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RESUMO

PANTALEON, L.P. Influéncia da exposicao a atrazina durante a puberdade
na esfera sexual de ratos adultos. 2021. 119f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo, 2021.

A atrazina é um dos herbicidas mais utilizados no Brasil e no mundo. Este
praguicida e seus metabdlitos sdo encontrados em &guas superficiais e
subterraneas nas localidades em que seu uso € mais frequente. No organismo
animal, a atrazina causa diversos efeitos toxicos, que incluem alteracdes
neuroenddcrinas, comportamentais e no desenvolvimento de estrutura sexuais
em machos, em fémeas e na prole exposta. Porém, existe uma escassez de
estudos em relacao aos efeitos no individuo adulto que foi exposto na puberdade
a atrazina. Assim, o objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos da
exposicdo a atrazina durante a puberdade e estudar na idade adulta o
comportamento sexual de ratos machos e fémeas, bem como analisar os efeitos
nos niveis de monoaminas e seus metabolitos cerebrais. Para isso, 0s animais
foram expostos a diferentes doses de atrazina (10, 30 ou 100 mg/kg) por via oral
do dia pos-natal 22 ao 41 (periodo equivalente a adolescéncia) e foram avaliados
0 consumo de agua e ra¢ao e o ganho de peso durante o tratamento e na idade
adulta: o peso corporal e relativo de 6rgaos sexuais, rins, adrenais e figado, o
indice gonadossomatico e 0s niveis de monoaminas cerebrais e seus
metabdlitos no cortex pré-frontal, hipotalamo, no hipocampo e no corpo estriado
em ambos os géneros; em machos, a coordenacédo motora pelo teste da marcha,
a motivacao sexual, erecdo peniana e o0 comportamento sexual; e em fémeas, o
comportamento sexual em estro fisioldgico e farmacoldgico e a avaliacdo do ciclo
estral. Os resultados mostraram comprometimento do comportamento sexual de
machos evidenciados pelo aumento na laténcia para a primeira ere¢cao peniana
e diminuicdo no numero de intromissdes apos a ejaculacdo; aumento do peso
corporal em machos e fémeas e do peso relativo dos rins em machos e do figado
em fémeas; alteracbes nos sistemas dopaminérgico, noradrenérgico e
serotoninérgico em todas as estruturas analisadas e em ambos os sexos. Esses
dados em conjunto sugerem que a atrazina tem efeitos deletérios e duradouros

sobre os sistemas monoaminérgicos cerebrais em ambos os sexos; em machos



esses efeitos foram acompanhados por altera¢cdes no inicio e manutencédo do
comportamento sexual. A atrazina também mostrou causar comprometimentos
metabdlicos em ambos 0s sexos, evidenciados por influéncia direta sobre o peso

corporal e peso relativo dos rins e figado.

Palavras-chave: herbicida, comportamento sexual, comportamento animal,

sistema monoaminérgico, neurotransmissores.



ABSTRACT

PANTALEON, L.P. Influence of atrazine exposure during puberty on the
sexual sphere of adult rats. 2021. 119f. Dissertacao (Mestrado em Ciéncias) —
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Universidade de S&o Paulo, Séo
Paulo, 2021.

Atrazine is one of the most used herbicides in Brazil and in the world. This
pesticide and its metabolites are found in surface and underground water in
places where its use is more frequent. In the animal organism, atrazine causes
several toxic effects, which include neuroendocrine, behavioral and sexual
structure development alterations in males, females and exposed offspring.
However, there is a paucity of studies regarding the effects in adults who were
exposed to atrazine during puberty. Thus, the aim of the present work was to
evaluate the effects of exposure to atrazine during puberty and to study the
sexual behavior of male and female rats in adulthood, as well as to analyze the
effects on the levels of monoamines and their brain metabolites. For this, the
animals were exposed to different doses of atrazine (10, 30 or 100 mg/kg) orally
from postnatal day 22 to 41 (period equivalent to adolescence) and the
consumption of water and feed and the weight gain during treatment and in
adulthood: body and relative weight of sex organs, kidneys, adrenals and liver,
gonadosomatic index and levels of cerebral monoamines and their metabolites
in the prefrontal cortex, hypothalamus, hippocampus and in the striatum in both
genders; in males, motor coordination by gait test, sexual motivation, penile
erection and sexual behavior; and in females, sexual behavior in physiological
and pharmacological estrus and evaluation of the estrous cycle. The results
showed impairment of sexual behavior in males evidenced by the increase in
latency for the first penile erection and decrease in the number of intromissions
after ejaculation; an increase in body weight in males and females and in the
relative weight of kidneys in males and of liver in females; alterations in the
dopaminergic, noradrenergic and serotoninergic systems in all analyzed
structures and in both sexes. These data together suggest that atrazine has
deleterious and long-lasting effects on the cerebral monoaminergic systems in
both sexes; in males these effects were accompanied by changes in initiation and

maintenance of sexual behavior. Atrazine has also been shown to cause



metabolic impairments in both sexes, evidenced by a direct influence on body

weight and relative weight of the kidneys and liver.

Keywords: herbicide, sexual behavior, animal behavior, monoaminergic system,

neurotransmitters.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Estrutura quimica da atrazina..........cc..eeeeeeriiiiiieeeeeeeiieeeeees

Figura 2: Estrutura quimica dos metabdlitos da atrazina encontrados
NO AMDIENTE. ...ttt e e e e e e e e e e

Figura 3: Classificacdo dos agrotéxicos utilizada pela Agéncia Nacional
de Vigilancia Sanitaria (ANVISA).......uuueiiiiiiiieeeeeeee e

Figura 4: Foto de um rato no interior do aparato empregado para o
teste da marcha. Note as pegadas patas deixadas sobre o piso da
PlALATOIMAL ....eeieiiiie e

Figura 5: Parametros do teste da marcha avaliados em ratos: A)
comprimento da passada; B) comprimento do passo; C) angulo do
passo; D) &rea da passada; E) distancia entre 0S Pé€S......cccccccvvveeeeennnn..

Figura 6: llustracdo do aparato de motivacao sexual, onde: ZIM= Zona
de incentivo do macho; ZN= Zona neutra; ZIF= Zona de incentivo da

Figura 7: Foto do aparato de motivacao sexual, na qual pode ser visto,
no compartimento central, o rato em avaliacao e os dois
compartimentos laterais CoOmo animais-inCentivo...............cccceeeeieeeeeeeeenn.

Figura 8: llustracdo do aparato empregado para avaliacdo da erecao
PENIANA M TALO. ... i iiieeeeeiei ittt e e e e e e e e e e e e e e e e bbb eeeeeeeeee e

Figura 9: Foto do aparato empregado para avaliagdo da erecéo
[OL=T 1= TaT= =T 4 T = L J PSSR

Figura 10: Erecao peniana induzida por apomorfina em rato..................

Figura 11: Foto do aparado utilizado para avaliagdo do comportamento
sexual em rato (vista frontal) ..o

Figura 12: Intensidade de lordose observada no comportamento
sexual de ratas: A) auséncia; B) moderada; C) normal; D) intensa.........

Figura 13: Fases do ciclo estral de ratas em microscopia de luz (40x):
A) Proestro; B) Estro; C) Metaestro; e D) DieStro...........ccccevvvviieieeeeennnnnn.

Figura 14: Ganho de peso de machos e fémeas que foram expostos a
atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sdo apresentados as médias e 0s
respectivos erros padroes. N=10 machos ou 10 fémeas por grupo.
DPN: Dia pOS-Natal.........covvuuiiiiiiiiiiiie e

24

26

27

42

42

44

44

45

45

46

47

49

51



Figura 15: Consumo médio de 4gua e racdo por machos e fémeas que
foram expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada
(Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. S&o apresentadas as

médias, 0s respectivos erros padrdes e a dispersao dos individuos nos
grupos. N=10 machos ou 10 fémeas por grupo. DPN: dia pés-natal......

Figura 16: Parametros do teste da marcha em ratos machos adultos
expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada
(Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as
médias, os respectivos erros padrdes e a dispersdo dos individuos nos
grupos. N=6-10 animaiS POI GrUPO.........ccccuurrrrmrmrnrerrreereeaaaeaaaaasaaaannnnenes

Figura 17: Parametros do comportamento de motivacao sexual em
ratos machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)
ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. S&o
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e a disperséo
dos individuos nos grupos. N=6 animais por grupo..........ccccceeevveeeeeernnnns

Figura 18: Parametros do comportamento de ere¢ao peniana em ratos
machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou
agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. S&o
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=7 animais por grup0...........cceeeeeerrrereerennnns

Figura 19: Parametros do comportamento sexual de ratos machos
adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua
filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Séo
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=6 animais por grupo..........ccccceeeeuveveeeeernnnn

Figura 20: Parametros do comportamento sexual de ratas adultas em
ciclo estral fisioldgico expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)
ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Séo
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrfes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=7 animais por grup0..........ccceeeeeerrrreeerennnns

Figura 21: Parametros do comportamento sexual de ratas adultas em
ciclo estral farmacolégicos expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100
mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42.
S&o apresentadas as meédias, 0s respectivos erros padroes e a
dispersédo dos individuos nos grupos. N=7 animais por grupo................

Figura 22: Acompanhamento do ciclo estral de ratas adultas expostas
a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sdo apresentadas as médias, 0s
respectivos erros padrdes e a dispersao dos individuos nos grupos.
N=8 aniMaiS POI GIUPO.....ceetiiieeeeiteeiiie ittt ee et e ee e e e e e e e e s s s aasnsneeeees

56

57

58



Figura 23: Peso corporal de ratos machos e fémeas adultos expostos
a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. S&o apresentadas as médias, 0s
respectivos erros padrdes e a disperséo dos individuos nos grupos.
N=6-9 animais por grupo. DPN: dia pés-natal.................ccceevvrvvvvrrrvnnnnnnn.

Figura 24: Peso relativo de 6rgdo de ratos machos adultos expostos a
atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou &gua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sdo apresentadas as médias, 0s
respectivos erros padrdes e a disperséo dos individuos nos grupos.
N=8 aNIMAUS POI GIUPO....ceetiiieeeeaeieiiiie et r e et e e e e e e e e e e e e s s nnnnneeeans

Figura 25: Peso relativo de 6rgao de ratos machos adultos expostos a
atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou &gua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as meédias, 0s
respectivos erros padrdes e a dispersao dos individuos nos grupos.
N=8 aNiMAIS POI GIUPO....ceettiieeeeeaieeieieeaeeeaiiiieee et e e e e e e e ee e e e e e e e e s s anneeees

Figura 26: Avaliacdo do sistema dopaminérgico do coértex pré-frontal
de ratos machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100
mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42.
Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e a
dispersédo dos individuos nos grupos. N=6-8 animais por grupo.............

Figura 27: Avaliacdo do sistema noradrenérgico do cortex pré-frontal
de ratos machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100
mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42.
Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e a
dispersao dos individuos nos grupos. N=6-9 animais por grupo.............

Figura 28: Avaliacdo do sistema serotoninérgico do cortex pré-frontal
de ratos machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100
mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42.
Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrbes e a
dispersédo dos individuos nos grupos. N=6-9 animais por grupo.............

Figura 29: Avaliacdo do sistema dopaminérgico do cértex pré-frontal
de ratas fémeas adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100
mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42.
S&o apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e a
dispersédo dos individuos nos grupos. N=8 animais por grupo................

Figura 30: Avaliacdo do sistema noradrenérgico do cortex pré-frontal
de ratas fémeas adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100
mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42.
Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrées e a
disperséo dos individuos nos grupos. N=6-9 animais por grupo.............



Figura 31: Avaliacdo do sistema serotoninérgico do cértex pré-frontal
de ratas fémeas adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100
mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42.
Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e a
dispersédo dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grupo.............

Figura 32: Avaliacdo do sistema dopaminérgico do hipocampo de ratos
machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou
agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=8-9 animais por grupo............ccccuuveeeeeeeenn.

Figura 33: Avaliacao do sistema noradrenérgico do hipocampo de
ratos machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)
ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. S&o
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e a disperséo
dos individuos nos grupos. N=8-9 animais por grup0..........cccccceeeerruvneeee.

Figura 34: Avaliacdo do sistema serotoninérgico do hipocampo de
ratos machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)
ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Séo
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=7-9 animais por grupo..........cccceeeeeeeeeeennn.

Figura 35: Avaliacdo do sistema dopaminérgico do hipocampo de ratas
fémeas adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou
agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=8-9 animais por grupo..........cccccceeeerauuvneen.

Figura 36: Avaliacao do sistema noradrenérgico do hipocampo de
ratas fémeas adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)
ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Séo
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrbes e a disperséo
dos individuos nos grupos. N=8-9 animais por grupo..........cccceceeeeeeeeennnn.

Figura 37: Avaliacdo do sistema serotoninérgico do hipocampo de
ratas fémeas adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)
ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao
apresentadas as médias, os respectivos erros padrdes e a disperséo
dos individuos nos grupos. N=8-9 animais por grupo...........ccccceeeeeeeeennnn.

Figura 38: Avaliacdo do sistema dopaminérgico do hipotalamo de ratos
machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou
agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao
apresentadas as médias, os respectivos erros padrdes e a disperséo
dos individuos nos grupos. N=7-9 animais por grupo............ccc.eeeeeeeeeeess.

70

74

74



Figura 39: Avaliacdo do sistema noradrenérgico do hipotalamo de
ratos machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)
ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. S&o
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=6-9 animais por grupo..........cccceceeeeeeeeeennn.

Figura 40: Avaliacdo do sistema serotoninérgico do hipotalamo de
ratos machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)
ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=7-9 animais por grupo...........cccceeeeeeeereeenn.

Figura 41: Avaliacao do sistema dopaminérgico do hipotalamo de ratas
fémeas adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou
agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. S&ao
apresentadas as médias, os respectivos erros padrdes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=6-9 animais por grupO..........ccccceeeeereuvreenn.

Figura 42: Avaliacdo do sistema noradrenérgico do hipotalamo de
ratas fémeas adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)
ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. S&o
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grup0........ccccceeeeeeeeeeerennn.

Figura 43: Avaliacdo do sistema serotoninérgico do hipotalamo de
ratas fémeas adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)
ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grup0..........ccccceeeeerruneeen.

Figura 44: Avaliacao do sistema dopaminérgico do corpo estriado de
ratos machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)
ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Séo
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrfes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=6-8 animais por grup0.........ccccceeeeeeeeeeennnn.

Figura 45: Avaliacdo do sistema noradrenérgico do corpo estriado de
ratos machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)
ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao
apresentadas as médias, os respectivos erros padrdes e a disperséo
dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grupo..........ccccceeeeeeeeeennnn.

