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PERNONCINI, Karine Vandressa. Avaliacao da toxicidade reprodutiva do Triclosan em
ratos. 2017. 43f. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Fisioldgicas) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2017.

RESUMO

Triclosan (TCS) ¢ um agente antibacteriano extensivamente utilizado em uma variedade de
produtos, tais como: sabonete, desodorante, pasta de dente, O0leos corporais, entre outros.
Estudos indicam que o TCS ¢ um desregulador enddcrino (DE), pois possui efeito
antiandrogénico ao reduzir a atividade de enzimas esteroidogénicas em culturas de células de
Leydig de ratos, e ao reduzir a producdo espermatica didria de ratos Wistar em estudo in vivo,
além disso, in vitro possui atividade androgénica ao competir com a [*H] testosterona pela
ligagdo ao receptor androgénico de ratos. Mediante a isso, este ¢ o primeiro estudo ao utilizar
o Teste de Hershberger para avaliar um possivel efeito (anti)androgénico do TCS em ratos
Wistar com 52 dias de vida. Além disso, utilizou-se métodos inéditos como: comportamento
sexual, motilidade espermadtica, viabilidade espermatica e histomorfometria testicular para
avaliar a toxicidade reprodutiva do TCS em ratos Wistar com 49 dias de vida, por um periodo
de tratamento de aproximadamente 90 dias a fim de abranger um ciclo espermatico completo,
como sugerido pelo guideline OECD/OCDE 416. Ambos os testes utilizaram a menor dose de
TCS (0,8 mg/kg) baseada na ingestdo diaria aceitavel de TCS para humanos, sugerida pela
Agéncia de Prote¢do Ambiental, além de doses 3 e 10 vezes maiores que a menor dose (2,4 ¢
8,0 mg/kg), sendo por gavagem o meio de administracdo do TCS. Os resultados do Teste de
Hershberger demonstraram que o TCS ndo teve efeito (anti)androgénico nas doses avaliadas,
pois ndo houve alteragdes no peso dos o6rgaos hormonio-dependentes dos animais tratados
com TCS. Além disso, a avaliagdo da toxicidade reprodutiva do TCS ndo apresentou
alteragdes no comportamento sexual, dosagem hormonal, ganho de peso corporal, peso de
orgdos, parametros espermaticos e histomorfometria testicular, sugerindo que o periodo de
tratamento e as doses utilizadas ndo comprometeram os parametros reprodutivos e portanto,
nessa situagdo o TCS ndo apresentou efeito como desregulador enddcrino.

Palavras-chave: Antibacteriano. Pardmetros espermaticos. Comportamento  sexual.
Contaminante ambiental. Desregulador enddcrino.



PERNONCINI, Karine Vandressa. Evaluation of reproductive toxicity of Triclosan in rats.
2017. 43p. Dissertation (Master’s degree in Physiological Sciences) — Universidade Estadual
de Londrina, Londrina, 2017.

ABSTRACT

Triclosan (TCS) is an antibacterial agent extensively used in a variety of consumer products
such as: soaps, deodorant, toothpaste, body oils, among others. Studies indicate that TCS is an
endocrine disruptor (ED) because it has antiandrogenic effect by reducing the activity of
steroidogenic enzymes in Leydig cell cultures of rats, and by reducing daily sperm production
in vivo study with Wistar rats, in addition, in vitro has androgenic activity by competing with
[3 H] testosterone for binding to the rat androgen receptor. Therefore, this is the first study to
use the Hershberger test to evaluate a possible (anti)androgenic effect of TCS in Wistar rats of
52 days of age. In addition, inedited methods such as: sexual behavior, sperm motility, sperm
viability and testicular histomorphometry were used to evaluate the reproductive toxicity of
TCS in 49-day-old Wistar rats for a treatment period of approximately 90 days to encompass
a complete sperm cycle, as suggested by the guideline OECD/OCDE 416. Both methods
administered a dose oral (gavage) based to the acceptable daily intake of TCS (0.8 mg/kg), in
addition to 3 and 10-fold higher doses (2.4 and 8.0 mg/kg). The results of the Hershberger test
demonstrated that the TCS at the doses evaluated had no (anti) androgenic effect, as there
were no changes in the weight of the hormone-dependent organs of the animals treated with
TCS. In addition, the evaluation of the reproductive toxicity of TCS did not cause changes in
sexual behavior, hormonal dosage, body weight gain, organs weight, sperm parameters and
testicular histomorphometry, suggesting that the treatment period and the doses used did not
compromise the reproductive parameters and therefore, in this situation the TCS had no effect
as an endocrine disrupter.

Keywords: Antibacterial. Sperm parameters. Sexual behavior. Environmental contaminant.
Endocrine disruptor.
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1 Introducao

O interesse em monitorar os contaminantes ambientais vem crescendo desde a década
de 1970 (AHERNE; ENGLISH; MARKS, 1985; HIGNITE; AZARNOFF, 1977),
principalmente pelo reconhecimento dos efeitos destes contaminantes sobre o organismo, tais
como: elevacdo de enzimas hepaticas e musculares (fosfate acida e alcalina) em peixes
(Ftalato de dietila) (GHORPADE et al., 2002), redu¢ao na contagem espermatica em homens
(Bifenilos policlorados e ésteres de ftalato) (ROZATI et al., 2002), puberdade precoce em
mulheres (fitoestrogenos, ftalatos e fenois) (WOLFF ef al., 2010), entre outros.

A denominagdo contaminantes ambientais abrange uma variedade de produtos, no
entanto, uma aten¢do especial vem sendo dada aos chamados desreguladores endocrinos
(DEs), que sao definidos como uma substancia ou mistura de substancias exdgenas, as quais
podem imitar ou interferir com uma ou mais fung¢des do sistema endocrino (IPCS/WHO,
2002). Dentre os intimeros DEs, encontra-se o Triclosan (TCS) (2,4,4 -tricloro-2’-
hidroxidifenil éter) (AHN ef al, 2008; BEDOUX et al., 2012), o qual possui acao
antibacteriana sendo aplicado a uma variedade de produtos de consumo, como: cosméticos,
desodorantes, sabonetes, 6leos corporais, entre outros (RAMOS; BRAGA; ALMEIDA PAZ,
2009; RUSSELL, 2004)

A grande demanda de utilizagdo deste antibacteriano durante décadas fez do TCS um
composto presente na lista de contaminantes emergentes, que compde substancias quimicas
sintéticas ou de ocorréncia natural que normalmente ndo sao monitoradas no ambiente, mas
tem o potencial de introduzir-se no meio ambiente e causar efeitos adversos em ecossistemas
e/ou na saude humana (MADHUMITHA RAGHAV et al., 2013). Nesse sentido, o TCS ja foi
detectado em diversos paises como: o Brasil, onde no estado de Sdo Paulo uma concentragao
que varia entre 2,2 e 66 ng/L foi detectada em diversos rios (MONTAGNER et al., 2014), e a
Suica, onde 23 a 5370 ng/L de TCS foi detectada nos efluentes de dguas residuais (DHILLON
et al., 2015). Além disso, estudos demostram que o TCS ¢ apenas parcialmente removido em
estagoes de tratamento de aguas residuais, permitindo que este composto esteja presente em
agua potavel (BEDOUX et al., 2012; WICK ef al., 2011), além de ja ter sido detectado em
outros compartimentos ambientais como biossolidos (CHU; METCALFE, 2007).

Em humanos, a pele e o trato gastrointestinal sdo as vias mais provaveis de exposi¢ao
ao TCS (MOSS; HOWES; WILLIAMS, 2000; QUECKENBERG et al, 2010;
SANDBORGH-ENGLUND et al., 2006), e ja tem sido demonstrado que o contato frequente

a este produto estd associado com altas concentracdes do mesmo na urina de individuos com
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mais de 6 anos (CALAFAT et al., 2008), no leite materno (ADOLFSSON-ERICI et al., 2002)
e ainda em plasma sanguineo de corddo umbilical de humanos (PYCKE et al., 2014).

