day (PND) 50 to 120 (males) and from PND 50 to
95-105 or lactacional day (LD) 21(females). It was observed in females: the body weight
gain, estrous cycle, estradiol plasmatic level, organs weight, sexual behavior, maternal body
weight gain and food intake, maternal behavior and fertility assay; while in males were
observed: testosterone and estradiol plasmatic levels, organs weight, sperm count and
morphology, testicular histomorphology, copulatory behavior and sexual incentive
motivation. There was a decrease in uterine luminal epithelium of female rats treated with
both doses of PROP and a decrease in the grooming pup maternal behavior of females in
PROP 4 group. In male rats, it was observed an increase in the abnormal tail morphology
sperm, seminal vesicle and vas deferens weight, and diminished estradiol levels in PROP 4
group. However, only the sexual behavior was affected in the PROP 20 group. These results
suggest that PROP treatment induced alterations in some reproductive parameters, what it
could be related with an endocrine disruption.

Keywords: Endocrine disrupter. Fungicide. Reproductive. Rat.
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1. Introducéo

A populacdo mundial é regularmente exposta a uma infinidade de produtos
quimicos através de alimentos, &gua, ar ou contato direto (HCWH, 2002). Dentre estes
compostos estdo os desreguladores enddcrinos (DEs). Esses contaminantes podem
alterar uma ou mais funcdes do sistema enddcrino de seres humanos e de outros animais
(WARING & HARRIS, 2005) e, consequentemente, causar efeitos adversos em um
organismo ou em sua descendéncia (WHO, 2002). Desta forma, essas substancias tém
potencial para alterar a sintese, secrecdo, transporte, metabolismo, ligacdo ou
eliminacdo de horménios enddgenos, responsaveis pela homeostase (US EPA, 1997,
CRAIG et al., 2011). Um dos principais alvos dos DEs sdo os horménios esteroidais,
portanto a exposicdo a essas substancias podem acarretar em problemas reprodutivos
assim como outras toxicidades relacionadas ao desenvolvimento sexual
(MANTOVANI, 2002).

Pesquisas indicam uma conexao entre a exposicao a agrotoxicos e efeitos DEs.
Em quarenta anos, as areas agricolas do Brasil cresceram 78%, enquanto o consumo de
agrotoxico aumentou 700% (SPADOTTO et al., 2004). Consequentemente nos ultimos
anos, o Brasil vem ocupando o lugar de maior consumidor de agrotdxicos do mundo, e
o0s impactos a saude publica sdo amplos porque atingem vastos territorios e envolvem
diferentes grupos populacionais (CARNEIRO et al., 2012). Um estudo recente no Reino
Unido informou que existem aproximadamente 127 destas substancias com acao
desreguladora enddcrina (COSTA et al., 2014). Desta forma, tem crescido o interesse
por parte de varios paises, de se estudar esses agentes quimicos, introduzidos ou
disseminados pelo homem no ambiente. Em humanos, a exposi¢éo a alguns praguicidas

causou uma reducdo na concentracdo de espermatozoides (PERRY et al., 2007), e
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desregulou os ciclos menstruais em mulheres (AXMON et al., 2004; FARR et al.,
2004). J4 em roedores, contaminantes agricolas com potencial para afetar o sistema
enddcrino, como o fenarimol, interferiram na producdo ou acdo de hormonios
comprometendo a fertilidade de machos pela redugdo do comportamento sexual
(HIRSCH et al., 1986; HIRSCH et al., 1987).

Dentre o0s agrotdxicos utilizados estdo o0s compostos azdlicos, como
ciproconazol e propiconazol (PROP), que fazem parte de uma grande familia de
fungicidas sintéticos amplamente usados nas plantacbes de grdos como trigo, arroz,
feijdo, e amendoim (ROCKETT et al., 2006; TAXVIG et al.,, 2007; GIAVINI &
MEN’EGOLA, 2010; GOETZ et al., 2007). Em fungos, o0s azbis agem pela inibi¢do de
uma enzima especifica do citocromo P450 (CYP), CYP51 (lanosterol-14ademethylase),
a qual participa da biossintese de ergosterol, um esteroide necessario para a sintese da
parede celular do fungo (HESTER, 2012; ZARN, 2003). Em mamiferos, estas
substancias podem afetar a expressdao dos genes do citocromo P450, assim como a
atividade das enzimas do mesmo (SUN et al., 2007). Dentre as enzimas alvo esta a
CYP51, a qual faz parte da via de biossintese do colesterol, sendo esse o principal
esterol presente na membrana celular dos mamiferos e também requerido para producédo
dos hormonios esteroides sexuais (ROCKETT et al., 2006). Esta habilidade em inibir
enzimas do CYP envolvidas na biossintese de horménios esteroidais podem
potencialmente produzir efeitos colaterais enddcrinos, como a deplecdo de testosterona
(SCHURMEYER & NIESCHLAG, 1984) e aumentar os riscos de efeitos adversos
durante a gravidez (MENEGOLA et al. 2005; NAROTSKY & KAVLOCK, 1995).

Além disso, a CYP 19 (aromatase) € outra enzima alvo dos compostos azélicos
(SANDERSON et al., 2002; VINGGAARD et al., 2000). Estudos realizados in vitro,

em células de cancer de mama MCF-7 com expressdo de aromatase, demonstraram que
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0 PROP tem capacidade de inibir a atividade da CYP 19 e age como um antagonista de
receptor de estrdgeno (ER), tendo como consequéncia um efeito antiestrogénico, além
de antagonista do receptor de andrégeno (AR) (KJAERSTAD et al. 2010).

Dessa forma, € sugerido que o PROP tenha potencial para afetar a homeostase
dos horménios esteroides in vivo. O equilibrio fisiologico entre hormonios esteroides
sexuais €& essencial para o desenvolvimento, manutengdo e funcdo do sistema
reprodutivo. A exposicdo ao PROP, a partir do dia gestacional (DG) 6 até a idade
adulta, ocasionou, em ratos machos, aumento no peso testicular no periodo peripuberal
e na concentracdo de testosterona (GOETZ et al. 2007), bem como reducdo da
fertilidade e hepatomegalia, e em fémeas, irregularidades no ciclo estral (ROCKETT et
al., 2006). Em contrapartida em um estudo de duas geragOes de ratos, o tratamento com
PROP reduziu o peso do testiculo e epididimo da geracdo F1 (INCHEM, 1987). Embora
esses estudos indiquem possivel acdo do propiconazol como desregulador enddcrino,
existe uma escassez de estudos sobre o impacto do uso em longo prazo desse praguicida
na fase adulta.

Assim, considerando que 1) a diferenciacdo e o desenvolvimento do sistema
reprodutivo sdo dependentes da acdo de hormdnios (DEUT, 2007), portanto praguicidas
como PROP podem alterar as funcbes reprodutivas; 2) ha um crescimento do uso de
praguicidas e a populacgdo esta sendo cada vez mais exposta; 3) existe uma preocupacgao
sobre os potenciais efeitos que DEs possam influenciar no sistema enddcrino, além da
escassez de estudos sobre o impacto do uso em longo prazo do PROP; o presente estudo
justifica-se pela busca de possiveis alteragdes funcionais no sistema reprodutivo

desencadeadas pela exposicdo ao PROP em ratos machos e fémeas.
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2. Objetivo
2.1. Objetivo geral
Este estudo foi conduzido em ratos machos e fémeas com o objetivo de avaliar

se o tratamento com PROP pode resultar em alteragdes sobre a fungéo reprodutiva.

2.2. Objetivos especificos

Investigar se exposigdo cronica ao propiconazol pode alterar em ratos:

» Fémeas: ciclo estral, concentracdo plasmatica de estrégeno, histologia do Utero e
ovario, comportamento sexual, peso corporeo e ingestdo alimentar materna,
comportamento materno e fertilidade.

»= Machos: concentragdo plasmaética de testosterona e estradiol, comportamento
sexual (copulatorio e preferéncia sexual), histomorfometria do testiculo,

morfologia e contagem espermatica.



13

3. Material e métodos
3.1. Delineamento experimental
Os diagramas abaixo resumem o delineamento experimental empregado para as

fémeas (Figura 1) e machos (Figura 2) nesse trabalho.

FEMEAS Periodo de tratamento fémeas
(5(;;' 1
| |

Entapiasiz das fmeas (3G 1)
para:

* Avaliacio do
comportamento sexazl

# Coleta de drgdos;

¥ Acszalamento com .
Aval d .
machos do masmo Emps VAl DD » Contagem dos corpos hiteos
3 ma 2 pontos da implantacio;

0

DEN 90 DL1 DL10 DL21
| _ £ | I |
17

| | DEN 50 _
DPN1 DEN 21 I DPN 05

N\

Amnilize do ciclo estral
DON 80-05 (3G2)

|De:m,a.me | |Ir:|.1'.ciﬂd.utmmmanm |

Entanizia das fémeas (3G 2)
para:

» Dosagem de estrogenc;

» Pasp de orgios;

» Histomorfometriz do itero
B OVATIOS;

n=1231-18 fémeasgrupo

DFN= dia pas-natal Periodo de tratamento
DL: dia lactacional fémeas (5G 2)
5G=subgrupo

Figura 1. Delineamento experimental das fémeas.
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MACHOS
| Pertoedo de tratamento dos machos |
Avaliagio do COmMpPOriamento
copulstoric e teste de prefaréncia
zexual;
v Imicio dos acasalamentos com as
femezs tratadas com 23 mesmas
doszes.
ascimento
| I
Y | | pPNon '
DFN 1 ]]]1’1\? 21 DFN 50 DFN lfl].'liﬂ'

Eutaniziz dos machos:

D | Inicio do rataments |
#Dosagzam de Testosterona e

Estradiol;
»Peso de amido de argios;

*Contagem & morfologia de
espermatozoides;

»Hizstomorfologia de testicular;

n=12-15 machos/gropo
DFPN= dia pos-natal

Figura 2. Delineamento experimental dos machos.

