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Abstract

Some studies have observed abnormal sex ratios in industrial polluted areas but a
direct association between urban levels of air pollutant and sex ratio at birth has
not hitherto reported. To examine whether this relationship held true, we evaluated
how ambient air pollution interferes on female/male ratio in human and mice
models. The effect of air pollution was addressed by determining SSR (secondary
sex ratio) across pollution gradients in the city of S&o Paulo, using inhalable
particles (PM10) as a proxy variable for overall pollution levels. To provide
biological plausibility to the foregoing epidemiological observation, we designed an
experimental study exposing mice in controlled chamber conditions. Results
disclosed a significant negative between SSR and PM10, within a relatively narrow
range of PM10 levels (31 to 61 pg/m?). In the least polluted area the sex ratio was
51.7% (106.8) for 34,795 births recorded, and for the most polluted area the
proportion decreased to 50.7 % (102.9) for 48,023 births recorded, indicating a
difference of 1% in total male births. This result corresponds to a 1,180 unborn
male offspring in the highest polluted areas. The group of male Swiss mice housed
10 days after birth in open top chambers exposed to air pollution, where they mate
mature and non-exposed virgin female mice, produced an offspring with a 0.86
male/female ratio. The offspring of the group of mice concurrently raised in similar
but filtered open top chamber was significantly (p<0.042) higher (1.34). A
remarkable result was the testicular histological morphometry with a significant
(p<0,020) reduction in the number of elongated spermatids and total cells

(p<0,032) of exposed males. In association, a decrease in sperm concentration in



the caudal portion of the epidydimus was also found in the exposed mice
(46,95x10° /ml) compared to the non-exposed (54,60x10° /ml). In conclusion the
findings in our study support the concept that ambient air pollution may interfere

with sex distribution of exposed populations.



Resumo

Prévios estudos tém demonstrado altera¢des nas taxas normais de razédo sexual.
No entanto, uma associagdo direta entre niveis ambientais de poluicdo e razéo
sexual, ndo tem sido ainda claramente demonstrada. A fim de investigarmos esta
associacao, desenvolvemos duas abordagens: uma epidemiolégica e outra
experimental. O efeito da poluicdo sobre a populagédo da cidade de S&o Paulo foi
verificado através da associacdo entre a razao sexual e gradientes de
concentracdo de material particulado (PM10). A fim de conferir plausibilidade
biolégica aos achados epidemiolégicos, camundongos machos com 10 dias de
vida, foram expostos em camaras do tipo Topo Aberto, sob condi¢cdes de
exposi¢ao mais controladas. Uma associagéo negativa e significante foi observada
entre razdo sexual e PM10, dentro de uma faixa estreita de concentracdo de
PM10 (31 a 61 pg/m3). Na regido menos poluida, a razado sexual foi de 51,7%
(106,8) para 34.795 nascimentos registrados, enquanto que para a mais poluida, a
proporcédo decresceu para 50,7% (102,9) para 48.023 nascimentos registrados,
com uma reducao de 1% no numero total de nascimentos masculinos. O grupo de
camundongos da linhagem Swiss, acasalados com fémeas virgens, maduras e
ndo expostas, produziu uma prole com alteragBes significativas (p<0,041) na
razdo sexual (0,86) quando comparado com o grupo controle (1,34). Analises
morfométricas dos testiculos demonstraram alteracdes significativas no perfil da
linhagem germinativa, com reducgdes no nuimero das espermatides alongadas
(p<0,020) e no numero total de células (p<0,032). Um decréscimo nha

concentracdo dos espermatozdides (46,95x10° /ml) também foi observado nos



animais expostos & poluicdo quando comparado ao grupo controle (54,60x10°
/ml). A partir dos nossos resultados podemos concluir que a poluicdo pode
interferir com a distribuicdo do sexo nas populagcdes expostas aos niveis

ambientais de polui¢éo.
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1. Introducéo

1.1. Consideracoées Iniciais

A partir da Revolugdo Industrial, em meados de 1850, o processo de
contaminagdo ambiental vem ocorrendo em um ritmo crescente. A extragao
de energia a partir de combustiveis fésseis bem como a queima de matéria
vegetal (biomassa), remonta séculos e contribui até hoje para a geragéo de
poluicdo ambiental de forma global. Os principais poluentes emitidos na
gueima de combustiveis fésseis (petréleo ou carvao) sdo 6xidos de enxofre
e nitrogénio, monoxido de carbono e suspenséo de particulados.

Nos dias de hoje, a grande preocupacdo com a utilizacdo de
combustiveis fosseis para a geracdo de energia ndo se resumem somente
aos impactos sobre a natureza como a flora e a fauna silvestre. Os aspectos
desta contaminacdo ambiental que realmente tem atraido a atencao de
6rgdos Governamentais, de inUmeras Organizacdes Nao-Governamentais
bem como da Comunidade Cientifica, sdo o0s impactos sobre a saude
humana.

O principal impacto sobre a populagéo residente de grandes centros
urbanos, desenvolvidos e em desenvolvimento, reside na producdo e
emissao de poluentes atmosféricos.

O histérico de crescimento demogréafico urbano da cidade de Séo

Paulo foi marcado pela facilidade de aquisicédo e utilizacdo de veiculos
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automotores. Neste cendrio, as emissdes provenientes de veiculos
automotores sao as grandes responsaveis pela geracdo de poluicdo
atmosférica na cidade de S&o Paulo, contribuindo desta forma para o
incremento do nimero de internagdes hospitalares, afec¢des respiratérias e
cardiovasculares, além da degradacédo da qualidade de vida dos habitantes.

A poluicdo atmosférica urbana é composta por varias substancias

gue sdo comumente sudivididos em duas categorias:

Poluentes Primérios: emitidos diretamente pelas fontes geradoras.
Essas emissfes sdo resultantes de processos industriais (fontes
estaciondrias) e gases de exaustdo de motores de combustdo interna
(fontes moveis, no caso de automéveis, por exemplo).

Poluentes Secundérios: formados na atmosfera através de
interacdes quimicas entre poluentes primarios e constituintes naturais da

atmosfera.

Os niveis atmosféricos dos poluentes bem como a qualidade do ar é
avaliada através de programas de monitoramento com aparato tecnoldgico
para a quantificagdo destas substéncias presentes neste ar. No entanto, a
fim de se caracterizar os efeitos adversos sobre os organismos, deve-se
avaliar o grau de exposi¢cédo dos receptores (ser humano, animais, plantas e

materiais) e, portanto as suas consequéncias biolégicas (Derisio, 2000).
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A variedade de poluentes que podem estar presentes na atmosfera é

muito grande. Estas substancias podem ser classificadas da seguinte forma:

Compostos sulfurosos (SO,, SO3, H,S, sulfatos);

Compostos sulfurosos (SO,, SO3, H,S, sulfatos);

Compostos de nitrogenados (NO, NO,,NH3,HNO3, nitratos);

Compostos organicos de carbono (hidrocarbonetos, alcoois,
aldeidos, cetonas e acidos organicos);

Mondxido de carbono e diéxido de carbono;

Compostos halogenados (HCL, HF, cloretos, fluoretos);

Material Particulado

O reconhecimento cientifico de episodios classicos de poluicdo
atmosférica fez com que a Agéncia Norte-Americana de Prote¢cdo Ambiental
(EPA), despertasse para a necessidade de se criar um programa de
controle de emissao de poluentes atmosféricos e a partir da década de 60,
estabeleceram padrdes de qualidade do ar.

Os padrées de qualidade do ar baseiam-se em diagndsticos
ambientais. A partir destes padrbes, consegue-se prever limites de
concentracdo dentro de uma faixa, dita como segura, em relacéo aos efeitos
adversos dos poluentes sobre a saude. Os poluentes controlados pela EPA
sdo: SO, Ozbnio, NO,, CO, particulados totais em suspensédo (PTS), e

fracdes inaveis como o PM10 e 0 PM2,5 bem como o chumbo. No Brasil, 0
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Conselho Nacional de Meio Ambiente — CONAMA, através criagdo da
Resolucéo N° 3 de 28/6/90, estabeleceu os padrfes nacionais de qualidade
do ar, com base na Portaria Normativa N° 348 de 14/3/90 do IBAMA,
incluindo a mesma padronizacdo da EPA com excecdo do chumbo e PM2,5.

Dentro deste contexto, 0 monitoramento ambiental se constituiu em
uma ferramenta de crucial importancia para a avaliagdo da qualidade do ar,
pois permiti a ado¢do de medidas de controle de emissédo, garantindo desta
forma, a preservacgao dos niveis de concentracdo ditos “seguros”.

No estado de Sdo Paulo, a agéncia responséavel pelo monitoramento
do ar € a Companhia de Tecnologia de Saneamento Ambiental (CETESB).
A partir de meados da década de 1980, criou-se uma rede automatica de
monitoramento do ar, com esta¢cdes medidoras de poluicdo, distribuidas
pela Regido Metropolitana de S&o Paulo - RMSP e Cubatéo. Essa rede foi

renovada em 1996 e contabiliza hoje um total de 29 estac0es.

1.2. Reproducao e Meio Ambiente

A sobrevivéncia das espécies depende da habilidade dos machos e
das fémeas reproduzirem-se de forma eficaz. A reprodugcdo € um processo
complexo envolvendo multiplos estagios que conferem vulnerabilidade ao
sistema reprodutivo dos pais, antes e ap0s a concepgcao e,

consequentemente, aos descendentes.
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Os fatores que oferecem risco a cada uma dessas etapas do
processo reprodutivo ndo estdo bem estabelecidos. No entanto, sabe-se que
0 tempo e a duracdo de exposicdo seja ela prévia e/ou intra-uterina a
contaminantes ambientais, constitui-se em fator determinante para a
viabilidade e performance dos descendentes.

Em paises industrializados observa-se uma crescente dificuldade do
ser humano em reproduzir-se; aproximadamente de cada cinco casais, um
apresenta dificuldade em gerar filhos (National Academy of Sciences, 1989).

A fisiopatologia do aparelho reprodutivo esta relacionada com a
exposicao a diversos fatores como agentes quimicos e fisicos presentes no
ambiente, bem como a aspectos intrinsecos a uma populagdo como o nivel
status soOcio-econémico. Todos estes fatores em conjunto, interagem,
tornando complexa a avaliacdo dos efeitos adversos dos contaminantes
ambientais sobre a saide humana (Saldiva, 2006). Apesar da complexidade
desta avaliagdo, crescentes evidéncias no ambito epidemioldgico e
experimental, claramente suportam o conceito de que a contaminacao
ambiental representa um risco ao processo reprodutivo, cujos efeitos
adversos vao desde a reducédo da fertilidade, até efeitos deletérios sobre as

geracgdes subsequentes.
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1.3. Efeitos da Poluicdo Atmosférica sobre o Aparelho Reprodutivo

A exposicdo a poluicdo atmosférica de grandes centros urbanos tem
sido o foco de atencdo de muitos estudos, uma vez que os efeitos adversos
a saulde tem sido observados em exposi¢cdes com niveis de concentracao,
abaixo daqueles prescritos como seguros (Saldiva et al., 1992, 1994 e
1995).

Nos ultimos anos, a poluicdo atmosférica tem sido considerada uma
importante causa de risco para a saude reprodutiva, interferindo na
fertilidade e no desenvolvimento fetal (Maisonet et al., 2004).

Dentre os desfechos reprodutivos relacionados a salde fetal,
observa-se uma correlacao positiva e significativa entre niveis ambientais de
poluicdo com aumento na incidéncia de prematuridade fetal, diminuicdo do
peso ao nascimento e reducdo do crescimento intra-uterino, bem como com
a mortalidade intra-uterina e neonatal (Bobak, 2000; Yang et al., 2002; Lee
et al., 2003; Liu et al., 2003;).