Quanto a metabolizacdo do TCS em mamiferos, sabe-se que ¢ metabolizado
principalmente a conjugados de sulfato e glucuronideo e excretado com maior relevancia na
urina em humanos, e através da via fecal em ratos (FANG et al, 2010; SANDBORGH-
ENGLUND et al., 2006). Apés administracdo oral de 4 mg de TCS em humanos, as
concentragdes plasmaticas do antibacteriano aumentam rapidamente, com uma concentragao
maxima dentro de 1 a 3 h (SANDBORGH-ENGLUND et al., 2006).

A ag¢do antibacteriana do TCS se d4 tanto em bactérias gram-negativas quanto gram-
positivas (HEATH; ROCK, 2000; REGOS et al., 1979). Em baixas concentragdes, o TCS
possui um efeito bacteriostatico, inibindo o gene Fabl que codifica a enzima Enoil-ACP-
redutase (ENR), essencial para a sintese dos acidos graxos da membrana citoplasmatica das
bactérias (ESCALADA et al., 2005; HEATH; ROCK, 2000; MCMURRY; OETHINGER;
LEVY, 1998). No entanto, altas concentracdes de TCS geram efeito bactericida por
desestabilizar a membrana citoplasmatica e gerar um vazamento de K+(ESCALADA et al.,
2005; SULLER; RUSSELL, 2000).

Estudo demonstra que o TCS atua como DEs em cultura de células de Leydig de ratos
ao reduzir a a¢do de enzimas crucias para o processo de espermatogénese, como a enzima
adenilil-ciclase (KUMAR; BALOMAJUMDER; ROY, 2008). Ao interferir sobre esta
enzima, o TCS faz com que a sintese do segundo mensageiro adenosina monofosfato ciclico
(AMPc) seja reduzida, pois sua sintese ¢ dependente da enzima adenilil-ciclase (BEAVO;
BRUNTON, 2002; KUMAR; BALOMAJUMDER; ROY, 2008). Por vez, a redugdo da
sintese de AMPc (responsavel por regular a expressdo e ativacao da proteina de regulacao
aguda da esteroidogénese (StAR)) leva a atenuagdo da expressdo da proteina StAR, a qual tem
como fungdo transportar o colesterol da membrana mitocondrial externa para a interna em
células de Leydig, sendo utilizado por enzimas esteroidogénicas no processo de
espermatogénese (KUMAR; BALOMAJUMDER; ROY, 2008; STOCCO; CLARK, 1996).
Além de interferir no funcionamento de enzimas, o TCS também promoveu efeitos
androgénicos ao deslocar a testosterona do seu receptor em cultura de células de tumor
mamario em ratos (GEE et al., 2008).

Em pesquisas in vivo, o estudo com ratos Sprague-Dawley (42 dias de vida) tratados
com TCS, via gavagem, apresentam uma reducdo na produgdo espermatica didria, apds 8
semanas de tratamento nas doses de 50 e 200 mg/kg (LAN et al., 2015). Além disso, o TCS

reduz em ratos Wistar pré-puberes (23 dias de vida) as concentragcdes do hormoénio foliculo



13

estimulante (FSH), colesterol, hormonio luteinizante (LH) e pregnenolona, nas doses de 200 e
300 mg/kg apds 31 dias de tratamento (ZORRILLA et al., 2009), e ainda, na dose de 20
mg/kg reduz as concentragdes de testosterona de ratos Wistar adultos (70 dias de vida), apos
60 dias de tratamento (KUMAR et al., 2009).

Portanto, considerando-se 1) o uso generalizado do TCS em produtos como
desodorantes, sabonetes, 6leos corporais, plasticos, entre outros; 2) a exposi¢ao prolongada a
essa substancia, uma vez que este composto estd presente em compartimentos ambientais
como, biossdlidos, riachos e ainda na 4gua potavel; 3) os relatos de toxicidade do TCS ao
sistema reprodutor masculino como, alteracdes na producdo espermatica de ratos, 4) a
escassez de estudos utilizando o Teste de Hershberger para avaliar um possivel efeito
(anti)androgénico do TCS e 5) a escassez de estudos usando métodos como: comportamento
sexual, motilidade espermatica, viabilidade espermdtica e histomorfometria testicular para
avaliar a toxicidade reprodutiva do TCS em ratos Wistar, o presente estudo teve como
objetivo avaliar se o tratamento com o TCS pode resultar em alteragdes sobre a fungdo
reprodutiva de ratos.

Para isto, este foi o primeiro estudo a utilizar o Teste de Hershberger para avaliar um
possivel efeito (anti)androgénico do TCS em ratos Wistar com 52 dias de vida e foi o
primeiro estudo a usar métodos como: comportamento sexual, motilidade espermatica,
viabilidade espermatica e histomorfometria testicular para avaliar uma possivel toxicidade

reprodutiva do TCS em ratos Wistar com 49 dias de vida.
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2 Objetivo

2.1 Objetivo geral

Investigar os efeitos do TCS nas fungdes reprodutivas em ratos Wistar adultos.

2.2 Objetivos especificos
Investigar um possivel efeito (anti)androgénico do TCS em ratos no Teste
Hershberguer a partir da analise do:

- ganho de peso corporal e peso dos Orgdos reprodutivos e hormonio-
dependentes (prostata, vesiculas seminais, musculo elevador do anus,
glandulas de cowper, glande do pénis, figado, glandulas adrenais e rins).

Investigar se o tratamento prolongado com o TCS pode alterar em ratos:

- o ganho de peso, o peso dos orgdos reprodutivos € hormonio-dependentes
(ducto deferente, testiculos, prostata, vesiculas seminais, musculo elevador do
anus, glandulas de cowper, glande do pénis, figado, glandulas adrenais e rins) e
concentragdo plasmatica de testosterona;

- 0s parametros espermaticos (viabilidade, motilidade, morfologia, contagem e
concentragdo) e histomorfometria testicular;

- os parametros comportamentais (frequéncia de comportamento copulatdrio e

ejaculagdo, parametros copulatorio e motivagao sexual);
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3 Materiais e métodos

3.1. Teste de Hershberger
Este teste foi realizado de acordo com o guideline — OCSPP 890.1400 (EPA, 2011).

3.1.1. Delineamento experimental
O diagrama a seguir (Figura 1) resume o delineamento experimental empregado

nesse teste.

Figura 1 - Delineamento experimental do Teste de Hershberger. DPN: dia pos-natal.

DPN DPN DPN
42 52-62 63
o~
-Prdstata ventral
Vesiculas seminais
-Musculo elevador do &nus
r
AJ -Gléndulas de Cowper
Castragio Periodo de Eutanasia —
tratamento -Glande do pénls
-Gladndulas adrenals
-Rins
Acompanhamento de peso Figado
e
3.1.2. Drogas

TCS 99,38% puro foi adquirido da Vivimed Labs Limited (Habsiguda Hyderabad,
India) (CAS no. 3380-34-5). Proprianato de testosterona 99,41% puro (CAS no. 57-85-2) e
flutamida 99,60% puro (CAS no. 13311-84-7) foram adquiridos da Fragon (Sdo Paulo,

Brasil). Todas as drogas foram dissolvidos em 6leo de milho.

3.1.3. Animais e tratamento

Foram utilizados ratos Wistar provenientes da colonia do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), transferidos para o Biotério setorial do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas do CCB, onde foram mantidos sob condi¢des
padronizadas (temperatura de 21 + 2°C, fotoperiodo de 12h claro/12h escuro) e com agua e

racdo (Nuvilab®, Colombo, PR) a vontade.
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No DPN 42 foi realizado o procedimento de castracdo sob anestesia com éter etilico

por incisdo no escroto e remogao de ambos os testiculos e epididimos com ligadura dos vasos

sanguineos e¢ dos ductos seminais. No DPN 52, os ratos foram pesado e aleatoriamente

distribuidos aos grupos experimentais. Variagdes no peso entre os animais no primeiro dia de

tratamento foi de 10%.

Para avaliar o possivel efeito androgénico do TCS, os ratos Wistar foram distribuidos

nos seguintes grupos (n: 6/grupo):

O

Grupo veiculo: receberam diariamente 6leo de milho, por gavagem, do dia pos-
natal (DPN) 52 ao 62;

Grupo T (controle positivo): receberam testosterona 0,4 mg/kg diariamente, via
subcutanea, do DPN 52 ao 62;

Grupo TCS 0,8: receberam 0,8 mg/kg de TCS diariamente, por gavagem, do
DPN 52 ao 62;

Grupo TCS 2,4: receberam 2,4 mg/kg de TCS diariamente, por gavagem, do
DPN 52 ao 62;

Grupo TCS 8,0: receberam 8,0 mg/kg de TCS diariamente, por gavagem, do
DPN 52 ao 62;

propianato de testosterona foi utilizado como um controle positivo para

androgénicidade.

