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1. RESUMO

O triclosan (TCS) é um agente bactericida amplamente utilizado em
produtos de higiene pessoal. No contexto da odontologia, esta substancia tem
se mostrado eficaz em reduzir a placa dentaria e gengivite, além de controlar a
progressdo da doenca periodontal crbnica. Entretanto, questiona-se o real
beneficio da utilizacdo em larga escala do TCS em diferentes produtos, uma
vez que este composto tem sido incluido na lista dos desreguladores
enddcrinos (DE). A crescente observacdo da prevaléncia de contaminantes
ambientais com propriedades para a desregulacdo enddcrina tem gerado
consideravel debate entre os cientistas, agéncias regulatorias e publico em
geral, sobre os potenciais riscos que estas substancias representam para a
saude reprodutiva do homem e dos animais e muitos destes compostos estdo
presentes em nosso cotidiano. O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos
decorrentes da exposicdo ao TCS, durante a prenhez e lactacdo das ratas
maes, no desenvolvimento fisico, sexual inicial e funcdo testicular da prole
masculina na puberdade e vida adulta. Para tanto, foram utilizadas 16 ratas
Wistar prenhes separadas em quatro grupos experimentais, com 4 animais em
cada: Gl- receberam 6leo de milho diariamente por gavage; Gll - receberam
TCS, na dose de 75 mg/kg/dia; GlllI- receberam TCS, na dose de 150
mg/kg/dia e GIV- receberam TCS, na dose de 300 mg/kg/dia. As ratas foram
pesadas em dias alternados ao longo de todo o periodo experimental, para
ajuste da dose, e monitoradas quanto ao nascimento dos filhotes. Ao
nascimento, a ninhada foi pesada e avaliada quanto ao desenvolvimento fisico
inicial: idades de descolamento das orelhas, nascimento de pélos, erup¢do dos
incisivos e abertura dos olhos. Os filhotes machos foram mantidos e
monitorados quanto aos parametros fisicos externos do desenvolvimento
sexual inicial (idades da descida testicular e separacao prepucial). Aos 60 dias
de idade (puberdade) e 90 dias de idade (maturidade sexual), foram pesados e
sacrificados para a coleta e pesagem de oOrgados e andlise histologica dos
estagios da espermatogénese e contagem de células de Sertoli. Os resultados
indicaram que o ganho de peso corporal das ratas ao longo da gestacgéo foi
semelhante entre os grupos experimentais. Entretanto, houve diminuicdo do

peso corporal, ao final do periodo experimental, das ratas do grupo GIV,
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quando comparado ao grupo GIl. O tempo médio da gestacdo e tamanho da
ninhada foi semelhante entre os grupos. O peso médio das ninhadas das ratas
tratadas com TCS, nas diferentes doses, foi menor (p<0,05), quando
comparado ao grupo GIl. O desenvolvimento fisico inicial e as idades de
descida testicular foram semelhantes entre os grupos experimentais. Na prole
exposta ao TCS, durante a gestacao e lactacdo, foi observado um atraso no
tempo (dias) da separacao prepucial. Na puberdade (60 dias), foi observada
uma diminuicdo significativa no peso da glandula seminal nos grupos Glll e
GIV, quando comparado ao grupo Gl. Aos 90 dias de idade, foi observada
diminuicdo do peso do figado e um aumento no peso da prostata dos animais
do grupo GIV, quando comparado aos animais do grupo Gl. A andlise dos
estagios do ciclo do epitélio seminifero dos animais de 60 dias mostrou
aumento dos estdgios I-VlI nos animais tratados com TCS 300mg/Kg/dia
quando comparado ao grupo Gl (p<0,01). Aos 90 dias de idade os animais
mostraram aumento dos estagios VII-VIII, IX-XIIl e diminui¢cdo na frequéncia do
estagio XIV da espermatogénese nos animais tratados com diferentes doses
de TCS quando comparado ao grupo Gl (p<0,01). Nao houve diferenca na
contagem do numero de células de Sertoli entre os animais dos diferentes
grupos experimentais. Foi possivel concluir que, a exposicdo materna ao TCS
durante a gestacdo e lactacdo causa efeitos na prole masculina, tais como:
Restricdo de desenvolvimento intrauterino, atraso na instalacdo da puberdade,
alteracdo do peso da glandula seminal nos animais com 60 dias, como
também, alteracdo no peso do figado e da préstata nos animais com 90 dias e

desregulacéo no ciclo do epitélio seminifero em ambas as idades.

PALAVRAS CHAVE: triclosan, desregulador endocrino, puberdade,

espermatogénese, rato.
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2. ABSTRACT

The triclosan (TCS) is a bactericidal agent widely used in personal
hygiene products, in the context of odontology, this substance has been
showing itself efficient in reducing the dental plague and gingivitis, besides
controlling the progression of periodontal disease. However, it's questionable
the real benefits of using the TCS in large scale in different products, once this
compound has been included on the list of endocrine disrupters. The growing
observation of the prevalence of environmental contaminant with properties for
the endocrine disrupting has been generating a considerable debate between
the scientists, regulatory agencies and general public, about the potential risks
which these substances represent to the man's and animal's productive health.
Many of these compounds are present in our daily routine. The objective of this
study was to evaluate the effects resulted from the exposure to TCS
bactericidal, during pregnancy and lactation of mother rats, on the physical
development, initial sexual and testicular function of the male son on the
following phase of the development: puberty and sexual maturity. For this, 16
rats Wistarprenhes were used, separated in four experimental groups, with 4
animals each one: GI- received corn oil daily by gavage; Gll - received TCS, at
a dose of 75 mg/kg/day. GllI- received TCS, at the dose of 150 mg/kg/day and
GIV - received TCS, at the dose 300 mg/kg/day. The rats where weighed in
alternate days throughout the experimental period, to the adjustment of the
dose and monitored about the birth of the offspring. At birth, the offspring was
weighed and evaluated about the initial physical development: age of the ears'
detachment, hair onset, and eruption of incisors and eyes opening. The male
offspring were kept and monitored about the external physical parameter of
initial sexual development (descended testicles age and prepuce separation).
When they're 60 (puberty) days and 90 (sexual maturity) years old, they were
weighed and sacrificed to the organs collecting and weighing and histological
analysis of the spermatogenesis stages and Sertoli cells counting. The results
showed that the gain of body weight of the female rats during the pregnancy
was similar to the experimental groups. However, there was a body weight-loss

in the end of the experimental period, of the rats of group GIV in comparison to
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group GIl. The pregnancy average time and size of the offspring were similar
between the groups. The average weigh of the offspring treated with TCS, in
different doses was smaller (p<0,05), in comparison to group GIl. The initial
physical development and the descended testiscles were similar between the
experimental groups. The offspring exposed to TCS, during pregnancy and
lactation, it was observed a delay (days) on the prepucial separation. In puberty
(60 days), it was observed a meaningful weight-loss of the seminal gland on
groups GlIl and GIV, in comparison to group GIl. When they were 90 days old, it
was observed liver weight-loss and a weight gain of the prostate of the animals
of group GIV, in comparison to the animals of group GIl. The analysis of the
stages of the seminiferous epithelium cycle of the 60 days animals showed an
increase of the stages I-VI on the animals treated with TCS 300mg/kg/day in
comparison to group Gl (p<0,01). The 90 days animals showed an increase of
the stages VII-VIII, IX-XIll and decrease on the frequency of the stage XIV of
the animal spermatogenesis treated with different doses of TCS when
compared to group Gl (p<0,01). There was no difference on the number
counting of Sertoli cells between the animals of the different experimental
groups. We concluded that the maternal exposition to TCS during the gestation
period and lactation causes on the male offspring, intrauterine development
restriction, delay on the puberty installation, change the weight of the seminal
gland in animals at 60 days, as well, changes in liver weight and prostate in
animals with 90 days, and disrupting the seminiferous epithelial cycle in both

age.