3.2. Animais e tratamento

Foram utilizados ratos Wistar (DPN 85-90), machos e fémeas, provenientes da
colénia do Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina (UEL), transferidos
para o Biotério do Departamento de Ciéncias Fisioldgicas do CCB, onde foram
mantidos sob condi¢fes padronizadas (temperatura de 21 + 2°C, fotoperiodo de 12h
claro/12h escuro) e com agua e racdo (Nuvilab®, Colombo, PR) a vontade.

Para o acasalamento, foi colocado um macho para cada duas fémeas em cada
gaiola ao final da tarde. Na manh& do dia seguinte, 0 macho foi retirado da gaiola das
fémeas e foram coletadas células da mucosa vaginal através de esfregago. A prenhez foi
considerada positiva quando observado, ao microscopio Optico, a presenca de

espermatozoides e células caracteristicas da fase estro nas laminas do esfregago. Esse
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dia foi considerado como DG 0, ocasido em que as fémeas foram colocadas em gaiolas
individuais. No dia do desmame, dia po6s-natal 21 (DPN 21), os filhotes machos e
fémeas desses acasalamentos foram separados por género e divididos em trés grupos
experimentais, sendo que apenas um Unico filhote por ninhada de cada género foi
utilizado para compor cada grupo:

Grupo Propiconazol 4mg/Kg (PROP 4): ratos (12 machos e 24 fémeas)

receberam, por gavage, propiconazol na dose de 4,0 mg/kg/dia (ANVISA, 2003),
diluido em éleo de milho.

O tratamento dos machos foi realizado a partir do DPN 50 até o DPN 120. Esse
periodo foi escolhido porque abrange um ciclo espermatico completo, como sugerido
pelo guideline OECD/OCDE 416 (2001).

As fémeas foram divididas em 2 subgrupos: um subgrupo foi tratado a partir do
DPN 50 até o dia lactacional (DL 21), ocasido onde ocorreu o desmame da geracao F1,
para avaliacdo dos comportamentos sexual e materno e fertilidade; e o outro foi tratado
do DPN 50 até o DPN 95-105, para avaliacdo do ciclo estral, peso e histologia dos
6rgaos.

Grupo Propiconazol 20mg/Kg (PROP 20): ratos (15 machos e 28 fémeas)

receberam, por gavage, propiconazol na dose de 20,0 mg/kg/dia. O periodo de
tratamento dos animais foi conforme descrito anteriormente.

Grupo Controle (CTR): ratos (12 machos e 23 fémeas) receberam, por gavage,

6leo de milho no mesmo periodo.
O tratamento foi realizado uma vez ao dia, obedecendo sempre a mesma rotina
de horéarios de aplicagdo (12:00-14:00). Foi realizado o acompanhamento do peso

corporeo para ajuste da dose a cada trés dias, bem como para avaliacdo de toxicidade.
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Todos os procedimentos nos animais foram aprovados pelo Comité de Etica para

Uso de Animais (CEUA 16381.2012.45).

3.3. Parametros reprodutivos analisados nas fémeas.
3.3.1. Ganho de peso corporeo

Foi realizado o acompanhamento do peso corpéreo do DPN 50 até 95-105
(n=23-28/grupo), e além disso, foram observados sinais gerais de toxicidade como

lacrimejamento, piloerecdo, padrdo respiratorio anormal e tremores.

3.3.2. Acompanhamento do ciclo estral no DPN 80

O ciclo estral das ratas, da linhagem utilizada no presente trabalho, durade 4 a 5
dias. Para tanto, foram coletadas células da mucosa vaginal, com auxilio de cotonete,
previamente embebido em solucdo fisioldgica (salina), sempre no mesmo horario,
durante 15 dias (n=11-12/grupo). O material foi espalhado numa lamina, umedecido
com uma gota de salina e observado ao microscopio Optico para identificacdo da fase do
ciclo estral (proestro, estro, metaestro e diestro), para obtencdo dos seguintes

parametros: duracdo do ciclo estral e frequéncia das diferentes fases.

3.3.3. Concentracdo plasmatica de estrégeno

Apobs o término da visualizacdo do ciclo estral, as fémeas foram acompanhadas
até o proximo estro, ocasido onde foram pesadas, anestesiadas com éter etilico e
submetidas a laparotomia. Amostras de sangue foram coletadas da artéria aorta
abdominal em seringas contendo heparina, sempre no mesmo horario. Imediatamente
apos a coleta, as amostras de sangue foram centrifugadas (2.500 rpm por 20 minutos a

2°C) e o plasma congelado para posterior andlise da concentracdo plasmatica de
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estradiol por imunoensaio de microparticulas por quimiluminescéncia (ARCHITECT®
Estradiol) (n=10/grupo). A sensibilidade do teste € de 10 pg/mL e o erro intra-ensaio foi

de 5,5%.

3.3.4. Peso corporal e de érgéos reprodutivos, hipofise e figado

Imediatamente apds a coleta de sangue das ratas, foi realizada a coleta dos
Orgdos reprodutivos, ovarios e Utero (com fluido), que foram pesados e fixados em
Bouin (n=11-16/grupo). Além dos 6rgdos reprodutivos, foram removidos e pesados

hipofise e figado.

3.3.5. Andlise histoldgica dos 6rgaos reprodutivos

Os oOrgdos reprodutivos, apo6s fixacdo em Bouin, foram desidratados em
concentragOes crescentes de etanol, diafanizados com xilol e incluidos em parafina
(n=6-9 /grupo). Seis cortes de 7 um separados por 70 um de distancia foram obtidos por
animal, montados em laminas de vidro e corados com hematoxilina e eosina para
andlise histolégica e morfométrica sob microscopio de luz acoplado ao sistema
digitalizador de imagem AxioVision® Release 4.8.2 (SP3). Foram contados 0s corpos
luteos e foliculos em diferentes fases (primordiais, em crescimento e antrais) de acordo
com a descricdo prévia de Pedersen & Peters (1968), apresentada por Plowchalch,
Smith & Mattison (1993)- nas objetivas de 10x e 40x. Em cada corno uterino foram
mensuradas a altura do epitélio luminal, espessura do estroma endometrial, miométrio e

perimétrio na por¢do média do 6rgdo, em relagdo ao ovario.

3.3.6. Avaliacao do comportamento sexual
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Quinze dias antes das analises comportamentais (DPN 75), os animais foram
transferidos para o biotério com ciclo claro/escuro de 12x12 horas invertido, que possui
controle de luminosidade, ruido e temperatura, para a perfeita adaptacdo das fungdes
fisiologicas. Os testes comportamentais foram filmados e analisados por um
experimentador localizado fora do biotério de ciclo de luz invertida.

Para essa metodologia foram utilizadas 11-12 fémeas de cada grupo
experimental. A andlise do comportamento sexual feminino foi realizada a partir do
DPN 90 e seguiu a metodologia proposta por Felicio e Nascello (1989). No dia do
experimento, foram coletadas células da mucosa vaginal 3 a 4 horas antes do inicio dos
testes. Foram utilizadas apenas as fémeas na fase de proestro e machos vasectomizados.
Machos (n=15) obtidos do biotério central, foram anestesiados com éter etilico e
submetidos a vasectomia bilateral, via bolsa escrotal. O ducto deferente foi ligado em
dois pontos diferentes e seccionado por meio de dois cortes entre os locais ligados,
resultando em um pequeno fragmento do ducto que foi desprezado. Foi realizada a
sutura na bolsa escrotal e os animais foram mantidos em gaiolas individuais durante 3
dias para recuperagdo. Ap6s 15 dias do procedimento cirdrgico, o0 macho foi colocado
na gaiola de observacédo (caixa de policarbonato), onde permaneceu por pelo menos 10
minutos para adaptacdo. Em seguida, foi introduzida na mesma caixa a fémea e o teste
durou até que 10 montas fossem observadas (RAMIREZ et al., 1979). Foi avaliado o
coeficiente de lordose: nimero de lordoses/10 montas X 100 (BEACH, 1976b) e o
numero de observacdes dos diferentes graus de lordose (numa escala de 0 a 3, na qual 0
equivale a auséncia de lordose e 3 corresponde a lordose maxima), conforme mostrado

na Figura 3 (HARDY & DEBOLD, 1971).
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No Lordosis

Figura 3. Diferentes graus de lordose (HARDY & DEBOLD, 1971).

Finalizada a avaliagdo do comportamento sexual, as fémeas foram colocadas
com machos tratados do mesmo grupo experimental (de ninhadas diferentes) para
acasalamento e obtencdo da geracdo seguinte (F1), conforme o método descrito para

acasalamento no item 3.2.