Para avaliar o possivel efeito antiandrogénico do TCS, os ratos Wistar foram

distribuidos nos seguintes grupos (n: 6/grupo):

Grupo T (controle negativo): receberam testosterona 0,4 mg/kg diariamente, via
subcutanea, do DPN 52 ao 62;

Grupo T+FLUT (controle positivo): receberam testosterona 0,4 mg/kg (via
subcutanea) mais 3 mg/kg de flutamida (por gavagem) diariamente do DPN 52
ao 62;

Grupo T+TCS 0,8: receberam testosterona 0,4 mg/kg (via subcutanea) mais 0,8
mg/kg de TCS diariamente (por gavagem) do DPN 52 ao 62;

Grupo T+TCS 2,4: receberam testosterona 0,4 mg/kg (via subcutanea) mais 2,4

mg/kg de TCS diariamente (por gavagem) do DPN 52 ao 62;
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e Grupo T+TCS 8,0: receberam testosterona 0,4 mg/kg (via subcutanea) mais 8,0

mg/kg de TCS diariamente (por gavagem) do DPN 52 ao 62;

A flutamida ¢ utilizada como um controle positivo para antiandrogénicidade pois
interfere na acdo de hormoénios androgénicos, inibindo a ligagdo dos mesmo aos receptores
androgénicos das células dos tecidos-alvos.

Todas as drogas foram administradas durante 10 dias consecutivos apoOs restricdo
alimentar de 3h. Vinte e quatro horas depois da tltima dose administrada (DPN 63), os
animais foram pesados e submetidos a eutandsia por decapitagdo. Apos a laparotomia os

orgdos foram removidos e pesados.

3.2 Estudo da toxicidade reprodutiva
Este estudo foi realizado de acordo com o guideline OECD/OCDE 416
(OECD/OCDE, 2001).

3.2.1 Delineamento experimental
O diagrama a seguir (Figura 2) resume o delineamento experimental empregado

nesse trabalho.

Figura 2 - Delineamento experimental do estudo da toxicidade reprodutiva. DPN: dia pds-
natal.
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3.2.2. Drogas
TCS 99,38% puro foi adquirido da Vivimed Labs Limited (Habsiguda Hyderabad,
India) (CAS no. 3380-34-5).
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3.2.3 Animais e tratamento
Foram utilizados ratos Wistar provenientes da colonia do Biotério Central da
Universidade Estadual de Londrina (UEL), transferidos para o Biotério setorial do
Departamento de Ciéncias Fisiologicas do CCB, onde foram mantidos sob condig¢des
padronizadas (temperatura de 21 + 2°C, fotoperiodo de 12h claro/12h escuro) e com agua e
racdo (Nuvilab®, Colombo, PR) a vontade.
Ratos Wistar foram distribuidos entre quarto grupos (n=10/grupo):
e Grupo CTR (controle): receberam diariamente 6leo de milho, por gavagem, do
DPN 49 ao 140;
e Grupo TCS 0,8: receberam 0,8 mg/kg de TCS diariamente, por gavagem, do
DPN 49 ao 140;
e Grupo TCS 2.4: receberam 2,4 mg/kg de TCS diariamente, por gavagem, do
DPN 49 ao 140;
e Grupo TCS 8,0: receberam 8,0 mg/kg de TCS diariamente, por gavagem, do
DPN 49 ao 140.

O tratamento foi realizado uma vez ao dia, obedecendo sempre a mesma rotina de
horarios de administragdo (11:00-13:00). O periodo de tratamento foi baseado no guideline
OECD/OCDE 416, o qual sugere o tratamento de pelo menos 70 dias para atingir um ciclo
espermatico completo.

De acordo com a Agéncia de Protecio Ambiental (EPA, 2008), a ingestao diaria
aceitavel de TCS em humanos ¢ de 0,3 mg/kg. Considerando que existe a exposi¢do ao TCS
através da agua potavel e que para esta exposicao o fator de alocagdo ¢ de 0,2 (UMBUZEIRO,
2012; WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011), foram descontados 20% do valor de
ingestdo diario aceitavel do TCS para humanos. Posteriormente, gerou-se um valor
aproximado de 0,2 mg/kg, o qual foi aplicado a escala BW>* (EPA, 2006) para realizar o
ajuste dosimétrico onde considerou-se o peso de um humano de 70 kg e o de um roedor com
250 g, obtendo entdo o valor de 0,8 mg/kg como valor de ingestdo diaria para o rato. A dose
de 2,4 mg/kg foi adotada como uma dose intermediaria e para a dose de 8,0 mg/kg adotou-se
o fator 10, assumindo as variagdes intra-espécies.

Todos os procedimentos nos animais foram aprovados pelo Comité de Etica para o

uso de Animais (CEUA/UEL: 283.2015.27).
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3.2.4 Peso corporal

A determinagdo do peso corporal foi realizada a cada trés dias, durante o periodo de
tratamento, para analise de ganho de peso corporal e corre¢ao volumétrica das doses de TCS
administradas. Além disso, os animais foram monitorados diariamente quanto ao bem-estar
geral e observados quanto a sinais gerais de toxicidade como lacrimejamento, piloerecao,

padrao respiratorio anormal e tremores.

3.2.5 Avaliagdo dos comportamentos sexuais

3.2.5.1 Avaliagoes do comportamento copulatorio

Quinze dias antes das andlises comportamentais, os animais (DPN 105) foram
transferidos para o biotério com ciclo de luz claro/escuro de 12x12 horas invertido, que possui
controle de luminosidade, ruido e temperatura para a perfeita adaptacdo das funcdes
fisioldgicas. As observagdes comportamentais foram iniciadas 4h ap6s o inicio da fase escura
e foram gravadas por uma camera de video acoplada a um computador em uma sala
adjacente. A partir do DPN 120, cada macho foi inicialmente colocado na gaiola de
observagao (caixa transparente) e apds 5 min. de aclimatacdo uma fémea em estro natural foi
introduzida na mesma caixa. Durante 30 minutos, as laténcias e frequéncias para intromissao
e ejaculagdo foram observadas (GERARDIN et al, 2006). Se por acaso o macho ndo
apresentasse comportamento dentro de 10 min, a avalia¢do era interrompida e repetida no dia
seguinte. Machos que falharam na segunda avaliacdo foram considerados sexualmente

inativos (AGMO, 1997).

3.2.5.2. Teste de motivacgdo sexual

Apos analise de comportamento copulatério, o teste de motivagao sexual foi realizado.
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? foi
utilizada para realizacdo deste teste. As arenas menores sdo diagonalmente opostas uma ha
outra e a comunicagdo com a arena principal ¢ fechada com uma tela de arame (Figura 2).
Uma fémea em estro natural (zona de incentivo da fémea) foi adicionada a uma das arenas
pequenas, € na outra arena, um macho sexualmente ativo (zona de incentivo do macho). Na
frente de cada abertura das arenas menores no piso da arena principal & duas areas delimitadas

com 25 c¢cm? (zonas). O rato macho a ser analisado foi posicionado no centro da arena
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principal e seu comportamento foi observado durante 20 min, sendo o numero de visitas € o
tempo total gasto visitando cada zona de incentivo. Apds registrado esses dados, o escore de
preferéncia foi calculado ([tempo de permanéncia na zona de fémea / tempo total gasto em

ambas as zonas de incentivo] x 100) (AGMO, 2003).