KEY WORDS: triclosan, endocrine disrupter, puberty, spermatogenesis, rat.
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3. INTRODUCAO

O triclosan (2,4,4'-tricloro-2-hidroxi-difeniléter) (TCS) é um agente
bactericida de amplo espectro. E frequentemente utilizado na industria
farmacéutica e de produtos de higiene pessoal como anti-sépticos, dentifricos,
sabonetes, cosméticos, produtos de limpeza, além de brinquedos e produtos
téxteis (Eui-Man et al., 2012; Honkisz et al., 2012; Axelstad et al., 2013).

Devido ao seu uso em larga escala e em diferentes produtos, o TCS é
frequentemente encontrado como um poluente nas aguas dos rios e mares,
sugerindo extensa contaminacdo dos ecossistemas aquaticos e bioacumulacao
na biota. A quantificacdo de TCS no plasma, leite materno e urina em seres
humanos (Zorilla et al., 2009; Paul et al., 2010) confirma seu uso em larga
escala e a exposicdo humana a esta substancia. Em humanos, a principal via
de absorcdo é através da mucosa oral e do trato gastrointestinal. Apesar da
meia-vida biologica no plasma e na urina ser de 21 e 11 horas,
respectivamente, este composto, solavel em gordura, sofre bioacumulacdo no
tecido adiposo (Honkisz et al., 2012).

Na odontologia, o TCS utilizado em dentifricios e enxaguatorios bucais,
tipicamente na concentracdo de 0,3%, tem se mostrado eficaz em reduzir o
biofime dental e gengivite (Riley & Lamnot, 2013), além de controlar a
progressdo da doenca periodontal cronica (Culliman et al., 2003) e evitar a
periodontite recorrente (Rosling et al.,, 1997). Estas propriedades estao
relacionadas a agdo do TCS contra uma ampla variedade de bactérias
formadoras do biofilme dental (Nabi et al., 1989). Gilbert e Williamns (1987) em

seu trabalho, avaliaram 12 voluntarios do sexo masculino, saudaveis, com
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idade entre 19 e 37 anos, para investigar a farmacocinética do TCS atraves da
escovacao utilizando 1g de dentifricio contendo 0,02% de TCS, onde, a
retencdo oral de TCS foi de 36% da dose e a permanéncia no biofilme dental
foi de pelo menos 8 horas apds a aplicagcdo e em mucosa oral por durante 3
horas.

Uma série de efeitos indesejaveis foram relacionados ao uso do TCS,
tais como: dermatite, irritacdo da pele, reacdes de imunotoxidade e
neurotoxidade (Glaser, 2004). Esta substancia tem sido incluida na lista dos
desreguladores enddcrinos (DE) por seus efeitos observados inicialmente na
fauna aquética (Orvos et al., 2002; Capdevielle et al., 2008). Por definicdo, DE
€ “qualquer agente exdgeno que interfere com a sintese, secre¢ao, transporte,
ligagdo, acdo ou eliminagdo de hormonios naturais”, resultando assim em um
desvio do controle homeostatico normal do organismo (Diamanti-Kandarakis et
al., 2009).

O tratamento de animais experimentais com TCS causou reducdes nas
concentracfes séricas de horménios tireoidianos, (Zorilla et al., 2009; Paul et
al., 2010; Axelstad et al., 2013). Kumar et al. (2009) demonstraram que, ratos
adultos tratados com TCS por um periodo de 60 dias, com trés diferentes
doses do composto, apresentaram diminuicdo da sintese de andrdgenos,
danos histopatoldgicos nos testiculos e glandulas sexuais acessorias, reducao
da producdo diaria de espermatozoides e alteracdo do eixo hipotalamico-
hipofisario-gonadal. Por outro lado, Zorrilla et al. (2009), verificaram que o
tratamento de ratos durante o periodo de desenvolvimento puberal, ndo alterou
parametros andrégeno-dependentes, nem prejudicou o inicio da puberdade

nestes animais, mas significativamente reduziu as concentracbes dos
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horménios tireoidianos. Essas evidéncias sugerem que o0 TCS afeta
adversamente a funcao enddcrina e reprodutiva dos animais.

Os DE, dentre eles o TCS, constituem uma classe de compostos que
podem causar disfungdes reprodutivas importantes no sexo masculino.
Existe um crescente interesse, por parte de varios paises, em se estudar
estes agentes quimicos, pois muitos sdo encontrados com frequéncia na
natureza e em produtos utilizados no cotidiano. O conceito de que a
exposicao a fatores ambientais, incluindo os DE, durante o periodo fetal e
neonatal, pode interagir com o genoma e influenciar o desenvolvimento de
doencas que aparecem tardiamente na vida do individuo, incluindo cancer e
infertilidade, tem ganhado uma grande importancia (Bruin et al, 1998;
Godfrey & Barker, 2001; Van Meeuwen et al, 2007; Patisaul & Adewle,
2009). Assim, o presente trabalho, além de atual, tem importancia aplicada,
pois a preocupacao com os danos que o homem vem causando ao ambiente
vem crescendo e um dos aspectos que mais vem sofrendo com este fato é a

funcao reprodutiva.
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1. REVISAO DE LITERATURA

O sistema enddcrino é representado por um conjunto de 6rgaos que
apresentam como atividade caracteristica a producdo e secrecdo de
horménios, substancias quimicas que séo lancadas na corrente sanguinea e
gue irdo atuar em O6rgdos ou tecidos alvos especificos do organismo,
controlando ou auxiliando o controle de sua fungcdo. O sistema endocrino
influencia todos os aspectos da saude e bem-estar do organismo animal,
incluindo desenvolvimento, crescimento, funcdes reprodutivas, cognitivas,
metabdlicas e aspectos comportamentais (Romjin, 1999).

Nos Ultimos anos, provavelmente nenhuma outra questdo de
toxicologia ambiental tenha chamado mais a atencdo da comunidade
cientifica, das agéncias regulatérias e do publico em geral do que o
fenbmeno da desregulacdo enddcrina (Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

A exposicéo aos DE pode acontecer em qualquer fase da vida de um
animal, o que pode acarretar em diversas anormalidades estruturais e
funcionais no desenvolvimento, assim como doencas no adulto (Dickerson et
al., 2007; Nilsson et al., 2008; Grun & Blumberg, 2009). Além disso, a
desregulacdo enddcrina causada por substancias exdgenas nado afeta
apenas 0 organismo exposto, mas também pode afetar seus descendentes
atraves de modificacdes epigenéticas do genoma, extrinsecas ou intrinsecas
a linhagem de células germinativas (Guerrero-Bosagna & Skinner, 2009). Na
natureza, as populacdes humana e animal estdo expostas a uma ampla
mistura de substancias com potencialidade para a desregulacdo endocrina,
0 que pode afetar multiplos sistemas e 6rgdos do organismo (van Meeuwen

et al., 2007).
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Centenas de substancias quimicas de origem natural, tais como
metais, ou antropogénicas (ex: poluentes ambientais), ja foram
caracterizadas e classificadas como DE, devido aos seus efeitos adversos
sobre o sistema enddcrino. Outras centenas necessitam de investigacao
(Patisaul & Adewle, 2009).

A dificuldade em se estudar os efeitos da desregulacdo enddcrina nos
animais e nos seres humanos decorre do fato de que os riscos sdo muitas
vezes especificos da espécie e dependem de uma série de variaveis, tais
como: a laténcia entre exposicéo e o efeito observado; o tempo e a natureza da
exposicao; a dose; a idade; o sexo; a susceptibilidade individual de cada
organismo, dentre outros (Jacobson-Dickmane Lee, 2009; Patisaul & Adewle,
2009).

O fendmeno da desregulacdo endocrina ndo é novo em si. Os
primeiros relatos registrados na literatura referem-se a observacbes de
declinio populacional e anormalidades reprodutivas e comportamentais de
passaros nos Estados Unidos e Canada, em 1930, feitas pelo naturalista
Charles Broley. Posteriormente, Beans (1996) associou estas anormalidades
observadas nos passaros com a exposicdo de peixes ao pesticida DDT
(dicloro-difeniltricloroetano). Estas observacgfes iniciais do fenbmeno da
desregulacdo endocrina foram confirmadas em diversos grupos de
invertebrados (Hall et al., 2008; David et al., 2009) e vertebrados (Kloas et
al., 2009).