Figura 46: Avaliacdo do sistema serotoninérgico do corpo estriado de
ratos machos adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)
ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao
apresentadas as médias, os respectivos erros padrées e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grupo............ccceeeeeeeeeeens



Figura 47: Avaliacdo do sistema dopaminérgico do corpo estriado de

ratas fémeas adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)

ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. S&o
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e a dispersao

dos individuos nos grupos. N=6-9 animais por grup0.........cccceeeeeeeeeeeeennn. 81

Figura 48: Avaliacdo do sistema noradrenérgico do corpo estriado de

ratas fémeas adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)

ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e a dispersao

dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grupo...........ccceeeeeeeeeeeenn. 82

Figura 49: Avaliacao do sistema serotoninérgico do corpo estriado de

ratas fémeas adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg)

ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. S&o
apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e a disperséo

dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grup0..........ccccceeeeeruvreeen. 82



LISTA DE QUADROS

Quadro 1: Uso agricola autorizado da atrazina no Brasil.......................... 24

Quadro 2: Os 10 ingredientes ativos mais vendidos no Brasil em 2019.... 25

Quadro 3: Efeitos da exposicdo oral a atrazina em roedores fémeas....... 29
Quadro 4: Efeitos da exposi¢do oral a atrazina em roedores machos...... 32
Quadro 5: Descricao dos parametros analisados no teste da marcha...... 43

Quadro 6: Escores atribuidos as laténcias para primeira erecao peniana
e bocejo de ratos tratados com apoMOrfiNa.............eeeeeeeieiiiiiiiiiiiinnenniins 47

Quadro 7: Escores atribuidos a intensidade de lordose no
comportamento sexual de ratas............coevevvviviiiiiiiiieie e eeee e e e, 49

Quadro 8: Descricao das fases do ciclo estral de ratas..........ccccceeevveenennnn. 50

Quadro 9: Delineamento experimental de ratos machos e fémeas........... 54



SUMARIO

L INTRODUGAO. ... .ottt aen s 19
1.1 PRAGUICIDAS. ...ttt e e 19
1.2 ATRAZINA. e teeeeren e 23
1.2.1 Efeitos da eXpoSiGA0 & AtraziNa...........cceeeeiiiviiieiieeniiiiiiee e 27
1.2.1.1 Efeitos em roedores fEBMEaS. ........ccceeeviiiiiiiiiiciiiiiieeeeeeee e 29
1.2.1.2 Efeitos em roedores MachosS............oeeeeiiiiiiiiiieeniiiiieee e 32
1.2.1.3 Efeitos neuroendocrinos, neuroquimicos e comportamentais...... 34
2 JUSTIFICATIV A e e e eees 37
S OBIETIVOS . ...t 38
3.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS.......oooieieieieieiininesieisieieieene e 38
A MATERIAIS EMETODOS.......coiioiiiiecee e ee ettt n e 39
A1 ANIMALS . et e e e e e e eeannans 39
4.2 PRAGUICIDA E FARMACOS. ......coiiiieeeie e, 40
.20 ATTAZINGA . .ceiiiiiiiieee ettt 40
4.2.2 APOMOITINGL ...uiiiiiiieie e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaae 40
4.2.3 PHIMOQGYNAT......oeiiiiiiie ittt ettt 40
4.3 PROCEDIMENTOS. ...t 41
4.3.1 Acasalamento e diagndstico de prenhez...............cccooevevvveiiiiiiiinnnns 41
4.3.2 Nascimento, sexagem e padronizacdo dos filhotes..............cc...ue... 41
4.3.3 Acompanhamento do ganho de PesS0...........ueeveviviieieiiiiiiiiiisiinee, 41
4.3.4 CoNSUMO d€ AQUA € TAGAD.........ceeeeeieieiiiiriiiirieieeeeeeaaaeeeeeaaesasnannnnnes 41
4.3.5Teste da MarCha........cccuiiiiiiiiiiiii e 41
4.3.6 Avaliacao da motivacado sexual em machos.............ccccceevvvvvvvivnnnnnns 43
4.3.7 Avaliacdo da erecéo peniana induzida por apomorfina.................... 45

4.3.8 Avaliacédo do comportamento sexual em machos............cccceuvvvneeees 47



4.3.9 Comportamento sexual feminino...............euvviiiiiiiiiiiiiee s
4.3.10 Avaliaco do CIClo €Stral...........coevviiieiiiiiiiiiii e

4.3.11 Avaliagdo do peso relativo dos 6rgéos e do indice
(o [0] gz To [0 1SS0 4 F= i [ox o O PP PPP P RUTRPPRT

4.3.12 Dosagem de neurotransmissores cerebrais e seus metabalitos....
4.4 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL....ccovviiiiieieeeeee e
4.5 ANALISE ESTATISTICA.....ociiciieieiiees ettt
B RESULTADOS. ... ottt e e e et e e e e e e aaeeans

5.1 Avaliacéo do ganho de peso, de machos e fémeas, durante o
tratamento com diferentes doses de atrazina...........ccccceeeeeiieeeeeeeeeeeneeene,

5.2 Avaliacdo do consumo médio individual de agua e racao, por
machos e fémeas, durante o tratamento com diferentes doses de
2 10 - V4| T VO

5.3 Avaliacdo da marcha de ratos machos adultos expostos a
diferentes doses de atrazina durante a puberdade.................cccccvvvvnnnne.

5.4 Avaliacéo da motivacéo sexual de ratos machos adultos expostos
a diferentes doses de atrazina durante a puberdade..................cccooeeee.

5.5 Avaliacéo da erecao peniana de ratos machos adultos expostos a
diferentes doses de atrazina durante a puberdade.................cccccvvvvnennee.

5.6 Avaliacdo do comportamento sexual de ratos machos adultos
expostos a diferentes doses de atrazina durante a puberdade...............

5.7 Avaliagdo do comportamento sexual feminino, em ciclo estral
fisiologico, de ratas adultas expostas a diferentes doses de atrazina
durante a puberdade............oooiiiiiiiiiii

5.8 Avaliagdo do comportamento sexual feminino, em ciclo estral
farmacoldgico, de ratas adultas expostas a diferentes doses de
atrazina durante a puberdade..............oooviiiiiii i,

5.9 Acompanhamento do ciclo estral de ratas adultas expostas a
diferentes doses de atrazina durante a puberdade...............cccccceeeieeien

5.10 Avaliagéo do peso corporal no DPN120 de ratos machos e
fémeas adultos expostos a diferentes doses de atrazina durante a
[O1U] 01T o F= T [ SRS



5.11 Avaliagdo do peso relativo de 6rgdos de ratos machos adultos
expostos a diferentes doses de atrazina durante a puberdade...............

5.12 Avaliagdo do peso relativo de 6rgdos de ratas adultas expostas a
diferentes doses de atrazina durante a puberdade..................cccccvnnnnnee

5.13 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos no cortex
pré-frontal de ratos adultos expostos a diferentes doses de atrazina
durante a puberdade............oooooiiiiiiiiiii

5.14 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos no cortex
pré-frontal de ratas adultas expostas a diferentes doses de atrazina
durante a puberdade............ooooiiiiiiiiiiii

5.15 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos no
hipocampo de ratos adultos expostos a diferentes doses de atrazina
durante a puberdade...........oooiiiiiiiiiii

5.16 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos no
hipocampo de ratas adultas expostas a diferentes doses de atrazina
durante a puberdade...........ooooiiiii i

5.17 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos no
hipotalamo de ratos adultos expostos a diferentes doses de atrazina
durante a puberdade...........ooooiiiii i

5.18 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos no
hipotalamo de ratas adultas expostas a diferentes doses de atrazina
durante a puberdade............ooiiiiiiiiii

5.19 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos no corpo
estriado de ratos adultos expostos a diferentes doses de atrazina
durante a puberdade...........oooo i

5.20 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos no corpo
estriado de ratas adultas expostas a diferentes doses de atrazina
durante a puberdade............oooo i

B DISCUSSAD . ... ettt
7 CONCLUSAOD . ..o e ettt
8 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ...,

O AN E X O S .



22

1 INTRODUCAO

1.1 Praguicidas

Os agrotéxicos sdo produtos quimicos sintéticos com funcgdes,
principalmente, herbicidas, fungicidas e inseticidas, utilizados no controle
populacional de insetos, larvas, fungos, carrapatos e ervas daninhas, no manejo
de vetores de diversas doencas e regulacao do crescimento da vegetacéao, tanto
no ambiente rural quanto urbano (INCA, 2021; BRASIL, 2020).

Estes produtos séo utilizados em atividades agricolas e ndo agricolas. As
atividades agricolas estdo relacionadas e destinadas ao uso nos setores de
producdo, limpeza do terreno e preparacdo do solo, na etapa de
acompanhamento da lavoura, no depésito, armazenamento e beneficiamento de
produtos agricolas, nas pastagens e florestas plantadas. J& o uso ndo agricola
acontece para protecao de florestas nativas ou outros ecossistemas, como lagos
e acudes e, também, de ambientes urbanos, hidricos e industriais, cuja finalidade
seja alterar a composicao da flora ou da fauna, a fim de preserva-las da acao de
seres vivos considerados nocivos (INCA, 2021; CARNEIRO et al., 2015).

O uso desses produtos esta relacionado com o conceito de “Saude Unica”
(One Health) que é a unido indissociavel entre saude humana, animal e
ambiental, que foi proposto no inicio deste século pela Organizacdo Mundial de
Saude Animal (OIE), pela Organizacdo Mundial de Saude (OMS) e
Organizacfes das Nacoes Unidas para Agricultura e Alimentacéo (FAO). Outro
ponto relevante nesse contexto esta relacionado com o emprego dos praguicidas
e seus beneficios para a producdo de alimentos e para a saude humana e
animal, de tal forma que ndo é possivel proibir a utilizacdo desses agentes sem
comprometer a producdo de alimentos de origem animal e vegetal, pois esses
sdo valorosas ferramentas no controle de pragas e de vetores responsaveis por
doencas em seres humanos e animais (SPINOSA et al., 2020).

O amplo uso dos praguicidas pode acarretar resisténcia das pragas a
esses produtos, bem como a bioacumulacdo e a biomagnificagdo na cadeia
alimentar, ocasionando danos a saude dos seres vivos e do meio ambiente. Para
evitar que ocorra a presenca de residuos de praguicidas em produtos de origem
vegetal e animal, o Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA)
e a Agéncia de Vigilancia Sanitaria (ANVISA — vinculada ao Ministério da Saude)
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realizam o monitoramento dos residuos de praguicidas, estabelecendo os limites
maximos de residuos (LMR), bem como a avaliacédo de risco (SPINOSA et al.,
2020).

Os praguicidas tém sido associados também a ocorréncia de intoxicacao,
as quais podem ser acidentais ou intencionais (FUKUSHIMA et al., 2017);
portanto, o conhecimento toxicolégico sobre eles é fundamental para entender
os quadros de intoxicacéo, tanto agudas quanto crénicas.

Dados da Organizagéo Internacional do Trabalho (OIT) apontam que,
anualmente em paises subdesenvolvidos, 0s agrotoxicos s&o responsaveis por
70 mil casos de intoxicacbes agudas e crbnicas que evoluem para 0Obito, além
de outros mais de sete milhdes de casos de doencas agudas e cronicas nao
fatais (INCA, 2021).

Em ambito nacional, Carneiro et al. (2015) destaca que desde 2008 o
Brasil € o pais que mais consome agrotoxicos devido ao desenvolvimento
econdmico do agronegdcio, além da ampliacdo da permisséo do uso agrotdxicos
ja banidos em outros paises e venda ilegal de agrotoxicos proibidos.

A populacdo de risco, no que tange a exposicdo dos agrotoxicos, sao
agricultores, pecuaristas, agentes de controle de endemias e trabalhadores das
industrias de agrotoxicos, que sofrem diretamente os efeitos desses produtos
durante a manipulacéo e aplicacdo (LONDRES, 2012).

Contudo, toda a populacao esta suscetivel a exposicdes a agrotdxicos por
meio de consumo de alimentos e agua contaminados. Gestantes, criangas e
adolescentes sao considerados o grupo de maior risco devido as importantes
alteracbes metabdlicas, imunolégicas e hormonais que acontecem nesses
periodos da vida (CDC, 2021).

1.2 Atrazina

A atrazina (ATZ; 2-cloro-4-etilamino-6-isopropilamino-s-triazina) (Figura
1) € um herbicida da familia clorotriazina, cujo uso agricola acontece para o
controle pré- e pos-emergente de ervas daninhas em culturas de milho, sorgo e
cana-de-agucar, dentre outras (Quadro 1), h4 mais de 50 anos. A molécula foi
obtida em 1958 pelos laboratérios da Geigy e seu uso abrangente é devido ao
baixo custo, capacidade de permanecer ativa no solo por longos periodos e

eficacia na remocéao de ervas daninhas, uma vez que a morte da planta resulta
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da inanicédo e danos oxidativos causados pela ligacdo a proteina D1 localizada
na membrana tilacéide dos cloroplastos, bloqueando, assim, o transporte de
elétrons necessario para a fotossintese, mecanismo inexistente nas células dos
animais (RAYNER et al., 2004; HOVEY et al., 2011; ZIMMERMAN et al., 2021).

Figura 1: Estrutura quimica da atrazina.

Fonte: Spartan Wavefunction, Inc.

A atrazina também tem usos ndo agricolas, como em pés-emergéncia de
plantas daninhas em capinas quimicas para erradicacao de vegetacéo infestante
ao longo de cercas, aceiros, margens de rodovias, oleodutos, leitos de ferrovias
e faixa sob rede de alta tens&o (ANVISA, 2021).

Quadro 1: Uso agricola autorizado da atrazina no Brasil.

Culturas Aplicacdo LMR (mg/kg)

Abacaxi Pré/Pbs-emergéncia 0,02
Cana-de-acucar Pré/Pos-emergéncia 0,25
Milho Pré/Pés-emergéncia 0,25
Milheto Pré-emergéncia 0,25

Pinus Pré/Pds-emergéncia Uso ndo alimentar

Seringueira Pré/Pos-emergéncia Uso néo alimentar

Sisal Pré/Pés-emergéncia Uso ndo alimentar
Soja Pré/Pos-emergéncia 0,01
Sorgo Pré/Pds-emergéncia 0,25

Fonte: (adaptado de ANVISA, 2021).

Os herbicidas correspondem a 59,56% - equivalente a 369.578 toneladas
de ingrediente ativo - dos praguicidas consumidos no Brasil (BRASIL, 2020). A
atrazina € um dos 10 ingredientes ativos mais utilizados nacionalmente como
praguicida; no ano de 2019 ocupou o 5° lugar no ranking de vendas, sendo
comercializadas 23.429 toneladas de ingrediente ativo (BRASIL, 2020) (Quadro

2). Seu uso é proibido na Unido Europeia, mas € de uso autorizado nos Estados
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Unidos, Japédo, China e nos demais paises do Mercosul (MORAES, 2019;
WIRBISKY; FREEMAN, 2015).

Quadro 2: Os 10 ingredientes ativos mais vendidos no Brasil em 2019.

Ingrediente Ativo (1A) Vendas (toneladas de IA) Ranking
Glifosato e seus sais 217.592,24 1°
2,4-D 52.426,92 20
Mancozebe 49.162,59 30
Acefato 28.432,5 40
Atrazina 23.429,38 50
Clorotalonil 16.653,05 6°
Dicloreto de paraquate 16.398,14 7°
Malationa 13.576,47 8°
Enxofre 11.882,33 9o
Clorpirifés 10.827,78 10°

Fonte: (BRASIL, 2020).

Davis e colaboradores (2011) relataram que o uso anual de atrazina foi de
70.000 a 90.000 toneladas em todo o mundo, e que esse herbicida e seus
metabdlitos foram detectados nas aguas superficiais e subterraneas no centro-
oeste dos Estados Unidos, onde seu uso é mais abundante.

Devido a meia-vida longa da atrazina, que varia de 30 a 100 dias, alta
solubilidade, mobilidade no solo e contaminacdo generalizada da agua, esse
composto foi encontrado em concentragcdes mais altas na urina dos agricultores
e de suas familias em comparacdo com as familias ndo agricolas (HE et al.,
2019). A atrazina também pode estar presente no plasma do corddo umbilical,
no leite materno e na urina da populacdo em geral que é exposta a essa
substancia, principalmente pela agua potavel (LIN et al., 2014).

Sao diversas as formas pelas quais a atrazina chega ao meio ambiente,
principalmente por processos de precipitacdo, escoamento e lixiviacao,
causando poluicdo do solo, das aguas superficiais e subterraneas, culminando
em danos ao meio ambiente (HE et al., 2019).

Sua alta capacidade de contaminar aguas é consequéncia de ter pequena
afinidade quimica pela fracdo organica do solo e apresentar hidrofilicidade
intermediaria, podendo ser facilmente lixiviada ou conduzida pelo escoamento
superficial, atingindo os corpos d’agua (DIAS et al., 2018).

As vias de exposi¢cdo nos animais podem ser, oral, inalatoria e dérmica.

Em ratos, a meia-vida desse composto € de 1,3 dias e 95% da dose € eliminada
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dentro de sete dias. Esse herbicida é biotransformado principalmente pelo figado
e sua excrecdo ocorre 75% pela urina e 20% pelas fezes (COUTINHO et al.,
2005).

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a toxicidade e 0 modo
de acdo dos metabdlitos da atrazina, no organismo humano, sdo semelhantes
aos da propria atrazina (WHO, 2017). Os subprodutos da atrazina mais
comumente encontrados no ambiente sdo: desetilatrazina - DEA,
desisopropilatrazina - DIA, didealquilatrazina - DDA, desetilhidroxiatrazina -
DEHA e hidroxiatrazina - HA (Figura 2).