Figura 3 - Teste de motivagdo sexual representacdo esquemadtica. Zona de incentivo da
fémea representada (F) e a zona de incentivo do macho (M).

s

___________

N

3.2.6 Coleta dos orgaos

Ap6s 20 dias do teste de motivagao sexual (para reposi¢ao do estoque espermatico), os
animais foram submetidos a eutandsia por decapitagdo, e entdo realizada a coleta de sangue
para posterior determinagdo da concentracdo plasmadtica de testosterona descrito no item
3.2.7. Em seguida, os animais foram submetidos a laparotomia para visualiza¢do dos 6rgaos
reprodutores. Primeiramente foi removido o ducto deferente direito o qual foi utilizado para
analise de motilidade (3.2.8.1), viabilidade (3.2.8.3) e concentracdo espermatica (3.2.8.2). O
ducto deferente esquerdo foi retirado para andlise da morfologia dos espermatozoides
(3.2.8.5). Além disso, testiculos, epididimos, vesiculas seminais (com secrecdo), prostata
ventral, figado, glandulas adrenais e rins foram retirados e pesados em balanga analitica. O
testiculo e o epididimo esquerdo foram congelados para posterior contagem espermatica

(3.2.8.4), o testiculo direito foi preparado para histomorfometria testicular (3.2.9).
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3.2.7 Concentragdo plasmatica de testosterona

Amostras de sangue foram coletadas (em tubos de ensaio heparinizados) sempre no
mesmo hordrio, centrifugadas (2500 rpm por 20 min a 4°C) e o plasma congelado a -20°C
para analises posteriores. A concentragdo de testosterona plasmatica foi obtida utilizando o
teste de imunoensaio de microparticulas por quimiluminescéncia (ARCHITECT® 2nd
Generation Testosterone), com o coeficiente de variagdo intra-ensaio e sensibilidade de 4,6%

e 0,15 nmol/L respectivamente.

3.2.8 Parametros espermaticos

3.2.8.1. Motilidade espermatica

A motilidade espermatica foi analisada de acordo com Perobelli et al., (2010) e
Favareto et al., (2011). A partir do ducto deferente direito foram obtidos os espermatozoides
para a analise, estes foram diluidos em 1 ml de meio GV HEPES (Ingamed, Brasil) pré-
aquecido a 34°C. Na camara de Makler (Sefi-Medical, Haifa, Israel) (Figura 3) foi adicionado
uma aliquota de 10ul da amostra deste diluido, e entdo analisados em fase de contraste do
microscopio optico (100X) (OSM-223287, Olympus). Um total de 100 espermatozoides por

animal foi analisado classificados como modveis e imoveis (PEROBELLI ef al., 2010).

3.2.8.2. Concentragdo espermatica

Apos realizada a analise de motilidade espermatica, a concentragdo espermatica foi
avaliada em uma camara de Makler (Sefi-Medical, Haifa, Israel) (Figura 3) com aumento de
100X, e estimada em milhdes por mililitro. A camara de Makler possui uma marcagao
graduada de 100 quadrados (4rea total de 1 mm?) cada um com 0,1 mm x 0,1 mm e uma
profundidade de 0,01 mm. Na area de 10 quadrados apds a colocag¢do da laminula o volume
compreendido ¢ de 0,001 mm?>. Apenas os espermatozoides presentes em 10 quadrados
(marcagdo da propria camara) escolhidos aleatoriamente, em quatro campos diferentes foram

contados, e posteriormente realizou-se a média (PIFFER et al., 2009).
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Figura 4 - Camara de Makler. A esquerda, foto do modelo da camara utilizada. A direita,
representacdo esquematica da vista superior do aparelho, através do microscopio,
com espermatozoides.
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3.2.8.3. Viabilidade espermatica

A viabilidade espermatica foi analisada a partir da técnica de coloracdo com eosina-
nigrosina (BIORNDAHL; SODERLUND; KVIST, 2003), em que 50 ul de meio GV HEPES
com espermatozoides foram misturados com eosina-nigrosina e diretamente examinados. Um
total de 100 espermatozoides por animal foi analisado e classificados como vidveis € nao

viaveis.

3.2.8.4. Contagem espermatica
O testiculo esquerdo decapsulado e o epididimo esquerdo, dos diferentes grupos
experimentais, foram removidos e estocados a -20° C para posterior determinagdo da

concentragdo de células germinativas.

Numero de espermdtides maduras no testiculo e calculo da produgdo 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
homogeneiza¢do do material, segundo método descrito por Robb; Amann; Killian (1978) e
adaptado por Fernandes et al. (2007). Apds o descongelamento do testiculo decapsulado, o
parénquima testicular pesado foi colocado em um tubo de ensaio com tampa, onde foram
adicionados 5ml de solucdo 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 dilui¢do. A
amostra foi homogeneizada com a utilizagdo de um homogeneizador em velocidade méaxima
por 2 minutos. Apds nova diluicdo na propor¢do 1:10 na solu¢do de Triton-X100 (100ul do

homogeneizado + 900ul de solugdo), uma aliquota foi transferida por meio de uma pipeta
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Pasteur para a camara de Neubauer (Figura 4), onde as espermatides resistentes a
homogeneizagdo foram contadas (2 cAmaras por animal, 5 campos por camara). Para calcular
a produgdo espermatica diaria, o numero de espermatides no testiculo foi dividido por 6,1, que
¢ o n° de dias em que essas espermdtides maduras (estagio 19 da espermiogénese) estdo
presentes no epitélio seminifero. Para facilitar a visualizacdo, os dados obtidos (nimero de
espermatides) sdo apresentados em 10° (em milhdes) por testiculo e em numero de

espermatides x10° por grama (g) de testiculo.

Figura 5 - Camara de Neubauer. A direita, foto do modelo de camara utilizado para
contagem espermatica. A esquerda, representagao esquematica da vista através do
microscopio de uma das camaras do aparelho.
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0,0025mm?

Numero e tempo de transito dos espermatozoides no epididimo: os epididimos
esquerdos foram inicialmente divididos nas unidades: cabega/corpo e cauda. As porgdes
epididimarias foram separadas logo apos a coleta e congeladas a -20° C até a homogeneizagao
e contagem dos espermatozoides de acordo com o mesmo procedimento descrito para o item
anterior com a diferenca que, antes da homogeneizagao, as pegas foram cortadas em pequenos
pedagos com tesoura bem afiada. Este material foi diluido em 1ml da mistura contendo Triton
X100 para cada 100 mg de cauda e Iml da mistura para cada 200mg de cabecga/corpo. O
tecido epididimario foi entdo homogeneizado, diluido e contado em camaras de Neubauer. O
tempo de transito dos espermatozoides pelo epididimo foi calculado dividindo-se o numero de
espermatozoides na cabega/corpo ou cauda do epididimo, pelo valor obtido na produg¢ao diéria
de espermatozoides de cada animal (ROBB; AMANN; KILLIAN, 1978). Para facilitar a
visualizagio, o numero de espermatozoides no epididimo ¢é apresentado em x10°

espermatozoides por 6rgio e em x10° espermatozoides por grama de érgdo.

3.2.8.5. Morfologia espermatica
Para a analise da morfologia dos espermatozoides o ducto deferente esquerdo dos ratos

foi seccionado nas extremidades anterior e posterior e lavado internamente com o auxilio de
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agulha e seringa contendo 1,0 ml de formol-salina (10%). O conteudo foi colhido em um tubo
e mantido sob refrigeragdo para posterior analise. No dia da analise o contetido foi depositado
em lamina histologica, coberto com laminula e ap6s 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
cabega (sem curvatura caracteristica ou forma isolada, ou seja, sem cauda anexada) ou

morfologia de cauda (quebrada ou isolada, isto ¢, sem cabeca anexada) (FILLER, 1993).

3.2.9. Histomorfometria testicular

Para andlise desse pardmetro, o testiculo direito foi dissecado, pesado e fixado em
solugdo de Bouin por 24 horas e depois foi estocado em etanol 70%. Posteriormente foi
cortado em fragmentos de tecido, desidratado em concentracdes crescentes de etanol,
diafanizados em xilol e incluidos em paraplast. Foram feitos cortes com 7pum de espessura,
corados com hematoxilina e eosina.

A composicao dos dados volumétricos do parénquima testicular foi obtida usando
contagem de pontos utilizando uma grade de 100 pontos na ocular em aumento final de 100x.
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 medi¢cdo mais precisa do
volume do parénquima testicular, subtraiu-se do peso bruto do testiculo pelo peso da tunica
albuginea (~6,5%). O peso do testiculo foi considerado igual ao seu volume, uma vez que, a
densidade do testiculo ¢ quase 1,0 (~1,03—,04) (FRANCA; GODINHO, 2003).