No que se refere a exposicdo humana, um exemplo classico na
literatura é o dietilestilbestrol (DES), um estrogeno sintético nao esteroidal,

produzido em 1938, prescrito para mulheres gravidas para evitar abortos
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espontaneos (Palmlund, 1996). Posteriormente, nas décadas de 70 e 80,
verificou-se que as filhas de mulheres que foram tratadas com DES durante
a gestacdo, apresentavam grande incidéncia de cancer vaginal e cervical
(Rubin, 2007), reduzida fertiidade e grandes riscos de infertilidade e
complicacBes gestacionais (Palmlund, 1993; Palmlund et al., 1996). Além
disso, quando analisada a descendéncia masculina, a exposi¢ao in utero ao
DES foi associada a malformacfes do trato urogenital, criptorquidismo,
cancer testicular e de prostata, baixa concentracdo espermética e reducao
da fertilidade (Palmer et al.,2006).

Assim, o fendbmeno da desregulacdo enddcrina € um assunto de
grande interesse nos meios cientificos e de extrema importancia em saude
publica, animal e ambiental, que deve ser cuidadosa e extensivamente

investigada e debatida pela comunidade cientifica e pelo publico em geral.

4.1 Desreguladores enddcrinos e reproducao masculina

Estudos epidemiolégicos, clinicos e experimentais tém sugerido os
fatores ambientais como a possivel causa para 0 aumento na incidéncia de
anormalidades reprodutivas e queda de fertilidade (Phillips & Tanphaichitr,
2008; Mocarelli et al., 2008; Steinberg et al., 2008), assim como diversos
tipos de cancer hormdnio-dependente (Olesen, 2007; Soto et al., 2008;
Prins, 2008), em ambos 0s sexos.

No que se refere a saude reprodutiva masculina, ha um intenso
debate sobre a queda na quantidade e qualidade espermatica dos homens
nas Ultimas décadas, relacionadas as mudancas ambientais e

desenvolvimento industrial ocorridos nos ultimos 50 anos (Skakkebaek et al.,
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2001). “Cada homem nesta sala é metade do homem que foi seu avd”,
foram as palavras ditas durante a abertura de uma conferéncia realizada nos
Estados Unidos, para se discutir os dados sobre o declinio da qualidade e
quantidade espermatica humana. Estima-se que a concentracao
espermatica em homens saudaveis diminuiu de 113x10%/ml em 1938 para
66x108/ml em 1990, (Phillips & Tanphaichitr, 2008).

Os efeitos adversos decorrentes da exposi¢cdo de machos aos DE vao
desde feminilizac&o, queda da fertilidade, malformac¢des do trato urogential,
desordens neurocomportamentais, aumento na incidéncia de cancer de
préstata e testicular, criptorquidismo, hipospadia, desenvolvimento sexual
anormal, prejuizo do desenvolvimento puberal, alteracdo das funcdes
tireoidianas e hipofisarias, imunossupressao e disfuncdes sexuais (Wang &
Baskin, 2008; Eustache et al., 2009; Jacobson-Dickman & Lee, 2009).

A maioria dos estudos relacionados na literatura investigaram o0s
efeitos da exposicdo as substancias estrogénicas em diferentes fases do
desenvolvimento, sobre o sistema reprodutor masculino (Guillette, 2006).
Entretanto, apenas recentemente as pesquisas tém focado os efeitos da
exposicdo as substancias anti androgénicas em relacdo ao desenvolvimento
sexual e funcdo reprodutiva dos orgaos, bem como do sistema nervoso e

comportamental (Larsson et al., 2014).

4.2 Desenvolvimento sexual do macho, androgenos e desreguladores
endocrinos
A formacdo, diferenciacdo e maturacdo do sistema reprodutivo

masculino ocorre em diferentes fases do desenvolvimento embrionario e pos-



natal. Nos mamiferos, o sexo cromossomico & estabelecido no momento da
concepcao, dependendo do cromossomo sexual que é transmitido pelo
espermatozoide (X ou Y). A formacdo das gbnadas, a partir de um estagio
indiferenciado (gbnada primordial) sera determinada, nos individuos do sexo
masculino, pela producdo de uma proteina denominada fator determinante
testicular (FTD), transcrita pelo gene SRY localizado no braco curto do
cromossomo Y. O FTD, por sua vez, estimula o desenvolvimento dos testiculos
fetais a partir da génada indiferenciada. Os testiculos iniciam a producado e
secrecdo de testosterona, horménio ester6ide produzido pelas células de
Leydig. Este horménio sera essencial para o desenvolvimento e diferenciacéo
das genitalias interna e externa, assim como pelo desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias (Kandel et al., 1997).

O periodo critico de diferenciacéo sexual € préprio para cada espécie e
é fundamental para a diferenciacdo e desenvolvimento completo do macho.
Dados experimentais em ratos demonstraram que o periodo critico ocorre apés
a diferenciacao das células de Leydig e o inicio da producdo de testosterona
(Weisze Ward, 1980). Nesses animais, os testiculos iniciam a sintese de
andrégenos por volta do 13° dia de desenvolvimento fetal e continuam a
produzir até o 10° dia ap6s o nascimento (Bakker et al., 2004). Em ratos, a
alteracdo do ambiente hormonal durante o periodo critico de desenvolvimento
pré e ou neonatal altera permanentemente tanto a estrutura quanto a funcao
dos 6rgédos relacionados a reproducéo (Hass et al., 2007; Culty et al., 2008;
Cowin et al., 2008).

Os hormoénios sexuais sado moléculas hidrofobicas e, para serem

transportados no sangue para o0s tecidos-alvos, ligam-se a proteinas
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transportadoras e se difundem facilmente através das membranas celulares
por difusdo simples. No interior do nucleo da célula, ligam-se a receptores
altamente especificos, cuja distribuicdo varia amplamente nos varios 6rgaos
envolvidos com a reprodugcdo e comportamento sexual, promovendo
modificacbes na expressdo génica e metabolismo. Os androgenos
(testosterona e seu metabdlico ativo, a diidrotestosterona ou DHT) exercem
suas funcdes via receptores de androgeno (AR), que por sua vez tem a funcao
de regular a transcricdo de genes associados a varios aspectos do
desenvolvimento sexual masculino. A testosterona (T) e a DHT promovem a
diferenciacdo de ductos internos e da genitalia externa, respectivamente, para
0 sexo masculino, enquanto na auséncia deles, se expressa 0 processo de
desenvolvimento para o sexo feminino (Nelson & Cox, 2004).

Por sua vez, o processo de maturacédo sexual € um evento fisiologico
complexo, coordenado por fatores genéticos e ambientais. E bem conhecida
a funcdo do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal, no processo de
maturacdo sexual e funcao reprodutiva, no homem e em varias espécies de
animais e indmeros sdo o0s locais neste sistema que podem sofrer
interferéncia e modulacao (Odell & Swerdloff, 1976).

Trabalhos recentes tém demonstrado que varios compostos sintéticos
nao esteroidais, por diferentes mecanismos de acao, tem a capacidade de
alterar as fungBes androgeno-dependente (Sultan et al., 2001; Uzumcu et
al., 2004; Wilson et al., 2008; Lagué & Tremblay, 2008). Estas substancias
podem afetar o desenvolvimento sexual masculino por interferirem com a
sinalizacdo androgénica durante periodos criticos (in Gtero e peripuberal) da

diferenciacdo e maturacao sexual (Wilson et al., 2008). Dependendo da fase
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do desenvolvimento em que ocorre a exposi¢cdo, 0s anti-androgénicos
podem afetar multiplos 6érgdos e processos dependentes de andrégeno,
alterando o desenvolvimento neuroenddcrino e o comportamental normal,
causando reducdo do peso dos Orgaos reprodutivos, prostatite,
malformacdes da genitalia externa e problemas de fertilidade. Este fato € de
particular interesse, pois, muitos destes compostos estdo presentes em
nosso dia-dia e sdo encontrados como poluentes na natureza (Hass et al.,

2007; Cowin et al., 2008).