Figura 2: Estrutura quimica dos metabdlitos da atrazina encontrados no ambiente.
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Fonte: (adaptado de DIAS et al., 2018).

A United States Environmental Protection Agency (US EPA, 2008) definiu
o nivel maximo permitido para atrazina no abastecimento de agua potavel em 3
Mg/L; entretanto, durante o periodo de primavera e verdo esse nivel é
frequentemente excedido (WIRBISKY; FREEMAN, 2015).

A ANVISA classificou a atrazina na categoria 3 de toxicidade em que se
engquadram os compostos moderadamente toxicos (Figura 3); dessa forma, foi
estabelecido o seu valor maximo permitido (VMP) em aguas de abastecimento
humano (ANVISA, 2021). Assim, no Brasil o VMP para a atrazina em agua
potavel é de 2 ug/L e a Ingestéo Diaria Aceitavel (IDA) é de 0,02 mg/kg, porém
em muitas regides do pais esse valor é excedido. J& a OMS definiu 0 VMP em
100 ug/L, correspondente a soma de atrazina e seus metabdlitos (DIAS et al.,
2018; ANVISA, 2021).
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Figura 3: Classificagdo dos agrotoxicos utilizada pela Agéncia Nacional de Vigilancia

Sanitaria (ANVISA).
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ORAL Fatal se ingerido ) atal se Taéxico se ingerido _OCNC_) € perigoso se
ingerido ingerido
ingendo
. Pode ser
Fatal em contato Falal em Téxico em contato Nocivo em erigoso em
DERMICA contato com a contato com a perg
com a pele com a pele contato com a
pele pele
pele
Nocivo se Pode ser
INALATORIA Fatal se inalado Fatal se inalado Toxico se inalado inalado perigoso se
inalado
COR DA FAIXA VERMELHO VERMELHO AMARELO

Fonte: (INCA, 2021).

1.2.1 Efeitos da exposicdo a atrazina

A exposicao humana a atrazina ocorre principalmente pela ingestao de
agua potavel, em que, geralmente, a concentracdo dessa substancia esta entre
0,01 e 5 pyg/L (WHO, 2010).

Ha deteccdo de atrazina em fluidos corporais humanos, incluindo fluido
folicular, fluido espermético e muco cervical (WAGNER et al., 1990), bem como
a associacao com abortos espontaneos, partos prematuros e fetos pequenos
para a idade gestacional (CHEVRIER et al., 2011; GENOVESE et al.; 2021),
apoiam seu potencial em afetar negativamente a saude reprodutiva humana.

Harper e colaboradores (2020) ressaltaram que os efeitos da atrazina
sobre o sistema reprodutivo sado sustentados por evidéncias em estudos no
modelo animal, que mostram seus efeitos como desregulador enddcrino em
varias classes de animais, incluindo anfibios, peixes, répteis e roedores.

Conhecendo-se a influéncia negativa da atrazina no sistema reprodutivo,
esse agente foi incluido na lista de produtos quimicos desreguladores
enddcrinos por algumas organizagfes e paises, como Comunidade Europeia,

Japao e Estados Unidos, uma vez que possui atividade estrogénica ambiental
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com potencial carcinogénico e que pode persistir no ambiente por longos
periodos (HE et al., 2019).

O mecanismo subjacente a interferéncia neuroendocrina causada pela
atrazina ainda precisa ser elucidado, mas sabe-se que ela esta envolvida na
interrupcdo de muitas de vias, incluindo o eixo hipotadlamo-hipo6fise-gonadal
(HHG), sistemas monoaminérgicos no sistema nervoso central, alteracdes na via
de sinalizacédo dependente de adenosina monofosfato ciclico (AMPc), bem como
em mecanismos epigenéticos, incluindo microRNAs e expressdo de DNA
metiltransferases (LAMB et al., 2020).

Resultados de uma revisdo sistematica da literatura conduzida por
Wirbisky e Freeman (2015) e estudo de Davis e colaboradores (2011)
demonstraram que a atrazina afeta o eixo HHG, com efeitos sobre os sistemas
reprodutivo e endécrino em ratos e com diferencas dependendo do estagio de
vida, da dose, duracao da exposicdo e linhagem de ratos utilizados. Almberg e
colaboradores (2018) relataram que a atrazina € um desregulador enddcrino que
afeta o eixo HHG por meio da inibicdo da producdo de hormdnio luteinizante
(LH), que acarreta aumento da producao de aromatase e interrup¢éo da funcao
ovariana.

Além disso, estudo de Lamb e colaboradores (2020) avaliou os efeitos na
prole masculina de peixes-zebra expostos as doses de 0,3, 3 ou 3 partes por
bilhdo (ppb) de atrazina; seus achados mostraram que produtos quimicos
desreguladores enddcrinos e neuroendocrinos podem alterar ou interromper
alguns comportamentos do animal, principalmente comportamentos
reprodutivos tipicos, mas também pode levar a ansiedade, agressdo e
comportamento de risco, especialmente quando a exposicdo a esses agentes
acontece no inicio da vida.

Assim, a literatura cientifica mostra que a exposicdo precoce a
desreguladores endocrinos € capaz de modificar permanentemente os fenotipos
comportamentais do animal até a idade adulta, interferindo em mecanismos
moleculares, como expressao génica, niveis de hormoénios e niveis de

neurotransmissores.
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Varios estudos foram realizados para avaliar, em fémeas de roedores, 0s

efeitos da exposicdo a atrazina. Esses estudos tém enfoque na analise do

potencial desregulador endécrino estrogénico da atrazina e se concentraram

principalmente na anélise do desenvolvimento da glandula maméria, no tempo

de abertura vaginal, na senescéncia reprodutiva, na diminuicdo do peso relativo
de 6rgaos e nas alteracdes no ciclo estral (WIRBISKY; FREEMAN, 2015; DAVIS

et al., 2011), como demonstrado resumidamente no Quadro 3 e detalhados a

sequir.
Quadro 3: Efeitos da exposicdo oral a atrazina em roedores fémeas.
Autores IaD\t? Z;gz Zigggi(();édoe Espécie animal  Resultados observados
Atraso na abertura
RAYNER et Prole feminina vaginal e no
al.,,2006e 100 mg/kg DG 13a19 d d Vi
2007 e ratas esenvo Ylmento
mamario
ASHBY et Atraso na abertura
al. 2002 50. 100 ou Periodo Ratas em vaginal e diminuicédo do
LAV.\’/S et a{I 206 mg/kg peripuberal PEIEEE BEE0 GOIEOIEL, 2 GELEs
2000 " peripuberal reprodutivos e da
glandula adrenal
ELDRIDGE 25 & 200 EXDOSICAD Aumento da duracao do
et al., 1998 e ma/k clrjéniga Ratas adultas ciclo estral, dos dias em
1999 9/xg estro e tumores mamarios
COOPER et 75 ou 300 14 a 23 Ratas adultas Maior duracéo do diestro
al., 1996 mg/kg dias e pseudo-prenhez
SHIBAYAMA 3. 30 ou a4 AlteracgOes histoldgicas do
ot al. 2009 30’0 ma/k semanas Ratas adultas ovario e ciclo estral
" 9’kg prolongado
Pro(ljeef;rpalgma Niveis mais altos de DDA
FRAITES et 50u 25 DG 14220  expostas na no plasma, na glandula
al., 2011 mg/kg es?a 50 e/ou adrenal, no cérebro e nos
9 Iac(t;agao tecidos mamarios
QUIGNOT et 200 mg/kg 14 dias Ratas adultas Acumulo de’ a_ltrazma no
al., 2012 ovario

Fonte: Autoral. DG: dia gestacional; DDA: desetilhidroxiatrazina.

Rayner e colaboradores (2005 e 2007) analisaram a prole feminina de

ratas expostas a 100 mg/kg de atrazina, por via oral, nos dias da gestacéo (DG)

13 a 19, sendo observado atraso significante da abertura vaginal e no
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desenvolvimento mamario, indicando que a exposi¢do a atrazina no periodo
gestacional retardou a puberdade de ratas.

Estudos nos quais foram feitas as exposi¢cdes peripuberais de 50, 100 ou
200 mg/kg de atrazina por via oral, observou-se atraso superior a dois dias da
abertura vaginal e diminuicdo significante do peso corpéreo, bem como dos
pesos de 6rgaos reprodutivos e das glandulas adrenais das ratas (ASHBY et al.,
2002; LAWS et al., 2000).

Eldridge e colaboradores (1998 e 1999) mostraram em estudos crénicos,
com doses de 25 e 200 mg/kg de atrazina administradas por via oral, causaram
aumento da duracéo do ciclo estral e aumento do niamero de dias em estro, o
que foi relacionado com o aumento do nimero de tumores mamarios em ratas
adultas.

Cooper e colaboradores (1996) observaram que ratas adultas que
receberam 75 ou 300 mg/kg de atrazina por gavagem, durante 14 a 23 dias,
passaram mais tempo no diestro sugestivo de pseudo-prenhez.

O impacto da atrazina na ciclicidade tem sido relacionado a diminuigéo da
concentragéo de hormonio liberador de gonadotrofina (GnRH) que sinaliza para
a hipdfise, resultando na interrup¢do da secrecdo do LH e na supressdo da
ovulacdo subsequente (COOPER et al., 2007).

Davis e colaboradores (2011), num estudo sobre os efeitos da exposi¢cao
pré-natal a atrazina nos indices reprodutivos puberais e pds-natais em ratas,
observaram que a interrup¢ao do ciclo estral induzida pela atrazina resultou em
estro e exposicao persistente ao estrogénio e a prolactina, indicativo de mudanca
enddcrina semelhante a observada na senescéncia reprodutiva, comum em
ratas por volta de um ano de idade.

Estudo conduzido por Shibayama e colaboradores (2009) tratou ratas com
3, 30 ou 300 mg/kg/dia de 2 a 4 semanas e demonstrou que a exposi¢cao a
atrazina causou alteracbes histoldgicas do tecido ovariano. Os resultados
revelaram perda de corpos luteos, aumento nos foliculos atrésicos, edema das
células luteinicas e ciclo estral prolongado. Esses achados sugeriram que a
atrazina pode provocar infertilidade, prejudicar a foliculogénese e alterar a
funcd@o ovariana. Além disso, um mecanismo toxico adicional ao aumento da
progesterona apds a exposicdo a atrazina foi a reducdo na expressao dos

receptores de LH nas células granulosas, podendo provocar diminuicdo nas
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funcdes do LH e do estradiol no ovario, incluindo o desenvolvimento do corpo
luteo, o tamanho dos ovéarios e a ciclicidade do estro (WIRBISKY; FREEMAN,
2015).

Fraites e colaboradoes (2011) investigaram a distribuicdo da atrazina e de
seus metabdlitos nas proles apos exposi¢cdo gestacional e/ou lactacional; para
isso, ratas prenhes foram expostas a 5 ou 25 mg/kg nos DGs 14 ao 20, e 0s
resultados mostraram que suas proles apresentaram niveis mais altos do
metabolito DDA no plasma, na glandula adrenal, no cérebro e nos tecidos
mamarios.

Estudo conduzido por Quignot e colaboradores (2012) mostrou que a
exposicao de ratas a 200 mg/kg de atrazina por 14 dias acarretou o acumulo de
atrazina no tecido ovariano.

Os resultados desses estudos fornecem suporte para a disfuncdo
reprodutiva provocada pela exposicdo a atrazina e que essa substancia, assim
como seu metabolito DDA, estdo presentes no tecido cerebral e no tecido
mamario, apoiando os achados que demostram que a exposi¢cao gestacional e
lactacional é prejudicial ao desenvolvimento (RAYNER et al., 2005).

Além disso, a identificacdo de atrazina nas glandulas adrenais reforca que
a atrazina também tem como alvo vias neuroenddcrinas adicionais, incluindo o
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HHA).

Quignot et al. (2012) relataram que os efeitos da atrazina nos eixos HHG
e HHA podem culminar em impactos adversos em exposi¢cdes in vitro,
gestacionais, peripuberais e na idade adulta. Essas alteracdes variaram de
atrasos na puberdade, ciclo estral alterado, foliculos ovarianos atrésicos,
reducdo de gonadotrofinas e alteracdes celulares e genéticas. Esses dados
fornecem suporte para considerar a atrazina como um desregulador endocrino e
sua capacidade de ocasionar disfungéo reprodutiva em varios estagios da vida.

Nesse sentido, a literatura cientifica caminha de forma consensual para
evidenciar os efeitos desreguladores enddcrinos estrogénicos da atrazina. Esses
efeitos podem gerar inUmeras situagdes no que tange a toxicidade reprodutiva e
podendo levar a disfuncdes severas, quando esse agente entrar em contato com
o ser humano e inimeras perdas econémicas no que tange a area voltada a

agropecuaria.
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Estudos com enfoque na exposi¢cdo peripuberal da atrazina em ratos

machos observaram atraso na separacgao prepucial, diminuicdo da testosterona

sérica e intratesticular, aumento da concentracdo de estradiol, reducdo do peso

corporal, da prostata, da vesicula seminal e da hipéfise e variacbes no peso

relativo dos testiculos, também reduziu a contagem, a viabilidade e a motilidade

de espermatozoides e levou a um decréscimo da fertilidade, como demonstrado

resumidamente no Quadro 4 e detalhados a seguir (JIN et al., 2013;
FRIEDMANN, 2002; TRENTACOSE, et al., 2001; STOKER et al., 2000).

Quadro 4: Efeitos da exposi¢éo oral a atrazina em roedores machos.

Autores Dose_de Penod_o fj N Espécie animal  Resultados observados
atrazina  exposicdo
. Diminuicdo de
Prole masculina testosterona e estrona;
ROSENBERG 100 DG 14 até de ratas ~ BV
reducao da distancia
et al., 2008. mg/kg 0 parto expostas durante .
~ anogenital e atraso na
a gestacao ~ .
separacao prepucial
5, 25, Deteccéo da atrazina e
ROSS et al., 125 ou Dose tinica Camundongos do DDA na urina,
20009. 250 machos plasma, cérebro,
mg/kg figado, rim, baco e timo
Diminuicdo do peso do
DG 9,5 até figado, da concentracéo
HARPER et 5 ma/k 12 Camundongos de espermatozoides
al., 2020. 9K9  semanas machos epididimarios e do
de idade namero de células
embrionarias geradas
Alteracéo na posicao do
Prole masculina meato uretral e da
TAN et al., 100 DG 12,5 a dfz camundongos descmia do t(a_stlf:ulp;
fémeas expostas reducao da distancia
2021. mg/kg 16,5 ;
durante a anogenital e do
gestacao tamanho do pénis no
DPN21

Fonte: Autoral. DG: dia gestacional; DDA: desetilhidroxiatrazina; DPN: dia pds-natal.

A exposicdo de 100 mg/kg de atrazina por via oral do DG14 até o parto

alterou o desenvolvimento reprodutivo, diminuiu as concentracdes séricas e

testicular de testosterona e de estrona, reduziu a distancia anogenital e atrasou

a separacao prepucial e a puberdade em ratos machos (ROSENBERG et al.,

2008).
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Sobre o0 atraso da puberdade, uma hipétese € de que os efeitos
observados podem ser devido a alteragcbes hormonais ou no desenvolvimento
cerebral pos-natal precoce, especialmente na area da eminéncia mediana, que
é critica para 0 momento da separacgdo prepucial (RAYNER et al., 2007).

Ojeda e colaboradores (2000), em seus achados, sugerem que a atrazina
pode afetar fatores na eminéncia mediana que regulam a liberacdo de GnRH,
niveis de grelina ou alteracbes na leptina levando a alteracbes de peso e
composicao corporal do rato macho.

Um estudo conduzido por Ross e colaboradores (2009) exp0s
camundongos machos a uma dose Unica de 5, 25, 125 ou 250 mg/kg de atrazina,
por via oral, e mediu os niveis de atrazina e de seus metabdlitos na urina, no
plasma e em vérios tecidos; nesses locais, foi observado aumento dependente
da concentracdo de atrazina e de DDA, sendo este mais alto. A atrazina e o DDA
também foram identificados no plasma, no cérebro, no figado, no rim, no baco e
no timo.