3.3.7. Toxicidade geral materna

O peso corporal materno foi determinado durante a gestagcédo (DG 3, DG 9, DG
15, DG 21) e lactagéo (DL 3, DL 9, DL 15, DL 21). Assim como a ingesta de ragdo foi
acompanhada durante 0 mesmo periodo. Também foram observados sinais de

toxicidade como lacrimejamento, piloerecao, padrdo respiratério anormal e tremores.
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3.3.8. Avaliacédo do Comportamento Materno

Para verificar se o tratamento com PROP poderia alterar o cuidado com a prole
foi avaliado o comportamento materno de acordo com a metodologia, com
modificacOes, proposta por Champagne et al. (2003). A anélise foi feita diariamente, do
DL 1 ao 10 em periodos de observacdo de 72 minutos. As observagdes ocorreram em
horarios regulares com trés periodos durante a fase clara (10:00, 13:00, 16:00 h) e um
periodo durante a fase escura do ciclo claro / escuro (19:00 h). A observacéo iniciou-se
no tempo zero, e as posteriores realizadas a cada 3 minutos, resultando em 25
observacdes por periodo e totalizando 100 observaces da mée por dia. Uma tabela foi
utilizada para pontuar os seguintes comportamentos: mae fora do ninho, construcdo do
ninho, a acdo da mée de mudar os filhotes de lugar (recuperacdo dos filhotes), limpeza

dos filhotes e amamentagéo (n=11-12/grupo).

3.3.9. Anélise de fertilidade

Apos o desmame dos filhotes no DL 21, as fémeas foram anestesiadas com éter
etilico colocadas em decubito dorsal e, em seguida, foi feita uma incisdo longitudinal na
parede abdominal para visualizacdo dos cornos uterinos. Apo6s a retirada dos cornos
uterinos, foram determinados os ndmeros de implantacfes uterinas (Figura 4A).
Adicionalmente, os ovarios foram isolados e os corpos luteos separados e contados

(Figura 4B e C) (n=10-12/grupo).
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Figura 4. (A) Utero com pontos de implantacdo apos desmame (DL 21). (B) Ovarios excisados
apos desmame (DL 21) (C) para contagem dos corpos IGteos.

A partir da contagem das implantacGes e dos corpos luteos foram determinados

0S seguintes parametros:

Taxa de implantagdo = n° de implantacfes x 100

n° de corpos luteos

Taxa de perda pré-implantacdo = n° de corpos lateos — n° de implanta¢Ges x 100

n° de corpos luteos

Taxa de perda pés-implantacdo = n° de corpos lateos — n® de fetos vivos x 100

n° de implantagdes

Taxa de Viabilidade Fetal = n° de filhotes vivos x 100

n° de pontos de implantagdo
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3.4. Parametros reprodutivos analisados nos machos.
3.4.1. Ganho de peso corporeo

Foi realizado o acompanhamento do peso corpéreo do DPN 50-119, e do mesmo
modo foram observados sinais gerais de toxicidade como lacrimejamento, piloerecéo,

padrdo respiratorio anormal e tremores (n=10-15/grupo).

3.4.2. Avaliacao do comportamento copulatério

Quinze dias antes das analises comportamentais (DPN 75) os animais (n=11-
12/grupo) foram transferidos para o biotério com ciclo claro/escuro de 12x12 horas
invertido, que possui controle de luminosidade, ruido e temperatura, para a perfeita
adaptacdo das funcbes fisioldgicas. Os testes comportamentais foram filmados e
analisados por um experimentador localizado fora do biotério de ciclo de luz invertida.
Os testes foram realizados sempre 4h ap0s o inicio da fase escura e foram capturados
por camera conectada a um monitor em sala adjacente. A partir do DPN 90, cada macho
foi inicialmente colocado na gaiola de observacdo (caixa de policarbonato) e ap6s 10
min de aclimatacdo uma fémea em estro natural foi introduzida na mesma caixa.
Durante 30 minutos, as laténcias e frequéncias para intromissdo e ejaculagdo foram
observadas como descrito em Gerardin et al. (2006). Caso o macho ndo apresentasse
comportamento dentro de 10 min, a avaliacdo era interrompida e repetida no dia
seguinte. Machos que falharam na segunda avaliacdo foram considerados sexualmente

inativos.

3.4.3. Preferéncia sexual
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Apbds andlise do comportamento copulatério, os machos foram submetidos ao
teste de preferéncia sexual. Neste teste, foi utilizada uma arena retangular de 50 x 50 x
100 cm (altura x largura x comprimento) apresentando duas aberturas que se
comunicavam com duas arenas menores, ambas com 25 cm?. As arenas pequenas S&0
diagonalmente opostas uma a outra e a comunica¢do com a arena principal é fechada
com uma tela de arame (Figura 5). Para o teste, foi colocada uma fémea em estro natural
(incentivo sexual) em uma das arenas pequenas, € na outra, um macho sexualmente
ativo (incentivo social). O piso da arena principal possuia duas areas delimitadas com
25 cm? (zonas) na frente de cada abertura das arenas menores. Estas areas foram
chamadas de zona de incentivo sexual (zona da fémea) e zona de incentivo social (zona
do macho). O macho experimental foi posicionado no centro da arena principal e
observado durante 20 min. O nimero de visitas e 0 tempo total gasto visitando cada
zona de incentivo foram registrados, e calculado o escore de preferéncia ([tempo de
permanéncia na zona de fémea / tempo total gasto em ambas as zonas de incentivo] x

100) (AGMO, 2003).

B |5
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Figura 5. Representacdo esquematica da vista superior da arena do teste de preferéncia sexual.
F e M representam as zonas de incentivo da fémea (sexual) e do macho (social),
respectivamente.

3.4.4. Concentracdo plasmatica de testosterona e estradiol, retirada dos 0rgaos
reprodutivos, hipdfise e figado

Apdés 15 dias do acasalamento com as fémeas dos mesmos grupos
experimentais, os machos foram pesados, anestesiados com éter etilico e submetidos a
laparotomia. Amostras de sangue (n=9-10/grupo) foram coletadas da artéria aorta
abdominal em seringas contendo heparina, sempre no mesmo horario. Imediatamente
apos a coleta, as amostras foram centrifugadas (2500 rpm por 20 min a 2°C) e o plasma
congelado a -20°C para posterior analise. A concentracdo plasmatica de testosterona foi
obtida por imunoensaio de microparticulas por quimiluminescéncia (ARCHITECT®
2nd Generation Testosterone), onde o coeficiente de variacdo intra-ensaio e
sensibilidade foram 4,6% e 0,015nmol/L respectivamente. A andlise da concentracao
plasmatica de estradiol foi realizada por imunoensaio de microparticulas por
quimiluminescéncia (ARCHITECT® Estradiol), a sensibilidade do teste é de 10 pg/mL
e o erro intra-ensaio foi de 5,5%.

Apos a coleta de sangue, o ducto deferente esquerdo foi retirado para analise da
morfologia dos espermatozoides (3.4.5). Além dos 6rgdos da reproducdo (testiculos,
epididimos, vesicula seminal com secrecdo e sem secrecdo e prdstata ventral) foram
removidos e dissecados a hipdfise e o figado (n=12-15/grupo). Apds secagem em papel
de filtro, foram determinados os respectivos pesos Uumidos, empregando-se balanca
analitica. O testiculo e o epididimo direito foram congelados para posterior contagem
espermatica (3.4.6) e o testiculo esquerdo foi preparado para analise dos parametros

biometricos e analise histoldgica do testiculo (3.4.7).
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3.4.5. Andlise da morfologia dos espermatozoides

A avaliagdo da morfologia dos espermatozoides foi realizada de acordo com
Fernandes et al. (2007). O ducto deferente esquerdo dos animais (n=13-15/grupo) foi
seccionado nas extremidades anterior e posterior e lavado internamente com o auxilio
de agulha e seringa contendo 1,0 ml de formol-salina (10%). O contetdo foi colhido em
um tubo e mantido sob refrigeracdo para posterior analise. Para analise, o contetdo foi
depositado lamina histoldgica, coberto com laminula e apds 90 min de secagem foram
analisados 200 espermatozoides por animal em fase de contraste do microscopio (400x)
(SEED et al., 1996). Anormalidades morfologicas foram classificadas em duas
categorias gerais: morfologia de cabeca (sem curvatura caracteristica ou forma isolada,
ou seja, sem cauda anexada) ou morfologia de cauda (quebrada ou isolada, isto é, sem

cabeca anexada) (FILLER, 1993).

3.4.6. Contagem espermatica

O testiculo decapsulado e o epididimo direito (n=10-12/grupo), dos diferentes
grupos experimentais, foram removidos e estocados a -20° C para posterior
determinacdo da concentracdo de células germinativas.
- Numero de espermatides maduras no testiculo e calculo da producdo diaria de
espermatozoides: Para a realizacdo da contagem das espermatides no testiculo,
procedeu-se o descongelamento dos testiculos dos ratos dos diferentes grupos
experimentais seguido de homogeneizacdo do material, segundo método descrito por
Robb et al. (1978) e adaptado por Fernandes et al. (2007). Apo6s o descongelamento do

testiculo decapsulado, o parénquima testicular pesado foi colocado em um tubo de
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ensaio com tampa, onde foram adicionados 5ml de solugdo contendo NaCl (0,9%),
Triton-X (0,05%) e Thimerosal (0,01%). Em seguida, este tubo foi tampado e pesado
novamente para calculo da primeira diluicdo. A amostra foi homogeneizada com pistilo
10N em velocidade méxima e, posteriormente, levado a um sonicador na poténcia 6,
com 80mA por 30 segundos. Apo6s nova diluicdo na proporcdo 1:10 na solucdo de
Triton X100 (10pl do homogeneizado + 900ul de solucéo), uma aliquota foi transferida
por meio de uma pipeta Pasteur para a camara de Neubauer (Figura 6), onde as
espermatides resistentes a homogeneizagdo e sonicagem foram contadas (2 camaras por
animal, 5 campos por camara). Para calcular a producdo espermaética diéria, o niumero
de espermatides no testiculo foi dividido por 6,1, que é o n° de dias em que essas
espermatides maduras (estdgio 19 da espermiogénese) estdo presentes no epitélio

seminifero.