O diametro tubular médio por animal foi obtido pela mensuragdo ao acaso de 15
seccdes transversais de tibulo seminifero por animal escolhidos de forma aleatéria com perfis
redondos ou arredondados. As medi¢des foram realizadas a partir de um micréometro reticulo
linear acoplado a um microscopio ocular (Olympus, OSM-223287) em um aumento de 100x.
O comprimento total dos tubulos seminiferos (CTTS), expresso em metros por testiculo, foi
calculada a partir do conhecimento do volume ocupado pelos tibulos seminiferos e da
medi¢do do diametro tubular obtido para cada animal, de acordo com a seguinte foérmula:
CTTS=VTS/aR?, em que VTS = volume total de tibulos seminiferos; tR2 = area da seccio
transversal dos tubulos seminiferos (R = didmetro tubular/2) (ATTAL et al., 1963; DORST V.
J; SAJONSKI, 1974).
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4 Analise estatistica

Inicialmente, uma analise exploratoria foi conduzida para avaliar normalidade (Teste
Shapiro-Wilk) e homogeneidade de variancias (Teste Levene's) de cada varidvel. Variaveis
que apresentaram normalidade e homogeneidade de variancias foram conduzidas a analises
paramétricas, com os dados apresentados como média + erro padrao da média (EPM). Na
auséncia de normalidade e/ou homogeneidade de varidncia, as variaveis foram transformadas
a fim de atingir os critérios para a andlise paramétrica, os dados que ainda ndo apresentaram
normalidade e homogeneidade foram submetidos ao teste ndo-paramétrico, apresentados
como mediana (1° e 3° quartil). As diferengas foram consideradas significativas quando p
<0,05.

Os testes estatisticos empregados neste estudo foram:

-ANOVA complementado com Dunnet’s: ganho de peso corporal e peso de 6rgdos do

Teste de Hershberger.

-ANOVA complementado com Bonferroni ou Tukey: Ganho de peso corporal, analise

dos pardmetros espermaticos, avaliacdo histomorfométrica testicular, concentracao

plasmatica de testosterona, comportamento copulatdrio e motivacgdo sexual.

-ANCOVA complementado com Bonferroni: Peso de 6rgios tendo o peso corporal

final como covariavel.

-Kruskal-Wallis complementado com teste Dunn: Comprimento total dos tibulos

seminiferos, Comportamento copulatorio.

-Teste de Qui-quadrado (X?): Frequéncia de Comportamento copulatério e Ejaculacio.

O tratamento estatistico dos dados foi operacionalizado pelo software SPSS (IBM,

SPSS statistics 19) e GraphPad Prism 7.
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5 Resultados

5.1 Teste de Hershberger

5.1.1 Ganho de peso corporal, peso de orgdaos hormonio-dependentes.

ANOVA complementado com teste Dunnett’s indicou que o tratamento com
testosterona por 10 dias consecutivos elevou significativamente o peso de 6rgdos como:
vesiculas seminais, prostata ventral, glandulas de Cowper, musculo levantador do anus e a
glande do pénis (p < 0,05) (Tabela 1). No entanto, ndo houve alteragdes significativas quanto
aos grupos tratados com TCS quando comparados com o grupo veiculo (p > 0,05).

Além disso, o tratamento com flutamida mais testosterona por 10 dias consecutivos
reduziu significativamente o peso dos 6rgdo como: vesiculas seminais, prostata ventral,
glandulas de Cowper, musculo levantador do anus e a glande do pénis (p < 0,05) (Tabela 2).
Por ouro lado o tratamento concomitante com testosterona e TCS ndo alterou o peso dos
orgdos hormonio-dependentes quando comparado ao grupo tratado com testosterona e

flutamida.
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Tabela 1 - Avaliacdo de um possivel efeito androgénico do TCS no Teste de Hershberger.
Peso corporal e peso absoluto de 6rgaos hormonio-dependentes.

Veiculo [6] T [6] TCS 0,8 [6] TCS2,41[6] TCS 8,0 [6]

Peso corporal

e 204,38+11,78  194,71£7,19  206,64+9,04 208,10+4,15 208,52+8,74
inicial (g)

Peso corporal

250,70+49,39  261,0749,72  253,35+8,72 258,61+£3,89 256,49+9,19
final (g)

Vesiculas

. . 27,00£4,40  341,73+£27,49* 2430+3,41 23,65+1,99  32,184+2,96
seminais (mg)

Prostata (mg)  6,97+1,03 96,42+4,03* 4,93+0,79 6,25+1,68 8,38+2,33

Glandulas de

3,70+0,53 27,1542, 54* 2,90+0,56 4,12+0,77 4,62+0,84
Cowper (mg)

Musculo
levantador do 119,83+7,81 362,38+21,88* 107,22+3,53 126,82+4,84 120,38+8,83
anus (mg)
Glande do
pénis (mg)
Glandulas
adrenais (mg)

17,17+2,14 63,00+4,48%* 16,48+1,06 16,97£1,95 17,92+1,39

53,5343,95 43,68+2,56 53,3242,65 57,62+3,87  50,67+3,92

Figado (g) 10,29+0,43 12,10+0,50 9,97+£0,52  10,85+0,21  11,49+0,54
Rins (g) 1,72+0,10 1,87+0,07 1,73+0,07 1,74+0,06 1,77+0,07

Valores expressos em média = EPM, *p < 0,05 quando comparado ao grupo veiculo
(ANOVA complementado com Dunnett). Numero entre colchetes indicam o numero de
animais/grupo. Grupo veiculo (grupo controle) tratado com 6leo de milho; Grupo T: tratado
com propianato de testosterona 0,4 mg/kg; TCS 0,8: tratado com TCS na dose de 0,8 mg/kg;
TCS 2,4: tratado com TCS na dose de 2,4 mg/kg; TCS 8,0: tratado com TCS na dose de 8,0
mg/kg.
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Tabela 2 - Avaliagdo de um possivel efeito antiandrogénico do TCS no Teste de
Hershberger. Peso corporal e peso absoluto de 6érgaos hormdnio-dependentes.

T +TCS T+ TCS T+ TCS

T [6] T+FLUT [6] 0,8[6] 2,4[6] 8,0(6]

Peso corporal

.. 194,71+£7,19  211,21+10,11 203,94+13,30 209,24+5,99  207,43+8,64
inicial (g)

Peso corporal

261,0749,72  266,0349,43 264,59+15,59 269,05£9,48 268,31+11,63
final (g)

Vesiculas

. . 341,73£27,49  112,35+14,05* 374,38+45,62 412,78+49,32 381,53+38,20
seminais (mg)
Préstata (mg) 96,42+4,03  40,7745,61* 110,28+£10,64 98,90£13,23  90,08+13,53

Glandulasde (o 5 o) 15400146% 27834349 31334280  27.7842.62

Cowper (mg)

Miuisculo

levantador do 362,38+21,88 22423+7,79% 347.12+32,70 374.95£12,92 365,00+26,12
anus (mg)

Glande do 63,0044.48  35.45+3,06% 59024404 61924259  57,93+5.92
pénis (mg)

Glandulas 43.68£2.56  4823+1.85  47,1083.81  44.97+2.68  4530+2.89
adrenais (mg)

Figado (g) 12.10£0.50  12.04£0.70 11212090  12,34+0,70  12,020,59
Rins (g) 1,87+0,07 1,89+0.08 1,68+0,18 1,80+0,09 1,87+0,07

Valores expressos em média = EPM, *p < 0,05 quando comparado ao grupo veiculo (ANOVA
complementado com Dunnett). Numero entre colchetes indicam o numero de animais/grupo.
Grupo T: tratado com propianato de testosterona 0,4 mg/kg; Grupo T + FLUT: tratado com
propianato de testosterona 0,4 mg/kg + flutamida 3 mg/kg; T + TCS 0,8: tratado com propianato
de testosterona 0,4 mg/kg + TCS na dose de 0,8 mg/kg; T + TCS 2,4: tratado com propianato de
testosterona 0,4 mg/kg + TCS na dose de 2,4 mg/kg; T + TCS 8,0: tratado com propianato de
testosterona 0,4 mg/kg + TCS na dose de 8,0 mg/kg.