4.3 Triclosan e a desregulacédo enddcrina

O triclosan (TCS) (2,4,4" -tricloro-2"-hidroxi-difenil-éter; C12H7Cl302), peso
molecular 289,53 KDa, € um agente bactericida bifendlico com amplo espectro
de atividade sobre bactérias Gram positivas e a maior parte das Gram
negativas (Dann & Hontela, 2011). A estrutura molecular do TCS (Fig.1) é
semelhante & de outros DE conhecidos, tais como o bifenilopoliclorado (PCBSs),
difenil-éterespolibromados (PBDESs), bisfenol-A, dioxinas e também com a
Tiroxina (T4), (Veldhoen et al., 2006; Crofton et al., 2007; Allimyr et al., 2009),
moléculas com dois anéis aromaticos.

Cli OH
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Figura 1. Semelhanca estrutural entre TCS, Bisfenol A, dietilestilbestrol e tiroxina (T4). (Dann &
Hontela, 2011).



Este composto foi originalmente sintetizado em 1972 e desde entdo tem
sido utilizado em diversos produtos tais como dentifricios, enxaguatorios
bucais, sabonetes, desodorantes, produtos téxteis, brinquedos, instrumentos
meédicos, e utensilios de cozinha (Glaser, 2004), tipicamente nas
concentracdes de 0,1-0,3%. Na Unido Européia (UE), cerca de 85% do volume
total de TCS é utilizado em produtos de higiene pessoal (dentifricio, sabonete,
shampoo e cosméticos), 5% €é usado para os téxteis (tecidos antialérgicos) e
10% em plasticos e materiais que entram em contato com alimentos (Axelstad
et al., 2013; Koeppe et al., 2013). A producdo mundial anual de TCS em 2005
foi estimada em 1.500 toneladas (Bester, 2005).

No contexto da Odontologia o TCS utlizado nos dentifricios e
enxaguatorios bucais, tipicamente na concentracdo de 0,3%, tem se mostrado
eficaz em reduzir o biofilme dental e gengivite (Riley & Lamnot 2013), além de
controlar a progressdo da doenca periodontal crénica (Cullinan et al., 2003) e
evitar a periodontite recorrente (Rosling et al., 1997). Estas propriedades estédo
relacionadas a acdo do TCS contra uma ampla variedade de bactérias
formadoras do biofilme dental (Nabi et al., 1989), como por exemplo: A.
Aggregatibacter, P. Intermedi e F. Nucleatun (Gaffar et al., 1990). O TCS, o
qual € um composto soluvel em lipidios, pode penetrar a pele e membranas
mucosas (Black et al., 1975) e tem, além de suas propriedades antibacterianas,
propriedades antiinflamatoérias, que colaboram para reduzir a inflamacgao
gengival (Kjaerheim et al., 1995).

Trabalhos tem demonstrado que as concentracdes sanguineas de TCS
em humanos ap0s o0 uso de enxaguatérios bucais ou dentifricios pode variar

del,4nM a 1,4Mm (Bagley & Lin, 2000; Sandborgh-Englund et al., 2006). Apds
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a absorcdo, a maior fracdo do TCS é excretada na urina. No entanto, a
excrecao urinaria total do TCS variou entre os individuos, com 24% a 83% da
dose sendo eliminada durante os primeiros 4 dias ap0s a exposicao
(Sandborgh-Englund et al., 2006).

Entretanto, questiona-se o real beneficio da utilizacdo em larga escala
do TCS em diferentes produtos. Recentemente, tem sido demonstrado que a
utilizacao indiscriminada do TCS pode levar a resisténcia bacteriana (Aiello et
al., 2007) ou interferir com fun¢des enddcrinas em diferentes mamiferos (Paul
et al., 2010; Stoker et al., 2010). A exposi¢cdo humana ao TCS da-se através da
absorcao, devido a utilizacdo de produtos que contém este composto quimico e
também por inalagéo (Fang et al., 2010).

A quantificacdo de substancias quimicas na urina é uma importante
ferramenta de biomonitoramento para avaliacdo da exposicdo humana
(Queckenberg et al.,2010). Calafat et al. (2008), verificaram que 75% de 2.500
amostras de urina da populacdo americana apresentavam concentragcées do
TCS ao redor de 2,4 ng/ml. A presenca do TCS e seus metabdlitos em
concentracfes detectaveis na urina, no sangue (Hovander et al., 2002) e no
leite (Almyr et al., 2006; Dayan, 2007) confirma o seu uso em larga escala e a
exposicdo humana a este contaminante. Nos Estados Unidos, o TCS foi
detectado no leite materno (100-2.100 mg/kg lipidio) em 51 de 62 amostras
coletadas em bancos de leite na Califérnia e noTexas (Dayan, 2007). Tem sido
observada que a exposicdo maxima de bebés através do leite materno é de
aproximadamente 7,4 mg/kg de peso corporal por dia (Dayan, 2007).

O mecanismo de acdo do TCS como DE é controverso. A exposicao de

peixes (Oryziaslatipes) ao TCS, por um periodo de 14 dias, iniciando dois dias
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apos a eclosdo dos ovos, foi associada a um aumento no tamanho das
nadadeiras relacionado & uma fraca atividade androgénica (Foran et al., 2000).
Por outro lado, Ishibashi et al. (2004), demonstraram gque esta mesma espécie
de peixe, quando exposta ao TCS, durante as fases iniciais de
desenvolvimento, foi caracterizada pela atividade estrogénica capaz de induzir
vitelogénese nos machos.

Para tentar elucidar o mecanismo de acdo do TCS em mamiferos, Kumar
et al. (2009) trataram ratos adultos por um periodo de 10 semanas, com trés
diferentes doses do composto. Os resultados deste trabalho claramente
apontaram para a acdo anti-androgénica do TCS, demonstrada por sua
capacidade em diminuir sintese de andrégenos, causar danos histopatoldgicos
nos testiculos e glandulas sexuais acessorias, reduzir a producdo diaria de
espermatozoéides e perturbar o eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal. Estudos in
vitro também tem demonstrado os efeitos anti-androgénicos do TCS em
roedores (Kumar et al., 2008).

Zorrilla et al. (2009), verificaram que o tratamento de ratos durante o
periodo de desenvolvimento puberal ndo alterou parédmetros andrégeno-
dependentes, nem prejudicou o inicio da puberdade nestes animais, mas
significativamente reduziu as concentragbes dos hormonios tireoidianos.
Recentes revisbes tém demonstrado que a alteracdo da secrecdo de
hormdnios por parte da tireoide adversamente afeta a reproducéao e fertilidade,
com importante impacto sobre o sistema reprodutivo masculino (Holsberger &
Cooke, 2005; Wagner et al., 2008; Lan et al., 2015).