Estudo de Harper e colaboradores (2020) investigou como a exposi¢ao
cronica a atrazina na dose de 5 mg/kg/dia na agua potavel do DG 9,5 até 12
semanas de idade afetou as caracteristicas metabdlicas e reprodutivas em
camundongos machos. Foi evidenciado que essa exposicdo culminou em
diminuicdo no peso do figado e alteracdes na expressédo génica do figado e
testiculo, especificamente em genes envolvidos na captacdo de lipidios e no
metabolismo de &cidos graxos no figado, bem como na conversdo de
andrégenos nos testiculos, além disso, a exposicdo a atrazina diminuiu a
concentracdo de espermatozoides epididimarios e o numero de células
embrionérias geradas.

Em estudo de Tan e colaboradores (2021), fémeas prenhes de
camundongos receberam por via oral diferentes doses de atrazina dos DGs 12,5
a 16,5. Embora nenhum sinal de toxicidade sistémica tenha sido observado em
seus filhotes machos, a exposicéo pré-natal a 100 mg/kg/dia de atrazina afetou
a morfologia peniana, a posicdo do meato uretral e a descida do testiculo,
reduziu a distancia anogenital e o tamanho do pénis no dia pos-natal (DPN) 21.

A literatura cientifica mostra que, ao avaliarmos os efeitos sobre a
toxicologia reprodutiva ou mesmo sobre o comportamento sexual de modelos

aninais machos, existem evidéncias que a atrazina apresenta um potencial
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desregulador enddécrino estrogénio que tem impacto direto sobre o sistema

biolégico masculino.

1.2.1.3 Efeitos neuroenddcrinos, neuroguimicos e comportamentais

A acdo toxica da atrazina acontece pela perturbacdo do sistema
neuroenddcrino, em particular do eixo HHG, manifestada por meio da atenuacao
da secrecéo pulsatil do GnRH e do pico de LH. A interrupcédo do pico de LH
induzida por esse composto em ratos é considerada o principal evento na
cascata de mudancgas que levam a resultados reprodutivos adversos apos a
exposicao a atrazina (US EPA, 2018).

Estudo de Kuckaa e colaboradores (2012) mostrou que a atrazina é um
inibidor de fosfodiesterases de nucleotideos ciclicos (PDEs) especificos de
AMPc, o que leva ao acumulo de AMPc intra- e extracelular e a ativagdo de
proteina quinase (PKA). Os PEDs sdo uma grande familia de enzimas
responsaveis pela hidrolise de AMPc e guanosina monofosfato ciclico (GMPc),
e por bombas de efluxo de nucleotideos ciclicos que os transportam do citosol
para o fluido extracelular. A elevacdo nos niveis intracelulares de AMPc foi
suficiente para aumentar a liberacdo basal de prolactina nas células da hipdéfise
e a producéo de andrégenos nas células de Leydig (KUCKAA et al., 2012).

Assim, a atrazina atua como desregulador endécrino tanto nas células que
secretam por exocitose hormonios pré-armazenados quanto nas células que
secretam por sintese hormonal. Esses efeitos sdo rapidos e ndo necessitam de
mudanca na expressdo proteica, isso porque AMPc/PKA esta envolvida no
controle da atividade transcricional (KUCKAA et al., 2012).

A atrazina também induz a expressdo de aromatase em células do
carcinoma adrenocortical humano ap6s a exposi¢do, causando aumento na
conversdo da testosterona em estrogénio e diminuigdo da sintese e atividade de
androgenos. Este efeito foi relatado em todas as classes de vertebrados,
incluindo linhagens de células humanas. Os efeitos de desregulacdo enddcrina
da atrazina incluem atividade antiestrogénica, liberacdo alterada de prolactina e
liberacdo aumentada de glicocorticoides pelas glandulas adrenais
(VANDENBERG et al., 2012).

Estudo de Lin e colaboradores (2013b) mostrou que a atrazina tem como

alvo os sistemas monoaminérgicos, especialmente o sistema dopaminérgico
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nigrostriatal, acarretando em uma série de anormalidades celulares, moleculares
e comportamentais, considerando que a exposicao oral as doses de 125 a 250
mg/kg de atrazina por 10 dias induziu hipoatividade, déficits de memdria e
ansiedade, acompanhados de alteracéo nos niveis e/ou turnover de dopamina,
serotonina e noradrenalina, principalmente, no estriado e cortex pré-frontal de
camundongos.

A atrazina também reduziu os niveis de dopamina e seu metabdlito, bem
como o numero de neurbénios dopaminérgicos da pars compacta da substancia
nigra e da area tegmentar ventral de camundongos (COBAN; FILIPOV, 2007). A
exposicao prolongada de um ano a atrazina pela dieta alterou a atividade motora
e diminuiu os niveis de dopamina estriatal em ratos (BARDULLAS et al., 2011).

A exposicéo oral a doses ambientalmente relevantes de atrazina do DG14
DPN21 alterou a atividade motora na prole juvenil e causou alteracbes
neurodegenerativas no cortex, no corpo estriado, no hipocampo e em areas
hipotalamicas da prole adulta de camundongos (BELLONI et al., 2011; GIUSI et
al., 2006), sugerindo que o sistema nervoso em desenvolvimento é
particularmente sensivel a atrazina e que alguns efeitos sdo apenas observados
ou presentes na idade adulta. Em seres humanos, a exposicdo ambiental a
atrazina durante a gravidez tem sido associada a varios efeitos adversos ao
nascimento, incluindo parto prematuro (OCHOA-ACUNA et al., 2009).

Estudos farmacocinéticos sugerem que, apés a exposicdo gestacional
e/ou lactacional de roedores a atrazina, por via oral, o feto € exposto a atrazina
e seus metabolitos em niveis semelhantes aos plasmaticos maternos e o
neonato € exposto principalmente ao principal metabdlito da atrazina, o DDA
(FRAITES et al., 2011; LIN et al., 2013c).

Tanto a atrazina, quando o DDA, podem se ligar as proteinas do tecido
cerebral (DOOLEY et al., 2010) e culminar em disfuncéo proteica (FAKHOURI et
al., 2010). Além disso, essas substancias podem interromper a diferenciacao
morfologica dos neurbnios dopaminérgicos in vitro (LIN et al., 2013a), portanto,
as anormalidades comportamentais observadas que envolvem, funcdes
motoras, emocionais e/ou cognitivas na prole muito tempo ap6s o término da
exposicdo podem ocorrer porque a atrazina e/ou DDA afetam diretamente os
principais processos de desenvolvimento neurologico, como a diferenciagido

neuronal.
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Lin e colaboradores (2014) investigaram, em camundongos, os efeitos
neurocomportamentais e neuroquimicos da exposicdo oral pela dgua a uma
baixa dose de atrazina, estimada em 1,4 mg/kg por dia, do DG6 ao DPN23.
Esses autores observaram que a exposicao perinatal a atrazina tem como alvo
a via dopaminérgica nigroestriatal das maes e, especialmente, da prole juvenil,
concluindo que a exposicdo a atrazina durante a gestacdo e lactacdo pode
causar efeitos adversos no sistema nervoso tanto na prole quanto nas maes.

Considerando os estudos aqui comentado, pode ser constato que a
atrazina causa efeitos deletérios no organismo animal, entre eles, alteracdes no
comportamento e no desenvolvimento de estrutura sexuais em machos, em
fémeas e na prole exposta, bem como em sistemas monaminérgicos cerebrais,
porém, existe escassez de estudos que avaliem os efeitos da exposicdo a
atrazina durante a puberdade, periodo da vida em que acontecem mudancas

fisiologicas relevantes, e suas consequéncias na idade adulta.
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2 JUSTIFICATIVA

A atrazina € o quinto herbicida mais consumido no mundo. Sua acéo
eficaz como praguicida ocorre pelo bloqueio da fotossintese. Esse praguicida
também, possui uma alta mobilidade e solubilidade no solo e apresenta um
periodo longo de caréncia, que varia de 30 a 100 dias. Esses fatores combinados
com a acessibilidade econdmica justificam o uso abrangente e mundial da
atrazina em usos agricolas e nao agricolas.

No Brasil, € utilizada predominantemente no controle pré- e pos-
emergente de ervas daninhas em culturas como de cana-de-agucar e milho.
Entretanto, devido a sua baixa afinidade com a porcdo organica do solo, esse
praguicida é facilmente conduzido pelo escoamento superficial, atingindo os
abastecimentos de agua para consumo humano.

A atrazina é classificada como um desregulador enddcrino com atividade
estrogénica, ou seja, atua interferindo, principalmente, nos mecanismos do eixo
HHG e nos sistemas monoaminérgicos cerebrais, principalmente o sistema
dopaminérgico estriatal.

Devido as suas caracteristicas fisico-quimicas, esse xenobiético sujeita a
populacao de forma geral, a ingestdo néo intencional. Seus efeitos toxicos séo
mais evidentes em gestantes, criancas e adolescentes, devido, em especial, as
alteracdes hormonais que acontecem nessas fases de desenvolvimento.

Contudo, h& caréncia de estudos a respeito das consequéncias da
exposicdo a este herbicida durante a puberdade e suas consequéncias na
funcao reprodutiva na idade adulta.

Assim, foi proposto neste trabalho avaliar os efeitos comportamentais e
neuroquimicos da exposi¢do peripuberal de diferentes doses de atrazina em
ratos na idade adulta, uma vez que a puberdade é um periodo em que ocorre
mudancas fisiolégicas importantes no organismo animal, o que o torna mais

vulneravel a acdo de xenobidticos.
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3 OBJETIVOS

Avaliar os efeitos da exposicao a atrazina durante a puberdade e estudar

na idade adulta o comportamento sexual de ratos machos e fémeas, bem como

analisar os efeitos nos niveis de monoaminas e seus metabolitos cerebrais.

3.1 Objetivos especificos

Avaliar os efeitos da exposicao a diferentes doses de atrazina durante a

puberdade de ratos:

No ganho de peso e o consumo de agua e racao durante o tratamento;
Na coordenacdo motora, na motivacdo sexual, na erecdo peniana e no
comportamento sexual de ratos adultos;

No comportamento sexual fisiolégico e farmacoldgico e no ciclo estral de
ratas adultas;

No peso corporal e no peso relativo de 6rgdos sexuais, rins, adrenais e
figado de ratos machos e fémeas adultos;

No indice gonadossomatico de ratos machos adultos;

Nos niveis de monoaminas e seus metabolitos cerebrais de ratos machos

e fémeas adultos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais

Foram utilizados 15 ratas e 5 ratos, da linhagem Wistar e adultos, de
aproximadamente 60 dias de vida, provenientes do Biotério Central do Instituto
de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo (ICB-USP), os quais
foram acasalados para obtencéo de suas proles. Assim, foram obtidas, dessas
proles, 40 fémeas e 40 machos.

Os animais ficaram alojados em gaiolas de polipropileno (41 x 34 x 18 cm)
com maravalha autoclavada como substrato e mantidos em uma sala com
umidade relativa do ar de 55% * 10, temperatura controlada (22°C + 2°C) e ciclo
de luz claro/escuro de 12 h (luz acesa as 6 h), exceto para avaliacdo do
comportamento sexual, quando o ciclo de luz foi parcialmente invertido (luz
acesa as 20 h). Os animais receberam agua e comida ad libitum durante todo o
procedimento experimental.

O ciclo de luz foi invertido para facilitar as observa¢gées comportamentais,
uma vez que o comportamento sexual de roedores acontece no periodo noturno.
Para tanto, os animais ficaram alojados na sala com ciclo de luz parcialmente
invertido por pelo menos 15 dias antes do inicio das avaliacbes
comportamentais, periodo este para habituacdo e adaptacdo dos ciclos
biol6gicos dos animais (RODRIGUES-ALVES, 2007). A iluminacdo necessaria
para a manipulacdo dos animais e realizacdo dos testes comportamentais foi
provida por uma luz infravermelha (25 W), comprimento de luz né&o visivel aos
roedores, que assim, nao interfere no ciclo de luminosidade.

Esse estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Séo Paulo (FMVZ-USP), sob o protocolo de nimero 6095071020.
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4.2 Praguicida e farmacos
e Facero® Solucdo Concentrada (SC) (formulacdo comercial de atrazina -
IHARABRAS S.A. Industrias Quimicas, Sorocaba/SP);
e Apomorfina (Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha): utilizada para inducao
da erecéo peniana;
e Primogyna® (valerato de estradiol - Schering do Brasil, Quimica e

Farmacéutica Ltda., S&o Paulo/SP): empregado para indug&o do estro;

4.2.1 Atrazina

Na puberdade, do DPN22 ao 41 (Laws et al., 2000), os ratos receberam,
por via oral (gavagem), 1 mL/kg de uma formulacao comercial de atrazina diluida
em agua filtrada. Foi proposto o emprego de trés diferentes doses, 10, 30 e 100
mg/kg de atrazina administradas por gavagem; doses idénticas a essas foram
empregadas em ratas nos estudos de maturacao sexual (ASHBY et al., 2002) e
de avaliacdo hormonal (GOLDMAN et al., 2013). O grupo controle recebeu 1

mL/kg de &gua filtrada por gavagem, por idéntico periodo.

4.2.2 Apomorfina

A apomorfina foi diluida em &agua destilada e administrada por via
subcuténea na dose 50 pg/kg. Esta solucéo foi preparada diariamente, mantida
em gelo e ao abrigo de luz durante toda a sessao experimental a fim de evitar

sua degradacéao.

4.2.3 Primogyna®

A formulagdo comercial de valerato de estradiol foi diluida em solugéo
salina (NaCl 0,9%) e administrada por via subcutanea na dose de 0,5 mg/kg
(FERRI et al., 2013).
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4.3 Procedimentos

4.3.1 Acasalamento e diagnéstico de prenhez

As fémeas foram colocadas nas gaiolas dos machos ao fim da tarde para
0 acasalamento, na razéo de trés fémeas para cada macho. Na manha seguinte
foi feito o esfregaco vaginal das fémeas para o diagnostico de prenhez. Esse
procedimento consistiu na introducdo de um swab umedecido com solucdo
salina no orificio vaginal da fémea para coleta de material. O diagnostico de
prenhez foi considerado positivo quando detectada presenca de espermatozoide

apos observacao em microscopia.

4.3.2 Nascimento, sexagem e padronizacdo dos filhotes

As ratas gestantes foram observadas todos os dias para verificar o
nascimento dos filhotes, e estas ndo foram manipuladas até o dia do nascimento
de suas proles; o dia do nascimento foi considerado o DPN1. No DPN2 foi
realizada a sexagem e padronizacdo do numero de filhotes para dez, sempre
que possivel foram deixados cinco fémeas e cinco machos. Os filhotes

excedentes foram eutanasiados por decapitacdo ainda no DPN2.

4.3.3 Acompanhamento do ganho de peso

Os animais do grupo controle e dos grupos experimentais, tanto machos
como fémeas, foram pesados diariamente durante o periodo do tratamento, do

DPN22 ao 41, para acompanhamento de peso corporal.

4.3.4 Consumo de aqua e racdo

Duas vezes na semana, durante o periodo do tratamento, do DPN22 ao
41, foram pesadas as aguas e a ragdo dos animais dos grupos controle e
experimentais, de machos e de fémeas, para calculo do consumo médio durante

esse periodo.

4.3.5 Teste da marcha

Para avaliar a coordenacdo motora e o equilibrio do animal, foi efetuado
o teste da marcha, por meio do registro direto de sua marcha, a partir das

pegadas deixadas pelas patas dos membros pélvicos, conforme proposto por
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Pinto et al. (2015) e Dunnet e Brooks (2018). Para a sua realizacao, foi utilizada
uma plataforma horizontal plana com 30 cm de comprimento, 10 cm de largura,
com parede de 15 cm, cujo piso foi forrado com papel de filtro branco, conforme

ilustrado pela Figura 4.

Figura 4: Foto de um rato no interior do aparato empregado para o teste da marcha.
Note as pegadas das patas deixadas sobre o piso da plataforma.

Fonte: Autoral.

Para avaliar a marcha, cada animal, com o0s coxins plantares dos
membros pélvicos pintados com tinta preta, foi colocado para caminhar no
aparato. A partir das pegadas deixadas pelos coxins plantares, foram avaliados,
conforme proposto por Jacobs et al. (2014) e Yamamoto et al. (2019),
parametros ilustrados pela Figura 5 e descritos a seguir no Quadro 5. A
quantificacdo dos parametros foi feita com auxilio do software AutoCAD® para

melhor padronizacéo e exatiddo das medidas.