5.2. Estudo da toxicidade reprodutiva

5.2.1. Comportamento sexual

O tratamento com TCS nao revelou alteragdes significativas quanto a frequéncia de
comportamento copulatério ¥2 (3) =1,103, p= 0.776 e a frequéncia de ejaculacdo y2 (3)
=1,890, p=0.596 (p > 0,05) dentre os grupos experimentais (Tabela 3).

Na Tabela 4 estdo apresentados os parametros do comportamento copulatorio.

Nenhuma diferenga estatistica foi apontada nos parametros de laténcia de intromissdo e
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ejaculagdo, numeros de intromissdes e numeros de ejaculagdes (ANOVA, p > 0,05)
independente d grupo experimental.

Os parametros de motivagdo sexual estdo apresentados na Tabela 5. Nao houve
diferenca estatistica no tempo passado na zona do macho (s) [F(336) = 0,529, p = 0,665], na
zona da fémea (s) [F(3.36) = 0,994, p = 0,407], no niimero de visitas na zona do macho [F(3,36)
= 0,138, p = 0,936], nimero de visitas na zona da fémea [F(3.36) = 0,486, p = 0,694] ¢ no
escore de preferéncia [F(336) = 0,729, p = 0,541] entre os grupos experimentais (ANOVA, p >
0,05).

Tabela 3 - Frequéncia de comportamento copulatorio e ejaculacao de ratos adultos.

Grupo Experimental

CTR TCS 0,8 TCS 2,4 TCS 8,0
Frequéncia de
Comportamento Copulatério 60 [6/10] 50 [5/10] 40 [4/10] 60 [6/10]
(%)
Frequéncia de Ejaculacio (%) 80 [5/6] 80 [4/5] 50 [2/4] 80 [5/6]

Avaliagdo da frequéncia de comportamento copulatdrio e ejaculacdo de ratos adultos. Valores
expressos em porcentagem (Teste x2, p > 0,05). Nimero entre colchetes indicam o nimero de
animais/grupo. Grupo CTR (grupo controle) tratado com o6leo de milho; Grupo TCS 0,8:
tratado com TCS na dose de 0,8 mg/kg; Grupo TCS 2,4: tratado com TCS na dose de 2,4
mg/kg; Grupo TCS 8,0: tratado com TCS na dose de 8,0 mg/kg.
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Tabela 4 - Comportamento copulatorio de ratos adultos.

CTR TCS 0,8 TCS 2,4 TCS 8,0
;fltlfl'égz parad — 58290+74,72 344,40 £98,56 400,10+ 6520 173,90 £ 37,65
intromissio s) [6/10] [5/10] [4/10] [6/10]
N°.de Intromissdes 21,33+ 4,02 14,60+ 4,26 17,25 + 6,34 17,67 + 5,29
até a 1° ejaculacao [6/10] [5/10] [4/10] [6/10]

Laténcia paraa 1° 853,59 (794,92- 963,08 (838,90- 1135,44 (913,00- 877,03 (657,36-
Ejaculacio (s) 944,64) [5/6]  1208,54)[4/5]  1357,87)[2/4]  916,19) [5/6]

Laténcia para a 1°
Intromissao pos-
ejaculacio (s)

N°.de Intromissées 13,00 (10,00- 14,00 (9,75- 12,50 (10,25- 16,00 (12,00-
pés-ejaculagio 14,00) [5/6] 17,00) [4/5] 14,75) [2/4] 17,00) [5/6]

298,89 (298,44- 309,18 (306,12- 326,44 (289,60- 350,80 (332,40-
316,14) [5/6] 314,60) [4/5] 363,27) [2/4] 375,22) [5/6]

N°.de Ejaculacdes 2,00 + 0,44 [5/6] 1,60 % 0,60 [4/5] 1,00+ 0,70 [2/4] 1,66 % 0,33 [5/6]

Analise dos parametros do comportamento copulatorio de ratos adultos. Valores da laténcia para
a primeira intromissao, n° de intromissoes até a 1° ejaculag@o e n° de ejaculagdes estdo expressos
em média, + EPM (ANOVA, p > 0,05). Os parametros de laténcia para a 1° ejaculacdo, laténcia
para a 1° intromissdo pos-ejaculagdo, n°. de intromissdes pos-ejaculagdo e n°. de intromissdes
pos-ejaculagio estdo expressos como mediana (1° e 3° quartil) e foram analisados pelo teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, p > 0,05. Numero entre colchetes indicam o nlimero de animais
que apresentaram o comportamento/numero total de animais do grupo. CTR (Grupo controle):
oleo de milho; TCS 0,8: tratado com TCS na dose de 0,8 mg/kg; Grupo TCS 2,4: tratado com
TCS na dose de 2,4 mg/kg; Grupo TCS 8,0: tratado com TCS na dose de 8,0 mg/kg.

Tabela 5 - Motivacao sexual dos ratos adultos.

CTR [10] TCS 0,8 [10] TCS2,4[10] TCS 8,0 [10]

Tempo na zona do

406,64 £ 56,52 424,62 £5290 339,32 +64,40 431,50=+57,14
macho (s)

Tempo na zona da 462,55+50,42 442,15+ 64,11 584.54+7455 479,84+ 63,08
fémea (s)
Numero de visitas na

18,00+ 1,15 17,20+ 1,28 17,00+ 1,44 17,10 + 0,99
zona do macho

Numero de visitas na

" 19,40 + 1,39 17,40 £ 1,51 18,10+ 1,33 17,30 £ 1,30
zona da fémea

Escore de preferéncia 53,65+ 5,91 4998 £ 6,57 62,63 +7,19 52,33+ 6,15

Analise da motivagdo sexual dos ratos adultos. Valores expressos em média £+ EPM
(ANOVA p > 0,05). Numero entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. CTR
(Grupo controle): 6leo de milho; TCS 0,8: tratado com TCS na dose de 0,8 mg/kg; Grupo
TCS 2.,4: tratado com TCS na dose de 2,4 mg/kg; Grupo TCS 8,0: tratado com TCS na dose
de 8,0 mg/kg.
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5.2.2. Ganho de peso corporal, peso de 6rgaos, concentracdo plasmatica de testosterona e

sinais de toxicidade

O ganho de peso corporal (g) (DPN 140 — 49) nao foi influenciado pelo tratamento
repetitivo com o TCS (CTR: 237,71 + 11,08; TCS 0,8: 215,78 + 13,26; TCS 2,4: 23447 +
11,75; TCS 8,0: 224,93 + 10,30 n=10/grupo) como indicado pelo teste paramétrico ANOVA,
onde demostrou p > 0,05. Também ndo foram observadas diferencas significativas no peso
corporal final (DPN 140) dos ratos entre os diferentes grupos experimentais [F.36) = 0,202, p
=0,895] (Tabela 6).

Na Tabela 6 observa-se que ndo houve diferenga estatistica no peso de 6rgaos dos

grupos TCS, bem como na concentracao plasmatica de testosterona (ANOVA p > 0,05).

Tabela 6 - Peso corporal final, peso dos oOrgdos e concentragdo plasmatica de
testosterona dos ratos no DPN 140.

CTR [10] TCS 0,8 [10] TCS24[10] TCSS8,0][10]
Peso corporal final (g) 421,96 £ 14,85 405,97 £18,97 420,93 +£16,05 416,86 + 14,92
Peso 6rgaos

Testiculos (g) 3,26 £0,23 3,24 £0,28 3,19+0,26 3,22+0,21

Ducto deferente (esq.)
(mg)

Epididimo (esq.) (mg) 617,43 £44,77 618,55+ 71,19 605,84 +55,03 618,93 + 52,45

104,42 £ 12,07 106,25 + 18,68 110,50 +13,38 102,35+16,79

Préstata (g) 0,36 + 0,09 044+0,10  041£0,09  0,44+0,13
Figado (g) 13,63+ 1,41 12594221  1424+136  13,72+1,99
Rins (g) 2,53+0,27 240+030  2,59+025  2,50+0,33

Glandulas adrenais
(mg)
Vesiculas Seminais (g) 1,63 +£0,34 1,48 +£0,32 1,72 £ 0,40 1,57 +£0,30

50,65+8,62 54,20+ 10,69 53,83+16,13 51,51+11,11

Concentracio
plasmatica de
testosterona (ng/dl)
Valores expressos em média =+ EPM, peso corporal final e concentragdo plasmatica de
testosterona foram comparados usando ANOVA. Peso de orgdos realizado analise de
covariancia (ANCOVA) com o peso corporal final como covariavel (p > 0,05). Nimero entre
colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Grupo CTR (grupo controle) tratado com 6leo
de milho; Grupo TCS 0,8: tratado com TCS na dose de 0,8 mg/kg; Grupo TCS 2.,4: tratado
com TCS na dose de 2,4 mg/kg; Grupo TCS 8,0: tratado com TCS na dose de 8,0 mg/kg.