1 wm

Figura 6. Camara de Neubauer utilizada para contagem espermatica. A esquerda, foto do
modelo utilizado. A direita, representacdo esquematica da vista superior, através do microscépio
de uma das cdmaras do aparelho.

- NUmero e tempo de transito dos espermatozoides no epididimo: Os epididimos
direitos foram inicialmente divididos nas unidades cabeca/corpo e cauda. As porcdes
epididiméarias foram separadas logo apds a coleta e congeladas a -20° C até a
homogeneizacdo e contagem dos espermatozoides de acordo com 0 mesmo

procedimento descrito para o item anterior com a diferenca que, antes da
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homogeneizacdo, as pecas foram cortadas em pequenos pedagos com tesoura bem
afiada. Esse material foi diluido em 1ml da mistura contendo Triton X100 para cada
Iml da mistura para cada 200mg de cabeca/corpo. O tecido epididiméario foi entdo
homogeneizado, diluido 20 vezes e contado em camaras de Neubauer. O tempo de
transito dos espermatozoides pelo epididimo foi calculado dividindo-se o nimero de
espermatozoides na cabeca/corpo ou cauda do epididimo, pelo valor obtido na producéo

diéria de espermatozoides de cada animal (ROBB et al., 1978).

3.4.7. Parametros biométricos e analise histologica do testiculo

O testiculo esquerdo foi dissecado, pesado e fixado em solucdo de Bouin por 24
horas e depois foi estocado em etanol 70°C (n= 8-9 animais/grupo). Posteriormente foi
cortado em fragmentos de tecido, desidratado em concentracdes crescentes de etanol,
diafanizados em xilol e incluidos em parafina. Foram feitos cortes com 7um de
espessura, corados com Hematoxilina e Eosina.

A composicdo dos dados volumétricos do parénquima testicular foi obtida
usando contagem de pontos utilizado uma grade de 100 pontos na ocular em aumento
final de 400x. Um total de 10 campos escolhidos aleatoriamente (1000 pontos) foram
pontuados para cada animal. O volume de cada componente do parénquima testicular,
expresso em pl, foi estimado a partir do conhecimento do porcentual ocupado pelos
mesmos no testiculo e do conhecimento do volume do parénquima testicular. Para obter
uma medicdo mais precisa do volume do parénquima testicular, subtraiu-se do peso
bruto do testiculo pelo peso da tanica albuginea (~6,5%). O peso do testiculo foi
considerado igual ao seu volume uma vez que a densidade do testiculo é quase 1,0

(~1,03-,04) (FRANCA & GODINHO, 2003).
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O didmetro tubular médio por animal foi obtido pela mensuragdo ao acaso de 15
secgOes transversais de tubulo seminifero por animal escolhidos de forma aleatéria com
perfis redondos ou arredondados. Essa medicgéo foi realizada utilizando-se micrometro
reticular linear (OSM-223287, Olympus), acoplado a um microscépio ocular (aumento
de 100x).

O comprimento total dos tibulos seminiferos (CTTS), expresso em metros (10°)
por testiculo foi calculada a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tubulos
seminiferos e da medicdo do didmetro tubular obtido para cada animal, de acordo com a
seguinte formula: CTTS=VTS/zR? em que VTS = volume total de tibulos seminiferos;
mR2 = é&rea da seccdo transversal dos tdbulos seminiferos (R = diametro tubular/2)

(ATTAL & COUROT, 1963; DORST & SAJONSKI, 1974).
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3.5. Andlise estatistica

Inicialmente, uma andlise exploratdria foi conduzida para avaliar a distribuicdo
normal (teste de Kolmogorov-Smirnov/ Shapiro-Wilk) e homogeneidade das variancias
(teste de Levene) para cada variavel. Para os dados que apresentaram distribuicdo
normal e homogeneidade de variancia, foram conduzidas andlises paramétricas e
apresentados como média * erro padrdo da média (EPM). Para fins de analise, os dados
restantes foram transformados em raiz quadrada ou logaritmo natural, e caso ainda ndo
apresentassem normalidade e homogeneidade foram submetidos aos testes ndo-
paramétricos, apresentados como mediana (1° e 3° quartil). As diferengas foram
consideradas significativas quando p <0,05.

Os testes estatisticos empregados neste estudo foram:
- ANOVA de trés-vias complementado com Tukey: comportamento materno.
-ANOVA para medidas repetidas (RMANOVA) complementado com Bonferroni: peso
corporeo e ingesta de racdo materna.
- ANCOVA complementado com Bonferroni: peso de 6rgéos.
- ANOVA complementado com Bonferroni: ganho de peso das fémeas, concentracao
plasméatica de estradiol, histologia de ovario e Utero, comportamento materno de
limpeza dos filhotes, contagem espermaética, histomorfometria testicular.
- Kruskal-Wallis complementado com teste de Dunn: ciclo estral, coeficiente de
lordose, fertilidade, ganho de peso dos machos, laténcia para primeira ejaculacdo no
teste de comportamento copulatério, nimero de intromissdes apos a primeira ejaculagédo
no teste de comportamento copulatério, preferéncia sexual, concentracdo plasmatica de
testosterona, numero de espermatozoides na cabeca/corpo do epididimo, morfologia

espermatica.
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- Teste de Fisher: grau de lordose fémeas.
O tratamento estatistico dos dados foi operacionalizado pelo software SPSS

(IBM, SPSS statistics 19) e GraphPad Prism 6.
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4. Resultados
4.1. Parametros reprodutivos analisados nas fémeas.
4.1.1. Ganho de peso corpdreo

O tratamento com propiconazol do DPN 50 ao 95-105 n&o alterou o ganho de
peso corporeo (g) das fémeas comparadas ao controle [CTR: 94,88 + 3,24 /n=23; PROP
4: 92,96 = 2,63 /n=24; PROP 20: 91,60 + 2,82 /n=28] como indicado por ANOVA

complementada com Bonferroni, p>0,05 (Figura 7).

Ganho de peso corporeo fémeas

150+

[

=

(=]
1

ganho de peso (g)
th
<

CTR PROP 4 PROP 20

Figura 7. Ganho de peso corpéreo de fémeas durante o periodo de tratamento. Dados estdo
apresentados em média + EPM. ANOVA (p>0,05). CTR (n=23): grupo controle tratado com
6leo de milho; PROP 4 (n=24): grupo tratado com Propiconazol 4mg/kg; PROP 20 (n=28):
grupo tratado com Propiconazol 20 mg/kg.
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4.1.2. Avaliacao do ciclo estral a partir do DPN 80

A Tabela 1 apresenta os dados referentes a avaliagdo do ciclo estral do DPN 80-
95. O teste de Kruskal-Wallis ndo indicou diferenga entre os grupos experimentais
(p>0,05).

Tabela 1. Avaliagdo do ciclo estral em fémeas dos diferentes grupos
experimentais.

CTR [11] PROP 4 [12] PROP 20 [12]

Duracéo do ciclo estral

_ 3,7 (3,7-5,0) 3,7 (3,7-5,0) 3,7 (3,7-5,0)
(em dias)
Frequéncia do proestro 3,0 (2,0-4,0) 3(1,2-3,0) 3(2,0-3,7)
Frequéncia do estro 4,0 (3,0-4,0) 4,0 (3,0-4,0) 4,0 (3,0-4,0)
Frequéncia de

8,0 (7,2-9,0) 8,5(8,0-9,7) 8,0 (8,0-9,0)

metaestro/diestro

NUmero entre colchetes indicam o numero de animais/grupo. Valores expressos em
mediana (1° Quartil-3° Quartil), p>0,05 Kruskal-Wallis complementado com teste de
Dunn. CTR: grupo controle tratado com 6leo de milho; PROP 4: grupo tratado com
Propiconazol 4mg/kg; PROP 20: grupo tratado com Propiconazol 20 mg/kg.

4.1.3. Concentracdo plasmatica de estrdgeno durante a fase de estro
ANOVA indicou que ndo houve diferenca nas concentracGes plasmaticas de
estradiol (pg/ml) entre os grupos experimentais [CTR: 66,30 + 11,45; PROP 4: 66,10 +

8,61; PROP 20: 59,40 + 7,40] n=10/grupo (p>0,05).
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4.1.4. Peso corporal e de érgéos reprodutivos, hipofise e figado

O peso corporal e 0 peso dos 6rgdos das fémeas estdo apresentado na Tabela 2.
Tanto o peso corporeo (ANOVA, p>0,05) quanto os pesos de drgdos (ANCOVA,
p>0,05) ndo foram afetados pelo tratamento com PROP nas doses de 4mg/kg e

20mg/kg.

Tabela 2. Peso corporal e peso dos o6rgédos das fémeas dos diferentes grupos

experimentais.