Figura 5: Pardmetros do teste da marcha avaliados em ratos: A) comprimento da
passada (linha vermelha); B) comprimento do passo (linha azul); C) angulo do passo
(losango amarelo); D) area da passada (quadrilatero de linhas vermelhas e azuis); E)

distancia entre os pés (linha magenta).

Fonte: Autoral.
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Quadro 5: Descricdo dos parametros analisados no teste da marcha.
Parametro Descricao

Distancia entre duas pegadas da mesma pata

(Figura 5-A; em vermelho)

Largura entre os membros direito e esquerdo

(Figura 5-B; em azul)

Comprimento do passo (Figura 5-B) dividido pelo

Simetria comprimento da passada (Figura 5-A). Um passo

simétrico deve ser igual a 0,5

Angulo de uma pegada em relacéo ao centro do

passo (Figura 5-C; em verde)

Area do trapézio formado a cada dois passos

(Figura 5-D; em amarelo)

Distancia entre 0s dois pés em um mesmo passo

(Figura 5-E; em magenta)

Comprimento da passada

Comprimento do passo

Angulo do passo
Area da passada

Distancia entre os pés

Ao término do teste de cada animal, o aparato foi limpo com alcool 70% e

foram intercalados animais dos grupos controle e experimentais.

4.3.6 Avaliacdo da motivacao sexual em machos

O teste da motivacao sexual foi utilizado para avaliagdo da libido nos ratos
machos adultos. Para tal, foi utilizado um aparato circular de madeira com 80 cm
de diametro, circundada por uma parede metalica de 14,5 cm de altura e que
fica apoiada sobre uma estrutura de metal a 60 cm do ch&o. Acoplado
lateralmente a essa arena, ha dois compartimentos de 30 cm? opostos um ao
outro, denominados caixas de incentivo, separados por uma tela de arame de
forma que permite somente o contato visual e olfativo entre os animais durante
0 teste.

O chéo da arena esta dividido em 3 zonas: zona de incentivo do macho
(ZIM), quadrante localizado a frente do compartimento onde estara o macho;
zona de incentivo da fémea (ZIF), quadrante localizado na frente do
compartimento onde estara a fémea; zona neutra (ZN), porcao restante da arena,

entre as demais zonas de incentivo (Figuras 6 e 7).
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Figura 6: llustragéo do aparato de motivacao sexual, onde: ZIM= Zona de incentivo do
macho; ZN= Zona neutra; ZIF= Zona de incentivo da fémea.
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| A e —
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21 = Zora de Incentive Vista Superior

Fonte: (adaptado de RODRIGUES-ALVES, 2007).

Figura 7: Foto do aparato de motivacao sexual, na qual pode ser visto, no compartimento
central, o rato em avaliagdo e os dois compartimentos laterais como animais-incentivo.

Fonte: Autoral.

Para a observacdo da motivacdo sexual foi seguido o protocolo descrito
por Moreira e colaboradores (2020); para isso foram empregados dois ratos
“‘iscas”, sendo um rato macho sexualmente experiente e uma rata fémea, cujo
estro foi induzido farmacologicamente por 0,5 mg/kg de valerato de estradiol, por
via subcutanea, administrado 24 h antes do inicio do teste. Os ratos foram
familiarizados, individualmente, com o aparato por trés dias consecutivos uma
semana antes do teste durante 5 min. No dia do teste, os ratos “iscas” foram
colocados na caixa de incentivo 20 min antes do inicio do teste para sua

habituacdo e impregnacao do odor. Cada rato foi testado por 20 minutos e os
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parametros analisados foram: tempo de permanéncia na ZIF, tempo de
permanéncia na ZIM e frequéncia em cada uma das zonas de incentivo.
Ao término da observacéo de cada animal, o aparato foi limpo com alcool

70% e foram intercalados animais dos grupos controle e experimentais.

4.3.7 Avaliacdo da erecdo peniana induzida por apomorfina

A erecao peniana foi observada utilizando uma caixa de vidro, medindo
30 x 30 x 30 cm, com espelhos localizados na parede posterior e no piso da
caixa, para facilitar a observacdo do comportamento. A caixa fica apoiada em
quatro pés de metal com 10 cm altura, sobre um espelho no piso medindo 40 x

40 cm, conforme ilustrado pelas Figuras 8 e 9.

Figura 8: llustracdo do aparato empregado para avaliacdo da ere¢do peniana em rato.
30 om

Fonte: (RODRIGUES-ALVES, 2007)

Figura 9: Foto do aparato empregado para avaliagdo da ere¢do peniana em rato.

Fonte: Autoral.



46

Para inducdo da erecédo peniana foi seguido o protocolo descrito por
Moreira e colaboradores (2017). Assim, foi administrado 50 pg/kg apomorfina,
por via subcutanea, e o rato foi colocado imediatamente no aparato. Foi
considerada a erecdo peniana quando a glande do pénis emergir da membrana
prepucial, acompanhado por uma pequena verticalizacdo dos membros pélvicos

e limpeza genital (grooming genital), conforme mostrado na Figura 10.

Figura 10: Erecdo peniana induzida por apomorfina em rato.

Fonte: Autoral.

Conforme proposto por Rodrigues-Alves et al. (2008) e Moreira et al. (2017),
cada animal foi observado durante 60 min consecutivos e foram avaliados os
seguintes parametros:

1) laténcia para a primeira erecao peniana,;

2) numero de ere¢fes penianas;

3) laténcia para primeiro bocejo;

4) namero de bocejos.

A laténcia para primeira erecdo foi convertida em escores, conforme

apresentado no Quadro 6.
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Quadro 6: Escores atribuidos as laténcias para primeira erecdo peniana e bocejo de
ratos tratados com apomorfina.
Escore Laténcia em minutos
0alo
11a20
21a30
31a40
41 a 50
51 a 60
Nao apresentou erecdo peniana
Fonte: (RODRIGUES-ALVES, 2007).

~No o WwWwNBE

Ao término da observacédo de cada animal, o aparato foi limpo com alcool

70% e foram intercalados animais dos grupos controle e experimentais.

4.3.8 Avaliacdo do comportamento sexual em machos

A avaliacdo do comportamento sexual masculino foi realizada no periodo
escuro do ciclo de luz invertido dos animais, iniciando-se a partir das 11 h (pelo
menos trés horas apoés a luz se apagar).

O aparato para observacao consiste em uma caixa de madeira (56 x 32 x
32 cm) com uma cobertura movel e vidro frontal (Figura 11); o chdo da caixa foi

forrado com maravalha.

Figura 11: Foto do aparado utilizado para avaliacdo do comportamento sexual em rato
(vista frontal).

e e v - W e S A ST

Fonte: Autoral.

Para avaliacdo do comportamento sexual do rato, empregou-se o
protocolo proposto por Moreira e colaboradores (2020). Sucintamente, o rato
macho teste foi colocado no aparato 5 min antes do inicio do teste para

habituacdo e impregnacdo do odor. Para observagcdo do comportamento,
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utilizou-se uma fémea isca em estro induzido farmacologicamente por meio da
administracdo subcutanea de 0,5 mg/kg de valerato de estradiol 24 h antes do
inicio do teste. Apods o periodo de habituacdo do macho, a fémea foi colocada no
aparato e o comportamento foi observado por 50 min, sendo analisados os
seguintes parametros:

1) laténcia para primeira monta;

2) laténcia para primeira intromissao;

3) laténcia para primeira ejaculacéo;

4) laténcia para primeira intromissdo pos-ejaculatoria;

5) numero de montas incompletas;

6) numero de intromissdes;

7) numero de ejaculacgbes;

8) total de montas.

ApOs a observacao do comportamento sexual, tanto o rato como a fémea
isca foram retirados do aparato para troca da maravalha. As observacdes foram
feitas intercalando os animais do grupo controle e experimentais.

Ao término da observacédo de cada animal, o aparato foi limpo com alcool

70% e foram intercalados animais dos grupos controle e experimentais.

4.3.9 Comportamento sexual feminino

A avaliagdo do comportamento sexual feminino, da mesma forma que o
comportamento sexual dos machos, foi realizada no periodo escuro do ciclo de
luz invertido dos animais, iniciando-se a partir das 11 h (pelo menos trés horas
apos a luz se apagar) e empregou-se 0 mesmo aparato ilustrado pela Figura 11.

A avaliacdo do comportamento sexual das ratas foi feita de duas
maneiras: acompanhando o ciclo natural das fémeas e pela inducdo do estro
farmacologicamente. Para a avaliacdo em ciclo estral fisiologico, foi realizado
esfregaco vaginal diariamente pela manhd e, quando as fémeas que
apresentassem estro, tiveram seu comportamento avaliado no periodo da tarde.

Antes do inicio do teste, um rato macho sexualmente experiente foi
introduzido na caixa de observacdo por 5 min para habituacdo, de forma que
impregnasse seu odor na caixa e maravalha. Em seguida, a fémea a ser avaliada
foi colocada no aparato e foi feita a observacdo do comportamento até a
realizacdo de 10 montas. O comportamento foi avaliado de duas formas, pelo
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coeficiente e a intensidade de lordose, sendo a lordose caracterizada pela flexao
cOncava da coluna vertebral da fémea, elevacdo da cauda e exposicao da
genitélia (FELICIO et al., 1989; TEODOROV et al., 2005; MOREIRA et al., 2014).

O coeficiente de lordose (em %) foi calculado pelo nimero de lordoses
em 10 montas multiplicado por 10. J4 a intensidade de lordose foi avaliada por
atribuicdo de escores (HARDY; DEBOLD, 1971) de acordo com o
comportamento realizado em cada uma das 10 montas, conforme o apresentado

no Quadro 7 e ilustrado pela Figura 12.

Quadro 7: Escores atribuidos a intensidade de lordose no comportamento sexual de

ratas.
Escore Intensidade Descricao
0 Ausente  Auséncia da postura de lordose (Figura 12-A)
Leve flexdo cbncava da coluna vertebral e ligeira
1 Moderada elevacdo da cabeca e base da cauda erguida (Figura

12-B)

Flexdo cbncava da coluna vertebral, elevacdo da

cabeca em angulo de 30° membros toracicos
2 Normal estendidos ligeiramente para frente enquanto os

membros pélvicos sustentam o quadril e a cauda para

cima (Figura 12-C)

Proeminente flexdo cbncava da coluna, elevacdao da
3 Intensa  cabeca em angulo igual ou superior a 45° e cauda

bastante elevada (Figura 12-D)

Fonte: (adaptado de HARDY; DEBOLD, 1971).

Figura 12: Intensidade de lordose observada no comportamento sexual de ratas: A)
auséncia; B) moderada; C) normal; D) intensa.

Fonte: Autoral.
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Apbs a observagdo do comportamento sexual, tanto a rata como 0 macho
isca foram retirados do aparato para troca da maravalha. As observacdes foram

feitas intercalando os animais do grupo controle e experimentais.

4.3.10 Avaliacado do ciclo estral

O ciclo estral foi acompanhado durante 15 dias consecutivos por
observacdes microscopicas diarias do material proveniente do esfregaco vaginal
das ratas. As coletas foram feitas sempre entre as 12 h e 14 h.

Para a coleta do material, foi introduzido delicadamente na vagina da rata
um swab umedecido em solucéo salina (NaCl 0,9%) Em seguida, esse material
foi depositado em uma lamina de vidro e observado sob microscopia de luz (lente
de aumento 40x) para determinacéo da fase do ciclo estral.

Sob a microscopia de luz foi possivel observar trés tipos celulares,
conforme descrito por Marcondes e colaboradores (2002): 1) células epiteliais
nucleadas e arredondadas; 2) células queratinizadas, irregulares e anucleadas;
e 3) leucdcitos pequenos, circulares e bem definidos. Esses tipos celulares
caracterizam as diferentes fases do ciclo estral, descritas ho Quadro 8.

Quadro 8: Descricdo das fases do ciclo estral de ratas.
Fase do ciclo estral Descricao Duracdao
Predominéncia de células epiteliais 12h
nucleadas (Figura 13-A)
Presenca de células queratinizadas e
Estro anucleadas, muitas vezes justapostas 24h a 36h
(Figura 13-B)
Presenca de todos os tipos celulares,
Metaestro em concentragdes variadas 24 a 48h
(Figura 13-C)
Alta presenca de leucécitos
(Figura 13-D)

Proestro

Diestro 12h.
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Figura 13: Fases do ciclo estral de ratas em microscopia de luz (40x): A) Proestro; B)
Estro; C) Metaestro; e D) Diestro.
Al B

Fonte: Autoral.

4.3.11 Avaliacao do peso relativo dos 6rgdos e do indice gonadossomatico

Os ratos foram pesados individualmente e submetidos a eutanasia por
decapitacdo. Os 0Orgdos sexuais (testiculos, epididimos, vesicula seminal,
prostata, ovarios e Gtero), rins, adrenais e figado foram removidos e pesados.

Com esses 6rgaos, foi realizado o célculo do peso relativo (PR) da
seguinte forma: PR=PO/PCx100, onde PO= peso do 6rgédo e PC= peso corporal.
Ja com as gbnadas masculinas foi calculado o indice gonadossomaético (IGS),
conforme proposto por Moreira e colaboradores (2020), da seguinte forma:
IGS=PG/PCx100, onde PG= peso dos dois testiculos e PC= peso corporal.

4.3.12 Dosagem de neurotransmissores cerebrais e seus metabdlitos

Os animais foram submetidos a eutanasia por decapitagdo para a
obtencdo das seguintes estruturas cerebrais coletadas: coértex pré-frontal,
hipotalamo, hipocampo e corpo estriado. O hipotadlamo é uma estrutura que
possui funcbes enddcrinas, autonbmicas e comportamentais; participa do
controle hormonal, através do eixo hipotalamo-hipoéfise, da regulacdo da
temperatura corporal, do controle da ingestdo de alimentos, do comportamento
sexual, da manutencéo da homeostase e da mediacéo de respostas emocionais
(GUYTON; HALL, 2002). O hipocampo tem papel importante para a cognicao e
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faz parte do sistema limbico; possui duas grandes regides: a dorsal, responsavel
pelo aprendizado-memodria, e a ventral relacionada com as emocfes
(FANSELOW; DONG, 2010). O corpo estriado faz parte dos ndcleos da base e
participa do controle de movimentos voluntarios (HIKOSAKA et al., 2000). O
cortex pré-frontal € uma importante regido do I6bulo frontal dos mamiferos com
papel fundamental na organizacdo dos aspectos cognitivos complexos, as
funcdes executivas, incluindo-se atencdo, memoria de trabalho etc. (SEMRUD-
CLIKEMAN; ELLISON, 2009).

Paraisso, apés a decapitacdo, o encéfalo do animal foi retirado e colocado
sob uma placa de Petri com gelo, a fim de deixar o 6rgdo preservado para a
obtencdo das estruturas cerebrais. Esse procedimento ndo ultrapassou o
periodo de 3 min. ApGs a coleta, as estruturas foram colocadas em eppendorffs®
e acondicionadas em nitrogénio liquido para rapido e imediato congelamento.
Em seguida elas foram pesadas e armazenadas, por até 20 dias, a uma
temperatura de -80°C.

Posteriormente, as estruturas coletadas foram homogeneizadas em acido
perclorico (CIHO4) a 0,1 M contendo acido 3,4-dihidroxibenzilamina (DHBA —
padrdo interno) com o auxilio de uma caneta sonicadora de alta frequéncia,
sendo o volume de acido 10 vezes o peso da estrutura.

Apbés a homogeneizacdo, as estruturas foram deixadas overnight em
refrigerador a 10°C para precipitacdo das proteinas e acidos nucléicos. No dia
seguinte, as amostras foram centrifugadas a 10.000 rpm (centrifuga Eppendorff®
- 540 R), a 4°C por 30 minutos. Em seguida, o sobrenadante foi retirado com o
auxilio de micropipeta e colocado em eppendorffs® para ser armazenado em
freezer -80°C, até o momento da quantificacdo analitica. Foram quantificados:

- Dopamina (DA) e seus metabdlitos, acido 4,4-diidroxifenilacético
(DOPAC) e acido homovanilico (HVA);

- Noradrenalina (NOR) e seu metabdlito, acido vanilmadélico (VMA);

- Serotonina (5HT) e seu metabdlito acido 5-hidroindol, 3-acético (5HIAA);

Foi calculado também o turnover (taxa de renovacéo), por meio da relagcéo
metabdlito/neurotransmissor, de NOR, DA e 5HT da seguinte forma:
DOPAC/DA, HVA/DA, VMA/NOR e 5HIAA/5-HT.