Um recente estudo desenvolvido no Sul da Califérnia no periodo
compreendido entre 1987 a 1993, avaliou os efeitos da poluicdo atmosférica
sobre a ocorréncia de malformagcbes em fetos e neonatos, O risco de
ocorréncia de anomalias cardiovasculares tais como defeitos congénitos na
formacdo das artérias, das valvulas e dos ventriculos cardiacos, aumentou
com a exposicdo maternal ao mondéxido de carbono (CO) e ao 0zdnio (Osz)

(Ritz et al., 2002).
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Estes relatos representam uma associacdo entre poluicdo atmosférica
e malformagcdo humana durante a vulneravel janela de desenvolvimento
embrionario.

Diversas abordagens epidemiolégicas e experimentais tém
demonstrado que a poluicdo atmosférica da cidade de Sdo Paulo é alta o
suficiente para induzir efeitos adversos a salide humana.

Prévios estudos, utilizando roedores como animais sentinelas dos
efeitos da poluicdo, demonstraram altera¢cdes funcionais do clearance
mucociliar, mudangas inflamatérias ao longo do trato respiratério, hiper-
responsividade brénquica, bem como efeitos cardiovasculares (Saldiva et al.,
1992; Lemos et al., 1994, Rivero et al., 2005).

Mais recentemente, demonstrou-se um significante efeito promotor da
poluicdo sobre a carcinogénese pulmonar, induzida experimentalmente em
camundongos expostos a poluicdo da cidade de Sao Paulo (Reyméo et al.,
1997).

Esses achados experimentais deram suporte toxicoldgico aos estudos
epidemiolégicos que demonstram uma associa¢cdo significativa entre
poluicdo atmosférica e morbi-mortalidade na cidade de Sao Paulo.

Diversas faixas etérias tornaram-se alvos de pesquisas no tocante
aos efeitos adversos da poluicdo e saude. No entanto, uma maior atencao
foi dada aos idosos e as criangas, uma vez que essas faixas etarias sao

mais susceptiveis a poluicao.

Tese de Doutorado Ana Jllia de Faria Coimbra Lichtenfels



A relagdo entre poluicdo atmosférica e morbi-mortalidade nessas
faixas etarias foi avaliada e verificou-se uma associagéo significativa entre a
mortalidade de idosos e material particulado inalavel (PM) e mortalidade
infantil (causas respiratérias) e 6xidos de nitrogénio (NOx) (Saldiva et al.,
1994 e 1995).

Nos ultimos anos a poluigdo atmosférica tem sido considerada uma
importante causa de risco para a saude reprodutiva, interferindo com a
fertilidade e o desenvolvimento fetal (Maisonet et al., 2004).

Estudos anteriores realizados na cidade de S&o Paulo demonstraram
gque os seres humanos e animais de laboratério expostos aos niveis
ambientais de poluicdo tiveram uma reducdo na performance reprodutiva
caracterizada por um significante aumento na mortalidade intra-uterina, fetal
e neonatal, bem como uma reducéo no peso do feto.

Pereira et al. (1998), avaliando a populacdo da cidade de Sdo Paulo
no periodo entre 1991 a 1992, mostraram uma associagdo positiva entre
perdas fetais tardias e niveis ambientais de poluicdo atmosférica. Em etapa
posterior deste trabalho, 47 gestantes foram acompanhadas no momento do
parto. Coletas de amostras de sangue do corddo umbilical destas gestantes
revelaram um aumento significativo da concentracéo de carboxihemoglobina
no sangue das maes cujos bebés nasceram nos dias onde a concentracdo
de poluicdo apresentou-se mais elevada.

Posteriormente, uma associacdo positiva e significante foi observada

entre mortes fetais e o0s niveis ambientais de 0z6nio (O3) e NO; na cidade de
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Sdo Paulo. O aumento estimado na mortalidade associado a esses
poluentes foi de 3,5 & 4% respectivamente. Para a mortalidade neonatal
encontrou-se uma associagdo significativa com o PM10, diéxido de enxofre
(SO,2) e NO,, sendo que o0 aumento estimado para este evento foi de 10%
(Lin et al., 2004).

Gouveia et al. (2004), avaliaram o efeito da exposicdo sobre
gestantes residentes na cidade de S&o Paulo demonstrando diferentes
susceptibilidades dos fetos dependente do trimestre gestacional submetido &
exposicao. Apos controlar o efeito das variaveis como sexo da crianga, idade
maternal, nivel educacional, assisténcia pré-natal, tipo de parto, més do
nascimento e padrdes de sazonalidade, observaram que o aumento de 1
ppm de monéxido de carbono (CO) e 10ug/m*® de PM10 na atmosfera foi
associado com a redugdo do peso fetal em aproximadamente 23,0 e 13,7 g,
respectivamente com estes poluentes. Observou-se também que o primeiro
trimestre de gestacéo foi o mais vulneravel a esses efeitos.

A identificagdo de alvos reprodutivos masculinos e femininos aos
niveis ambientais de poluicdo tem sido investigada também através de
modelos animais.

Em 2005, Mohallem et al, expondo camundongos fémeas
cronicamente a poluicdo atmosférica de Sao Paulo, verificaram diferencas
nos parametros reprodutivos em animais expostos. O efeito sobre a

fertilidade foi caracterizado por um aumento na taxa de perdas fetais tardias,
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bem como uma maior incidéncia de faléncias implantacionais no grupo
exposto a poluicdo, a partir do 10° dia de vida dos animais.

O desenvolvimento saudavel de um individuo estia intimamente
relacionado a toxicologia reprodutiva, pois em muitos aspectos, a salde e a
integridade do sistema reprodutivo séo influenciadas por eventos pré-natais.
Em algumas situacdes, as conseqiiéncias da exposicao pré-natal séo
expressas imediatamente ou muito cedo na vida pds-natal. Em outros casos,
no entanto, a exposic¢ao pré-natal pode influenciar o desempenho funcional e
estrutural do sistema reprodutivo mais tardiamente.

Esses efeitos podem resultar ndo somente em desordens do trato
reprodutivo masculino, assim como em VArios processos maternais
(ovulagao, implantacdo, gestacédo e parto), mas também, em alteragdes no
comportamento sexual e desenvolvimento de cancer genital (Sinawat, 2000;
Dulskiene & Maroziene, 2002).

Exposicdes prévias de um individuo, ou seja, anteriores & maturidade
sexual, podem afetar a descendéncia primariamente ou por alteragcdo do
perfil hormonal ou por agéo toxica direta as células germinativas parentais.

Tendéncias temporais e espaciais evidenciam o0 decréscimo na
gualidade do sémen com um incremento nas taxas de anormalidades do
trato reprodutivo masculino representadas por hipospadias e criptorquidismo
bem como por tumores (seminomas). Estas tendéncias indicam a ocorréncia

de um evento multifatorial, no qual a predisposi¢céo genética e os fatores
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associados com o estilo de vida e o ambiente operam sobre a qualidade
reprodutiva.

Desta forma, diversos estudos epidemiolégicos relatam a influéncia de
agentes toxicos na diminuicdo da fertilidade masculina ao longo das ultimas
décadas, indicando que a qualidade e a concentracdo do sémen humano
estao sofrendo um sério declinio.

Uma meta analise composta por 61 publicacées, demonstrou que no
periodo compreendido entre 1938 a 1990, houve uma reducdo de 26% no
volume de sémen ejaculado e de 50% na concentracdo de espermatozoides
nas populacdes avaliadas (Carlsen et al., 1992).

Este estudou suscitou muitas discussfes, pois a utilizacdo de
diferentes metodologias e a possivel interferéncia de fatores de confusdo
presentes nas diferentes andlises, traduz os achados de forma controversa.

Estudos mais controlados, no entanto, realizados em diferentes
centros de pesquisa demonstraram redugdes significativas nos parametros
do sémen ao longo do tempo (Auger et al., 1995; Adamapoulos et al., 1996;
Irvine et al., 1996; Zorn et al.,, 1999), enquanto nenhuma alteracdo foi
encontrada por outros autores (Bujan et al.,, 1996; Paulsen et al., 1996;
Vierula et al., 1996; Rasmussen et al.,, 1997; Acacio et al., 2000). Tal
diferenca poderia estar relacionada ao aumento da poluicdo ambiental
gerada pelo incremento da industrializacdo nesta época (Bahadur et al.,

1996), pois estudos anteriores comprovaram ndo haver diferencas
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significativas no sémen relacionados a idade, (Haidl et al., 1996), raca e
diferencas socio-econdmicas.

Esta heterogeneidade de resultados presentes na literatura sugere
gue a producéo e a qualidade do sémen podem ser influenciadas por fatores
ambientais e geograficos (Bahadur et al., 1996), incluindo a poluicao
atmosférica.

A toxicidade reprodutiva masculina envolve uma gama de alvos e
mecanismos fisiolégicos que abrangem destes efeitos diretos sobre o
epitélio seminifero e a linhagem germinativa, bem como altera¢cdes no
sistema enddcrino.

De Rosa et al. (2003) documentou uma associagdo inversa entre
poluentes de trafego automotivo e pardmetros seminais. Avaliando amostras
de sangue dos individuos expostos, demonstrou que niveis de metais como
o chumbo e de metahemoglobina estavam inversamente correlacionados
com parametros funcionais do espermatozdide (concentracdo, motilidade,
viabilidade, integridade do material genético, entre outros). Um outro achado
deste estudo demonstrou que os niveis do hormdnio foliculo estimulante
(FSH) foram também significantemente aumentados nestes individuos.

Muitos estudos tém investigado quais mecanismos toxicos interferem
no controle da espermatogénese. A partir dessas observagoes, fica evidente
que um grande numero de compostos exerce espermatotoxicos para 0s
principais constituintes celulares envolvidos neste processo (Tannenbaum et

al., 2003).
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Durante a formacdo dos 6rgdos sexuais na embriogénese, a correta
diferenciacdo dos testiculos depende da integridade e viabilidade das células
de Sertoli, mantenedoras da espermatogénese.

Experimentos realizados com roedores expostos a particulas
provenientes da queima de diesel demonstraram diversas alteracdes tais
como a atrofia dos testiculos, da vesicula seminal e do epididimo,
alteragbes na espermatogénese e uma diminuicdo na concentracdo de
testosterona (Ong et al., 1985; el Feki et al., 2000; Tsukue et al., 2001).
Yoshida et al. (1999) observaram também mudancas ultraestruturais nas
células de Leydig do epitélio seminifero de animais expostos & queima de

gases de exaustao.

1.4. Razdo Sexual

A razdo sexual observada nas populacdes de forma geral € constante,
variando de 102 & 106 nascimentos do sexo masculino para cada 100
nascimentos do sexo feminino (Bartleby.com. 2003). Desta forma, para cada
100 nascimentos femininos vivos registrados, observa-se um total de 106

nascimentos masculinos. Podemos entdo afirmar que a razdo sexual
esperada nas populagdes humanas deva ser de 1067 : 1007 , ou seja uma

razdo sexual de 1.06, ou uma propor¢cédo masculina de 0,515 (51,5%).
Alguns estudos tém observado alteragdes na razdo sexual em areas

industriais poluidas, mas uma associacédo direta entre poluicao atmosférica e

Tese de Doutorado Ana Jllia de Faria Coimbra Lichtenfels



15

alteragbes na proporgdo masculina, ndo tem sido ainda claramente
demonstrada (Davis et al., 1998; Yang et al., 2000).

Recentes observacfes em paises industrializados incluindo a
Dinamarca, o Canada e os Estados Unidos, indicam que a proporgéo
masculina vem declinando significantemente nas trés Ultimas décadas

(Figuras 1 e 2), (Davis et al.,1998).
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Figura 1. Proporcdo de nascimentos masculinos na Dinamarca e

Holanda, no periodo entre 1950 a 1994.
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Figura 2. Proporcdo de nascimentos masculinos no Canadé e Estados

Unidos, no periodo entre 1970 a 1990.

Em paises como a Dinamarca e a Holanda, as propor¢des masculinas
declinaram de forma paralela: de 51,5% em 1950 para 51,3% em 1994 e de
51,6% em 1950 para 51,3% em 1994, respectivamente.