271,83 +59,14 227,11+37,92 253,27 +26,98 240,27 + 31,38
[7] [10] [10] [10]




5.2.3. Parametros esper méaticos

Dados referentes a analise dos parametros espermaticos estdo descritos na Tabela 7 e
8. Nao foram observadas diferencas estatisticas na morfologia, viabilidade, motilidade,

concentragdo espermatica (Tabela 7) e contagem espermatica (Tabela 8), entre os grupos

experimentais (ANOVA p > 0,05).

Tabela 7 - Morfologia, viabilidade, motilidade e concentracido espermatica dos animais

no DPN 140.

Parametros Espermaticos CTR [10] TCS0,8[10] TCS24[10] TCSS8,0][10]
Anormalidade de cabeca (%) 17,44+196 1426+341 1585+2,03 13,50+1,01
Anormalidade de cauda (%) 2,16 £0,41 2,73 +£0,38 2,14 +0,42 2,78 £0,70
Concentrago espermatica 30 4, 538 4470+487 4037+607 4122+4.73
(milhdes por mililitro)

. il . 84,50 (79,00 80,00 (75,00- 84,00 (57,25- 85,00 (73,25-

(1)

Espermatozoides viaveis (%) 87,00) 85,75) 88,75) 88,75)
Espermatozoides nao-viaveis 15,50 (13,00- 20,00 (14,25- 16,00 (11,25- 15,00 (11,25-
(%) 21,00) 25,00) 42,75) 26,75)
Espermatozoides moveis (%) 77,20+2,93 77,50+£2,13 73,40+£3,59 79,70 + 1,92
:?,Zl;ermat"z"‘des IMOVEIS - 7 80+2,93  22,50+2,13  26,60+3,59 20,30 + 1,92

Analise da morfologia, viabilidade, motilidade e concentragdo espermatica dos animais no DPN
140. Valores expressos em média = EPM. ANOVA p > 0,05. Espermatozoides viaveis e ndo-
viaveis (%) estd expresso como mediana (1° e 3° quartil) e foi analisado pelo teste ndo-
paramétrico de Kruskal-Wallis, p > 0,05. Nuimero entre colchetes indicam o numero de
animais/grupo. Grupo CTR (grupo controle) tratado com 6leo de milho; Grupo TCS 0,8: tratado
com TCS na dose de 0,8 mg/kg; Grupo TCS 2,4: tratado com TCS na dose de 2,4 mg/kg; Grupo

TCS 8,0: tratado com TCS na dose de 8,0 mg/kg.
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Tabela 8 - Contagem espermatica de ratos adultos dos diferentes grupos
experimentais.

Contagem espermatica CTR [10] TCS0,8[10] TCS24[10] TCSS8,0][10]

N° de espermatides

+ + + +
(10/testiculo) 74,64+8,15  67,00+191  7826+6,13  62,58+5,20
N°de espermatides

(10%g/testiculo) 52,05+491 46,66 +1,82  5497+422  43,49+3,08

Producao diaria

e 6 12,24 + 1,34 10,98 + 3,12 12,83 +1,00 10,26 + 8,52
espermatica (10°)

N° de espermatozoides
na cabeca/corpo do 59,26 + 4,21 56,24 + 3,53 61,28 + 3,50 56,46 + 2,90
epididimo (10%/6rgio)

N° de espermatozoides
na cabeca/corpos do 172,14 +£10,93 180,73 £17,86 198,61 £13,36 174,34 + 8,45
epididimo (10%/g/6rgio)

N° de espermatozoides
na cauda do epididimo 100,44+ 7,50 92,74+6,11 124,20+ 7,07 100,31 £9,88
(10%/6rgio)

N° de espermatozoides

na cauda do epididimo 357,07 +19,52 322,85+ 18,75 397,51 +£36,78 343,95 + 30,86
(10%g/6rgao)
Tempo do transito
espermatico através
cabeca/copo do
epididimos (dias)

5,18 £0,50 5,12+0,30 5,14+£0,62 5,85+£0,54

Tempo de transito
espermatico na cauda do 8,90 + 0,94 8,58 £0,71 10,24 + 0,95 10,78 £ 1,63
epididimos (dias)

Analise dos parametros espermaticos de ratos adultos dos diferentes grupos. Valores expressos
em média £ EPM. ANOVA p > 0,05. Numero entre colchetes indicam o numero de
animais/grupo. Grupo CTR (grupo controle) tratado com 6leo de milho; Grupo TCS 0,8:
tratado com TCS na dose de 0,8 mg/kg; Grupo TCS 2.4: tratado com TCS na dose de 2,4
mg/kg; Grupo TCS 8,0: tratado com TCS na dose de 8,0 mg/kg.

5.2.4. Avaliag¢do histomorfométrica

Parametros histomorfométricos dos testiculos estdo presentes na Tabela 9. A analise
paramétrica (ANOVA) ndo revelou diferencas significativas quanto ao volume testicular
[Fais = 0,110, p = 0,954], volume do conteudo intersticial [F33s5) = 0,317, p= 0,813],
volume dos tubulos seminiferos [Fi33s) = 0,088, p = 0,966], e do didmetro dos tubulos
seminiferos [F35 = 2,202, p = 0,105], quando comparado os grupos experimentais. Além

disso, a andlise ndo-paramétrica realizada pelo teste Kruskal-Wallis ndo identificou alteragdes
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significativas no comprimento total dos tibulos seminiferos, ¥2 (3) = 7,269, p = 0,064 entre

0S grupos experimentais.
Além disso, ndo foram observados sinais de toxicidade (lacrimejamento, piloerecgao,

padrdo respiratdrio anormal e tremores) entre os grupos avaliados.

Tabela 9 - Analise histomorfométrica dos testiculos de ratos no DPN 140.

CTR [10] TCS 0,8 [10] TCS2,4[09] TCS 8,0 [10]

Volume Testicular (ml) 1,52 £0,03 1,51 £0,04 1,49 £ 0,04 1,50 £0,03

Volume do conteudo

. . . 0,47 + 0,02 0,45+ 0,02 0,45+ 0,01 0,45+ 0,01
intersticial (ml)

Volume dos tubulos

. . 1,04 + 0,02 1,05+ 0,03 1,03 + 0,03 1,05+0,02
seminiferos (ml)

Diametro dos tabulos

. . 291,35+5,20 294,10+ 5,63 308,82 +6,30 303,80 +4,74
seminiferos (um)

Comprimento total dos 15,52 (14,76- 16,09 (14,88- 13,54 (13,06- 14,85 (14,19-
tibulos seminiferos (m) 16,65) 16,50) 13,75) 16,03)

Analise histomorfométrica dos testiculos de ratos no DPN 140. Valores expressos em média +
EPM. ANOVA p > 0,05. Comprimento total dos tibulos seminiferos (m) esta expresso como
mediana (1° e 3° quartil) e foi analisado pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, p > 0,05.
Numero entre colchetes indicam o nimero de animais/grupo. Grupo CTR (grupo controle)
tratado com 6leo de milho; Grupo TCS 0,8: tratado com TCS na dose de 0,8 mg/kg; Grupo TCS
2,4: tratado com TCS na dose de 2,4 mg/kg; Grupo TCS 8,0: tratado com TCS na dose de 8,0
mg/kg.
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6 Discussao

O presente estudo € pioneiro ao avaliar um possivel efeito (anti)androgénico do TCS a
partir do Teste de Hershberger e ao utilizar métodos inéditos como: comportamento sexual,
motilidade espermatica, viabilidade espermatica e histomorfometria testicular para avaliar a
toxicidade reprodutiva do TCS em ratos Wistar. Vale ressaltar que a menor dose usada nestas
avaliacdes foi baseada na ingestdo didria aceitdvel de TCS para humanos descrita pela
Agéncia de Protecdo Ambiental (ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY (EPA),
2008), além de doses 3 e 10 vezes maiores que a menor dose, afim de avaliar se estas doses de
TCS sdo capazes de gerar efeitos como desregulador endocrino ao interferir no sistema
reprodutor de ratos.