As analises das monoaminas (noradrenalina, dopamina e serotonina) e

seus metabolitos foram feitas por cromatografia liquida de alta eficiéncia com
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deteccédo eletroquimica (HPLC-ED), como descrito por Zaccarelli-Magalhaes et
al. (2019) e Sandini et al. (2018). Para tanto foi empregado o cromatégrafo
Shimadzu Modelo 20A, composto por um injetor automatico com valvula injetora
de volume variavel (entre 1 e 100 ul), bombas de fluxo quaternarias, uma coluna
cromatografica (150 X 4,6 mm, Shimpak — ODS C 18) com filtro de linha e um
detector eletroquimico Antec Decade. Utilizou-se a técnica de cromatografia em
fase reserva com pareamento ibnico (acido heptanosulfonico), que é baseada na
cromatografia de particdo ou absorcdo. Para as andlises foi utilizada a
temperatura de 60°C e o tempo de obtencado dos picos de até 19 min.

A fase movel utilizada foi um sistema isocratico formado por tampao citrato
0,02 M, metanol 92:8 (v/v), 0,12 nM de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
sédico e 0,0556% de acido 1-heptanosulfénico (HSA). O pH seré ajustado para
3,0 com acido ortofosforico (HsPOa). A fase movel foi filtrada em um sistema a
vacuo antes de ser utilizada no HPLC-ED. Apds esse procedimento ela circulou
no sistema overnight para equilibrio da coluna, que foi acondicionada em um
fluxo de 1 ml/min. O detector foi mantido com um potencial de 0,8 V no eletrodo
de trabalho.

Para o preparo das solucdes padrdes de monoaminas foram utilizados
padrées de concentracbes 1 nM de cada neurotransmissor e seu metabdlito
diluidos em acido cloridrico 0,1 M contendo 0,02% de metabissulfito de sédio e
estocados em freezer -80°C. No momento da analise os padrdes foram
descongelados e diluidos de 2.500 a 10.000 vezes em &cido perclérico 0,1 M.

Foram injetados pelo menos dois padrées no HPLC-ED diariamente, um
antes e outro ao final das dosagens para a utilizacdo dos valores como
referéncia.

O equipamento foi padronizado diariamente, ao inicio e ao término do
trabalho, com uma solugdo de trabalho, com concentracdo conhecida, de
neurotransmissores, seus metabolitos e DHBA, empregando-se como diluente
uma solu¢do de acido perclorico, 0,1M, contendo EDTA e metabissulfito de
sodio.

O limite de deteccéao foi de 0,25 e 1 ng para todos os analitos, o limite de
quantificacdo foi de 10 ng/g de tecido cerebral ou 1,0 ng por 60 ng de

sobrenadantes e a taxa de recuperacao foi superior a 80%.
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4.4 Delineamento experimental

40 ratos e 40 ratas foram divididos em 4 grupos: 1 grupo controle (Cont)
e 3 experimentais (ATZ10, ATZ30 e ATZ100; n= 10 animais/grupo). Os animais
do grupo controle receberam periodo da puberdade, isto €, do DPN 22 ao 41,
por gavagem, 1mL/kg de &gua filtrada. Os animais dos grupos experimentais
receberam por idéntico periodo e via, 10, 30 ou 100 mg/kg de formulacao
comercial de atrazina diluida em agua filtrada. Os procedimentos experimentais

foram realizados do DPN 90 ao 120, conforme esquematizados no Quadro 9.

Quadro 9: Delineamento experimental de ratos machos e fémeas.

Animais Procedimentos

Teste da marcha

Avaliacdo do comportamento sexual
Machos Avaliacdo da motivacao sexual

Avaliacado da erecédo peniana

indice gonadossomatico

Avaliacao do ciclo estral
Fémeas Avaliacdo do comportamento sexual em ciclo estral fisiol6gico e
farmacoldgico
Ganho de peso durante o tratamento
Consumo de agua e racdo durante o tratamento
Avaliacdo do peso relativo dos 6rgdos sexuais, rins, adrenais e
figado
Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos

Machos e
Fémeas

4.5 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do software GraphPad Prism
6® (GraphPad software, Inc., San Diego, California, USA). O teste de Bartlett foi
utilizado para a verificacdo da homocedasticidade dos dados. Para os dados
paramétricos foram utilizados ANOVA de uma via, seguida do pos-teste de
Dunnett, quando havia apenas um fator (tratamento) a ser avaliado e ANOVA de
duas vias, seguida do pos-teste de Bonferroni, quando tiverem dois fatores
(tratamento e tempo) a serem avaliados. Para os dados ndo paramétricos foi
utilizado o teste de Kruskal-Wallis, seguido do teste de Dunns. O nivel de

significancia para todas as analises foi considerado p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo do ganho de peso, de machos e fémeas, durante o tratamento

com diferentes doses de atrazina

A figura 14 apresenta o ganho de peso, de machos e fémeas, durante os
20 dias de tratamento (DPN22 ao 41). A ANOVA de uma via mostrou diminuicéo
significante do ganho de peso entre o grupo controle (Cont) e o grupo tratado
com a dose mais alta de atrazina (ATZ100) nos 5 primeiros dias de exposicao,
tanto em machos quanto em fémeas e aumento significante do ganho de peso
do grupo tratado com a dose mais baixa de atrazina (ATZ10) em comparacao ao

grupo Cont do 10° ao 15° dia de tratamento em machos.

Figura 14: Ganho de peso de machos e fémeas que foram expostos a atrazina (ATZ -
10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42.
Sdo apresentados as médias e os respectivos erros padrdes. N=10 machos ou 10
fémeas por grupo. DPN: Dia p6s-natal.

Ganho de peso - Machos Ganho de peso - Fémeas
Interaction: (F(9,108)=3,478) Interaction: (F(9,108)=6,673)
Time: (F(3,108)=171,4) Time: (F(3,108)=102,7)
Column Factor: (F(3,36)=16,82) Column Factor: (F(3,36)=5,372)
Subjects (matching): (F(36,108)=1,125) Subjects (matching): (F(36,108)=1,329)
*p<0,05, ****p<0,0001 ***%p<0,0001
40 309
* -¥- ATZ100 z ~¥- ATZ100
ATZ30 3 \ ATZ30
301
ATZ10 20 = ATZ10
© -@- Cont © -@- Cont
£ g €
@ %0 s
(O] o
10
10
0 T T T T 0 T T T T
22-26 26-31 31-36 36-41 22-26 26-31 31-36 36-41
DPN DPN

ANOVA de duas vias seguida de pds-teste de Bonferroni.
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5.2 Avaliacdo do consumo médio individual de agua e racdo, por machos e

fémeas, durante o tratamento com diferentes doses de atrazina

A figura 15 apresenta o consumo médio individual de agua e racéo, por
machos e fémeas, durante os 20 dias de tratamento (DPN22 ao 41). A ANOVA
de duas vias mostrou aumento significante no consumo de ragao entre 0 grupo
ATZ30 e Cont de machos dos DPNs 37 ao 41; ndo houve diferenca significante
no consumo de agua pelos machos entre 0s grupos controle e experimentais. A
ANOVA de duas vias também mostrou um aumento significante no consumo de
agua (DPN38 ao 41) e de racédo (DPN37 ao 41) por fémeas do grupo ATZ100
em comparacgao ao grupo Cont, entretanto o consumo de agua e racao foi menor

no grupo ATZ10 em relacéo ao grupo controle ao final da exposicao.

Figura 15: Consumo médio de agua e racado por machos e fémeas que foram expostos
a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou &gua filtrada (Controle - Cont), por via oral do
DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, os respectivos erros padrdes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=10 machos ou 10 fémeas por grupo. DPN: dia pos-natal.

Consumo de ragdo - Machos Consumo de 4gua - Machos
Interaction: (F(9,108)=3,284) Interaction: (F(12,144)=0,3146)
Time: (F(3,108)=109,9) Time: (F(4,144)=10,45)
Column Factor: (F(3,36)=5,401) Column Factor: (F(3,36)=0,9971)
Subjects (matching): (F(36,108)=1,944) Subjects (matching): (F(36,144)=1,159)
**p<0,01
3001
2009 -¥- ATZ100
. —¥- ATZ100 ATZ30
ATZ30
1504 2004 ATZ10
ATZ10 -®- cCont
@ —- Cont E
E 100+
©® 1004
N /
0 T T T T T
0 T T T T 22-25 26-29 30-33 34-37 38-41
22-26 27-31 32-36 37-41 DPN
DPN
Consumo de ragcdo - Fémeas Consumo de 4gua - Fémeas
Interaction: (F(9,108)=5,311) Interaction: (F(12,144)=4,603)
Time: (F(3,108)=73,07) Time: (F(4,144)=21,79)
Column Factor: (F(3,36)=5,533) Column Factor: (F(3,36)=3,698)
Subjects (matching): (F(36,108)=0,6528) Subjects (matching): (F(36,144)=0,8399)
*p<0,05, ***p<0,001 *p<0,05, ***p<0,001
- - ~¥- ATZ100
200 ¥ ATZ100 200
ATZ30
* ATZ30 **
1504 ATZ10 1501 ATZ10
—®- Cont
4 -®- Cont
£ g - .
s 100 ElOO
o * *
50 = 50 ss/“
0 T T T T 0 T T T T T
22-26 27-31 32-36 37-41 22-25 26-29 30-33 34-37 38-41
DPN DPN

ANOVA de duas vias seguida de pOs-teste de Bonferroni.
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5.3 Avaliacdo da marcha de ratos machos adultos expostos a diferentes doses

de atrazina durante a puberdade

A figura 16 apresenta os resultados dos parametros analisados no teste

da marcha. A ANOVA de uma via ndo nenhuma mostrou nenhuma diferenca

significante entre 0s grupos experimentais e controle nos parametros analisados:

comprimentos da passada e do passo, simetria, area do trapézio formado por

dois passos, distancia entre os pés em um mesmo passo e angulo médio dos

passos.

Figura 16: Parametros do teste da marcha em ratos machos adultos expostos a atrazina
(ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21
ao 42. Séo apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e a dispersdo dos
individuos nos grupos. N=6-10 animais por grupo.
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5.4 Avaliacdo da motivacdo sexual de ratos machos adultos expostos a

diferentes doses de atrazina durante a puberdade

A figura 17 apresenta os resultados dos parametros analisados no teste
de motivacdo sexual em ratos machos. A ANOVA de uma via hdao mostrou
nenhuma diferencga significante entre o grupo controle e os grupos experimentais

na frequéncia na ZIM, tempo na ZIM, frequéncia na ZIF e tempo na ZIF.

Figura 17: Pardmetros do comportamento de motivagao sexual em ratos machos adultos
expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e
a disperséo dos individuos nos grupos. N=6 animais por grupo. ZIM=zona de incentivo
do macho; ZIF=zona de incentivo da fémea.
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5.5 Avaliacdo da erecdo peniana de ratos machos adultos expostos a

diferentes doses de atrazina durante a puberdade

A figura 18 mostra os resultados dos parametros analisados no teste de
erecao peniana em ratos machos. A ANOVA de uma via mostrou um atraso
significante na laténcia para primeira ere¢cao peniana dos animais do grupo
ATZ100 e relagcédo ao grupo Cont. A ANOVA de uma via ndo mostrou nenhuma
diferenca significante entre o grupo controle e 0s grupos experimentais na
laténcia para o primeiro bocejo, niumero de bocejos e numero de erecdes

penianas.

Figura 18: Parametros do comportamento de ere¢do peniana em ratos machos adultos
expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Sdo apresentadas as médias, o0s respectivos erros padrdes e
a dispersao dos individuos nos grupos. N=7 animais por grupo.
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5.6 Avaliacdo do comportamento sexual de ratos machos adultos expostos a

diferentes doses de atrazina durante a puberdade

A figura 19 apresenta os resultados dos parametros analisados no teste
de comportamento sexual em ratos machos. A ANOVA de uma via mostrou um
menor nimero de intromissdes pos-ejaculatdrias dos animais dos grupos ATZ10
e ATZ30 e relacdo ao grupo Cont. A ANOVA de uma via ndo mostrou henhuma
diferenca significante entre o0 grupo controle e 0s grupos experimentais nas
laténcias para 1° monta, intromissdo, ejaculacdo e para 12 monta pds-
ejaculatoria, nos numeros de montas incompletas, de intromissfes, de

ejaculacdes e no total de montas.

Figura 19: Pardmetros do comportamento sexual de ratos machos adultos expostos a
atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do
DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, os respectivos erros padrdes e a dispersao
dos individuos nos grupos. N=6 animais por grupo.

Laténcia 12 monta Laténcia 12 intromissédo Laténcia 12 ejaculagéo
(F(3,20)=1,807, p>0,05) (F(3,20)=1,791, p>0,05) (F(3,20)=0,6241, p>0,05)

3001 8001 35001
[ ] [ ]

o
o
=)

Segundos
Segundos
»

)

o

LA L

z.
L ]

H»
Nl

N

o

=)

o
1
o

N

o Q
4 LV <V N
v v <
Nimero de montas incompletas NGimero de intromissdes Nimero de ejaculagdes

(F(3,20)=0,8843, p>0,05) (F(3,20)=0,6561, p>0,05) (F(3,20)=2,495, p>0,05)

207 1201 6
A
A
n 100 ] n

154 | | R v -

° 80 44 @ vy

Frequéncia
-
)

" 1
Frequéncia
@

o
Frequéncia

@
IS
o o

~
"

o
1

o
I

& ) o o

S ~ > N
[é) <V <V /\4}
v

v v
N°de intromissdes pos-ejaculatérias Laténcia 12 monta pds-ejacultéria Total de montas
(F(3,20)=5,021, *p<0,05) (F(3,20)=1,972, p>0,05) (F(3,20)=1,577, p>0,05)
1009 FH————— 30001 L 1] A 1501
—— °
°
801 o A
n v
] v
el © 2000 £ 100 A
o o o
c
5 E E =
> ) )
> =
s s 3
I » 1000 I 50
(]
0 0
N Qo Q S N QS O S
N ~ > N & ~ > N
PP S P AR S
< LS

ANOVA de uma via seguida do pés-teste de Dunnett.



61

5.7 Avaliacdo do comportamento sexual feminino, em ciclo estral fisiol6qgico, de

ratas adultas expostas a diferentes doses de atrazina durante a puberdade

A figura 20 apresenta os resultados dos parametros analisados no teste

de comportamento sexual de ratas em ciclo estral fisiol6gico. A ANOVA de uma

via ndo mostrou nenhuma diferenca significante entre o grupo controle e os

grupos experimentais no coeficiente e intensidade de lordose, frequéncia de

auséncia de lordose e frequéncia de lordoses moderadas, normais e intensas

Figura 20: Paradmetros do comportamento sexual de ratas adultas em ciclo estral
fisioldégico expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou &gua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros
padrbes e a dispersao dos individuos nos grupos. N=7 animais por grupo.
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5.8 Avaliacdo do comportamento sexual feminino, em ciclo estral

farmacoldqico, de ratas adultas expostas a diferentes doses de atrazina

durante a puberdade

A figura 21 apresenta os resultados dos parametros analisados no teste

de comportamento sexual de ratas em ciclo estral farmacoldgico, induzido por

valerato de estradiol. A ANOVA de uma via ndo mostrou nenhuma diferenca

significante entre o grupo controle e 0s grupos experimentais no coeficiente e

intensidade de lordose, frequéncia de auséncia de lordose e frequéncia de

lordoses moderadas, normais e intensas

Figura 21: Parametros do comportamento sexual de ratas adultas em ciclo estral
farmacoldgicos expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada
(Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sdo apresentadas as médias, 0s
respectivos erros padrées e a dispersdo dos individuos nos grupos. N=7 animais por

grupo.
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5.9 Acompanhamento do ciclo estral de ratas adultas expostas a diferentes

doses de atrazina durante a puberdade

A figura 22 mostra os resultados do acompanhamento do ciclo estral de
ratas adultas. A ANOVA de uma via ndo mostrou nenhuma diferenca significante
entre 0 grupo controle e 0s grupos experimentais nos dias em que 0s animais
passaram em estro, metaestro, diestro e proestro, nem na quantidade de dias

estrogénicos e progesteronicos.