Tendéncias similares tém sido observadas no Canada no periodo de
1970 a 1990, onde se observou uma perda acumulada de 2,2 nascimentos
masculinos para um total de 1000 nascimentos vivos. Na por¢cédo atlantica
deste mesmo pais, onde ha uma piora das condi¢des sécio-econémicas, a
perda atingiu o valor de 5,6.

Em relacdo aos Estados Unidos, a perda de nascimentos masculinos

vem sendo demonstrada de forma mais global nos ultimos 20 anos,
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acumulando uma perda de 1 nascimento para cada 1000 nascimentos
vivos. Na América Latina observa-se um declinio da proporcdo masculina na
faixa de 51,3% para 51,2% desde 1970.

Todas essas estimativas calculadas para estes paises industrializados
sdo obtidas em termos de fracbes de percentagem. Tais pequenas
mudangas podem, no entanto, ter profundas implicagbes quando se tratam
de grandes populagbes, onde centenas de milhares ou milhdes de
nascimentos ocorrem a cada ano. O decréscimo de 2,2 pontos percentuais
em um pais como o Canada, por exemplo, com uma taxa média anual de
333.159 nascimentos, representa um declinio acumulado de 8.600
nascimentos masculinos desde 1970. Durante o0 mesmo periodo, nos
Estados Unidos, o declinio de 1 nascimento em um total de 1.000
nascimentos, corresponde a aproximadamente 38.000 nascimentos
masculinos a menos nesta populagéo.

Alguns estudos tém observado alteracdes na razdo sexual em areas
industriais poluidas, sendo estas alteragfes atribuiveis a distintas fontes de
contaminagéo (Davis et al., 1998; Yang et al., 2000).

Uma surpreendente ilustracdo da aparente habilidade de poluentes
atmosféricos influenciarem a propor¢do masculina vem do recente registro
epidemiolégico sobre a populacdo de Seveso na Italia em 1976 (Mocarelli et

al., 1996).
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ApO6s a explosdo de uma fabrica de herbicidas, uma grande
guantidade de 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD) foi liberada para a
atmosfera.

Passado alguns anos ap6s o acidente, observaram-se mudancas na
razdo sexual da populagdo com um aumento no numero de nascimentos
femininos. No periodo de 1977 a 1984 (meia vida de TDCC no organismo)
74 criangas nasceram na zona de maior exposicdo, sendo 48 meninas e 26
meninos, ou seja, uma propor¢do masculina de 35,1%. Apds o periodo de
sete anos, nenhum menino foi gerado a partir de pais expostos, cuja
concentracdo de dioxina no sangue apresentava-se elevada. SO a partir de
1985, a propor¢cdo comegou a voltar aos niveis esperados e a fertilidade da
populagdo aumentada.

Uma possivel influéncia do sexo e/ou idade dos pais expostos sobre a
razdo sexual foi avaliada na populacdo de Seveso. Os resultados indicam
gue o0 maior numero de nascimentos femininos esta relacionado a presenca
aumentada de TCDD nas amostras de soro dos genitores masculinos;
concentracdes ao redor de 20ng/kg de peso corpdreo foram correlacionadas
com a diminuicdo de nascimentos do sexo masculino. Outro aspecto
importante observado neste estudo foi a reduzida idade dos pais durante o
episédio, inferior & 19 anos quando do inicio da exposi¢cdo (Mocarelli et al.,
2000).

Em uma outra abordagem epidemiol6gica, Mackenzie et al. (2005),

observaram um declinio na propor¢éo masculina de populacdes residentes
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em areas proximas a inddstrias quimicas, petroquimicas e de polimeros. A
propor¢do de machos mostrou uma diminuicdo significativa na Ultima
década: de 51,2% (razdo sexual esperada no Canadd) para 41,2%, com o

mais pronunciado decréscimo nos ultimos cinco anos (para 34,8%).

1.5. Mecanismos Responsaveis pela Alteracdo da Razdo Sexual

Fatores biologicos e ambientais, incluindo a raca, idade parental,
dieta, perfil hormonal dos pais durante a concepcéo, técnicas de reproducao
assistida, exposi¢cdo a toxinas ocupacionais e ambientais e o stress, podem
estar implicados na alteragédo da razéo sexual.

Os mecanismos bioldgicos responséaveis pelas alteracdes na razao
sexual induzida por contaminantes ambientais ndo estdo ainda claramente
definidos.

Diversas hipéteses tém sido propostas para explicar as alteracdes na
razdo sexual. Essas hip6teses ndo sdo necessariamente mutuamente
exclusivas, pois mais de um mecanismo pode operar em uma dada espécie.

Os mecanismos propostos sdo enquadrados em duas classes
distintas: estes que operam antes da concepcgéo, e estes que favorecem um
sexo em relacdo ao outro, apds a ocorréncia da fertilizacdo (Rosenfeld &
Roberts, 2004).

Diversos fatores operantes no trato reprodutivo feminino durante a

concepcgao podem influenciar a determinag&o do sexo. A fisiologia do muco
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cervical, o pH vaginal, o aporte de nutrientes e energia podem induzir a
preferencial motilidade e o transporte, bem como a seletiva fertilizacdo de
uma classe de espermatozdlide sobre a outra (Pratt et al.,, 1987; Martin,
1997).

Uma classe de espermatozéides ligados ao X ou ao Y pode também
ter diferengas fisiologicas intrinsecas na sua viabilidade, capacitacdo ou
dindmica de reacdo acrossémica (Gutierrez-Adan et al., 1999; Madrid-Bury
et al., 2003).

Estudos de coorte tém demonstrado uma correlacdo entre qualidade
do sémen, niveis hormonais e altera¢cbes na razdo sexual.

Goldsmith et al. (1984) citado por Davis et al., (1998) observou que a
razdo sexual dos descendentes de pais expostos ao inseticida
dibromocloropropano foi de 0.352, contrariamente a raz&o sexual de filhos
concebidos anteriormente a exposicdo (0.529). Dentre os individuos que
apresentaram oligozoospermia e azoospermia a razdo sexual atingiu valores
de 0.162. Embora os niveis sanguineos de testosterona nesses individuos
fossem normais, os de gonadotrofina mostraram-se aumentados.

Efeitos sobre o desenvolvimento reprodutivo podem ser induzidos
também por uma classe de substancias que interagem como o balanco
hormonal.

Estas substancias presentes diariamente em nosso meio, ndo séo

restritas ao pequeno grupo de agentes terapéuticos utilizados pela espécie
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humana, mas também, a diversos compostos que sao utilizados na industria,
na agricultura e nos ambientes domésticos (Toppari et al., 1997).

Xenoestrégenos ou horménios ambientais sdo uma classe de
compostos que pode interferir com a funcdo dos hormdnios enddgenos
através de varios mecanismos, que vdo desde a interrupcdo metabdlica,
alteracdes nos niveis de hormdnios e seus precursores bem como a ligacao
aos receptores hormonais (Mantovani & Maranghi, 2005).

Uma variedade de estudos tem demonstrado as caracteristicas
estrogénicas, anti-estrogénicas e anti-androgénicas destas substancias
(Kelce et al., 1995; Danzo, 1997).

James (2004), hipotetizou que a razdo sexual dos mamiferos
(incluindo o homem), é parcialmente controlada pelos niveis hormonais dos
genitores durante a concepcao, sendo o0 sexo feminino favorecido pelas altas
concentracgdes de gonadotrofina e baixos niveis de testosterona.

A reproducdo masculina humana é caracterizada pela producdo de
um grande nuamero de espermatozéides e por um processo de
gametogénese intrinsecamente determinante na normalidade fenotipica e
integridade gendmica dos gametas.

Contrariamente aos gametas femininos que na maior parte do tempo
permanecem em estado de relativa dorméncia (como foliculos primordiais),
0S gametas masculinos estdo em constante divisdo celular e atividade
metabdlica que conferem a linhagem germinativa masculina uma maior

freqiéncia de mutacdes. Observa-se que a razdo de freqiéncia de
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mutacBes entre o sexo masculino e o feminino é de 3:6, para a espécie
humana e primatas superiores.

Eventos relacionados a pds-concepcdo como, por exemplo, as
diferencas na taxa de desenvolvimento ou na sensibilidade dos embrides XX
ou XY as condi¢cdes do trato reprodutivo feminino, causam uma perda
seletiva de embrides de um sexo, anteriores & formacgéo da placenta.

Todos estes processos conjuntamente ou ndo, poderiam estar
induzindo uma vantagem competitiva de um sexo em detrimento do outro.

Face as todas as evidéncias descritas acima, o objetivo do nosso
trabalho foi avaliar os efeitos da poluicdo atmosférica urbana sobre os
desfechos reprodutivos.

Com o intuito de se verificar esta associagdo, a concentracdo do
poluente particulado fragdo inalavel (PM10), foi dividido em gradientes de
concentracdo e correlacionada com a proporcdo de nascimentos do sexo
masculina na populagéo da cidade de S&o Paulo.

A fim de verificar-se a plausibilidade biolégica desses achados,
camundongos machos foram expostos cronicamente aos hiveis ambientais

de poluicdo, em cémaras do tipo topo aberto, sob condicbes mais

controladas de exposicéao.
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2. Objetivos

A partir dos achados da literatura expostos acima, os objetivos deste

trabalho foram:

v Avaliar a influéncia da exposi¢cdo aos niveis ambientais
de poluicdo atmosférica sobre a distribuicdo de sexo na populacdo da

cidade de Sao Paulo;

v Verificar a plausibilidade biologica dos estudos
populacionais, utilizando-se modelos animais sob condi¢cbes mais

controladas de exposigéo;

v ApOs o periodo de exposigao, avaliar os efeitos adversos

da poluic&do sobre o aparelho reprodutivo de camundongos machos;

v Avaliar se a exposicdo a poluicdo anteriormente ao
periodo de maturidade sexual, exerce efeitos deletérios sobre o

processo reprodutivo;

v ApOs o acasalamento dos animais, verificar a influéncia

da exposicao sobre os desfechos relacionados a salde fetal.
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3. Material e Métodos

Com o intuito de se avaliar a associa¢do da poluicdo atmosférica e
efeitos adversos na salde reprodutiva desenvolvemos duas abordagens,
uma epidemioldgica e outra experimental.

No estudo epidemiolégico, analisamos a razdo sexual da
populacdo da cidade de S&o Paulo. Posteriormente, a fim de conferir
plausibilidade biolégica aos achados epidemiolégicos, camundongos
machos foram expostos a poluicdo nos quais posteriormente verificamos os

efeitos sobre aparelho reprodutivo e sobre a prole.

3.1. Abordagem Epidemioldgica

O estudo epidemioldgico verificou a associacdo entre a razdo
sexual na populacdo da cidade de Sdo Paulo e as concentracdes de
poluicao no periodo de 2001 a 2003.

O termo razdo sexual reflete a relagdo entre o ndmero de
nascimentos vivos masculinos e femininos em uma dada populacéo, e pode
ser expresso através de duas formas distintas: através da razéo sexual que
€ representada pela razao entre o nimero de nascimentos masculinos e
ndamero de nascimentos femininos ou através da propor¢do masculina, que é
expressa pelo nimero de nascimentos masculinos dividido pelo nimero total

de nascimentos (masculinos+femininos) X 100 (Davis et al., 1998).
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Registros da concentracdo de particulas inalaveis com diametro
aerodindmico equivalente menor que 10 um (PM10) foram obtidos de nove
estacdes da rede de monitoramento da Cetesb no Municipio de S&o Paulo.
A concentracdo de PM10 foi utilizada como um marcador da polui¢éo total.
As estagbes foram selecionadas na base de concentracdo média anual de
PM10 e divididas em trés areas com niveis distintos de concentracdo, de
acordo com o Padréao de Qualidade do Ar que prescreve o limite maximo de
50pg/m* de PM10 disperso na atmosfera (CONAMA n° 3, 1990). O valor de
concentracdo de PM10 utilizado para a correlagdo com a razdo sexual foi a
média aritmética das concentracdes das trés estacdes selecionadas para

cada nivel de polui¢cdo, como demonstrado na (Tabela 1).