CTR[11] PROP 4 [12] PROP 20 [16]
Peso corporal (g) 247,6 £ 6,2 258,99+ 4,6 250,74 £ 4.2
Peso de 6rgéaos (9)
Utero 0,78 £ 0,08 0,79 £ 0,08 0,87 £ 0,07
Ovario (direito) 0,04 £ 0,003 0,05 £ 0,003 0,05 £ 0,002
Figado 8,84 £ 0,22 9,50 +0,21 9,49 £ 0,18
Hipdfise 0,014+0,001 0,012 +0,001 0,013 £ 0,001

Numero entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Dados apresentados como
média = EPM, peso corporal foi comparado por ANOVA complementado com Bonferroni e
0 peso de 6rgaos foi comparado por ANCOVA com peso do corporal como covariavel,
p>0,05. CTR: grupo controle tratado com 6leo de milho; PROP 4: grupo tratado com
Propiconazol 4mg/kg; PROP 20: grupo tratado com Propiconazol 20 mg/kg.
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4.1.5. Analise histologica dos érgaos reprodutivos

As tabelas 3 e 4 apresentam a quatificacdo folicular ovariana e a analise
morfométrica uterina, respectivamente. O teste de ANOVA, seguida de Bonferroni,
indicou uma reducdo na altura do epitélio luminal uterino nos grupos PROP 4mg/kg e

20mg/kg, em relacédo ao grupo CTR (Figura).

Tabela 3. Quantificacdo folicular ovariana em fémeas dos diferentes grupos
experimentais.

CTR[9] PROP 4 [8] PROP 20 [6]
Foliculos primordiais 9,36 £ 1,07 8,15+1,43 11,47 £1,28
Foliculos em crescimento 6,23 £ 0,68 5,97 +£0,84 8,55+ 0,76
Foliculos antrais 6,82 £ 0,61 8,28 £1,43 9,13+1,14
Corpos lateos 5,77 £ 0,56 5,23+0,25 5,59 +0,42

Numero entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Valores expressos em média
+ EPM, ANOVA complementado com Bonferroni (p>0,05). CTR: grupo controle tratado
com 6leo de milho; PROP 4: grupo tratado com Propiconazol 4mg/kg; PROP 20: grupo
tratado com Propiconazol 20 mg/kg.

Tabela 4. Andalise morfométrica uterina em fémeas dos diferentes grupos
experimentais

CTR [6] PROP 4 [7] PROP 20 [6]
Altura do epitélio luminal 22,18+ 1,76 16,54 +£0,45* 17,28 +1,24*
Espessura do estroma 626,00 + 36,61 589,60 + 40,63 581,27 + 35,08

Espessura do miométrio 351,07 +£14,76 342,81 £26,32 365,53 27,71
Espessura do perimétrio 11,64 £ 0,29 11,59 £ 0,65 11,77 £0,74

Numero entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Valores expressos em média
+ EPM, ANOVA complementado com Bonferroni (*p<0,05 em rela¢do ao CTR). CTR:
grupo controle tratado com 6leo de milho; PROP 4: grupo tratado com Propiconazol
4mg/kg; PROP 20: grupo tratado com Propiconazol 20 mg/kg.



35

Figura 8. Fotomicrografias das secc¢Oes uterinas de ratas na fase de estro do grupo CTR (A),
PROP 4 (B) e PROP 20 (C), coradas com hematoxilina eosina. E: Endométrio; EL: Epitélio
luminal. Escala de barra: 100um. Aumento final: 400x.
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4.1.6. Avaliacdo comportamental sexual
A Tabela 5 apresenta os parametros avaliados durante o comportamento sexual

das fémeas. N&o houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais (p>0,05).

Tabela 5. Parametros avaliados durante o comportamento sexual de fémeas
dos diferentes grupos experimentais DPN 90.

CTR [11] PROP4[12]  PROP 20 [12]
Coeficiente de Lordose® 100 (90,0-100,0) 100 (92,5-100,0) 100 (85,0-100,0)
Grau de Lordose 0 58% (7/120)  6,7% (8/120)  7,5% (9/120)
Grau de Lordose 1 4,2% (5/120)  0,8% (1/120)  0,8% (1/120)
Grau de Lordose 2 9,2% (11/120)  12,5% (15/120)  15,8% (19//120)
Grau de Lordose 3 80,8% (97/120)  80,0% (96/120)  75,9% (91/120)

Numero entre colchetes indicam o numero de animais/grupo. Valores dos graus de
lordose expressos em porcentagem e 0 nimero entre parénteses representa o nimero de
observacOGes apresentado em cada grau de lordose/total de observagdes, p>0,05
comparado pelo teste de Fisher. CTR: grupo controle tratado com 6leo de milho; PROP 4:
grupo tratado com Propiconazol 4mg/kg; PROP 20: grupo tratado com Propiconazol 20
ma/kg.

a\/alores expressos em mediana (1° Quartil — 3° Quartil), Kruskal-Wallis complementado
com teste de Dunn, p> 0,05.
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4.1.7. Toxicidade geral materna
RMANOVA indicou que o peso (Figura 9 A-B) e a ingestdo alimentar materna
(Figura 9 C-D) néo foram afetados pelo tratamento com PROP nas doses de 4mg/kg e

20mg/kg durante a gestacéo e lactacéo (p>0,05).
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c Ingestao alimentar materna durante a gestagao
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Figura 9. Peso corp6reo materno na gestacdo (A) e lactacdo (B). Consumo de racdo das maes
durante a gestacdo (C) e lactacdo. Dados apresentados como média + EPM n=8/grupo
(RMANOVA, p>0,05). CTR: grupo controle tratado com 6leo de milho; PROP 4: grupo tratado
com Propiconazol 4mg/kg; PROP 20: grupo tratado com Propiconazol 20 mg/kg.
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4.1.8. Avaliacdo do Comportamento Materno

Os parametros do comportamento materno foram analisados por ANOVA de
trés vias com o dia de lactacdo como variavel dentre sujeitos e horario e grupo
experimental como variaveis entre sujeitos.

Como esperado os diversos parametros do comportamento materno analisados
sofreram mudancas de acordo com o dia da lactagdo, bem como, com o horério de
observacao (dados ndo apresentados), assim como houve interacao significativa entre
dia de lactacdo e horario (dados ndo apresentados) mostrando que o comportamento das
ratas mudou nos diferentes horarios ao longo da lactacdo, como esperado.

ANOVA de trés vias seguida de Tukey indicou que a mdes do grupo PROP
4mg/kg apresentaram uma reducdo na porcentagem de observacdo no parametro de
limpeza dos filhotes quando comparado ao CTR (p<0,05) (Figura 10). Desta forma,
ANOVA complementada com Bonferroni indicou diferenca estatistica neste parametro
nos DL 4 (Figura 11 A), 8 (Figura 11 B) e 10 (Figura 11 C), p<0,05.

Entretanto, os outros parametros do comportamento materno ndo foram afetados

pelo tratamento com PROP nas doses de 4mg/kg e 20mg/kg. (Figura 10).

% de observacdes pontuadas durante o comportamento materno DL1-10

CTR OP 4 OP 20
0,18 V- _ -2.17 734 T 242 848 V- 20
0,58 * :

0,47 0.44

» Rata fora do ninho Construgio do ninho m Recuperagdo dos filhotes

Limpeza dos filhotes = Amamentacio

Figura 10. Porcentagem de observacdes pontuadas durante o comportamento materno do DL 1
ao 10 (n=11-12/grupo). Valores estdo expressos em porcentagem, *p<0,05 (comparado ao CTR)
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por RMANOVA seguida de Tukey. CTR: grupo controle tratado com 6leo de milho; PROP 4:
grupo tratado com Propiconazol 4mg/kg; PROP 20: grupo tratado com Propiconazol 20 mg/kg.
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Figura 11. Porcentagem de observacfes de limpeza dos filhotes pontuadas durante o
comportamento materno do DL 4 (A), DL 8 (B) e DL 10 (C). Valores estdo expressos em
porcentagem, *p<0,05 (comparado ao CTR) por ANOVA seguida de Bonferroni (n=11-
12/grupo). CTR: grupo controle tratado com 6leo de milho; PROP 4: grupo tratado com
Propiconazol 4mg/kg; PROP 20: grupo tratado com Propiconazol 20 mg/kg.
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4.1.9. Andlise de fertilidade
O teste de Kruskal-Walis ndo indicou alteragdes significativas nos parametros da
analise de fertilidade entre os grupos PROP e 0 CTR, os dados estdo apresentados na

Tabela 6.

Tabela 6. Teste de fertilidade das fémeas dos diferentes grupos experimentais.

CTR [12] PROP4[12] PROP 20 [10]

Taxa de implantacéo 9,7 93,1 93,3
(81,2-100,0) (90,2-100,0) (77,1-100,0)
Taxa de perda pré- 33 6.9 6.9
implantacéo (0,0-18,7) (0,0-9,8) (0,0-22,9)
Taxa de perda poés- 71 29 0.0
implantacéo (0,0-7,7) (0,0-8,9) (0,0-1,8)
92,8 97,0 100,0

Taxa de viabilidade fetal
(92,3-100,0) (91,1-100,0) (98,2-100,0)

Numero entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Valores expressos em
mediana (1° Quartil-3° Quartil), p>0,05 Kruskal-Wallis complementado com teste de
Dunn. CTR: grupo controle tratado com 6leo de milho; PROP 4: grupo tratado com
Propiconazol 4mg/kg; PROP 20: grupo tratado com Propiconazol 20 mg/kg.
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4.2. Parametros analisados nos machos
4.2.1. Ganho de peso corporeo

O ganho de peso corpéreo (g) nao foi influenciado pelo tratamento com PROP
nas doses de 4mg/kg e 20mg/kg [CTR: 191,5 (183,8-200,6) n=12; PROP 4: 194,4
(188,6-206,0) n=12; PROP 20: 202,1 (182,9-217,5) n=15; p>0,05], indicado pelo teste

de Kruskal-Wallis complementado com Dunn (Figura 12).