Figura 22: Acompanhamento do ciclo estral de ratas adultas expostas a atrazina (ATZ -
10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42.
Sao apresentadas as médias, os respectivos erros padrdes e a dispersao dos individuos
nos grupos. N=8 animais por grupo.
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5.10 Avaliacdo do peso corporal no DPN120 de ratos machos e fémeas adultos

expostos a diferentes doses de atrazina durante a puberdade

A figura 23 apresenta os resultados do peso corporal no DPN120 de ratos
machos e fémeas. A ANOVA de uma via mostrou um aumento significante do
peso corporal de machos e fémeas do grupo ATZ10 e relagdo aos animais do
grupo Cont. A ANOVA de uma via ndo mostrou nenhuma diferenca significante
entre 0 grupo controle e os grupos ATZ30 e ATZ100 no peso corporal no
DPN120.

Figura 23: Peso corporal de ratos machos e fémeas adultos expostos a atrazina (ATZ -
10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42.
Sao apresentadas as médias, os respectivos erros padrdes e a dispersao dos individuos
nos grupos. N=6-9 animais por grupo. DPN: dia p4s-natal.
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5.11 Avaliacao do peso relativo de 6rgdos de ratos machos adultos expostos a

diferentes doses de atrazina durante a puberdade

A figura 24 apresenta os resultados do célculo do peso relativo de érgéos
e do indice gonadossomatico de ratos machos. A ANOVA de uma via mostrou
diminuicao significante do peso dos rins direito e esquerdo dos animais do grupo
ATZ10 e relacéo aos animais do grupo Cont. A ANOVA de uma via ndo mostrou
nenhuma diferenca significante entre o grupo controle e 0s grupos experimentais
no peso do figado, dos testiculos direito e esquerdo, dos epididimos direito e
esquerdo, da vesicula seminal, da prostata, das adrenais direita e esquerda e no

indice gonadossomatico.

Figura 24: Peso relativo de 6rgao de ratos machos adultos expostos a atrazina (ATZ -
10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42.
S&o apresentadas as médias, os respectivos erros padrdes e a dispersdo dos individuos
nos grupos. N=8 animais por grupo.
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ANOVA de uma via seguida de pés-teste de Dunnett.
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5.12 Avaliacdo do peso relativo de 6rgdos de ratas adultas expostas a

diferentes doses de atrazina durante a puberdade

A figura 25 mostra os resultados do calculo do peso relativo de 6rgdos de

ratas. A ANOVA de uma via mostrou diminuicdo do peso do figado dos animais

dos grupos ATZ10 e ATZ30 em relagéo aos animais do grupo Cont. A ANOVA

de uma via ndo mostrou nenhuma diferenca significante entre o grupo controle

e 0S grupos experimentais no peso dos rins direito e esquerdo, dos ovarios direito

e esquerdo, do Utero e das adrenais direita e esquerda.

Figura 25: Peso relativo de 6rgao de ratos machos adultos expostos a atrazina (ATZ -
10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por via oral do DPN21 ao 42.
Sao apresentadas as médias, os respectivos erros padrdes e a dispersao dos individuos
nos grupos. N=8 animais por grupo.
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5.13 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabolitos no cortex pré-

frontal de ratos adultos expostos a diferentes doses de atrazina durante a

puberdade
A figura 26 apresenta a concentracdo de dopamina (DA) e seus

metabdlitos cerebrais (DOPAC e HVA), bem como a taxa de renovacao (turnover
— DOPAC/DA e HVA/DA) no cortex pré-frontal de ratos adultos. A ANOVA uma
via mostrou um aumento significante de DA nos animais dos grupos ATZ30 e
ATZ100 em comparagdo ao grupo controle; os animais do grupo ATZ100
também apresentaram um aumento significante do turnover DOPAC/DA. A
ANOVA de uma via ndo mostrou diferencas significantes entre os grupos
experimentais e controle na concentracdo de DOPAC e HVA e no turnover
HVA/DA.

Figura 26: Avaliacdo do sistema dopaminérgico do coértex pré-frontal de ratos machos
adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sdo apresentadas as médias, 0s respectivos erros
padrbes e a dispersao dos individuos nos grupos. N=6-8 animais por grupo.
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(F(3,25)=4,809, *p<0,05) (F(3,26)=2,533, p>0,05) (F(3,26)=3,375, p>0,05)
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ANOVA de uma via seguida de pés-teste de Dunnett.

A figura 27 apresenta a concentracdo de noradrenalina (NOR) e seu
metabdlito cerebral (VMA), bem como a taxa de renovagdo (turnover —
VMA/NOR) no cortex pré-frontal de ratos adultos. A ANOVA dia uma via mostrou

um aumento significante na concentracdo de NOR no grupo ATZ10 em relacao
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ao grupo controle. A ANOVA de uma via ndo mostrou nenhuma diferenca
significante entre 0s grupos experimentais e controle na concentracdo de VMA

€ no turnover.

Figura 27: Avaliacéo do sistema noradrenérgico do cortex pré-frontal de ratos machos
adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros
padrbes e a dispersao dos individuos nos grupos. N= 6-9 animais por grupo.

NOR VMA VMA/NOR
(F(3,25)=4,748, *p<0,05) (F(3,26)=0,7298, p>0,05) (F(3,25)=4,032, p>0,05)
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ANOVA de uma via seguida de pos-teste de Dunnett.

A figura 28 apresenta a concentracdo de serotonina (5HT) e seus
metabdlitos cerebrais (5HIAA), bem como a taxa de renovacao (turnover —
5HIAA/5HT) no cortex pré-frontal de ratos adultos. A ANOVA dia uma via
mostrou um aumento significante de 5HT e do turnover nos animais do grupo
ATZ100 em comparacao ao grupo controle. A ANOVA de uma via hdo mostrou

diferenca significante na concentracao do metabdlito serotoninérgico SHIAA.

Figura 28: Avaliacdo do sistema serotoninérgico do coértex pré-frontal de ratos machos
adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros
padrdes e a dispersao dos individuos nos grupos. N=6-9 animais por grupo.

S5HT S5HIAA S5HIAA/SHT
(F(3,25)=3,991, *p<0,05) (F(3,26)=4,632, p>0,05) (F(3.25)=3,953, *p<0,05)
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ANOVA de uma via seguida de pés-teste de Dunnett.
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5.14 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabolitos no cortex pré-

frontal de ratas adultas expostas a diferentes doses de atrazina durante a

puberdade
A figura 29 apresenta a concentracéo de DA e seus metabalitos cerebrais,

DOPAC e HVA, bem como a taxa de renovacao (turnover) no cértex pré-frontal
de ratas adultas. A ANOVA de uma via ndo nenhuma mostrou diferenca
significante entre os grupos experimentais e controle na concentracao de DA, de
DOPAC e HVA e nos turnovers DOPAC/DA e HVA/DA.

Figura 29: Avaliacdo do sistema dopaminérgico do cortex pré-frontal de ratas fémeas
adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sdo apresentadas as médias, 0s respectivos erros
padrbes e a dispersao dos individuos nos grupos. N=8 animais por grupo.
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ANOVA de uma via.

A figura 30 apresenta a concentracdo de NOR e seu metabalito cerebral,
VMA, bem como a taxa de renovacao (turnover) no cortex pré-frontal de ratas
adultas. A ANOVA de uma via ndo mostrou nenhuma diferenca significante entre
0S grupos experimentais e controle na concentracdo de NOR, de VMA e no
turnover VMA/NOR.
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Figura 30: Avaliacdo do sistema noradrenérgico do coértex pré-frontal de ratas fémeas
adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros
padrbes e a dispersao dos individuos nos grupos. N=6-9 animais por grupo.
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(F(3,28)=0,1874, p>0,05) (F(3,28)=0,7091, p>0,05) (F(3,27)=0,5286, p>0,05)
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ANOVA de uma via.

A figura 31 apresenta a concentragdo de 5HT e seu metabdlito cerebral,
5HIAA, bem como a taxa de renovacédo (turnover) no cortex pré-frontal de ratas
adultas. A ANOVA dia uma via mostrou diminuicdo de 5HT e aumento
significante do turnover 5HIAA/SHT nos animais do grupo ATZ100 em
comparacao ao grupo controle. A ANOVA de uma via ndo mostrou diferenca

significante na concentracdo de 5HIAA.

Figura 31: Avaliacdo do sistema serotoninérgico do cortex pré-frontal de ratas fémeas
adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros
padrdes e a dispersao dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grupo.
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ANOVA de uma via seguida de pés-teste de Dunnett.
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5.15 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos no hipocampo de

ratos adultos expostos a diferentes doses de atrazina durante a puberdade

A figura 32 apresenta a concentracéo de DA e seus metabdlitos cerebrais,
DOPAC e HVA, bem como a taxa de renovacao (turnover) no hipocampo de
ratos adultos. A ANOVA de uma via ndo nenhuma mostrou diferencga significante
entre 0s grupos experimentais e controle na concentracao de DA, de DOPAC e
HVA e nos turnovers DOPAC/DA e HVA/DA.

Figura 32: Avaliacdo do sistema dopaminérgico do hipocampo de ratos machos adultos
expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou &gua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e
a dispersao dos individuos nos grupos. N=8-9 animais por grupo.
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ANOVA de uma via.

A figura 33 apresenta a concentragdo de NOR e seu metabolito cerebral,
VMA, bem como a taxa de renovacao (turnover) no hipocampo de ratos adultos.
A ANOVA de uma mostrou um aumento significante de VMA no grupo ATZ30
em relagdo ao grupo controle. A ANOVA de uma via ndo mostrou diferencga
significante entre 0s grupos experimentais e controle na concentracdo de NOR
e no turnover VMA/NOR.
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Figura 33: Avaliagdo do sistema noradrenérgico do hipocampo de ratos machos adultos
expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e
a dispersao dos individuos nos grupos. N=8-9 animais por grupo.
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(F(3,30)=2,182, p>0,05) (F(3,29)=5,306, **p<0,01) (F(3,30)=1,956, p>0,05)
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ANOVA de uma via seguida de pés-teste de Dunnett.

A figura 34 apresenta a concentragdo de 5HT e seu metabdlito cerebral,
bem como a taxa de renovacgéo (turnover) no hipocampo de ratos adultos. A
ANOVA de uma via ndo mostrou nenhuma diferenca significante na
concentracéo de 5HT, do metabdlito 5SHIAA e no turnover 5HIAA/SHT.

Figura 34: Avaliacdo do sistema serotoninérgico do hipocampo de ratos machos adultos
expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Séo apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e
a dispersao dos individuos nos grupos. N=7-9 animais por grupo.
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5.16 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos no hipocampo de

ratas adultas expostas a diferentes doses de atrazina durante a puberdade

A figura 35 apresenta a concentracdo de DA e seus metabdlitos cerebrais,
DOPAC e HVA, bem como a taxa de renovacao (turnover) no hipocampo de
ratas adultas. A ANOVA de uma via ndo nenhuma mostrou diferencga significante
entre 0s grupos experimentais e controle na concentracao de DA, de DOPAC e
HVA e nos turnovers DOPAC/DA e HVA/DA.

Figura 35: Avaliacdo do sistema dopaminérgico do hipocampo de ratas fémeas adultas
expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, os respectivos erros padrdes e
a dispersao dos individuos nos grupos. N=8-9 animais por grupo.
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ANOVA de uma via.

A figura 36 apresenta a concentracdo de NOR e seu metabalito cerebral,
VMA, bem como a taxa de renovacao (turnover) no hipocampo de ratas adultas.
A ANOVA de uma via ndo nenhuma mostrou diferenga significante entre os
grupos experimentais e controle na concentracdo de NOR, do metabdlito VMA e
no turnover VMA/NOR.
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Figura 36: Avaliacdo do sistema noradrenérgico do hipocampo de ratas fémeas adultas
expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e
a dispersao dos individuos nos grupos. N=8-9 animais por grupo.

NOR VMA VMA/NOR
(F(3,29)=1,317,p>0,05 (F(3,29)=1,780, p>0,05) (F(3,27)=0,5230, p>0,05)
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ANOVA de uma via.

A figura 37 apresenta a concentracdo de 5HT e seu metabdlito cerebral,
5HIAA, bem como a taxa de renovacgédo (turnover) no hipocampo de ratas
adultas. A ANOVA de uma via ndo mostrou nenhuma diferenga significante na
concentracdo de 5HT, do metabdlito 5HIAA e no turnover 5HIAA/SHT.

Figura 37: Avaliacao do sistema serotoninérgico do hipocampo de ratas fémeas adultas
expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Séo apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e
a disperséo dos individuos nos grupos. N=8-9 animais por grupo.
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(F(3,29)=0,3607, p>0,05) (F(3,29)=0,8637, p>0,05) (F(3,29)=0,5482, p>0,05)
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ANOVA de uma via.
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5.17 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos no hipotalamo de

ratos adultos expostos a diferentes doses de atrazina durante a puberdade

A figura 38 apresenta a concentracado de DA e seus metabdlitos cerebrais,
DOPAC e HVA, bem como a taxa de renovacao (turnover) no hipotdlamo de
ratos adultos. A ANOVA de uma via mostrou um aumento significante no turnover
DOPC/DA dos animais do grupo ATZ100 em relacdo ao grupo controle. A
ANOVA de uma via ndo nenhuma mostrou diferenca significante entre os grupos
experimentais e controle na concentracdo de DA, de DOPAC e HVA e no
turnover HVA/DA.

Figura 38: Avaliacdo do sistema dopaminérgico do hipotalamo de ratos machos adultos
expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou &gua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Sdo apresentadas as médias, o0s respectivos erros padrbes e
a dispersao dos individuos nos grupos. N=7-9 animais por grupo.
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ANOVA de uma via seguida de pés-teste de Dunnett.

A figura 39 apresenta a concentracdo de NOR e seu metabalito cerebral,
VMA, bem como a taxa de renovacao (turnover) no hipotalamo de ratos adultos.
A ANOVA de uma via ndo nenhuma mostrou diferenga significante entre os
grupos experimentais e controle na concentracdo de NOR, do metabdlito VMA e
no turnover VMA/NOR.
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Figura 39: Avaliacdo do sistema noradrenérgico do hipotalamo de ratos machos adultos
expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros padroes e
a dispersao dos individuos nos grupos. N=6-9 animais por grupo.
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(F(3,30)=0,3023, p>0,05) (F(3,30)=0,6418, p>0,05) (F(3,27)=2,040, p>0,05)
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ANOVA de uma via.

A figura 40 apresenta a concentracdo de 5HT e seu metabdlito cerebral,
VMA, bem como a taxa de renovacao (turnover) no hipotalamo de ratos adultos.
A ANOVA de uma via ndo mostrou nenhuma diferenca significante na
concentracdo de 5HT, do metabdlito 5SHIAA e no turnover 5HIAA/SHT.

Figura 40: Avaliac&o do sistema serotoninérgico do hipotalamo de ratos machos adultos
expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Sdo apresentadas as médias, os respectivos erros padrbes e
a disperséo dos individuos nos grupos. N=7-9 animais por grupo.

5HT 5HIAA S5HIAA/SHT
(F(3,30)=0,4438, p>0,05) (F(3,29)=1,456, p>0,05) (F(3,28)=0,6093, p>0,05)
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5.18 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos no hipotalamo de

ratas adultas expostas a diferentes doses de atrazina durante a puberdade

A figura 41 apresenta a concentracdo de DA e seus metabdlitos cerebrais,
DOPAC e HVA, bem como a taxa de renovacao (turnover) no hipotdlamo de
ratas adultas. A ANOVA de uma via ndo nenhuma mostrou diferencga significante
entre 0s grupos experimentais e controle na concentracao de DA, de DOPAC e
HVA e nos turnovers DOPAC/DA e HVA/DA.