Tabela 1. Valores médios (+SD) das concentra¢des de PM10 (mg/m?)
nos niveis 1 (menos poluido), 2 (moderadamente) poluido e 3 (mais
poluido), nos anos de 2001, 2002 e 2003 individualmente e

acumuladamente.

Areas 2001 2002 2003 2001+2002+2003
Nivel 1 24.0 (10.4) 28.4(6.3) 42.7 (12.4) 31.71
Nivel2  37.8(8.7) 46.1(11.7) 47.3(14.7) 43.74
Nivel 3 59.2 (11.1) 64.5(12.5) 59.2 (18.8) 60.96
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Desta forma foram definidas areas menos poluidas — nivel 1, ou seja,
aquelas estacdes cujas concentragfes estiveram abaixo do Padrdo de
Qualidade do Ar que foram representadas pelas estagdes do lbirapuera,
Cambuci e Nossa Senhora do O; nivel 2 - areas medianamente poluidas,
cujas concentracdes das estacdes estiveram em torno do limite de 50 pg/m?,
representadas pelas esta¢des do Centro, Cerqueira César e Santo Amaro e
finalmente, uma area mais poluida - nivel 3, onde as concentracdes
mantiveram-se acima do Padrdo, representadas pelas estagfes de
Congonhas, Parque D. Pedro e Osasco.

Registros do nimero total dos nascimentos vivos de ambos 0s sexos
em 23 distritos do municipio de SP e Osasco no periodo de 2001 & 2003
foram fornecidos pela Fundag¢do Sistema Estadual de Analise de Dados
(FSEADE).

Os distritos foram selecionados de acordo com a localizagcdo nas 3
regides e segundo o regime predominante de ventos que atinge o municipio
de leste para oeste, seguindo para sudoeste e noroeste.

Consideraram-se os distritos situados a um raio de 2 km em torno das
estacbes da rede automatica da Cetesb (Martins et al., 2003), ou seja, 0s
distritos mais préximos das estacdes selecionadas, como demonstrado na

Figura 3 e descrito na Tabela 2.
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Figura 3. Mapa representativo da regido Metropolitana de S&o Paulo,
onde podemos visualizar as areas correspondentes as trés regifes, mais
poluida (circulos em salméo), moderadamente poluida (circulos em lilas) e

menos poluida (circulos em vermelho).
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Tabela 2. Distritos selecionados dentro do raio de 2 km nos niveis de

poluicdo 1, 2 e 3.

Estac&o/Distritos

Nivel 1

Nivel 2

Nivel 3

N. Senhora do O

Freguesia do O

Pirituba

Ipiranga, Méoca,

Cambuci Cambuci,
Liberdade
Moema, Vila

Ibirapuera Mariana, Itaim

Bibi

Santo Amaro

Santo Amaro,
Vila Andrade,

Jardim Sao Luis

Cerqueira César

Jardim Paulista,
Perdizes

Centro

Santa Cecilia,
Consolacéo, Bela
Vista

Parque D. Pedro

Sé, Bras, Pari,

Bom Retiro

Campo Belo,
Congonhas )

Salde
Osasco Osasco
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A razao sexual foi calculada através razdo de masculinidade que é

representada pelo nimero de nascimentos masculinos dividido pelo nimero

total de nascimentos (n°®? /n°®? +7 ).

3.1.1. Anéalise Estatistica

A correlagdo entre a razdo de masculinidade dos distritos
selecionados no raio de 2 kms com os 3 gradientes de concentracdo de
PM10 foi correlacionada através de uma fungdo quadratica. O nivel de
significancia adotado foi de 5%. O software utilizado para as analises foi o

SPSS, versao 10.

3.2. Estudo Experimental

3.2.1. Desenho Experimental

No estudo experimental, dois grupos de camundongos machos da
linhagem Swiss com dez dias de vida, fornecidos pelo Biotério Central da
Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo, foram mantidos
concomitantemente em camaras de exposi¢ao do tipo Topo Aberto, durante
guatro meses.

As camaras do tipo Topo Aberto nos permitem simular a exposi¢cao

em condi¢des reais de poluicdo. As camaras sdo estruturas cilindricas
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medindo 2,5 m de altura e 2,0 m de didmetro, cujo ar atmosférico entra na
base da camara por meio de uma bomba de succdo, distribui-se

uniformemente por todo o interior da camara e sai no topo por uma abertura

(Figura 4).
Control | Ambient
Ambient Ambient
polhation ol

Figura 4. llustracdo esquematica das camaras de exposi¢ao do tipo

Topo Aberto, onde o ar atmosférico entra na base da camara e sai por uma
abertura na parte superior. A esquerda, observamos a camara filtrada com

dispositivo de filtragem, e a direita, a camara nao-filtrada.

A primeira cémara, designada como camara filtrada, possui
dispositivos de filtragem do ar que removem o material particulado, os
componentes gasosos e 0s agentes microbianos da poluicdo atmosférica.
No sistema de filtragdo, umas séries de quatro filtros estdo alinhadas. O

primeiro elimina particulas grossas (modelo TB, Purafil Sdo Paulo,) o
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segundo, elimina substanciais quimicas (Al,03 + KMNQ,) e, finalmente o
terceiro e quarto, particulas finas e ultrafinas respectivamente (modelo JFL-
90 e modelo HEPA, Purafil Sdo Paulo). Desta forma, conseguimos reduzir
ambos, particulas e componentes gasosos da atmosfera (Figura 5). Na outra
cémara, denominda como camara nao-filtrada, os animais foram expostos

ao ar atmosférico da cidade de Sao Paulo.

Fluxo de Ar
| >
N — N
= 2 =
(@)
\% \% \(C
172] L72] L72]
Ll L L
N A % \
Y VT Y
Filtro Grosso Filtro Quimico Filtro Filtro Hepa

Fino

Figura 5. Esquema dos leitos de filtragdo da camara nao-filtrada

BN

onde a medida que o fluxo de ar passa pelos compartimentos, vai se

depurando até adentrar a base da camara.
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Dois grupos de vinte e cinco animais machos foram expostos ao ar
atmosférico da cidade de S&o Paulo, durante 24 horas por dia, 7 dias por
semana, nas camaras de exposicdo, que estdo localizadas lado a lado, no
jardim da Faculdade de Medicina da USP, proximas a uma estacao da rede
de monitoramento de poluentes da Cetesb.

Os animais foram aclimatados por cinco dias antes do inicio da
exposicao e alimentados com racdo comercial balanceada (Nuvital-Nutrients
Ltda., Colombo, Brasil) e agua ad libitum (autoclavada), durante todo o
periodo experimental (Cunliffe-Beamer & Les, 1987).

O peso dos animais foi registrado semanalmente a fim de se verificar
diferencas existentes em termos de desenvolvimento corpéreo.

ApOs completarem o periodo experimental de 120 dias, fémeas em
idade reprodutiva e ndo expostas, foram introduzidas nas camaras a fim de
efetuarem-se 0s acasalamentos, na propor¢do de 1 macho para 1 fémea.
Os casais foram mantidos juntos por 10 dias, permitindo a ocorréncia de
pelo menos dois ciclos de estro. Durante todo o periodo de acasalamento,
verificou-se a presenca do plug vaginal, a fim de determinar-se o primeiro
dia de gestacdo. Apds o periodo de acasalamento, os reprodutores machos
foram sacrificados e submetidos a coleta de material para estudos
posteriores.

As fémeas acasaladas permaneceram nas camaras até o 19° dia de
gestagdo, quando foram trazidas ao laboratério para sacrificio e retirada do

material para analise.
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3.2.2. Caracterizacdo da exposicao

Amostras diarias da atmosfera interna das camaras foram coletadas

para a avaliacdo da concentracéo dos poluentes, como descrito abaixo:

1. NO, (diéxido de nitrogénio), através do método
colorimétrico descrito por Lodge (Lodge, 1989);

2. Black carbon, por refletancia Optica (ABNT, 1989)
coletado em filtros de celulose;

3. PM,s, gravimetricamente através da coleta em filtros de
policarbonato, utilizando-se impactadores do tipo Harvard (Wilson et

al., 2002).

Registros diarios de temperatura e umidade relativa também foram
obtidos das atmosferas internas das cémaras através de um
termohigrometro digital (Soil Control, Tecnologia em Instrumentos do Solo,

Ltda).

3.2.3. Avaliacéo da Toxicidade Reprodutiva

A avaliacdo dos efeitos da poluicdo sobre o sistema reprodutivo dos

animais foi feita através da analise de parametros relacionados tanto ao

sexo masculino bem como em relagdo a prole.
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- Efeitos sobre o Aparelho Reprodutivo Masculino

A avaliagcdo da toxicidade ao aparelho reprodutivo masculino tem sido
evidenciada através da andlise da linhagem germinativa. Alteracdes no
namero, na motilidade e na morfologia dos espermatozéides, tém sido
descritas como marcadores de exposi¢cao a substancias téxicas presentes
no meio (Mantovani & Maranghi, 2005).

Desta forma, avaliamos os efeitos adversos sobre o aparelho
reprodutivo masculino através de dois parametros: analise do sémen e
guantificacdo da linhagem germinativa (staging) (Russel et al., 1990;
Mantovani & Maranghi, 2005).

A espematogénese, ou seja, 0 processo de formacdo dos
espermatozéides é dividida em quatro etapas de diferenciacdo e ocorre no
interior dos tlbulos seminiferos dos testiculos (Figura 6).

A primeira fase, denominada fase germinativa, sob acao de estimulos
hormonais, envolve a divisdo ativa por mitose das células precursoras
denominadas espermatogdnias. Em mamiferos, a multiplicacdo mitética das
espermatogénias, diplédes, (acontece durante toda a vida do individuo). A
fase subsequiente, fase de crescimento, constituiu-se na etapa em que a
espermatogonia cessa 0 processo de divisdo e passa por um periodo de
crescimento, antes de dar inicio & mitose. Com o0 crescimento, a
espermatogbnia transforma-se em espermatécito priméario (fase de

maturacao), que através da meiose, produz dois espermatdcitos tipo Il, os
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quais, novamente por divisdo mitética originam quatro células denominadas
espermatides. Os espermatocitos Il e as espermatides sdo hapldides.
Subseqiientemente, na fase designada como espermiogénese, ocorre a
diferenciacdo das espermatides em espermatozdides. Tal processo de
diferenciacédo é denominado como espermiogénese.

Em meio as células que formam o epitélio germinativo do homem, no
interior dos tdbulos seminiferos, existem também outras células. Destacam-
se as células de Sertoli (ou células de sustentacdo). Estas células s&o
responsaveis, entre outras coisas, pela producédo de determinadas enzimas
e hormoénios (especialmente estrogénio), necessarios ao desenvolvimento
da espermatogénese. As células de Sertoli sdo também responsaveis, em
grande parte, pela absorcdo do liquido citoplasmatico das espermatides,
durante a transformacéo das mesmas em espermatozoéides.

Externamente aos tubulos seminiferos existem também outras células
muito importantes: as células de Leydig, responsaveis pela producdo do
hormdnio testosterona, extremamente necessario tanto a espermatogénese
normal como também ao desenvolvimento de todo o aparelho reprodutor

masculino que ocorre durante a puberdade (Russel et al., 1990).
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Figura 6. Etapas de diferenciacdo e formacao dos espermatozéides

nos tecidos germinativos de testiculos de mamiferos.

Uma vez constatado o acasalamento, os animais foram colocados em
uma caixa hermeticamente fechada e pré-anestesiados com isoflurano
(Cristalia Produtos Farmacéuticos, Ltda). Apds a constatacdo de falta de
sensibilidade os animais foram sacrificados por exsanguinagéo.

Posteriormente ao sacrificio, os testiculos foram retirados e pesados
individualmente. A presenca de alguma discrepéncia na obtencdo desta
medida poderia representar um indicador quantitativo de normalidade
desses 6rgdos ou da presenca de processos patolégicos como tumor,
edema, inflamagéo, etc. (Mantovani & Maranghi, 2005).