Ganho de peso corporeo dos machos (DPN 50-119)
250+

ganho de peso (g)
o p— N
S n S
T T %

n
(=]
1

CTR PROP 4 PROP 20

Figura 12. Ganho de peso corp6reo dos machos durante o periodo de tratamento. Dados estdo
apresentados em mediana (1°-3° quartil), Kruskal-Wallis complementado com Dunn; p>0,05.
CTR (n=12): grupo controle tratado com 6leo de milho; PROP 4 (n=12): grupo tratado com
Propiconazol 4mg/kg; PROP 20 (n=15): grupo tratado com Propiconazol 20 mg/kg.
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4.2.2. Comportamento copulatorio e preferéncia sexual

Em relacdo ao comportamento copulatério dos machos, dados apresentados na
Tabela 7, o tratamento com PROP aumentou a laténcia para primeira ejaculagdo no
grupo PROP 20mg/kg em relacdo ao CTR (ANOVA complementada com Bonferroni,
p<0,05). Entretanto ndo foi observada diferenca estatistica nos parametros de

preferéncia sexual entre os grupos experimentais (Tabela 8) (ANOVA, p>0,05).

Tabela 7. Comportamento copulatério de ratos dos diferentes grupos
experimentais.

CTR PROP 4 PROP 20
Laténcia para 1? 75,0 (22,5-156,0) 81,0 (46,0-166,0) 142,5 (115,8-175,3)
intromisséo (s) [9/11] [7/10] [8/12]
N° de intromisses até 12 23,90 £ 5,30 26,14 + 2,90 31,60 + 4,90
ejaculagdo [9/11] [7/10] [8/12]
Laténcia para 12 577,20 £ 101,90 528,00 £ 75,30 1043,80 + 146,00*
ejaculacao (s) [8/11] [7/10] [6/12]
Laténcia para 12 329,60 + 23,72 277,00 + 14,40 309,40 + 17,20
intromissdo poés- [8/11] [7/10] [5/12]
ejaculacao (s)
N° de intromissfes pos- 18,0 (15,0-24,5) 28,0 (21,0-40,0) 18,0 (8,0-18,0)
ejaculacao [8/11] [7/10] [5/12]
N° de ejaculagdes 24+04 2,6 +0,3 1,7+£0,3
[8/11] [7/10] [5/12]

NUmeros entre colchetes indicam o nimero de animais que apresentaram comportamento pelo
nimero total de animais por grupo. Dados apresentados como média + EPM (ANOVA
complementada com Bonferroni), *p<0,05 comparado ao CTR. Laténcia para primeira
intromissdo e o nimero de intromissdes pds-ejaculacao estdo apresentados como mediana (1°-3°
quartil) e foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, p>0,05. CTR: grupo
controle tratado com 6leo de milho; PROP 4: grupo tratado com Propiconazol 4mg/kg; PROP
20: grupo tratado com Propiconazol 20 mg/kg.
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Tabela 8. Preferéncia sexual de ratos machos dos diferentes grupos experimentais.

CTR[11] PROP 4 [10] PROP 20 [12]

Tempo na zona do 238.00 217.50 249.00
macho (s) (190.50 — 300.00)  (185.50 — 250.25)  (171.75 — 366.25)
Tempo na zona da 589.00 683.00 636.50
fémea (S) (453.50 — 681.00) (632.50 -689.50)  (557.25-718.5)
N° de visitas na zona 17.00 19.00 17.00

do macho (15.50 — 19.00) (16.00 — 20.00) (12.50 - 17.50)
N° de visitas na zona 20.00 22.00 19.500

da fémea (16.50 — 24.50) (19.25 — 25.50) (14.75 - 21.25)
Escore de preferéncia 71.83 75.87 71.63

(55.64 — 78.61)  (69.66—79.59)  (60.35— 80.47)

Numeros entre colchetes indicam o numero de animais/grupo. Dados apresentados como
mediana (1°-3° quartil) e foram analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis
complementado com Dunn, p>0,05. CTR: grupo controle tratado com 6leo de milho; PROP 4:
grupo tratado com Propiconazol 4mg/kg; PROP 20: grupo tratado com Propiconazol 20 mg/kg.
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4.2.3 - Concentracdo plasmatica de testosterona e estradiol, peso corporal e de 6rgdos

reprodutivos, hipdfise e figado

N&o houve diferenca estatistica na concentracdo plasmatica de testosterona
(ng/ml) entre os grupos experimentais [CTR: 10,60 (6,87-35,99) / n=10; PROP 4: 6,86
(3,20-13,30) / n=10; PROP 20: 4,05 (3,76-9,96) / n=9], Kruskal-Wallis complementado
com Dunn (p>0,05). Entretanto foi observada uma reducdo na concentracdo plasmatica
de estradiol (pg/ml) no grupo PROP 4mg/kg comparado ao CTR [CTR: 21,88 + 1,20/
n=9; PROP 4: 17,11 + 0,87*/ n=9; PROP 20: 19,90 = 1,63/ n=10], ANOVA
complementada com Bonferroni (*p<0,05).

O peso corporal e dos 6rgdos dos machos estdo apresentados na Tabela 9.
ANCOVA complementada com Bonferroni, utilizando o peso corpdreo final como
covariavel, indicou um aumento no peso do ducto deferente e da vesicula seminal

(cheia/vazia) no grupo PROP 4mg/kg comparado ao grupo CTR (p<0,05).
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Tabela 9. Peso corporal e dos o6rgdos dos machos dos diferentes grupos

experimentais.

CTR[12] PROP 4 [12] PROP 20 [15]
Peso corporal (g) 405,40 £ 7,14 423,09 +7,48 426,37 £ 9,60
Peso 6rgaos (g)
Testiculo (direito) 1,59 + 0,04 1,54 £ 0,04 1,60 + 0,03
Ducto deferente 0,091 + 0,004 0,109 +0,004* 0,099 + 0,004
Epididimo 0,59+0,01 0,60 0,01 0,61+0,01
Prostata 0,44 +0,02 0,50 £ 0,02 0,44 +0,02
Vesicula seminal cheia 0,74 £ 0,02 0,90 + 0,02* 0,80 +0,02
Vesicula seminal vazia 0,22 +0,01 0,27 £0,01* 0,25+0,01
Hipofise 0,010 £ 0,001 0,009 + 0,001 0,010 + 0,001
Figado 15,24 + 0,35 15,33+ 0,34 15,54 + 0,31

Numeros entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Dados apresentados como média
+ EPM, peso corporal foi comparado por ANOVA complementado com Bonferroni e 0 peso de
orgdos foi comparado por ANCOVA com peso do corporal como covariavel (*p<0,05
comparado ao CTR). CTR: grupo controle tratado com dleo de milho; PROP 4: grupo tratado
com Propiconazol 4mg/kg; PROP 20: grupo tratado com Propiconazol 20 mg/kg.
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4.2.3 Parametros espermaticos

Os resultados da contagem e morfologia espermatica estdo apresentados na
Tabela 10. O tratamento com PROP, nas doses de 4mg/kg e 20mg/kg, ndo afetou os
parametros avaliados na contagem. No entanto, houve um aumento na porcentagem de
espermatozoides com anormalidades de cauda nos animais do grupo PROP 4mg/kg
quando comparado ao grupo CTR (Kruskal-Wallis complementado com teste de Dunn,

p<0,05).

Tabela 10. Parametros espermaticos dos machos.

Parametros CTR [10] PROP 4 [10] PROP 20 [12]
N° de espermatides (10%/testiculo) 155,00 + 7,64 166,90 + 7,44 172,03 +7,28
N° de espermatides
+ + +

(10%/g/testiculo) 99,91 + 5,32 106,27 + 5,14 106,52 + 4,72
Producdo espermatica diaria 25,49 +1,25 27,36 £ 1,22 28,20+ 1,19
N° de espermatozoides na
cabeca/corpo do epididimo 110,36 + 10,26 93,48 + 6,43 102,44 + 7,68
(10%/6rgéo)

o .
N° de espermatozoides na 4042 355.7 377.9

cabeca/corpo do epididimo
(108/g/6rgdo)
N° de espermatozoides na cauda do

(337,9-449,2)

(324,0-387,3)

(309,8-480,1)

+ + +
epididimo (10/6rgéio) 214,00 + 8,60 210,23 £ 14,47 203,82 + 15,75
o .
\® de espermatozoides nia cauda do gq1 ) 4 7399 gs115+4621 827,75+ 38,14
epididimo (10°%/g/6rgéo)
Tempo de transito espermaticona 1o, 4 3,48 + 0,28 3,66 + 0,27
cabeca/corpo do epididimo (dias)
Tempo d.e transito espermatico na 8,00 + 0,23 7814065 725+ 055
cauda (dias)
Espermatozoides com cabeca 23,15 32,62 26,32
anormal (16,80-33,51) (17,07-47,67) (18,96-36,57)
[13] [14] [15]
Espermatozoides com cauda 5,37 11,65* 9,39
anormal (3,33-6,76) (5,77-20,52) (4,90-14,50)
[13] [14] [15]

Numeros entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Dados apresentados como média
+ EPM e mediana (1°-3° quartil). *p<0,05 comparado com o CTR (Kruskal-Wallis
complementado com teste de Dunn). CTR: grupo controle tratado com 6leo de milho; PROP 4:
grupo tratado com Propiconazol 4mg/kg; PROP 20: grupo tratado com Propiconazol 20 mg/kg.
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4.2.4. Parametros histomorfométricos de testiculo
Os volumes dos componentes do parénquima testicular dos machos estdo
apresentados na Tabela 11. ANOVA néo indicou diferenca estatistica entre 0s grupos

experimentais (p>0,05).