O tratamento de ratas durante a prenhez e lactacdo também tem

demonstrado efeitos adversos maternos e na prole (Paul et al., 2010; Axelstad
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et al., 2013). O efeito mais comum desta exposicdo € a reducdo nas
concentragcbes de hormonios tireoidianos maternos (Paul et al., 2010;
Rodriques & Sanchez, 2010), o que pode levar a sérias consequéncias na
prole, tais como prejuizo do desenvolvimento motor e cognitivo (Ghassabian et
al.,, 2011). Weiss et al. (2015) avaliaram a exposicdo e possivel
contaminacdo de gestantes ao TCS, analisando as concentragfes urinarias a
esta substancia. Esses autores demonstraram que a exposicdo das gestantes
aconteceu durante todo o periodo gestacional e no pds-parto e a principal via
de contaminacao foi através de produtos para higiene bucal e sabonetes.
Assim, diferentes estudos experimentais, clinicos e epidemiolégicos tém
gerado um grande debate sobre a contaminacdo animal, ambiental e humana
ao TCS e as possiveis consequéncias desta exposicédo (Bedoux et al., 2012;
Larsson et al., 2014; Chen et al.,, 2015). Atencdo especial tem sido dada a
exposicdo materna durante a gestacdo e lactacdo, a qual poderd afetar
permanentemente a saude e desenvolvimento fetal. Neste sentido, estudos séo
necessarios para esclarecer os mecanismos de acdo do TCS e o seu efeito
sobre o desenvolvimento dos animais, visando o debate e o estabelecimento
de praticas e condutas, por parte dos governos, populacdes e agéncias

regulatorias, que diminuam a exposicédo dos humanos e animais aos DEs.
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivos Gerais
Avaliar os efeitos decorrentes da exposicao ao triclosan (TCS), durante
a gestacdo e lactacdo em ratas maes, no desenvolvimento e funcao
reprodutiva do filho macho nas fases de: puberdade e maturidade sexual.
5.2 Objetivos especificos
Avaliar os efeitos da exposi¢cdo ao TCS sobre:
v' O desenvolvimento fisico inicial da prole;
v Idades da descida testicular e separacéo prepucial da prole;
v' Pesos corporal e dos 6rgaos reprodutores aos 60 (puberdade) e
90 dias de vida (maturidade sexual) da prole masculina;
v' Quantidade de células de Sertoli e fases dos estagios da

espermatogénse.
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6. MATERIAIS E METODOS

6.1 Animais

Seis ratos machos adultos (90 dias de idade, pesando aproximadamente
300g), e dezesseis fémeas adultas (60 dias de idade, pesando
aproximadamente 200g), da linhagem Wistar, foram adquiridos do Biotério
Central da Unioeste. Os animais foram adaptados e mantidos no Biotério
Setorial do Laboratorio de Fisiologia, Centro de Ciéncias Biol6gicas e da
Saude-CCBS, Universidade Estadual do Oeste do Parana, UNIOESTE,
Cascavel-PR, em gaiolas coletivas de polietileno (43x30x15), sendo
acomodados individualmente ou em duplas, sob condicbes controladas de
temperatura, mantida entre 22° e 25° C, umidade relativa proxima de 55% e
luminosidade-fotoperiodo de 12 horas (periodo de luz 7:00 ~19:00h). Os
procedimentos experimentais estdo de acordo com os Principios Eticos na
Experimentacdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagéo
Animal (COBEA) e foram analisados e aprovados para realizagdo pelo Comité

de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UNIOESTE.

6.2 Acasalamento e obtencdo de fémeas prenhes

Os acasalamentos naturais foram realizados no periodo escuro do
ciclo colocando de duas a trés fémeas na caixa de cada macho, ao final da
tarde. Na manhad subsequente, foram colhidos lavados vaginais e a
presenca de espermatozoides associado a fase do ciclo estral foram
utilizados como fatores indicativos de prenhez e este, considerado dia zero
de gestacao (DG 0). As fémeas prenhes foram separadas em quatro grupos

experimentais, conforme descrito abaixo.
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6.3 Grupos experimentais, droga, dose e via de administracéo

O inicio do tratamento se deu a partir do oitavo dia gestacional (DG
8). As fémeas prenhes foram tratadas uma vez ao dia (entre 9:00-10:00h),
por via oral (gavage intragastrica), durante a prenhez e lactacdo da seguinte
forma: Grupo | (Gl), composto por 4 ratas que receberam 6leo de milho via
oral; Grupo Il (Gll) composto por 4 ratas que receberam triclosan (TCS)
(CAS#3380-34-5, Calbiochem, 99,5% de pureza) diluido em 6éleo de milho,
na dose de 75mg/kg/dia; Grupo Il (Glll) composto por 4 ratas que
receberam(TCS) diluido em Oleo de milho, na dose de 150mg/kg/dia e
Grupo IV (GIV), composto por 4 ratas que receberam TCS diluido em dleo
de milho, na dose de 300mg/kg/dia. As trés doses selecionadas foram
escolhidas baseadas no trabalho de Axelstad et al. (2013).

Para a avaliacéo indireta da toxicidade materna, e ajuste da dose, as
ratas foram pesadas em dias alternados para controle de ganho de peso
durante toda a gestacédo e lactacédo. A partir do 20° dia de prenhez, as ratas
foram monitoradas quanto ao nascimento dos filhotes. Em seguida, o nimero
de filhotes por ninhada foi reduzido para oito, procurando-se sempre manter 0s
filhotes do sexo masculino. O desmame foi realizado no 21° dia apos o

nascimento e as ratas foram sacrificadas.

6.4 Avaliacéo dos sinais externos do desenvolvimento fisico da prole
A ninhada foi pesada no terceiro dia pés-natal (DPN 3) e avaliada

diariamente quanto aos sinais externos do desenvolvimento fisico, no qual, se
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avaliou as idades de descolamento das orelhas, surgimento dos pélos, erupcao
dos dentes incisivos e abertura dos olhos.
6.5 Avaliacdo do desenvolvimento sexual da prole masculina
Determinou-se, nos filhotes do sexo masculino, em todos 0s grupos
experimentais, o dia em que ocorreu a descida dos testiculos, através da
palpacdo diaria da bolsa escrotal, a partir do 15° dia pés-natal. A separagédo
prepucial foi investigada a partir do 33° dia pés-natal, através da retragéo

manual do prepucio.

6.6 Grupo pubere e grupo adulto

O grupo pubere foi composto por 20 filhotes machos de ratas controle e
tratadas com TCS nas diferentes doses, que foram sacrificados com 60 dias de
idade (puberdade). Ja o grupo adulto, foi composto por 20 filhotes machos de
ratas controle e tratadas com TCS nas diferentes doses, que foram sacrificados

com 90 dias de idade (maturidade sexual).

6.7 Coleta de 6rgéos

A prole masculina dos diferentes grupos experimentais foi pesada e
sacrificada aos 60 dias (puberdade) e 90 dias (maturidade sexual) de vida,
sendo 5 animais/grupo/idade, totalizando 40 animais. O testiculo, epididimo,
ducto deferente, glandula seminal, prostata ventral, figado e adrenal foram
removidos e pesados.

Os testiculos esquerdos dos animais foram fixados em Alfac (85% de
alcool 80°, 10% de formol e 5% de acido acético), por um periodo de 24 horas,

quando a solucéo foi substituida por alcool 80°, onde as pecas permaneceram
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até o inicio do processamento. Apés este periodo, as amostras foram
desidratadas em série crescente de alcoois, diafanizada em xilol e incluidas em
Paraplast. Para as analises histomorfoldgicas, foram realizados cortes seriados
com 5um de espessura, utilizando micrétomo rotativo manual (Olympus 4060),
equipado com navalha de aco. Os cortes obtidos foram desparafinizados com
xilol, hidratados com agua destilada e submetidos a técnica de coloracao:

hematoxilina-eosina (HE) para analise.

6.8 Avaliacdo dos estagios da espermatogénese

A avaliacdo dos estagios da espermatogénese foi realizada, observando
100 seccbes de tubulos seminiferos dos testiculos dos animais da prole
masculina na puberdade e maturidade sexual, classificando-os em fases de I-
VI (presenca de duas geracdes de espermatides), VII-VIII (espermatides
maduras presentes no lumem), IX-XIll (presenca de uma geracdo de
espermatide) XIV (presenca de espermatécito secundario). (Ferreira, et al.,

1967).