Para a avaliagcao da concentracdo dos espermatozoides utilizamos os

espermatozéides presentes na por¢éo caudal do epididimo.
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Os espermatozdides foram entdo extraidos com o auxilio de duas
agulhas hipodérmicas em 0,5 ml de meio Ham’s F10 (Irvine scientific, Santa
Ana, CA, USA) e mantidos por 10 minutos em banho-maria & 32°C. O
esperma coletado foi quantificado em uma camara de contagem do tipo
Makler (Seifa Medical, Israel) e a concentracéo expressa em 10%/ml.

Os testiculos foram fixados por 48 horas em liquido de Bouin.
Posteriormente a fixacdo, cortes transversais de 5 um corados com &cido
periodic acid Schiff (PAS), foram obtidos para a quantificagcao histoloégica da
linhagem germinativa (Russel, 1990).

A quantificacdo da linhagem germinativa foi feita através do staging,
que representa as etapas de diferenciacdo das células germinativas até a
formacédo dos espermatozéides.

Desta forma, a partir da diferenciacdo das espermatogdnias primitivas
até a formacdo dos espermatozéides observamos 12 perfis distintos de
células (etapas) nas diferentes sec¢des de tibulos seminiferos dispersos no
parénquima testicular. Esses perfis distintos variam de acordo com o
namero, tipo e posicao das células distribuidas ao longo do tabulo.

Dentre as doze etapas de diferenciacédo dos espermatozéides, a 72 é
a que nos da a maior representatividade em termos de células germinativas.
Desta forma, apés a identificacdo dos tibulos seminiferos representativos
da fase 7, quantificamos o numero dos cinco tipos celulares constituintes do
tecido germinativo: espermatogdnias, células de Sertoli, espermatdcitos tipo

| e I, espermatides, bem como o numero total das células da linhagem
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germinativa. Essa quantificacéo foi realizada com o auxilio de um reticulo em

4 areas distintas de cada tibulo com areas correspondentes & 100nm de

membrana basal (Figura 7).

A densidade numérica das células foi entdo realizada com o auxilio

da microscopia Gptica sob 0 aumento de 400 X.

Figura 7. Corte transversal de um testiculo exibindo os tabulos

seminiferos em diferentes fases do ciclo espermatogénico. (Aumento 400 X,

coloracdo PAS).

- Efeitos sobre a Prole

As fémeas foram mantidas em suas respectivas camaras e

sacrificadas no 19° dia de gestacao. Posteriormente ao sacrificio, realizamos
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a abertura da cavidade abdominal para a retirada do Gtero bem como dos

fetos e placentas.

Os parametros fetais avaliados foram:

- nimero total de fetos

- nimero de fetos vivos e fetos mortos

- nimero de abortos

- nimero de perdas pds-implantacionais
- peso dos fetos

- peso das placentas

- relacdo peso feto/peso placenta

- razdo sexual: nimero de machos/nimero de fémeas

3.2.4. Anédlise Estatistica

Apés a constatacdo de que nossos dados se enquadravam no perfil
de medidas paramétricas (Teste de Homogeneidade), as diferencas entre os
grupos foram calculadas pelo teste de comparagbes mudltiplas entre as
médias utilizando-se o Student’s t test.

As concentracbes de poluentes dentro das camaras foram
comparadas através de medidas pareadas, onde dia apds dia se avaliou a

diferenca dessas concentra¢des nos dois ambientes.
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O programa utilizado para os célculos foi o “Statistical Package for the
Social Sciences (SPSS)” 8.0 (Chicago, EEUU).

Em todos os testes consideraremos um nivel de significancia de 5%.
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4. Resultados

4.1. Estudo Epidemiolégico

A andlise do comportamento do PM10 medido pela Cetesb nas trés
regibes selecionadas no periodo de 2001 a 2003, revelou que as
concentracbes apresentaram uma sazonalidade e picos nos meses de
inverno (Figuras 8, 9 e 10). Como podemos observar nas figuras, as
concentracdes na regido mais poluida mantiveram-se acima do padrdo de
qualidade do ar, em cerca de 90% do periodo analisado. Ja nas regides
medianamente poluidas, as concentracdes excederam o0 padrdo nos meses
de Junho e Julho de 2001 e de Maio & Setembro de 2003, mantendo-se as
médias pouco abaixo do padréo. Em relagdo as médias de concentragéo de
PM10 nas regiGes menos poluidas, estas excederam o padrdo de qualidade

do ar, apenas nos meses de Junho & Agosto de 2003 com as médias

mantendo-se abaixo de 50 nm/m?.

Tese de Doutorado Ana Jllia de Faria Coimbra Lichtenfels



100

90
80

70 ~
60

50—7*~

40

30

20

10

}an/Ol
ev/01
mar/01
abr/01

At NN AN AN NN ANNANANNND NN MNM

0000000000000 000000000000000000O

RCSORLESNCSSLERCSORESNCSSERCSORESN

B=S5=D> (L) . > o . =]

E3 Q832882 ERFES>0R3 088 RERESTQR3RY
e \Media MP10

45

Figura 8. Variagdo da média mensal do PM10 nos distritos da regido

designada como mais poluida. A média do PM10 para o periodo 2001 a

2003 foi de 60,90 mm/m® , com picos de concentracdo em torno de 80

mm/m3,
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Figura 9. Variagdo da média mensal do PM10 nos distritos da regiéo

designada como moderadamente poluida. A média de concentracdo do

PM10 foi de 31,70 mm/m*® com picos de concentracdo em torno de 45,80

mm/m?3,
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Figura 10. Variagdo da média mensal do PM10 nos distritos da regiéo
designada como menos poluida. A concentracdo de PM10 foi em média

31,70 mm/m?®.

Comparando as trés regides analisadas observamos uma direta
correlacdo entre os niveis de poluicdo atmosférica e um progressivo
decréscimo na razao sexual da populagdo, como representado na Figura 11.
Os resultados revelam uma significante associagdo negativa (r°=0,7642;
p=0,013) entre razdo sexual e PM10, dentro de uma estreita faixa de

concentracdo de PM10 (de 31 to 61 ng/m?).
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Figura 11. Associacao entre a razdo sexual e os niveis de
concentracao de PM10 nas trés regides analisadas, no periodo

compreendido de 2001 a 2003 (r’=0,7642; p=0,013).

Na regidao menos poluida, abrangente dos distritos de Nossa Senhora
do O, Cambuci e Ibirapuera, a razdo sexual foi de 51.7% (106.8) para
34.795 nascimentos registrados; na regido medianamente poluida,
representativa dos distritos de Santo Amaro, Cerqueira César e Centro,
observamos a razdo sexual de 51,5% para 35.341 nascimentos registrados,
enquanto que na regido mais poluida, constituida pelos distritos de Parque
D. Pedro, Congonhas e Osasco, a propor¢ao decresceu para 50.7 % (102.9)
em um total de 48.023 nascimentos registrados. Este resultado corresponde
a diferenca de 1% no numero total de nascimentos masculinos ou 1.180

nascimentos de meninos a menos nas regides mais poluidas.
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Na Tabela 3, podemos visualizar de forma mais sucinta a razéo
sexual com as respectivas médias de concentracdo em cada regido

estudada.

Tabela 3. Razdo sexual e média das concentracdes de material
particulado nas trés regides analisadas designadas como nivel 1 (mais

poluida), nivel 2 (moderadamente poluida) e nivel 3 (menos poluida).

Area Razdo Sexual (%)  Média PM10 (nm/m?)
Nivel 1 50,7 60,90
Nivel 2 51,5 43,80
Nivel 3 51,7 31,70

4.2. Estudo Experimental

4.2.1. Monitoramento das Camaras de Exposicéo

O monitoramento do ambiente interno das camaras foi realizado com
medidas de poluentes e variagbes nos parametros fisicos, como
temperatura e umidade.

Na Tabela 4 estdo representas as concentragdes internas dos

poluentes, black carbon, PM2,5 e NO, e monitorados durante o periodo
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experimental. A eficiéncia de filtracdo na camara filtrada foi de 100% para

Black Carbon, 55% para o PM2,5, e 35% para NO..

Tabela 4. Concentracdo média (xDP) dos poluentes PM2,5, black
carbon e diéxido de nitrogénio medidos nas camaras filtrada e néo-filtrada
em todo periodo experimental. A eficéncia de filtragdo na camara filtrada é

descrita para cada poluente.

Camara Black Carbon PM2,5 NO,
Filtrada 0 21,59 36,94
N&o Filtrada 11,71 48,17 56,80
Filtracdo 100% 55% 35%

Podemos notar que a partir dos dados demonstrados na tabela, a
eficiéncia de filtracdo da fracdo de particulas finas na camara filtrada, foi
maxima (100%). No entanto, as médias de concentragdo dos outros
poluentes PM2,5 e NO, mantiveram-se em patamares mais inferiores. O
comportamento da concentracdo dos poluentes ao longo de todo periodo

experimental esta representados nas Figuras 12, 13 e 14.
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Figura 12. Perfil de variacdo das concentragdes de black carbon
coletado nas Camaras Filtrada e Nao Filtrada, no periodo de Setembro a

Dezembro de 2003.
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Figura 13. Perfil de variacdo das concentragcbes de material

particulado (PM2,5) coletados nos ambientes internos das Camaras Filtrada

e Nao Filtrada no periodo de Setembro & Dezembro de 2003.
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Figura 14. Perfil de variagdo das concentracdes de NO, coletado nas
Camaras Filtrada e Nao Filtrada, no periodo de Setembro & Dezembro de

2003.

Em relacdo aos parametros fisicos como temperatura (maxima e
minima) e umidade relativa (méxima e minima) monitorados nas camaras,
observamos que os registros diarios médios foram similares em ambos os

ambientes (Tabela 5).
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Tabela 5. Registros médios (xDP) de temperatura (°C) e umidade

relativa (%) nas Camaras Filtrada e Nao Filtrada, no periodo de Setembro &

Dezembro de 2003.

CAMARA TEMEXTMA | TEMEXTMI | TEMINTMA [ TEMINTMI | HUMINTMA | HUMINTMI
Filtrada  Mean 27,4537 16,9630 30,8130 | 18,5132 80,7889 43,9074
N 54 54 54 53 54 54
Std. Deviation 4,7684 2,9366 5,4506 2,8736 4,1888 13,2825
N&o Mean 27,5558 17,6731 28,2731 | 18,6750 80,5400 48,5385
Fitrada N 52 52 52 52 50 52
Std. Deviation 4,7486 3,2857 4,6811 3,3321 5,4743 11,8627
Total Mean 27,5038 17,3113 29,5670 | 18,5933 80,6692 46,1792
N 106 106 106 105 104 106
Std. Deviation 4,7363 3,1183 5,2218 3,0952 4,8271 12,7599
4.2.2. Exposicdo Animal
Os parametros analisados na geragdo parental masculina

demonstraram que o desenvolvimento corpéreo dos animais avaliados

semanalmente foi estatisticamente diferente entre os dois grupos. A massa

corpérea média foi de 40,06+£2,53 no grupo exposto e 47,06£4,91 no grupo

nao exposto (p<0,03), (Figura 15).
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Figura 15. Peso corporeo médio dos animais machos mantidos nas

Céamaras Filtrada e N&o Filtrada (p<0,03).

A exposicdo cronica a poluicdo induziu efeitos espermatotéxicos nos
testiculos da geracéo parental masculina. A analise da qualidade do sémen
demonstrou uma reducdo na concentracdo de espermatozoéides, sem
prejuizo, no entanto, da capacidade reprodutiva desses animais. As médias
de concentragdo obtidas para 0s grupo exposto e ndo exposto a poluicao, foi
respectivamente, de 46,95x10%/ml e 54,60x10°/ml. A Figura 16 demonstra as
concentracdes de espermatozoéides obtidas nos dois grupos experimentais.
Observamos uma reducdo na concentracao dos espermatozdides em torno
de 15% nos animais expostos a poluicdo, embora esta queda nao tenha sido

significativa (p<0,176).
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Figura 16. Analise da concentracdo do sémen dos animais expostos

e ndo expostos a poluicdo (p<0,176).