Tabela 11. Composi¢do volumétrica e parametros morfométricos do parénquima
testicular de ratos dos diferentes grupos experimentais.

CTR[9] PROP4[9] PROP 20 [8]

Volume testicular (ml) 1,46 + 0,03 1,47 + 0,02 1,50 + 0,03
Volume do tecido intersticial (ml) 0,56 + 0,02 0,55+ 0,02 0,60 £ 0,02
Volume dos tabulos seminiferos (ml) 0,89 £ 0,02 0,91 £ 0,02 0,89 £ 0,02
Didmetro dos tubulos seminiferos

(nm)

Comprimento total dos tdbulos

267,64 £6,29 269,52 +5,43 263,74 +6,88

) 16,3+0,85 16,16 +0,65 16,72+1,04
seminiferos (m)

Numeros entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Dados apresentados como média
+ EPM, ANOVA complementado com Bonferroni (p>0,05). CTR: grupo controle tratado com
6leo de milho; PROP 4: grupo tratado com Propiconazol 4mg/kg; PROP 20: grupo tratado com
Propiconazol 20 mg/kg.
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5. Discussao

O PROP é um agrotoxico extensivamente utilizado na agricultura, desta forma, a
populagdo vem sendo exposta a esse composto que possui potenciais efeitos
desreguladores endécrinos (GOETZ et al., 2007; SUN et al., 2007). Sendo assim, o
objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos do PROP nas funcGes reprodutivas de ratos
machos e fémeas na idade adulta.

Em estudos que visam avaliar a toxicidade reprodutiva de xenobidticos, é critico
que se avalie mudancgas no peso corporal assim como sinais de toxicidade geral, uma
vez que a presenca de uma substancia toxica pode interferir no padréo de crescimento
de um animal (JOHNSON, 1981). No presente estudo, o tratamento com PROP nas
doses de 4mg/kg e 20mg/kg, do DPN 50 ao 95-105, ndo afetou o ganho de peso das
fémeas, resultado também observado em ratas tratadas com doses de 10, 50 e
240mg/kg, durante o periodo de vida intrauterino até a idade adulta (ROCKETT et al.,
2006). Sendo assim, sugerimos que o tratamento com PROP nas doses de 4mg/kg e
20mg/kg ndo foram toxicas ao organismo uma vez que ndo foram observados sinais de
toxicidade (lacrimejamento, piloerecdo, padrdo respiratorio anormal e tremores).

O ciclo estral de ratas tem duracdo de 4 a 5 dias, e é dividido em quatro fases:
proestro, estro, metaestro e diestro (MARCONDES et al., 2002). No ciclo de 4 dias: sdo
2 dias de metaestro/diestro seguidos por um dia de proestro, e um dia de estro; ja no
ciclo de 5 dias: 3 dias de metaestro/diestro, um dia de proestro e 1 dia de estro, ou 2 dias
de metaestro/diestro, 1 dia de proestro e 2 dias de estro (GOLDMAN et al., 2005).
Ciclos que diferem desses padrdes geralmente se enquadram na categoria de prolongado
ou anormal (GOLDMAN et al., 2005). No presente estudo, o tratamento com PROP nas
diferentes doses néo alterou a ciclicidade e a duragédo de cada fase, embora um estudo de

Rockett et al. (2006) tenha demonstrado que ratas tratadas com doses maiores (50 e



51

240mg/kg) e por um tempo maior, desde o periodo intrauterino até a idade adulta,
apresentaram uma alteracdo na ciclicidade. Sendo assim pode-se sugerir que a diferenca
das doses e dos periodos de tratamento poderiam justificar a diferenca nos resultados
obtidos.

O peso de orgdos esta frequentemente associado com a toxicidade de uma droga
(SELLERS et al., 2007). H& indicativos que tratamento com PROP possa promover
mudancas no perfil dos hormonios sexuais, uma vez que estudos in vitro demonstraram
uma atividade antiestrogénica (KJAERSTAD et al., 2010; TAXVIG et al, 2013),
podendo comprometer o0 peso de 6rgaos hormonio dependentes. Entretanto no presente
estudo, o peso dos 6rgdos hormdnio dependentes (Utero e ovario), hipdfise e figado ndo
foram alterados, bem como os niveis plasmaticos de estradiol nos grupos tratados com
PROP nas doses de 4mg/kg e 20mg/kg. Dados na literatura demonstram que o
tratamento de ratas, com doses maiores (50 e 240mg/kg) ndo alteraram 0 peso dos
6rgdos reprodutivos, no entanto, houve um aumento significativo no peso do figado
(ROCKETT et al., 2006) o que pode estar relacionado com uma maior dose e
consequentemente uma maior toxicidade. Assim, sugere-se que as doses utilizadas
nesse estudo ndo comprometeram os niveis hormonais e ndo alteraram o0 peso dos
6rgdos analisados. Com relacdo a quantificacdo folicular ovariana e analise
morfométrica uterina, o tratamento com PROP nas doses de 4mg/kg e 20mg/kg reduziu
a espessura do epitélio luminal em comparacéo ao grupo CTR. O epitélio luminal é a
camada uterina mais interna, composta por células cilindricas. Sabe-se que 0s ERs estédo
presentes neste epitélio (SAUNDERS, 1997), porém ndo ha dados na literatura
evidenciando as possiveis causas para a reducdo do mesmo. Acredita-se que a
diminuicdo da espessura do epitélio luminal ndo traga grandes prejuizos a fertilidade das

ratas, uma vez que nao foi identificado no presente estudo reducdo da fertilidade das
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ratas tratadas com PROP. Entretanto, esse resultado demonstra a necessidade de mais
experimentos a fim de avaliar os mecanismos pelos quais o tratamento com PROP reduz
a espessura dessa camada uterina.

O comportamento sexual de fémeas € regulado através da integracdo do sistema
nervoso central, da informacdo hormonal e estimulos sensoriais, tatil e olfatério
(MICEVYCH & DEWING, 2011). Existem trés elementos do comportamento sexual:
atratividade, proceptividade e receptividade (BEACH, 1976a). Segundo Beach (1976a),
a atratividade é o comportamento que estimula a resposta sexual do macho, dentre eles
estdo comportamentos como o de mexer a orelha e saltar (BLAUSTEIN, 2008). A
proceptividade € o comportamento que estimula o macho a estabelecer ou manter a
interacdo sexual. As demonstracbes mais comuns da proceptividade: aproximacao da
fémea (a fémea se aproxima do macho assumindo comportamento de convite,
dependendo da espécie), alternar entre abordagem e retirada (fémea aborda o macho e
se retira); outro € o da monta realizada pela fémea (a fémea monta no macho e executa
movimentos pélvicos) (BEACH, 1976a). A receptividade é necessaria para a ocorréncia
da transferéncia de esperma do macho para fémea (BLAUSTEIN, 2008). O estrogeno
controla primariamente a atratividade e receptividade, ja a proceptividade é aumentada
quando adicionado um estimulo androgénico (BEACH, 1976a). A receptividade sexual
pode ser quantificada através do coeficiente de lordose e mensurada através de seu grau,
quanto maior o grau de lordose apresentado pelo animal, maior a sua receptividade. No
presente estudo ndo foi observada alteragbes nos parametros avaliados do
comportamento sexual das ratas, o que esta de acordo com a normalidade dos niveis
plasmaticos de estrogeno obtidos.

A avaliagdo da toxicidade materna é fundamental em estudos de toxicidade

reprodutiva. Uns dos principais indicadores ndo-invasivos sdo o ganho de peso corporeo
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e 0 consumo de racdo (BACCHI et al., 2013). O tratamento com PROP, em ambas as
doses, néo alterou o peso corporal, bem como o consumo de racdo das ratas durante o
periodo de gestacéo e lactacdo, assim como, ndo houve comprometimento da fertilidade.
Esses resultados estdo em concordancia com estudo prévio de Taxvig et al. (2008), em
que ratas prenhas tratadas com PROP na dose de 50mg/kg ndo apresentaram alteragoes
no peso corporeo e na taxa de fertilidade.

O comportamento materno em ratos € dependente de mudancas hormonais no
final da gestacdo que incluem elevagdes nos niveis de estradiol (MOLTZ et al., 1970) e
0 aumento concomitante dos ERs nas regifes do cérebro, tais como a éarea pré-éptica
medial (GIORDANO et al., 1989). O efeito estrogénico é importante para outros
mediadores do comportamento materno, como a prolactina e oxitocina (BRIDGES,
1996; PEDERSEN, 1997). Como este comportamento é horménio-dependente e dados
da literatura indicam uma possivel agdo do PROP como DEs, o presente estudo teve
como objetivo avaliar também o comportamento materno, uma vez que em mamiferos a
relacdo estabelecida com méae e filhote é importante para o desenvolvimento fisico e
psicolégico da prole (WALKER et al., 2004). No entanto, apenas o comportamento de
limpeza dos filhotes foi alterado na dose de 4mg/kg. Este parametro do comportamento
materno é motivacional, sendo assim duas hip6teses poderiam explicar as alteraces
observadas no comportamento materno: a) um efeito antiestrogénico do PROP na dose
de 4mg/kg sobre a fisiologia do sistema neuroenddcrino, ou b) uma alteracdo do
comportamento e desenvolvimento do filhote, que resultaria em um diferente estimulo
inicial e manutencdo do comportamento materno, durante a lactacdo. Entretanto, para
realmente correlaciona-lo com o tratamento com PROP, outros testes mais especificos

devem ser realizados no intuito de se verificar se a qualidade e quantidade desse
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comportamento tem um impacto substancial sobre aspectos comportamentais,
enddcrinos e do desenvolvimento neural dos filhotes (KAFFMAN et al., 2007).