6.9 Contagem do numero de células de Sertoli por tabulo seminifero
Foram contados os nudcleos de ceélulas de Sertoli em 20 cortes
transversais de tubulos seminiferos por rato (n=5 animais por grupo), no
estagio VIl da espermatogénese classificado de acordo com LEBLOND &
CLERMONT (1952). As avaliagbes foram realizadas com o auxilio de

microscopio de luz no aumento de 200X.
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6.9.1 Andlise estatistica

Para a analise dos dados foi utilizado o teste estatistico para analise de
variancia - ANOVA, com teste “a posteriori” de Dunett ou o teste néo
paramétrico de Kruskall-Wallis, com teste “a posteriori” de Dunn, de acordo
com a caracteristica de cada variavel. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando p<0,05. As analises estatisticas foram
realizadas no programa Instat (versdo 3.0; GraphPad, Inc., San Diego, CA,

USA).
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7. RESULTADOS

7.1 Parametros maternos

A média do peso corporal foi semelhante entre os grupos no inicio do

periodo experimental. O ganho de peso corporal ao longo da gestacéo foi

semelhante entre 0os grupos experimentais. Entretanto, o peso corporal ao fim

do periodo da lactacdo foi menor nas ratas do grupo GIV, quando comparadas

ao grupo GIl. O tempo médio de gestacao, assim como o tamanho da ninhada

nao diferiu entre os grupos experimentais (tabela 1).

Tabela 1. Parametros maternos avaliados nas ratas dos diferentes grupos

experimentais.

Gl Gll Gl GIV
Peso corporal
inicial (g) 241,63+7,52 240,3315,71 238,45+6,15 240,45%8,05
Ganho de peso
corporal (g) na 89,33+10,34 87,25+£13,15 88,12+8,67 84,56+9,65

gestacédo (G21-
GO0)

Peso corporal
final (9)

Tempo (dias) de
gestacao

Tamanho da
ninhada

293,34+16,16  287,09+17,52

22,05+1,34 23,12+1,04

11,3+0,87 10,01+1,01

293,33+18,58

22,55+0,98

9,45+0,98

264,51+15,13*

23,06+1,02

11,02+0,89

Valores expressos em médiatDP. Gl: controle; Gll: 75 mg/kg/dia; GlIl: 150 mg/kg/dia; GIV: 300

mg/kg/dia. N= 4 animais por grupo. * p<0,05, comparado ao grupo Gl. Teste de Dunett.
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7.2 Avaliacdo da prole

O peso médio na ninhada foi significativamente menor em todos os
grupos tratados com triclosan (TCS), quando comparados ao Gl. As idades de
descolamento das orelhas, nascimento de pélos, erupgdo dos dentes incisivos
e abertura dos olhos foram semelhantes entre os grupos experimentais (tabela

2).

Tabela 2. Peso corporal da ninhada e avaliagcado dos sinais do desenvolvimento
fisico da prole.

Gl Gll Gl GIV

Peso médio (g)
da ninhada 8,40+0,67 5,95+0,84* 6,5+0,61* 6,09+0,71*
PND3

Idade (dias) de 2,83+0,41 3,01+0,20 2,85+0,38 3,00+0,40
descolamento
das orelhas

Idade (dias)
Nascimento de 7,16+1,36 7,98+0,95 7,80+0,77 7,20£1,25
pélos

Idade (dias) de

erupcao dos 7,50+1,19 8,05+1,21 8,50+1,15 7,89+0,99
dentes incisivos

Idade (dias) de
abertura dos 13,01+0,85 13,04+0,87 13,25+0,88 14,01+0,85
olhos

Valores expressos em média = DP. Gl: controle; Gll: 75 mg/kg/dia; Glll: 150 mg/kg/dia; GIV: 300
mg/kg/dia. N= 4 ninhadas por grupo. * p<0,05, comparado ao grupo Gl. Teste de Dunett.
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7.3 Avaliacdo do desenvolvimento sexual dos animais

A idade média em que ocorreu a descida testicular foi semelhante entre
0S grupos experimentais, entretanto a exposi¢édo ao TCS durante a gestagéo e
lactacéo, nas trés doses testadas, acarretou em um aumento da idade em que

ocorreu a separacao prepucial dos animais (figura 2).

Idade (dias)
60 -

1
*
*

50
40 -

30 - m Descida testicular

20
10
0 - T T T
Gl Gl

I Glll GIvV

Separacgéo prepucial

Figura 2. Avaliacdo do desenvolvimento sexual inicial dos animais. Valores expressos em média +
DP. GI: controle; Gll: 75 mg/kg/dia; GlIl: 150 mg/kg/dia; GIV: 300 mg/kg/dia. N= 5animais por

grupo. ** p<0,01, comparado ao grupo Gl.Teste de Dunett.
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7.4 Peso corporal e peso de 6rgdos dos animais aos 60 dias de idade

Aos 60 dias de idade (puberdade) a média do peso corporal dos animais

foi semelhante entre 0s grupos experimentais. Houve uma diminuicdo

estatisticamente significativa no peso da glandula seminal dos animais dos

grupos GlIl e GIV, quando comparado aos animais o grupo Gl. O peso dos

demais 6rgaos reprodutivos nao diferiu entre os grupos (tabela 3).

Tabela 3. Peso corporal e peso de 6rgdos dos animais aos 60 dias de idade.

Gl

Gl Gl GIvV

Peso corporal

(9)

Peso do figado

()]

Peso das
adrenais (mg)

Peso do
testiculo (g)

Peso do
epididimo (mg)

Peso da
prostata (mg)

Peso da
glandula
seminal (mg)

Peso (mg)
ducto deferente

257,24+22,28

11,95+1,32

0,04+0,01

1,25+0,06

0,31+0,04

0,27+0,06

0,73%0,04

0,08+0,01

259,25+20,22 256,83+25,79 242,49+19,35

12,05+1,01 11,17+1,45 11,25+1,35
0,04+0,03 0,04+0,01 0,04+0,05
1,18+0,09 1,27+0,07 1,29+0,13
0,29+0,01 0,28+0,05 0,30+0,04
0,26+0,04 0,29+0,09 0,29+0,05
0,64+0,07 0,55+0,07** 0,52+0,10**
0,07+0,014 0,08+0,98 0,07+0,05

Valores expressos em média = DP. Gl: controle; Gll: 75 mg/kg/dia; Glll: 150 mg/kg/dia; GIV: 300

mg/kg/dia. N= 5 animais por grupo. ** p<0,01, comparado ao grupo Gl. Teste de Dunett.
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7.5 Peso corporal e peso de 6rgdos dos animais aos 90 dias de idade

Aos 90 dias de idade (maturidade sexual) a média do peso corporal dos

animais foi semelhante entre os grupos experimentais. Houve uma diminui¢ao

estatisticamente significativa no peso do figado dos animais do grupo GIV,

quando comparado aos animais o grupo Gl. A avaliacdo do peso dos érgaos

reprodutivos demonstrou um aumento no peso da prostata dos animais do

grupo GIV, quando comparado aos animais o grupo Gl. O peso dos demais

orgaos reprodutivos ndo diferiu entre os grupos (tabela 4).

Tabela 4. Peso corporal e peso de 6rgaos dos animais aos 90 dias de idade.

Gl Gl Gl GIvV
Peso corporal | 321,34+10,87  334,33+9,22 311,16+£16,08  309,08+12,75
(@)
Peso do figado |11,35+0,87 12,71+0,98 10,89+0,54 9,51+0,55**
)
Peso das 0,07+0,04 0,09+0,02 0,06+0,01 0,07+0,01
adrenais (mg)
Peso do 1,44+0,13 1,41+0,07 1,48+0,06 1,44+0,05
testiculo (g)
Peso do 0,51+0,05 0,54+0,04 0,49+0,08 0,55+0,06
epididimo (mg)
Peso da 0,38+0,04 0,3740,05 0,35+0,05 0,55+0,06**°
prostata (mg)
Peso da
glandula 0,87+0,08 0,85+0,18 0,88+0,04 0,95+0,09
seminal (mg)
Peso
Ducto 0,10+0,02 0,10+0,03 0,09+0,08 0,10+0,01

deferente (mg)

Valores expressos em média + DP. Gl: controle; Gll: 75 mg/kg/dia; Glll: 150 mg/kg/dia; GIV: 300

mg/kg/dia. N= 5 animais por grupo. ** p<0,01, comparado ao grupo Gl.2Teste de Kruskal-Wallis.

bTeste de Dunett.