A observada reducdo na concentragcdo do sémen dos animais
expostos a poluicdo foi compativel com alterac6es no perfil da linhagem
germinativa. ApGs a quantificacdo histoldgica dos testiculos, observamos
uma reducdo significativa no numero de espermatides alongadas (p<0,020)

bem como no ndmero total (p<0,032) dos constituintes celulares envolvidos

na espermatogénese (Figura 17).
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Figura 17. Densidade numérica das células de Sertoli,
espermatogonias, espermatécitos, espermatides redondas e alongadas
(p<0,020) e células germinativas totais (p<0,032) quantificadas nos

testiculos dos animais expostos e ndo expostos a poluigao.

4.2.3. Parametros Fetais

Os diferentes parametros fetais analisados em relacdo a prole
revelaram alguns resultados intrigantes. Ap0s a cesarea e a retirada do
Utero e respectivos fetos, quantificamos o numero total de fetos nascidos,
namero de fetos vivos e mortos. Nenhum destes paradmetros exibiu

diferencas entre os dois grupos analisados (Figura 18).
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Figura 18. Numero médio de fetos totais, vivos e mortos observados
NoOS grupos exposto e ndo exposto a poluicéo (p< 0,215; p<0,231 e p<0,369,

respectivamente).

Nas Figuras 19 e 20, observamos os valores médios da ocorréncia de
perdas pré-implantacionais e tardias (abortos) avaliada nos dois grupos.
Diferentemente dos achados demonstrados em outros estudos, estes
parametros de avaliacdo da qualidade da saude fetal, ndo sofreu qualquer
impacto decorrente da exposicdo a poluicdo, pois a ocorréncia destes

eventos foi semelhante entre os dois grupos analisados.
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Figura 19. Frequéncia de abortos observados nos cornos uterinos

das fémeas provenientes dos grupos Céamara Filtrada e N&o Filtrada

(p<0,070).
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Figura 20. Frequéncia de perdas pds implantacionais presentes no

Utero das fémeas dos grupos exposto e ndo exposto a polui¢édo (p<0,863).

No entanto, quando determinamos o sexo dos fetos, observamos um
decréscimo na razédo sexual em torno de 24% da prole proveniente dos
animais expostos a poluicdo. Esta diferenca foi estatisticamente significante
(p<0,041), sendo a razdo sexual para 0 grupo exposto e ndo-exposto de

86,0 e 134,0, respectivamente (Figura 21).
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Figura 21. Raz&o média entre nascimentos de machos e fémeas nos

grupos exposto e ndo exposto a poluigéo (p<0,041).

A avaliagdo dos efeitos da poluicdo sobre o retardo de
crescimento intrauterino dos fetos foi investigada através da massa corporea
destes animais. O peso médio dos animais expostos a poluicdo foi

semelhante ao grupo ndo exposto (p<0,209), como pode ser observado na

Figura 22.
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Figura 22. Peso médio dos fetos provenientes das Camaras Filtrada

e Nao Filtrada (p<0,209).

No entanto, quando avaliamos o0 peso das placentas,
observamos uma diminuicdo significativa da massa do tecido placentario
dos animais expostos a poluicao (p=0,00), indicando desta forma, que este

orgdo apresentou um desenvolvimento inadequado durante a sua formagéo

(Figura 23).
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Figura 23. Peso médio das placentas provenientes das fémeas dos

grupos exposto e nao exposto a poluigcéo (p=0,00).

A relacdo peso fetal/peso placentario demonstrou de forma
semelhante, uma reducgéo significativa no grupo exposto (p<0,02). Esses
resiltadns sugerem 1im descomnassn entre o desenvolvimentn fetal e
tecidos extraembrionarios e em dltima instdncia, um prejuizo na

funcionalidade placentéaria (Figura 24).
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Figura 24. Relacdo entre as médias dos pesos fetais e das placentas

das fémeas provenientes dos grupos exposto e controle (p<0,02).
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5. Discusséao

O presente estudo aborda uma outra face do impacto da polui¢do
atmosférica sobre a sallde humana, pois explora desfechos reprodutivos
ainda ndo investigados na populagéo da cidade de S&o Paulo.

A fim de avaliarmos os efeitos da poluicdo sobre a razdo sexual,
desenvolvemos duas abordagens, uma epidemiolégica e outra com animais
de experimentagéo.

No estudo epidemiol6gico observamos uma associacao direta entre
niveis ambientais de poluicdo e mudancas na razédo sexual.

Dividindo-se a cidade de S&o Paulo em trés regifes de acordo com
gradientes de concentracdo de material particulado (PM10), baixo,
moderado e alto, observou-se uma reducéo da razdo sexual em torno de 1%
representados por 1.180 nascimentos masculinos na populacdo exposta ao
gradiente mais alto de poluigéo.

Analisando os achados na literatura, observamos que ha evidéncias
plausiveis de que a razdo sexual vem diminuindo ao longo dos anos (Davis
et al.,, 1998). A principal hipétese que justifica a diminuida razdo sexual
observada nas Ultimas décadas é a exposi¢cdo dos individuos a poluicao
qguimica ambiental e ocupacional.

A reducgdo no numero de nascimentos masculinos tem sido observada
em popula¢des expostas a dioxina, ao mercurio, as bifenilas policloradas e
ao fumo parental (Mocarelli et al., 2000; Sakamoto et al., 2001; Fukuda et al.,

2002; Garry et al., 2003; Weisskopf et al., 2003).
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Diversos estudos investigaram a razdo sexual de comunidades
expostas a diferentes fontes de poluicdo atmosférica, porém os resultados
mostraram-se conflitantes.

Observou-se um decréscimo na razdo sexual em areas residenciais
préoximas a um incinerador local (Williams et al., 1992); Por outro lado, um
aumento na razdo sexual foi demonstrado em populagbes expostas a
emissao de poluentes de uma siderurgica (Lloyd et al., 1984 e 1985), bem
como a emissdo de gas natural (Saadat et al., 2002) e de industria
petroquimica (Yang et al., 2000); No entanto, nenhum efeito foi observado
em exposi¢des a poluicdo atmosférica de forma geral (Williams et al., 1995).

Uma hip6tese que justifique esta heterogeneidade de achados é que
diferentes poluentes podem afetar a razdo sexual através de mudltiplos
mecanismos podendo, portanto, causar taxas anormalmente altas ou baixas
de propor¢éao masculina.

Como em qualquer abordagem epidemioldgica, diversos fatores
podem interferir na diferenciagdo sexual de um individuo. Estes fatores
incluem a idade parental, a condicdo sécio-econémica, o perfil hormonal dos
genitores durante a concepcao, a utilizacdo de técnicas de reproducao
assistida, bem como exposi¢cfes ocupacionais e a poluentes ambientais.

O estudo epidemioldgico ora apresentado ndo avaliou a possivel
influéncia de fatores de confusdo que poderiam ter um efeito sinérgico ou
aditivo sobre a poluigéo.

A associagéo entre indicadores sociais, como a desvantagem étnica

e/ou econdmica, com o aumento do risco de exposicdo ambiental, levou a
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criacdo do conceito de “justica ambiental” ou “racismo ambiental”, que se
baseia nas observacbes de que riscos ambientais e injustica social sédo
fatores coincidentes nas populacdes estudadas (Silbergeld & Patrick, 2005).

A exposicdo as substancias toxicas aliadas a aspectos dos
ecossistemas fisicos, bioldgicos, sociais, culturais e econbmicos das
populacdes expostas sdo fatores que interagem, tornando a avaliacdo dos
efeitos da poluicdo sobre o aparelho reprodutivo muito complexa.
Normalmente se observa que inadequadas condi¢cbes de trabalho, caréncia
de alimentacdo e estrutura sanitaria, bem como limitado acesso a
assisténcia médica, constituem-se do ponto de vista sdcio-econémico, em
marcadores de degradacdo ambiental.

No entanto, nota-se que os efeitos adversos da poluicdo ndo séo
restritos aos paises em desenvolvimento; mesmo em economias
desenvolvidas, a polui¢édo ainda é abundante.

Apesar da interferéncia desses fatores nos nossos resultados néo ter
sido avaliada, com todo corpo de evidéncias descrito na literatura, ndo
podemos minimizar a influéncia da poluicdo nos desfechos reprodutivos
observados, mas sim ponderar que a poluicdo tem o seu efeito, porém
expresso em diferentes graus de acordo com a prevaléncia de outros fatores
envolvidos conjuntamente com a exposicao.

A utilizagdo de animais de laboratério como sentinelas de avalia¢éo
toxicolégica € um poderoso instrumento para a analise dos riscos a poluigdo

atmosférica, pois nos permite a combinagéo de elementos mais controlados
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com a exposicao direta aos niveis ambientais de poluicao (Reichrtova et al.,
1995).

A fim de conferir plausibilidade biol6gica aos nossos achados
epidemioldgicos realizamos um experimento com roedores, onde
camundongos machos e neonatos foram expostos aos niveis ambientais da
poluicéo da cidade de Sdo Paulo.

Dois grupos de animais foram concomitantemente expostos em
camaras de topo aberto localizadas lado a lado, sendo que uma das
camaras recebeu ar filtrado e a outra, o ar integro, sem filtragem.

Quando avaliamos a razdo sexual da prole dos animais, observamos
achados similares aos dados epidemioldgicos; uma reducgédo significativa no
ndamero de nascimentos masculinos foi observada nos animais mantidos na
camara nao-filtrada, conferindo, portanto um efeito da poluicdo sobre a
diferenciacéo sexual.

Os parametros monitorados no ambiente interno das camaras durante
todo o periodo experimental, demonstram que as variaveis como
temperatura, umidade relativa e ciclo de luz (12/12) foram semelhantes nas
duas camaras. Variaveis nutricionais também ndo podem ser atribuidas
como co-fatores na indugcdo dos desfechos reprodutivos observados, uma
vez que a alimentacdo e o fornecimento de &gua foram administrados de
forma padronizada para os dois grupos. No entanto, a massa média
corpérea e o histérico de desenvolvimento da geragdo parental foi

significantemente diferente entre os dois grupos.
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Uma vez que algumas variaveis de confusdo puderam ser
efetivamente mais controladas, podemos atribuir, portanto, de forma mais
segura, que os efeitos observados sobre a raz&o sexual no modelo
experimental decorrem da variacdo da qualidade do ar entre a cémara
filtrada e n&o filtrada.

O monitoramento dos poluentes no ambiente interno das camaras
mostrou uma eficiéncia de filtracdo de 100% para o black carbon, 55% para
0 PM2,5 e 35% para o NO,. Apesar da reducdo de PM2,5 ter sido em torno
de 55%, a eficiéncia de filtracdo deve provavelmente ter sido mais elevada,
uma vez que essa fracdo abrange a classe de material particulado fino e
portanto, retida pelo filtro de alta eficiéncia (HEPA). Talvez um mecanismo
de ressuspensdo possa ter elevado esses valores, apesar das camaras
terem sido limpas trés vezes por semana.

As reducdes de concentracdo de NO; podem, por outro lado, também
ter sido subestimadas, pois estudos anteriores realizados nestas mesmas
camaras, mostraram redugcfes em torno de 60-70% e 50%, para o NO, e
PM2,5, respectivamente (Guimardes, 2003; Mohallem et al., 2005). Desta
forma, esta discrepancia de resultados pode ser intrinseca a utilizacdo de
diferentes metodologias empregadas e, portanto ndo reflita a real filtracdo
para este gas.

Quais componentes da poluicao atmosférica induzem alteracdes na
razdo sexual do organismo nio é sabido. E importante reconhecer que a

poluicdo é uma mistura complexa envolvendo multiplas substéncias; desta
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forma estabelecer casualidade entre um Unico composto e efeitos adversos
torna-se dificil.