O Teste de Hershberger ¢ um ensaio de triagem de curta duragdo projetado para
detectar in vivo efeitos de hormonios sexuais e, além disso, este teste faz parte da Bateria de
Triagem de produtos quimicos DEs publicado pela Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA,
2011). No presente estudo, o tratamento com TCS ndo causou aumento no peso dos o6rgaos
hormdnio-dependentes na avaliacdo de um possivel efeito androgénico, assim como, nao
reduziu o peso deste o0rgdos na avaliagdo de um possivel efeito antiandrogénico. Estes
resultados sugerem que as doses de TCS utilizadas neste estudo ndo foram capazes de causar
efeitos (anti)androgénico em ratos Wistar.

Além do Teste de Hershberger, este estudo avaliou a toxicidade reprodutiva do TCS
em ratos Wistar, sendo o comportamento sexual (comportamento copulatorio e motivagao
sexual) o primeiro método analisado apos 71 dias de tratamento (equivalendo a um ciclo
espermatico completo) com TCS. O comportamento copulatorio e a motivagao sexual sdo
regulados por neurotransmissores e hormonios gonadais, dentre eles a testosterona
(CANTERAS, 2012; HULL; DOMINGUEZ, 2006). Apesar de haver evidencias de que o
TCS reduz a concentragao de testosterona plasmatica em ratos Wistar apds tratamento por
gavagem na dose de 20 mg/kg (apos 60 dias de tratamento) (KUMAR et al., 2009) e 200
mg/kg (ap6s 31 dias de tratamento) (ZORRILLA et al, 2009), nenhum efeito sobre a
concentragdo plasmatica de testosterona e comportamento sexual foi observado em nosso
estudo. Por tanto, a auséncia de alteragcdes na avaliacdo do comportamento sexual pode estar
relacionado com a auséncia de alteragdes da concentragdo plasmatica de testosterona.

Outro importante indicador de toxicidade reprodutiva de um xenobidtico ¢ o peso

corporal (JOHNSON, 1981). Neste trabalho, o tratamento repetitivo com o TCS em ratos
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Wistar ndo foi capaz de induzir alteragcdes no peso corporal, além de ndo apresentar sinais de
toxicidade (lacrimejamento, piloere¢ao, padrdo respiratorio anormal e tremores). Similaridade
encontra-se nos resultados apresentados no estudo de Kumar et al., (2009), onde a
administragdo de TCS, por gavagem, em ratos Wistar (DPN 70) ndo afeta o peso corporal
apos 60 dias de tratamento nas doses de 5, 10 e 20 mg/kg. Da mesma forma, a auséncia de
alteracdes no peso corporal de ratos Wistar (DPN 23) também ¢é observada no trabalho de
Zorrilla et al., (2009), apos 31 dias de tratamento nas doses de 3, 30, 100, 200 e 300 mg/kg.
Por outro lado, dados da literatura tem demostrado redu¢do do peso corporal em ratos Sprague
Dawley (DPN 42), posterior ao tratamento de 8 semanas com TCS, via gavagem, na dose de
200 mg/kg (LAN et al., 2015). Desta forma, propdem-se que a linhagem dos ratos estudados
pode ter influenciado nos resultados, uma vez que, na literatura observa-se que o TCS causou
efeito sobre o peso corporal apenas na linhagem de ratos Sprague Dawley, sugerindo que a
linhagem de ratos Wistar pode ser menos sensivel ao tratamento com TCS que os ratos
Sprague Dawley.

A andlise do peso de orgdaos hormonio-dependentes também constitui importante
indicador a ser avaliado, principalmente em um estudo de toxicidade reprodutiva
(PERREAULT; KLINEFELTER; CLEGG, 2007). No presente estudo, o tratamento com TCS
apés a puberdade ndo afetou o peso de oOrgdos (testiculos, ducto deferente, epididimo,
prostata, figado, rins, glandulas adrenais e vesiculas seminais). Este resultado ¢ semelhante ao
estudo realizado em ratos Wistar, tratados com TCS na dose de 5 mg/Kg, onde ndo ha
alteracdes no peso dos 6rgaos reprodutivos, no entanto, em doses superiores (10 e 20 mg/kg)
do mesmo estudo o peso destes 6rgaos ¢ reduzido (KUMAR et al., 2009), sugerindo que as
doses utilizadas neste estudo ndo tem efeito toxico com relagdo ao peso de orgdos. Além
disso, pode-se propor que os efeitos toxicos do TCS sobre este pardmetro surgem a partir de
10 mg/kg, pois nesta dose ja ¢ possivel observar alteragcdes no peso de o6rgaos.

Com relagdo aos parametros espermaticos, sabe-se que a qualidade espermatica ¢
comumente relacionada aos efeitos de uma droga sobre o processo de espermatogénese (KU
et al., 1993; POON et al., 2004), o qual ¢ totalmente dependente da acdo do hormoénio
testosterona (PAKARAINEN et al., 2004). Neste estudo, a administragdo do antibacteriano
TCS em ratos Wistar ndo ocasionou mudangas nos parametros espermaticos. No entanto, o
tratamento com TCS, por gavagem, em ratos Sprague Dawley (DPN 42) e ratos Wistar (DPN
70) demonstra uma redugdo da producdo espermatica diaria na dose de 20 mg/kg (KUMAR et
al., 2009) apos 60 dias de tratamento e nas doses de 50 e 200 mg/kg (LAN et al., 2015) ap6s 8
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semanas de tratamento. Nossos resultados sugerem que o tratamento com o TCS nas doses de
0,8, 2,4 e 8,0 mg/kg ndo foi capaz de afetar o processo espermatogénico dos ratos tratados.

Nos testiculos, o resultado da avaliacdo histomorfométrica também nao revelou
alteracdes no parénquima testicular, o que acaba corroborando com os resultados dos
parametros espermaticos, uma vez que, efeitos toxicos nos testiculos estdo intimamente
relacionados a alteragdes espermaticas (FRANCA; GODINHO, 2003). Dados na literatura
sobre a avalia¢ao histomorfométrica dos testiculos apos tratamento com TCS sdo escassos, no
entanto, ha relatos que o tratamento com TCS com dose superior a do presente trabalho, como
20 mg/kg, ¢ capaz de causar malformagdes histopatoldgicas testiculares em ratos Wistar
adultos (KUMAR et al., 2009), propondo que as doses de TCS utilizadas neste estudo nao
foram capazes de gerar efeitos de toxicidade nos parametros relacionados com a
histomorfometria testicular.

Por tanto, embora estudo in vitro demostre que o TCS é um potencial desregulador
endocrino ao alterar significativamente a produgdo de testosterona induzida pelo hormonio
luteinizante em células de Leydig de ratos (KUMAR, BALOMAJUMDER, ROY, 2008), a
auséncia de efeitos (anti)androgénicos do teste de Hershberger e a auséncia de alteragdes dos
parametros avaliados no estudo da toxicidade reprodutiva revelaram que o TCS nas doses
estudadas ndo teve efeito como desregulador enddcrino quanto ao sistema reprodutor dos

ratos.
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7 Conclusao

Através dos resultados obtidos neste estudo, ¢ possivel concluir que neste estudo o
TCS nao apresentou efeito como desregulador enddcrino no sistema reprodutor de ratos, pois
ndo causou efeito (anti)androgénico pelo teste de Hershberger e nao afetou a fungdo
reprodutiva de ratos adultos apos o tratamento prologando com TCS. Por tanto, a auséncia de
efeitos como desregulador enddcrino sobre o sistema reprodutor dos ratos nos revela um
resultado positivo, uma vez que, confirma que a dose sugerida como ingestao diaria aceitavel
de TCS para humanos pela Agéncia de Protegcdo Ambiental (EPA, 2008) ¢ realmente segura,

assim como doses 3 e 10 vezes maiores quando relacionado ao sistema reprodutor masculino.
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