7.6 Classifcacdo dos estagios do epitélio seminifero dos animais aos 60 dias
de idade

A analise dos estagios do ciclo do epitélio seminifero dos animais de 60
dias mostrou um aumento estatisticamente significativo dos estagios I-VI nos
animais tratados com 300mg/Kg/dia de TCS quando comparado ao grupo Gl

(figura 3).
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Figura 3. Frequéncia dos estagios do ciclo do epitélio seminifero dos animais. Valores expressos
em porcentagem. Gl: controle; GllI: 75 mg/kg/dia; GlII: 150 mg/kg/dia; GIV: 300 mg/kg/dia.

N= 5 animais por grupo. ** p<0,01, comparado ao grupo Gl. Teste de Dunett.
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7.7 Classifcacdo dos estagios do epitélio seminifero dos animais aos 90 dias

de idade

A analise dos estagios do ciclo do epitélio seminifero dos animais de 90

dias mostrou um aumento estatisticamente significativo dos estagios VII-VIII,

IX-XIIl e uma diminuicdo na frequéncia de tubulos no estagio XIV da

espermatogénese dos animais tratados com diferentes doses de TCS quando

comparados ao grupo Gl (Figura 4).
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Figura 4. Frequencia dos estagios do ciclo do epitélio seminifero dos animais. Valores expressos

em porcentagem. Gl: controle; Gll: 75 mg/kg/dia; GlII: 150 mg/kg/dia; GIV: 300 mg/kg/dia.

N= 5 animais por grupo. ** p< 0,01, comparado ao grupo Gl. Teste de Dunett.
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7.8 Numero de células de Sertoli
N&o houve diferenca na contagem do nimero de células de Sertoli entre

0s animais dos diferentes grupos experimentais (figura 5).
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Figura 5. Contagem do namero de células de Sertoli nos animais. Valores expressos como média
+ DP. GI: controle; GlI: 75 mg/kg/dia; GllI: 150 mg/kg/dia; GIV: 300 mg/kg/dia. N= 5 animais por

grupo. Teste de Dunett.
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8. DISCUSSAO

O sistema endocrino desempenha um papel crucial na manutencéao da
homeostase do organismo e é frequentemente afetado por estimulos
exdgenos. Uma ampla variedade de compostos sintéticos (drogas, pesticidas,
etc) e também naturais (ex: flavondides, fitoestrogenos) posssuem a
capacidade de interagir com sistema endocrino, devido as semelhancas
estruturais com os hormdnios enddégenos, e quando esta interacdo produz
efeitos adversos a saude de um organismo ou a sua progenie, estas
substancias sdo classifcadas como "desreguladores endécrinos” (DE). A
atividade de desregulacdo enddcrina pode ocorrer ao alterar as concentracdes
hormonais normais, inibindo ou estimulando a producdo e o metabolismo de
hormdnios, ou mudando a forma como os hormdnios circulam através do
corpo, afetando assim as fungdes que esses hormoénios controlam (Schug et
al., 2011).

No presente estudo, o tratamento das ratas prenhes com diferentes
doses de triclosan (TCS) ndo alterou o peso corporal ao longo da gestacéo.
Entretanto, foi observado ao final do periodo experimental, uma diminuicdo no
peso corporal das ratas tratadas com a maior dose, sugerindo que o tratamento
diario dos animais com 300mg de TCS/kg/dia, causa moderada toxicidade
materna (Axelstad et al., 2013).

Por outro lado, o tempo médio de gestacdo e o tamanho da ninhada,
nao foram alterados pelo tratamento com TCS, nas diferentes doses testadas.
Estudos experimentais com tratamento de ratas prenhes com diferentes doses
de TCS durante a gestacdo também ndo tem demonstrado qualquer

interferéncia da droga sobre a taxa de prenhez, tempo médio de gestacao,
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morte neonatal ou tamanho da ninhada (Paul et al.,, 2010; Rodriqgues &
Sanches et al., 2010; Paul et al., 2012; Axelstad et al., 2013; Manservisi et al.,
2015). Nesses trabalhos o tratamento dos animais, assim como no presente
estudo, iniciou apds o periodo de implantacdo dos embribes. Entretanto,
Crawford & Decatanzaro, (2012) demonstraram que o tratamento de
camundongos prenhes com TCS nos dias 1 ao 3 apos a fertilizacdo, ou seja,
no periodo pré-implantacdo, causou uma diminuicdo no numero de sitios de
implantacdo dos blastocistos, sugerindo um possivel efeito estrogénico da
droga. Sabe-se que concentracdes ideais de estrégenos sdo essencias para o
sucesso dos eventos que acontecem antes da implantacdo dos embribes e
pequenas elevacdes nas concentracdes estrogénicas podem alterar o
transporte pela tuba uterina, a integridade do Utero e o desenvolvimento do
embrido (Valbuena et al., 2001; Ma et al., 2003).

Quando avaliado, os filhotes das ratas tratadas com TCS, independente
da dose, foi possivel observar que eles apresentaram baixo peso ao
nascimento, o que carateriza a restricdo de crescimento intra-uterino.
Trabalhos tém demonstrado que o TCS durante a gestacdo reduz as
concentracfes de horménios tireoidianos maternos (Paul et al., 2010; Paul et
al., 2012; Axelstad et al., 2013). Sabe-se, que o hipotireoidismo materno esta
associado a complicacbes gestacionais (anemia, pré-eclampsia), morte fetal,
parto prematuro, sofrimento fetal em trabalho de parto, baixo peso ao
nascimento, hipotireoidismo congénito e déficits neurocognitivos em criancas
(Saki et al., 2014).

Em animais experimentais, o tratamento de ratas durante a gestacéo e

lactacdo, com drogas antireoidianas, também tem demonstrado efeito negativo
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sobre o crescimento fetal (Shibutani et al., 2009). A relacdo entre
hipotireoidismo materno e a restricdo de crescimento intra-uterino observado
na prole pode ser explicada devido a funcdo essencial que os hormdnios
tireoidianos maternos exercem sobre 0 crescimento e maturacdo de muitos
tecidos do feto tais como o cérebro, os 0ssos e 0s musculos (Rivkees et al.,
1988). Neste estudo, a avaliacdo dos parametros corporais relacionados ao
desenvolvimento fisico, ndo demonstrou qualquer alteracdo que pudesse ser
atribuida ao tratamento dos animais com TCS.

Estudos epidemioldgicos e experimentais tém demonstrado uma
associacao entre o baixo peso ao nascimento e o desenvolvimento de doencas
cronicas na vida adulta (Hoete Hanson, 1999; Zambrano et al., 2005;
Srinivasan et al., 2006). Essa relacdo entre prejuizo no crescimento fetal e o
desenvolvimento de doencas na vida adulta é explicado pela hipétese da
“programacao fetal”, segundo a qual, um estimulo ou insulto durante o periodo
de gestacao afetaria permanentemente a estrutura, fisiologia e metabolismo do
feto levando ao desenvolvimento de doengas na vida adulta (Godfrey e Barker,
2001). Prejuizo no crescimento durante a vida fetal esta associado a aumento
no risco de desordens reprodutivas tais como cancer ovariano, menopausa
prematura, cancer testicular, -criptorquidismo, diminuicdo da qualidade
espermética (Barker et al., 1995). Em humanos, € observado que a restricdo de
crescimento intra-uterino prejudica o desenvolvimento folicular, caracterizado
por uma perda prematura de foliculos ovarianos, sugerindo que meninas que
nascem com baixo peso ao nascimento poderao ter problemas de fertilidade na

vida adulta (Bruin et al.,1998). Estes estudos demonstram que fatores

ambientais, os quais influenciam a trajetéria do crescimento pré-natal e
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fisiologia de muitos 6Orgdos do organismo, podem programar mudancas
persistentes no eixo reprodutivo fetal e, em parte, explicar problemas de
fertilidade na vida adulta.