Em algumas circunstancias torna-se possivel a identificacdo precisa
do poluente sobre os desfechos reprodutivos, como por exemplo, no caso
dos metais. Em outros casos, no entanto, os efeitos adversos sdo o
resultado de exposi¢cbes a uma mistura complexa tais como substancias
provenientes da queima de biomassa, emissdes industriais e automotivas ou
substancias que alteram o sistema enddcrino.

A poluicdo atmosférica da cidade de S&o Paulo predominantemente
produzida pela frota automotiva emite poluentes primarios como 0s gases
monéxido de carbono (CO), 6xidos de nitrogénio (NOXx), didxido de enxofre
(SO2), material particulado (PM), incluindo os metais adsorvidos, compostos
organicos volateis e semi-volateis como o0s hidrocarbonetos policiclicos
aromaticos (PHAs) e compostos originados secundariamente na atmosfera
como o 0zdnio (O3) e os nitratos de peroxiacetil (PAN).

Os testiculos sdo considerados 6rgdos alvo para a acgdo dos
contaminantes ambientais. Mudancas na fungdo ou no desenvolvimento da
linhagem germinativa masculina podem ser um dos fatores responsaveis
pelas alteracdes na razdo sexual observada.

A avaliacdo dos parametros reprodutivos dos animais expostos a
poluicdo mostrou que houve uma mudanca na qualidade do sémen com uma
reducdo da concentracdo dos espermatozdides e alteracdes no perfil celular

da linhagem germinativa.
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Embora a reproducdo masculina possa ser afetada por uma variedade
de mecanismos que afetam o balanco hormonal e outros sistemas
metabdlicos, distdrbios da diferenciagdo da linhagem germinativa e da
qualidade do espermatozoéide, parecem envolver duas diferentes rotas de
exposicao.

Um estudo de coorte correlacionou alteragcbes na qualidade do
sémen, niveis hormonais e alteracfes na razdo sexual. A razdo sexual dos
descendentes de homens expostos ao inseticida dibromocloropropano foi de
0.352, contrariamente a razdo sexual de filhos concebidos anteriormente a
exposicao (0.529). Dentre os individuos que apresentaram oligozoospermia
e azoospermia a razao sexual atingiu valores de 0.162. Embora os niveis
sanguineos de testosterona nesses individuos fossem normais, os de
gonadotrofina mostraram-se aumentados (Goldsmith et al., 1984).

Em uma recente revisdo, Jongbloet et al. (2002), propuseram que
alteracdo na razdo sexual causada pela exposicdo a dioxina € devida
principalmente as suas propriedades antiestrogénicas, que entre outros
efeitos, podem alterar o tempo de permanéncia do espermatozéide no
epididimo e, portanto sujeitd-lo a um periodo maior de agéo por parte das
enzimas locais.

Os estrégenos ambientais podem atuar diretamente sobre as células
da linhagem germinativa dentro dos testiculos maduros, diminuindo a
funcéo e/ou o desenvolvimento das células de Leydig, afetando desta forma,

a producdo de testosterona. Podem inibir também a ac¢@o dos receptores
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moleculares para testosterona e outros hormonios e suprimir a expressao
do hormdnio de crescimento do testiculo fetal (Silberg & Patrick, 2005).

Estas alteracdes na qualidade do sémen aliadas as propriedades
xenoestrogénicas das dioxinas e furanos presentes na poluicdo atmosférica
podem ter sido responsaveis pela alteracdo na propor¢cdo masculina como
observado por Dhooge et al. (2001), que avaliando individuos residentes de
areas industriais demonstraram uma reducdo na qualidade do sémen e
alteracdes enddécrinas.

No presente estudo, faltaram-nos dados para estimarmos os niveis de
poluentes designados estr6genos ambientais. No entanto, sabe-se que as
concentracdes de estrdgenos ambientais sdo positivamente correlacionadas
com os poluentes PM, e SO, (Yang et al., 2000).

A alta taxa de proliferacdo e mecanismos de reparo de danos ao DNA
caracteristicos das  espermatogbnias  (células  precursoras da
espermatogénese), significam que a linhagem germinativa tem uma das
menores taxas de mutagéo dentre as células de um dado organismo (Aitken
et al., 2004). No entanto, a medida que estas células entram em meiose, a
capacidade para reparo do DNA é reduzida e a habilidade para responder a
tais danos através da indugcdo da morte celular programada (apoptose) é
perdida. Adicionalmente, uma vez que os espermatozéides sao liberados do
tecido germinativo, perdem a protecdo conferida pelas células de Sertoli e
pelas enzimas antioxidantes, tais como a catalase e a superédxido dismutase.

Essa perda de protecdo bem como a auséncia dos mecanismos de

reparo ao dano genético e de auto-destruicdo, aliada a longa permanéncia

Tese de Doutorado Ana Jllia de Faria Coimbra Lichtenfels



74

no epididimo e no trato reprodutivo feminino, torna o DNA dos
espermatozéides altamente vulneraveis ao dano, pela acdo de diversos
contaminantes ambientais.

A susceptibilidade das células germinativas ao estresse oxidativo
observada na espécie humana tem sido investigada desde 1943. MacLeod
(1943) citado por Aitken & Krauzs (2001), observou que espermatozdides
humanos incubados sob altas tensdes de oxigénio, perderam a motilidade,
via mecanismos que puderam ser revertidos com a adicdo da enzima
catalase ao meio.

Os fatores responsaveis pela excessiva geragéo de espécies reativas
de oxigénio no sémen de homens inférteis ndo bem estdo compreendidos.
No entanto, sabe-se que os espermatozoides humanos séo particularmente
vulneraveis ao estresse oxidativo devido ao grande enriquecimento de
acidos graxos insaturados da membrana plasmatica, que sdo essenciais
para a fluidez da membrana, associada aos eventos de fusdo durante a
fertilizacdo (Jones & Sherins, 1979).

Aitken et al. (1989) observaram que a adicdo de ions ferro a
suspensdes de espermatozéides humanos resulta em uma acelerada
peroxidacao lipidica dose-dependente, com um concomitante decréscimo na
motilidade e potencial de fertilizac@o dessas células.

Metais presentes em grande quantidade nas particulas atmosféricas,
tais como o cadmio, cromo e o chumbo acumulam-se nos testiculos e

promovem injdria tecidual (Danielsson et al., 1984; Rodamilans et al., 1998).
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O decréscimo na concentracdo de enzimas antioxidantes presentes
no epididimo (glutationa peroxidade e superoxido dismutase) e no fluido
seminal (vitamina C, alfa tocoferol, tirosina, hipotaurina e acido Urico) tem
sido observado em ejaculado de pacientes e, portanto correlacionado com
a infertilidade (Smith et al., 1996, Barbieri et al., 1999).

A inducéo de estresse oxidativo no tecido germinativo ndo so altera
a capacidade de fertilizacdo dos espermatozéides, mas também ataca a
integridade do DNA nuclear e mitocondrial (Aitken & Krausz, 2001).

A fragmentagdo do DNA nuclear parece estar associada a perda da
qualidade do sémen, com alteragbes no numero, na motilidade e na
morfologia dessas células (Irvine et al., 2000). Dele¢Bes nos genes sobre as
regibes ndo recombinantes do cromossomo Y s&o responsaveis por 15%
dos pacientes com azoospermia e 5-10% dos individuos com severa
olizoospermia.

Rubes et al. (2005) avaliou a associacdo entre episédios de poluicao
atmosférica e pardmetros seminais. Observou uma associa¢do significante
entre niveis altos de poluicdo e fragmentacao do DNA, sem alteracdo dos
outros parametros seminais, como concentracdo, motilidade e morfologia.

A reducao de 15% na concentracao dos espermatozoides dos animais
expostos a poluicdo ndo alterou a sua fertilidade. Desta forma a implicacao
desses mecanismos nos nossos achados podem ser semelhantes ao
observados em individuos fumantes. O ejaculado destes homens exibiu
estresse oxidativo pela presenca de dano de base ao DNA, alta

fragmentacg&o de cromatina e baixa concentragéo de vitaminas antioxidantes
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(Fraga et al., 1996). Embora a fertilidade tenha sido suprimida nestes
individuos, eles permaneciam férteis.

Host et al. (2000) afirmam que a habilidade do embrido de sobreviver
até o término da gestacdo parece estar correlacionada negativamente com o
nivel de fragmentacdo do DNA.

Podemos, portanto inferir que os espermatozoides alterados do
sémen dos animais mantidos na camara nao-filtrada, podem ter sido
engajados no processo de fertilizagdo, com consequiéncias para a qualidade
e viabilidade dos embrides masculinos.

Uma via alternativa para a etiologia das quebras de DNA observadas
nos espermatozoides de homens inférteis envolve a apoptose mediada por
Faz, que se constitui em um importante mecanismo pela qual as células de
Sertoli regulam o numero de células germinativas principalmente em
periodos de estresse (Boekelheide et al., 2000).

Raychoudhury & Kubinski (2003), incubando células de Sertoli de
ratos com uma variedade de hidrocarbonetos policiclicos arométicos,
observaram efeitos citotoxicos sobre as células do epitélio seminifero, com
aumento da producdo de lactato pelas células de Sertoli e alteracdes
celulares, evidenciadas pelo mecanismo de apoptose.

No entanto, Sakkas et al. (1999), observou que pacientes
oligozoospérmicos possuem um grande nuimero de espermatozoides, cujo
conteldo estava preenchido com Faz. Isto indica que essas células

disfuncionais sé@o produtos da incompleta cascata apoptética.
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Podemos inferir novamente que o0s espermatozdides dos animais
expostos a poluicdo, com alteragdes no seu genoma, podem ter participado
da fertilizagdo e comprometido a viabilidade dos embrides. De outra forma a
classe dos espermatozéides ligados ao Y no sémen destes animais pode ter
tido diferencas fisiolégicas intrinsecas na sua viabilidade, capacitacdo ou
dindmica de reacdo acrossomica produzindo, portanto seletivamente mais
embrides do sexo feminino (Gutierrez-Adan et al., 1999; Madrid-Bury et al.,
2003).

Teoricamente, a determinacdo do sexo do embrido pode também ser
atribuida a eventos que ocorrem antes da fertilizacdo e que favorecem,
portanto, a selecdo de espermatozdides ligados ao cromossomo X ou Y.

De acordo com as descri¢cdes da literatura, a razdo sexual primaria,
ou seja, a proporcao de fertilizagdo entre os espermatozoéides X ou Y € de
1.1. Esta relacdo permanece constante mesmo quando se leva em
consideracéo a idade do doador, em procedimentos de reproducédo assistida
como a criopreservacdo do sémen e a selecdo dos gametas para alta
motilidade, bem como quando submetido a quimioterapia (Boklage, 2004).

Tiido et al. (2005), observaram um pequeno aumento na proporcéao de
espermatozéides ligados ao cromossomo Y em ejaculados de homens
expostos a organoclorados. Essa alteracdo na razdo sexual primaria foi
atribuida a possivel ocorréncia de diversos mecanismos tais como apoptose,
alteracdes enddcrinas ou a formacdo de micronucleos nos gametas ligados

ao cromossomo X.
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O quanto a exposicao a poluicdo pode ter alterado a proporgao entre
0s espermatozoéides X ou Y nos animais expostos, n6s ndo sabemos. No
entanto, niveis ambientais de poluicdo foram mostrados aumentar a
frequéncia de aneuploidia nos espermatozdides, principalmente
representada pela dissomia YYX, uma situagédo que potencialmente favorece
a perda de fetos masculinos (Sram et al., 1999).

Todos estes mecanismos operantes durante o periodo critico de
diferenciacdo sexual podem afetar a determinacgdo fenotipica bem como o
desenvolvimento subsequente do feto (Aitken et al., 2004).

A segunda rota de exposicdo aos contaminantes ambientais exerce
uma influéncia sobre as células germinativas e o tecido somatico do
aparelho reprodutivo masculino com conseqiiéncias que incluem mudancas
patoldgicas coletivamente chamadas como sindrome da digenesia testicular
(TDS) do recém nascido.