Em relacdo aos machos, no presente estudo, o tratamento com diferentes doses
PROP néo afetou o ganho de peso dos animais, assim como nas fémeas. Todavia, foi
observada uma diminui¢do do peso corpéreo em ratos tratados por um periodo e dose
maior (250mg/kg) (GOETZ et al., 2007), como a alteragdo de peso corpoéreo foi
observada apenas com uma dose superior as utilizadas neste estudo, acredita-se que o
tratamento com PROP nas doses de 4mg/kg e 20mg/kg ndo foram toxicas aos animais,
ja que ndo foram observados sinais de toxicidade.

Embora o peso corporal ndo tenha sido alterado, o tratamento aumentou o peso
da vesicula seminal (cheia/vazia) e do ducto deferente. As vesiculas seminais secretam
um liquido no ducto ejaculatério que contém frutose, &cido citrico e outras substancias
nutritivas, bem como prostaglandinas e fibrinogénio. J& o ducto deferente, armazena a
maioria dos espermatozoides produzidos, transfere os espermatozoides para uretra,
secreta de fluidos para facilitar o transporte e possivelmente é responsavel pela
reabsorcao dos espermatozoides remanescentes do Iimen (KOSLOV & ANDERSSON,
2013). Bioensaios em camundongos utilizam o crescimento da vesicula seminal como
indicador de atividade antiestrogénica (SKARDA & KOHLEROVA, 2006). Neste
sentido, é sugerido no presente estudo que o PROP possa ter uma atividade
antiestrogénica, por inibicdo da aromatase, uma vez que em um ensaio com células de
cancer de mama MCF-7 com expressdo de aromatase, 0 PROP apresentou um efeito
antiestrogénico (KJAERSTAD et al., 2010). Reforcando nossa hipotese, 0s niveis de
testosterona ndo foram alterados, no entanto, houve uma reducdo nos niveis de
estrégeno nos machos tratados com a dose de 4mg/kg. Outra hipotese € uma possivel

alteracdo na contratilidade/excitabilidade da musculatura lisa desses orgdos, uma vez
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que o status hormonal influéncia nas respostas da musculatura lisa (MARTINS &
VALLE, 1939; WILCKE, 1937). Picarelli & Valle (1969) demonstrou que a presenca
de estrogeno pode facilitar a interacdo entre as drogas simpatomiméticas e
parassimpatomimeéticas e seus receptores na musculatura lisa genital de machos. Sendo
assim, este estudo sugere que uma baixa atividade estrogénica poderia comprometer o
mecanismo contratilidade e excitabilidade, e consequentemente aumentam a quantidade
o fluido da vesicula seminal e do ducto deferente. Por fim, a terceira hip6tese seria uma
alteracdo das células epiteliais desses 6rgaos, uma vez que estudos demonstraram que as
acOes de estrogenos sobre a prostata alteram a proliferacdo celular (COWIN et al.,
2007). No entanto, estudos complementares sdo necessarios para entender o mecanismo
envolvido.

Além dos andrdgenos, os testiculos também sdo fonte de estrogeno e seu nivel
intratesticular pode ser maior do que no plasma de fémeas adultas (HESS, 2000;
CARREAU, 2001). Embora o papel dos andrégenos no sistema reprodutor masculino
seja bem caracterizado, o papel dos estrogenos nos machos ndo € muito compreendido.
Os dois tipos de ER nucleares, ERa ¢ ERp, sdo encontrados ao longo dos 6rgdos do
trato reprodutivo dos ratos. Estudos com imunoreagentes demonstraram que os ERa
estdo localizados em poucos tipos celulares, em contrapartida ERB ¢é extensivamente
expresso ao longo do trato genital e glandulas acessoérias de ratos (YAMASHITA, 2004;
HESS et al., 1997). Foi reportada a presenga de ERa, mas predominantemente ER} nas
células envolvidas no processo de espermatogénese de roedores (SAUNDERS et al.,
1998; VAN PELT et al., 1999). Nossos resultados mostraram que o tratamento com
PROP na dose de 4mg/kg alterou a morfologia espermatica (aumento da anormalidade
de cauda dos espermatozoides) e poderia estar relacionado com uma atividade

antiestrogénica, considerando que a maioria das células envolvidas na espermatogénese
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no testiculo tem ER. Adicionalmente, a espermiogénese, 0 processo de maturagdo do
espermatozoide e a motilidade espermaética sdo dependentes da alta concentracdo de
estrogeno (STOCCO, 2002). Entretanto, Goetz et al. (2007) demonstrou que o
tratamento com PROP nas doses de 100, 500, 2500 ppm (aproximadamente 10, 50 e
240mg/kg/dia) ndo alterou a morfologia espermatica. A divergéncia entre os resultados
pode estar relacionada com os diferentes pontos de coleta dos espermatozoides, uma vez
que os pesquisadores coletaram o contetdo da cauda do epididimo e nesse estudo foi
coletado do ducto deferente. Além disso, a alteragdo na morfologia espermatica também
pode estar relacionada com uma alteragdo na contratilidade do ducto como sugerido
anteriormente.

No entanto, apesar do testiculo ser uma fonte de estrégeno, a histologia deste
6rgdo ndo foi afetada pelo tratamento com PROP. Esses resultados também foram
observados por Goetz et al. (2007), com doses superiores as utilizadas neste estudo.

O comportamento sexual masculino depende do funcionamento normal do eixo
hipotdlamo-hipéfise-gonadal. Dentre  muitas espécies de vertebrados, esse
comportamento € ativado pela testosterona mas também requer atividade estrogénica
(NAFTOLIN et al., 1975), uma vez que a administracao sistémica de antiandrogénicos,
antiestrogénicos e inibidores de aromatase reduz o comportamento sexual (ROSELLI &
RESKO, 1997). No presente estudo, machos tratados com PROP na dose de 20mg/kg
apresentaram um aumento na laténcia para primeira ejaculacdo. Embora ndo tenha sido
observada uma diferenca estatistica nos niveis de testosterona entre 0s grupos, 0s
animais tratados com PROP 20mg/kg apresentaram menores niveis de testosterona, o
que pode ter comprometido o comportamento copulatério. J& em relagdo ao teste de

preferéncia sexual, o tratamento com PROP néo alterou os parametros analisados.
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Os DEs podem apresentar uma curva dose-resposta ndo-monoténica (CDRNM),
onde hd um aumento da resposta na menor dose e uma diminui¢do da resposta na maior
dose (CONOLLY & LUTZ, 2004), o que poderia explicar os diferentes padrdes de
resposta entre 0 PROP 4mg/kg e 20mg/kg. CDRNM pode estar relacionada a diversos
mecanismos desencadeados pelos DEs, incluindo diferentes expressdes de ER ou
afinidade a receptores diferentes (VANDENBERG et al., 2012). Sabe-se que o ERp ¢
mais expresso ao longo do trato genital masculino (YAMASHITA, 2004) ¢ o ERa é
predominante no hipotalamo e controla a reproducdo de roedores (FAN et al., 2010).

Uma vez que os niveis de estradiol se mostraram reduzidos nos machos tratados
com PROP 4, sugere-se que o PROP tenha uma atividade antiestrogénica pela inibigéo
da enzima aromatase in vivo. A aromatase é amplamente expressada nos ovarios,
cérebro, placenta, tecido adiposo, bem como nos testiculos e espermatozoides de muitas
espécies (CARREAU et al., 2011). Embora as regides do cérebro que expressam essa
enzima sejam similares em ambos os sexos, existem diferengas importantes em seus
niveis de expressdo (STANIC et al., 2014). Em vérias regides cerebrais de
camundongos foram observadas uma maior atividade da aromatase em machos do que
em fémeas, e ainda em suinos essa atividade € quatro vezes maior no hipotalamo do
macho pés-puberdade do que no das fémeas (STANIC et al., 2014; CORBIN et al.,
2009). Sendo assim, a atividade da aromatase pode ser variavel entre os géneros e a
possivel acdo do PROP como inibidor da aromatase, poderiam indicar que os efeitos do
estrégeno sd@o mais proeminentes nos machos do que fémeas. Entretanto, a escassez de
estudos na literatura restringe essa discussao.

Neste estudo, os diferentes padrdes de resposta entre os grupos PROP néo
esclarecem quais mecanismos poderiam estar envolvidos e 0s nossos resultados

ressaltam a necessidade de mais pesquisas para entender os mecanismos envolvidos.
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6. Conclusao

Este trabalho demonstrou que o tratamento com PROP durante a vida adulta
interferiu em fémeas: na histologia uterina e no comportamento materno de ratas,
observado pela reducdo do epitélio luminal uterino em ambas as doses e a diminui¢éo
do comportamento de limpeza dos filhotes. Em relagcdo aos machos, o tratamento com
PROP levou a um aumento do peso da vesicula seminal (cheia/vazia), ducto deferente,
da anormalidade de cauda dos espermatozoides e diminuiu os niveis plasmaticos de
estradiol. Assim como alterou o comportamento copulatério dos machos. Sugere-se que
o0 tratamento com PROP tenha um efeito desregulador enddcrino, e consequentemente
pode causar danos ao aparelho reprodutor. Logo, destaca-se a necessidade de mais

estudos, uma vez que a populacdo € continuamente exposta a esta substancia.
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