A programacdo do eixo hipotalamo-hipéfise-gonada também ocorre
durante fases criticas do desenvolvimento fetal e pode ser afetado pelo retardo
de crescimento intra-uterino, levando a mudancgas no inicio e progressao da
puberdade (Hokken-Koelega, 2002; Van Weissenbruch et al., 2005). Neste
estudo, as idades da descida testicular e separacéo prepucial, foram utilizadas
como diagnostico do desenvolvimento sexual inicial no rato. Em roedores, é
estabelecido que a descida testicular ocorre a partir do 15° dia pos-natal. A
separacao prepucial, observada quando o prepucio se separa da glande do
pénis, normalmente ocorre ao redor do 39° dia pés-natal (Korenbrot et al.,
1977). Neste trabalho, o tratamento das ratas durante a gestacdo e lactacao
nao modificou a idade de descida testicular da prole, entretanto aumentou a
idade de separacdo prepucial dos animais, sugerindo que a exposicdo dos
filhotes durante o periodo fetal e neonatal ao TCS, atrasa a instalacdo da
puberdade desses animais. Shibutani et al., (2009), também verificaram que o
hipotireoidismo materno causou um retardo na instalacdo da puberdade da
prole masculina.

E bem conhecido que a testosterona exerce um papel importante no
desenvolvimento e maturacédo sexual (Ojeda & Urbansk, 1994). Neste estudo,
0S animais expostos ao TCS apresentaram aos 60 dias de idade uma reducao
no peso da glandula seminal. Sabe-se que a glandula seminal € um 0Orgao
dependente de andrégeno e a diminuicdo do peso deste Orgdo pode ser um

indicativo indireto de alteracdo na producdo de testosterona nos animais. Além
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disso, a restricdo de crescimento intra-uterino esta relacionada a um atraso no
desenvolvimento puberal devido a um prejuizo na secrecdo de hormonio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) (Ojeda & Urbansk, 1994).

Diversos trabalhos apontam para diminuicdo dos niveis plasmaticos de
T4 na prole de ratas expostas ao TCS durante a gestacdo e lactacéo,
caracterizando hipotireoidismo congénito (Paul et al., 2010, Paul et al., 2012;
Axelstad et al., 2013). Essa exposicéo indireta ocorre através da placenta e do
leite materno, e causa diminui¢cdo consideravel dos niveis de T4 no periodo
fetal até o 4° dia pos natal, periodo crucial no desenvolvimento da estrutura
testicular (Canale et al., 2001; Allmyr et al.,2009; Paul et al, 2010).

Na contagem do numero das células de Sertoli, este estudo n&o
demonstrou diferencas significativas entre os animais dos diferentes grupos
experimentais. Entretanto, sabe-se que a tiroxina € responsavel pela
proliferacdo e diferenciacdo de células de Sertoli e Leydig durante o
desenvolvimento testicular, pela espermatogénese e a esteroidogénese, e seus
distarbios estéo relacionados com disfuncao reprodutiva masculina (Ramos &
Zamoner, 2014), o que indica que, mesmo ndo apresentando alteracdo na
quantidade de células, ndo podemos descartar possiveis prejuizos na funcao
das células de Sertoli.

No presente estudo, o ciclo do epitélio seminifero foi avaliado nos
animais com 60 e 90 dias. Verificou-se que, os animais com 60 dias, expostos
a maior dose de TCS (300 mg/kg/dia), apresentaram aumento significativo na
ocorréncia da fase I-VI da espermatogénese quando comparados aos animais

do grupo GI. Sabe-se que os efeitos nucleares dos horménios tireoidianos sao

mediados por receptores (TRa e TRb), membros da superfamilia de receptores
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de hormonios da tiredide (Tsai & O’Malley, 1994). A ativagao destes receptores
modula a transcricdo do gene essencial para iniciar mudancas intranucleares
no metabolismo da célula (Yen et al., 2006; Patrick, 2009). Dentro do epitélio
seminifero as células de Sertoli expressam duas isoformas de dois principais
receptores: TRal e TRa2 (Subbaramaiah et al., 2011). A idade da puberdade
(60 dias) € um dos periodos de maior expressdo de TRal e TRa2 em células
de Sertoli, demonstrando janela critica para a acdo dos horménios tireoidianos
nos testiculos (Jannini et al.,, 1999), devido ao aumentando da atividade
esteroidogénica pelas células de leydig (Manna et al., 1999). Essa condicdo
explica a elevacdo na frequéncia da fase do I-VI da espermatogénese nos
animais puberes deste estudo, pois é nessa fase que ocorre a maior presenca
de espermatides jovens e maduras.

Nos animais com 90 dias, observou-se aumento significativo dos
estagios VII, VIII e IX-XIIl e diminuicdo do estagio XIV em todos 0s grupos
tratados, quando comparados ao grupo Gl. Sabe-se que a conversao da
espermatide jovem para madura (espermiogénese), é dependente de
testosterona (T), ocorrendo principalmente durante as fases I-VI, VII-VIII e IX-
XIl, (O’Donnell et al., 1994).

Opostamente as demais, a fase XIV, é caracterizada por ser uma etapa
de diferenciacao celular a partir da espermatogdnia, e € uma etapa dependente
do hormoénio foliculo estimulante (FSH), por ter nesta fase a expressdo maxima
de receptores de FSH nas células de Sertoli (Ranniko et al., 1996; D’ Souza et
al., 2005). Estudos demonstram que 0s niveis normais de testosterona séo
insuficientes para manutencdo da espermatogénese, por isso o FSH induz as

células de Sertoli a sintetizarem e liberarem a proteina ligadora de andrégeno
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(ABP), a qual, se liga a testosterona, evitando sua saida do tubulo seminifero e
elevando o nivel de testosterona intratesticular, resultando na manutencdo na
espermatogénese (Gartner & Hiatt, 1999). Estudos apontam que a Tiroxina age
inibindo a producéo de ABP (Fugassa et al., 1987). Como os filhotes de maes
expostas ao TCS durante a gestacdo e lactacdo desenvolvem hipotiroidismo
congénito (Saki et al., 2014), esses animais podem apresentar hiperproducao
de ABP, causando elevacdo dos niveis de testosterona intratesticular,
resultando no aumento da quantidade de espermatides jovens e maduras no
epitélio seminifero dos animais deste estudo. Essa condicdo reflete na
elevacdo das frequéncias das fases do VII-VIII e IX-XIl e diminuicdo da fase
XIV da espermatogénese, resultando na desregulacdo do ciclo do epitélio

seminifero e consequente impacto na fertilidade nos animais de 90 dias.
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9. Conclusao

Foi possivel concluir que, a exposicdo materna ao triclosan durante a
gestacao e lactacdo causa efeitos na prole masculina, tais como: Restricdo de
desenvolvimento intrauterino, atraso na instalacdo da puberdade, alteracao do
peso da glandula seminal nos animais com 60 dias, alteracdo no peso do
figado e da préstata nos animais com 90 dias e desregulacdo no ciclo do

epitélio seminifero em ambas as idades.
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11. Anexo:

U unioeste

Umiversidude Estodual do Oeste do Parané

£ro-Reitoria de Pesquisa ¢ Pav-Graduacin
Comité de Etica na liso de Animnis - CEUA

PARECER DE PROTOCOLO

O protoco o intitulado °“Estudo dos efeitos decomentes da Bxposicdo ao
bactericida triclosan. durante a prenhez e lactagdo, no desenvolvimento e
fungao reprodutiva da prale masculina de rato’, sob vossa ¢oordenagio, fai
avaliado pelo CEUA como APROVADQ para execucgao.

ATENGAQ!

O Certificado Experimental deste Protocolo, semente sera emitido
apés o encamamento das atividades previstas e apds o encaminhamento
do Relatdrio Final ao CEUA. Este Parecer NAO tem valor como Certificadc
Experimental.
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(

LALCL
Ollveira de Farina

Coordenadara do CEUA
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