Os perfis da TDS incluem reduzida qualidade seminal, hipospadias,
céancer testicular e criptorquidia. Os varios sintomas da TDS tém fatores de
risco comuns, tais como baixo peso, placenta retida e histérico prévio de
gestacdo, apoiando a idéia que ha uma causa comum envolvendo a
perturbagéo do desenvolvimento fetal normal (Skakkebaek, 2004).

Tumor testicular derivado de células germinativas (0 mais comum
entre homens de 15 a 35 anos nos paises do oeste americano), desenvolve-
se a partir de um carcinoma in situ que deriva de estagios precoces do

desenvolvimento do testiculo fetal.
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A avaliagdo dos efeitos da poluicdo sobre os fetos demonstra que a
exposicao intra-uterina também teve um papel importante nos desfechos
reprodutivos observados. Fémeas maduras reprodutivamente e ndo
expostas & poluicdo foram introduzidas nas camaras para acasalamento e
mantidas nos respectivos ambientes por todo o periodo gestacional (até o
19° dia). A avaliagdo da prole destes animais mostrou uma redugéo
significativa da massa corpérea dos fetos provenientes da camara nao-
filtrada.

Diversos estudos epidemioldgicos tém demonstrado uma associagao
entre saude fetal e niveis ambientais de poluicdo. Parametros como baixo
peso ao nascer (LBW), retardo de crescimento intra-uterino (IUGR) e idade
gestacional (parto precoce) (PTB) s&o comumente utilizados como
indicadores.

Nos estudos epidemiolégicos, preconiza-se que aumentos no risco do
baixo peso ao nascer (<2500 g) do retardo de crescimento intra-uterino
(peso abaixo de 10% do esperado para a idade gestacional e o sexo do feto)
e da incidéncia de parto precoce (<37 semanas de gestacao), sdo atribuiveis
a eventos causais. (Maisonet et al, 2004; Sram et al., 2005).

Prévios estudos indicam que concentracdes ambientais de CO, NOy,
SO, e PTS durante o primeiro trimestre de gestacdo foram associados com
baixo peso (Ha et al., 2001).

Em 2003, Lee et al, também investigando quais trimestres
gestacionais seriam mais suceptiveis aos efeitos da poluicdo demonstrou

gue exposi¢do do primeiro e segundo trimestres foram associados com o
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risco de baixo peso, sendo que o risco para o LBV aumentou com a
exposicdo ao CO entre 0 2° e 5° més de gestacdo, e com SO, e NO, entre 0
3° e 5° més de gestacdo. As concentracdes de PM10 foram correlacionadas
ao LBV nos 2° e 4° meses.

A restricdo do crescimento uterino tem sido associada com exposicao
a poluentes nas primeiras fases do periodo gestacional. O aporte de
nutrientes e oxigénio sao fatores chaves no desenvolvimento fetal.

Sabe-se que a exposicdo aos niveis ambientais de CO e NO, podem
resultar respectivamente, na formacdo da carboxihemoglobina e
metahemoglobina, no sangue materno e, portanto resultar no decréscimo de
aporte de oxigénio aos tecidos, incluindo o feto.

A inalacdo das particulas atmosféricas, em contraste, tem sido
demonstrada alterar parametros hematoldgicos. O aumento na viscosidade
sanguinea e no fibrinogénio do plasma materno pode influenciar a perfusao
sanguinea, alterando a funcdo placentaria e conseqiientemente restringir o
crescimento fetal (Ha et al., 2001). Alguns téxicos podem ainda atravessar a
barreira placentaria e exercer efeitos diretos sobre o desenvolvimento fetal
(Dejmek et al., 1999).

A inflamacédo no tecido da placenta pode também ter um importante
papel na fisiopatologia entre efeitos da poluicdo atmosférica e LBW. E
possivel que a poluicdo leve a inflamacgéo da placenta diminuindo assim a
sua funcéo (Dexter et al., 2000). Salafia et al. (1995) demonstrou que a
presenca de inflamacgéo crénica na placenta restringiu o crescimento fetal

independente da vasculopatia placentéria.
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Recentes achados sugerem que a patogénese envolvida no LBW e
IUGR é decorrente de distor¢cbes da morfogénese nas fases iniciais da
placentacdo (Duvekov et al., 1995). Estas distor¢cfes podem ser resultantes
de uma alterada invasdo trofoblastica que resulta em alteragbes na
implantacdo e desenvolvimento hemodinamico materno (Roberts et al.,
1991).

Roberts et al. (1991) observaram também que exposi¢cao a poluicao
atmosférica nas fases iniciais do periodo gestacional pode causar
insuficiente formacdo trofoblastica e consequentemente acarretar na
inadequada vascularizacdo placentaria. Semelhantes achados também
foram observados por Duvekov et al. (1995).

Um outro mecanismo possivelmente envolvido na reducédo do peso
fetal é a inducdo da poluicdo sobre a formacao de adutos de DNA no tecido
placentario (Topinka et al., 1997).

Estudos demonstram que maes expostas a altos niveis de poluicao
apresentaram uma maior prevaléncia de adutos de DNA (Perera et al.,
1998), semelhantes a esses induzidos pelo cigarro (Petruzzelli et al., 1998).
Postula-se que deva haver uma associacdo entre adutos de DNA e
crescimento fetal, uma vez que alguns estudos mostram que fetos nascidos
com uma maior formacdo de adutos apresentaram desenvolvimento (peso e
altura) aquém do esperado.

O conjunto dessas alteragbes durante a formacdo do tecido
embriondrio pode em Ultima instancia, resultar em redugdo do crescimento

fetal, bem como uma inadequada adaptacdo aos componentes nutricionais,
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com subseqlientes mudancas na estrutura e funcdo de 6rgdos e tecidos do
novo individuo.

Preconiza-se que a seletiva reabsor¢cdo ou a perda fetal constitui-se
nos mecanismos finais de alteracdo da razdo sexual como uma resposta
adaptativa a pressoes seletiva ambiental ou maternal (Jimenez et al., 2001).

A reducao da sobrevivéncia observada na progénie masculina antes e
apdés o nascimento é um achado constante em mamiferos. Morbidade e
mortalidade prevalentes em cada fase do desenvolvimento da espécie
humana permanecem elevadas durante o periodo neonatal, na infancia, na
adolescéncia e na idade adulta (razao sexual terciaria), (Smith, 1989).

Andlises dos registros de nascimentos na Noruega revelam que os
embrides do sexo masculino parecem ser mais sensiveis ao estresse uterino
e provavelmente apresentam uma maior freqiiéncia de relatos de abortos do
gue embrides femininos (Vatten & Skjaerven, 2004).

A freqiéncia de abortos tardios na prole dos animais expostos a
poluicdo foi semelhante entre os dois grupos. O decréscimo no numero de
nascimentos masculinos nos animais pode ser decorrente entre outros
mecanismos, de alteragcbes morfoldégicas ou perdas pré-implantacionais,
como observado no estudo de Hales & Robaire (2001).

Mohallem et al. (2005), expondo camundongos em camaras de topo
aberto a poluicdo de Sao Paulo demonstrou um aumento na taxa de perdas
fetais tardias e na incidéncia de faléncias implantacionais.

Efeitos nos padrdes de fertilidade como indice de acasalamento e de

gestacédo ndo foram observados nestes animais. No entanto de acordo com
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a literatura, estes parametros de fertilidade n&o s&do considerados
marcadores sensiveis para a deteccdo de efeitos adversos de compostos
toxicos, uma vez que uma reducdo abrupta (em torno de 70%) no
decréscimo da concentracdo dos espermatozoides viaveis é requerida para
significativamente alterar a fertilidade em roedores (Mangelsdorf et al.,
2003).

O corpo de evidéncias presente na literatura freqiientemente associa
a fertilidade como o Unico efeito adverso dos contaminantes sobre o
aparelho reprodutivo masculino (Whorton, 1986). No entanto, estudos
epidemioldgicos tém associado a exposicdo paternal com a qualidade e a
sobrevivéncia da descendéncia (Schnitzer et al., 1995).

Estudos toxicolégicos classicos usualmente ndo avaliam a exposi¢ao
paternal isoladamente; no entanto, a perda do embrido nos estagios mais
precoces do desenvolvimento é o efeito mais comumente observado nessas
condicdes.

A preocupacdo com o efeito dos compostos quimicos sobre as
geracgdes futuras baseia-se principalmente, no fato de ja existirem inUmeras
evidéncias mostrando sua interferéncia no processo de gametogénese de
mamiferos, inclusive no homem. O efeito deletério das mutacdes, resultante
da exposicdo as substancias genotoxicas, se reflete na percentagem de
defeitos génicos e aberracdes cromossbmicas presentes nos recém-
nascidos, natimortos e abortos espontaneos. A maioria dessas anomalias
surge de uma mutacdo nova, na linhagem germinativa parental (Evans,

1977).
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Camundongos expostos aos niveis ambientais de poluicdo
proveniente de regides urbano-industriais mostraram um aumento na
freqiéncia de mutagcbes hereditarias do DNA, no l6cus (ESTR), (Sommers
et al., 2002). Quando os animais foram transferidos para locais com menor
concentracdo de poluicdo, o efeito de transmissdo das mutacdes aos
descendentes pOde ser revertido (Sommers et al.,, 2004). Este efeito foi
caracterizado como proveniente de alteragbes na linhagem germinativa
paternal.

No protocolo experimental os animais foram expostos cronicamente a
poluicdo (por um periodo de quatro meses) e a partir do décimo dia de vida.
Essa exposi¢cdo anterior ao acasalamento aliada a fase de desenvolvimento
dos animais indica que a poluicdo afetou a linhagem germinativa masculina.

As consequéncias da exposicdo paternal em fases anteriores a
maturidade sexual sdo descritas como cruciais para o processo reprodutivo.
Esta vulnerabilidade pode ser observada em protocolos de animais expostos
a pesticidas e a poluicdo atmosférica.

A queda na qualidade do sémen humano, aliada a crescente
exposicado a contaminantes ambientais denota uma preocupa¢do quanto a
integridade do processo reprodutivo das geracgdes futuras.

Apesar de algumas incertezas na relagdo entre raz&o sexual e
exposicdo ambiental, mudancas na proporcdo masculina aliada a
indicadores como mortalidade infantil e perinatal, tem sido sugerida como
um marcador ndo invasivo de salde reprodutiva, podendo, portanto, ser

utilizado como um indicador de salde publica, pois reflete a perda de um
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embrido em estagios anteriores ao desenvolvimento fetal (Williams et al.,

1995).
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6. Conclusodes
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6 Conclusodes

v Os niveis ambientais de poluicdo atmosférica da cidade
de Sao Paulo exercem um efeito sobre a razdo sexual, diminuindo a

proporcao do sexo masculino nas areas mais poluidas.

v Os animais expostos a poluicdo apresentaram
alteracdes no aparelho reprodutivo, com um decréscimo na
concentracdo do sémen e alteragdes significativas na linhagem

germinativa;

v O estudo experimental da mesma forma que o
epidemiolégico, demonstrou que a exposi¢do aos niveis ambientais

de poluicéo, pode influenciar a razao sexual;

v A diminuicdo na raz&do sexual ndo foi resultante de
perdas fetais, sugerindo, portanto, outros mecanismos fisiopatoldgicos
envolvidos nesta alteracao;

v A exposicdo a poluicio em fases anteriores a

maturidade sexual exerceu efeitos deletérios sobre a reproducao;

v Da mesma forma como o0 exposto acima, a exposi¢céo a

poluicdo atmosférica exerceu efeitos intra-uterinamente, evidenciados
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pelas alteragdes placentarias observadas nos animais provenientes
do ambiente no filtrado.

v Finalmente, apesar de algumas incertezas na relacao
entre razdo sexual e exposicdo ambiental, mudangas na proporgao
masculina aliada a alteracdes nos parametros seminais, podem ser
utilizados como marcadores de efeitos sobre o aparelho reprodutivo

masculino e sobre as geracoes futuras.
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