Figura 41: Avaliacdo do sistema dopaminérgico do hipotdlamo de ratas fémeas adultas
expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, os respectivos erros padrdes e
a dispersao dos individuos nos grupos. N=6-9 animais por grupo.
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ANOVA de uma via.

A figura 42 apresenta a concentracdo de NOR e seu metabalito cerebral,
VMA, bem como a taxa de renovacao (turnover) no hipotalamo de ratas adultas.
A ANOVA de uma via ndo nenhuma mostrou diferenga significante entre os
grupos experimentais e controle na concentracdo de NOR, do metabdlito VMA e
no turnover VMA/NOR.
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Figura 42: Avaliacdo do sistema noradrenérgico do hipotalamo de ratas fémeas adultas
expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e
a dispersao dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grupo.
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(F(3,27)=0,6490, p>0,05) (F(3,27)=1,361, p>0,05) (F(3,26)=0,2236, p>0,05)
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ANOVA de uma via.

A figura 43 apresenta a concentragdo de 5HT e seu metabdlito cerebral,
VMA, bem como a taxa de renovacao (turnover) no hipotalamo de ratas adultas.
A ANOVA de uma via ndo mostrou nenhuma diferenca significante na
concentracdo de 5HT, do metabdlito 5HIAA e no turnover 5HIAA/SHT.

Figura 43: Avaliagéo do sistema serotoninérgico do hipotadlamo de ratas fémeas adultas
expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle - Cont), por
via oral do DPN21 ao 42. Séo apresentadas as médias, 0s respectivos erros padrdes e
a dispersao dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grupo.

SHT SHIAA SHT/SHIAA
(F(3,27)=1,480, p>0,05) (F(3,27)=0,2000, p>0,05) (F(3,27)=1,743,p>0,05)
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5.19 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabolitos no corpo estriado

de ratos adultos expostos a diferentes doses de atrazina durante a puberdade

A figura 44 apresenta a concentracdo de DA e seus metabdlitos cerebrais,
DOPAC e HVA, bem como a taxa de renovagéao (turnover) no corpo estriado de
ratos adultos. A ANOVA de uma via ndo nenhuma mostrou diferencga significante
entre 0s grupos experimentais e controle na concentracao de DA, de DOPAC e
HVA e nos turnovers DOPAC/DA e HVA/DA.

Figura 44: Avaliacdo do sistema dopaminérgico do corpo estriado de ratos machos
adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros
padrbes e a dispersao dos individuos nos grupos. N=6-8 animais por grupo.
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ANOVA de uma via.

A figura 45 apresenta a concentracdo de NOR e seu metabdlito cerebral,
VMA, bem como a taxa de renovacgao (turnover) no corpo estriado de ratos
adultos. A ANOVA de uma via mostrou aumento significante do metabdlito VMA
nos animais dos grupos ATZ30 e ATZ100 em relagdo ao grupo controle. A
ANOVA de uma via ndo mostrou diferenca significante entre os grupos

experimentais e controle na concentracdo de NOR e no turnover VMA/NOR.
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Figura 45: Avaliacdo do sistema noradrenérgico do corpo estriado de ratos machos
adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros
padrbes e a dispersao dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grupo.
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ANOVA de uma via seguida de pés-teste de Dunnett.

A figura 46 apresenta a concentragdo de 5HT e seu metabdlito cerebral,
bem como a taxa de renovacao (turnover) no corpo estriado de ratos adultos. A
ANOVA de uma via mostrou um amento 5HT nos animais do grupo ATZ100 em
relacdo ao grupo controle. A ANOVA de uma via ndo mostrou diferencas
significantes na concentracdo do metabdlito SHIAA e no turnover 5SHIAA/SHT.

Figura 46: Avaliagdo do sistema serotoninérgico do corpo estriado de ratos machos
adultos expostos a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sdo apresentadas as médias, 0s respectivos erros
padrbes e a dispersao dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grupo.

5HT S5HIAA S5HIAA/SHT

(F(3,24)=4,359, *p<0,05) (F(3,28)=0,1876, p>0,05) (F(3,26)=0,2300, p>0,05)
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ANOVA de uma via seguida de pés-teste de Dunnett.
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5.20 Dosagem de monoaminas cerebrais e seus metabdlitos no corpo estriado

de ratas adultas expostas a diferentes doses de atrazina durante a puberdade

A figura 47 apresenta a concentracdo de DA e seus metabdlitos cerebrais,
DOPAC e HVA, bem como a taxa de renovagéao (turnover) no corpo estriado de
ratas adultas. A ANOVA de uma via ndo nenhuma mostrou diferencga significante
entre 0s grupos experimentais e controle na concentracao de DA, de DOPAC e
HVA e nos turnovers DOPAC/DA e HVA/DA.

Figura 47: Avaliagcdo do sistema dopaminérgico do corpo estriado de ratas fémeas
adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros
padrbes e a dispersao dos individuos nos grupos. N=6-9 animais por grupo.
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ANOVA de uma via.

A figura 48 apresenta a concentracdo de NOR e seu metabdlito cerebral,
VMA, bem como a taxa de renovacgao (turnover) no corpo estriado de ratas
adultas. A ANOVA de uma via mostrou uma diminuigdo significativa na
concentracdo de NOR e VMA nos animais dos trés grupos experimentais
(ATZ10, ATZ30 e ATZ100) em relagéo ao grupo controle. A ANOVA de uma via
nao mostrou diferenca significante entre os grupos experimentais e controle no
turnover VMA/NOR.
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Figura 48: Avaliagdo do sistema noradrenérgico do corpo estriado de ratas fémeas
adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sao apresentadas as médias, 0s respectivos erros
padrbes e a dispersao dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grupo.
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A figura 49 apresenta a concentracdo de 5HT e seu metabdlito cerebral,

5HIAA, bem como a taxa de renovacao (turnover) no corpo estriado de ratas

adultas. A ANOVA de uma via ndo mostrou nenhuma diferenga significante na
concentracdo de 5HT, do metabdlito 5SHIAA e no turnover 5HIAA/SHT.

Figura 49: Avaliacdo do sistema serotoninérgico do corpo estriado de ratas fémeas
adultas expostas a atrazina (ATZ - 10, 30 ou 100 mg/kg) ou agua filtrada (Controle -
Cont), por via oral do DPN21 ao 42. Sdo apresentadas as médias, 0s respectivos erros
padrbes e a dispersao dos individuos nos grupos. N=7-8 animais por grupo.
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6 DISCUSSAO

Este trabalho avaliou os efeitos da exposicdo a atrazina durante a
puberdade e estudou na idade adulta 0 comportamento sexual de ratos machos
e fémeas, bem como analisou os efeitos nos niveis de monoaminas cerebrais e
seus metabdlitos. Para isso, foram empregadas trés doses de atrazina, 10, 30
ou 100 mg/kg administradas diariamente por via oral, em machos e fémeas
Wistar, do DPN22 ao 41, fase correspondente a puberdade dos roedores e em
gue ocorrem importantes alteracdes hormonais e de desenvolvimento.

As doses utilizadas foram baseadas em estudos de Ashby et al. (2002) e
de Goldman et al. (2013) que analisaram os efeitos da atrazina na maturacéo
sexual e alteracGes hormonais causadas por ela.

Durante os 20 dias de tratamento foram acompanhados o ganho de peso
e a ingestdo de Agua e de racdo pelos animais dos grupos controle e
experimentais de machos e fémeas.

Os animais expostos a dose mais alta de atrazina (100 mg/kg), tanto
machos como fémeas, tiveram diminuicdo significante no ganho de peso em
comparagdo ao grupo controle nos 5 primeiros dias tratamento, porém essa
diferenca foi reversivel e, ao término da exposicao, ja ndo havia mais diferencas
entre 0S grupos.

Nossos resultados corroboram os estudos de Davis e colaboradores
(2011) que avaliaram os efeitos das doses de 1, 5, 20 e 100 mg/kg de atrazina
na prole de ratas Sprague-Dawley expostas dos DGs 14 a 21, uma ou duas
vezes ao dia. Os autores relataram pesos corporais reduzidos da prole ao
nascimento de filhotes tratados com a dose de 100 mg/kg em ambos o0s
protocolos exposi¢cao. Contudo, no DPN21, os pesos dos animais haviam sido
recuperados e eram comparaveis ao grupo controle.

Em seres humanos, a diminuicdo do peso ao nascer devido a uma
exposicéo gestacional a atrazina tem relagdo com as alteragdes nas importantes
respostas endoécrinas na mae, placenta e feto na regulacdo do desenvolvimento
e crescimento fetal (FOWDEN et al., 2015). Os niveis maternos de andrégenos
e estrogenos aumentam durante a gravidez e desempenham papéis importantes
na manutencao da gravidez e na inducgao do parto (HAKIM et al., 2017).

Estudo com seres humanos, Svensson e colaboradores (2019)

evidenciaram que a maior propor¢cao de testosterona/estradiol salivar materna
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medida no meio da gravidez foi associada a menores pesos ao nascer. A
associacao entre testosterona elevada e peso ao nascer inferior € consistente
com o fato de que mulheres com hiperandrogenismo clinico, como, por exemplo,
sindrome do ovério policistico ou pré-eclampsia, tém risco aumentado de dar a
luz bebés pequenos para a idade gestacional (MCCOWAN, 2009),
possivelmente devido a aromatase placentaria prejudicada, que converte
androgénios em estrogénios e, portanto, resulta em aumento dos niveis
circulantes de testosterona materna (HAKIM et al., 2017).

A diminuicdo do peso corporal devido a exposi¢do de ratos a atrazina
também foi relatada por Breckenridge e colaboradores (2017). O peso corporal
meédio de animais dos grupos administrados com doses de 50 e 100 mg/kg de
atrazina diariamente, durante 4, 8 ou 14 dias foi menor em comparagcdo com
animais do grupo controle.

Ashby et al. (2002) e Eldridge et al. (1994) mostraram que exposicdes
mais longas, de 40 a 50 dias, nas doses de 30 a 200 mg/kg de atrazina durante
a vida adulta de ratos também causaram diminuicdo do peso corporal. Efeitos
semelhantes foram relatados por Stoker et al. (2000); Trentacoste et al. (2001),
Enoch et al. (2007), Moon et al. (2007), Rosenberg et al. (2008), Abarikwu et al.
(2010), Hovey et al al. (2011).

Sobre a ingestdo de agua e racdo, nossa avaliacdo mostrou que a
exposicdo a dose intermediaria de atrazina (30 mg/kg), em machos, aumentou o
consumo de racdo nos ultimos 5 dias de tratamento; ndo houve diferenca no
consumo de agua. As fémeas do grupo exposto a dose mais alta de atrazina
(100 mg/kg) consumiram mais agua (DPN38 ao 41) e mais racdo (DPN37 ao 41),
entretanto, o consumo de agua e ra¢do foi menor no grupo exposto a dose mais
baixa (10 mg/kg) ao final da exposicao.

Esses dados estédo de acordo com os resultados de Hovey et al. (2011),
em que doses médias e altas de atrazina, 50 e 100 mg/kg, administradas em
ratas prenhes levaram a reducéo da ingestao de alimentos dos DGs 13 a 20.

Em contrapartida, Lin et al. (2014) expb6s fémeas de camundongos
C57BL/6 a uma concentracdo baixa de atrazina na agua potavel (3 mg/l -
consumo diario estimado em 1,4 mg/kg) do DG6 ao DPN23 e ndo houve

diferenca na quantidade de alimento e agua consumidos.
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Breckenridge et al. (2017) administraram, por gavagem, doses de 6,5, 50
e 100 mg/kg de atrazina por 1, 2, 3, 4, 8 ou 14 dias em ratas Sprague-Dawley
ovariectomizadas; em seus resultados foi observada uma tendéncia de menor
consumo de alimentos nos grupos tratados com atrazina, mas nenhuma das
diferencas foi estatisticamente significante.

Essas heterogeneidades nos resultados apresentados por nossos
resultados e por outros autores podem-se justificar pelo fato de o consumo de
agua e racao ser altamente variavel entre os grupos, além de haver diferencas
no periodo de vida, espécie animal utilizada, duracdo e dose em que as
exposicdes ocorreram nos diferentes estudos.

As avaliacbes comportamentais, tanto de machos quanto em fémeas,
ocorreram entre os DPNs 90 e 120, periodo corresponde a idade a adulta em
ratos Wistar e de maturagéo sexual efetiva.

De acordo com Lamb et al. (2020), cada vez mais os estudos estao
revelando que os desreguladores enddécrinos, incluindo a atrazina, podem alterar
0 comportamento animal. A exposicdo precoce a esses agentes pode alterar
permanentemente os fendétipos até a idade adulta.

A exposicdo a produtos quimicos desreguladores endocrinos e
neuroendocrinos séo relatados como indutores de uma variedade de
comportamentos anormais em peixes-zebra (CLOTFELTER et al., 2004;
SOFFKER; TYLER, 2012), particularmente, quando os individuos sdo expostos
no inicio da vida (WIRBISKY et al., 2016a e 2016b). Foi visto que esses produtos
interferem nos mecanismos moleculares que definem os comportamentos,
como, por exemplo, na expressdo génica, nos niveis hormonais e nos niveis de
neurotransmissores (THORNQVIST et al., 2015; VANDENDERG et al., 2012).
Os efeitos das exposicdes a esses compostos estdo, principalmente, implicados
na interrup¢cdo de comportamentos reprodutivos tipicos, como coorte e
comportamento sexual dos pais (SHENOY, 2014), mas também com
comportamentos nao reprodutivos, como ansiedade, agressédo e comportamento
de risco (LAGESSON et al., 2019; PORSERYD et al., 2017).

Em estudo de Lin et al. (2014), a exposicao a atrazina causou tendéncia
a hiperatividade e aumento da atividade locomotora nos filhotes jovens machos
e fémeas de roedores, mas esse efeito foi transitorio e ndo persistiu na idade

adulta. Esse achado corrobora os estudos anteriores de Bardullas et al. (2011)
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e Belloni et al. (2011) que mostraram que a exposicéo crénica de 1 ano a dieta
enriquecida com a dose de 10 mg/kg aumentou a atividade locomotora em ratos
machos e a exposicao oral a atrazina em doses 20,001 mg/kg do DG14 ao
DPN16 aumentou a atividade motora em campo aberto em filhotes de
camundongos jovens machos e fémeas. Por outro lado, exposi¢cdes de curto
prazo a doses mais altas de atrazina, de 100 a 250 mg/kg, resultam em
hipoatividade com duracao de até 5 dias em roedores machos adultos (LIN et
al., 2013b; RODRIGUEZ et al., 2013). Esses dados, juntos, sugerem que a
exposicdo a atrazina interrompe consistentemente a fungdo motora em ambos
0S sexos e em varios paradigmas de exposicao e a direcdo desse efeito pode
depender da dose e do tempo.

Lin et al. (2014) ainda afirma que a exposi¢cdo a uma dose relativamente
baixa de atrazina em agua potavel, durante a gestacédo e lactacdo, causa efeitos
prejudiciais ao sistema nervoso e multiplas anormalidades comportamentais na
fémea exposta e sua prole. Essas alteracdes comportamentais, que incluem
déficits de memdria, comprometimento motor e cognitivo, estdo associadas a
perturbacado da homeostase monoaminérgica cerebral.

Estudo de Genovose et al. (2021) também mostra alteracbes
comportamentais apds o tratamento com atrazina. A exposicao por 28 dias a um
aerossol contendo 25 mg/kg de atrazina por camundongos jovens e idosos
aumentou a ansiedade e a depressao, bem como déficit no aprendizado espacial
e na funcdo de memodria, alteracdo na atividade motora, forca de preenséo e
sociabilidade.

No presente trabalho, foi avaliado o comportamento sexual de ratos
machos e fémeas expostos as diferentes doses de atrazina, sendo que em
machos foram realizados os testes da marcha, de motivacdo sexual, de erecéo
peniana e avaliacdo de comportamento sexual; jA com as fémeas, foram
realizados o comportamento sexual, tanto em estro fisiolégico como
farmacoldgico, aléem do acompanhamento do ciclo estral.

A avaliacdo da locomogcdo e equilibrio animal foi uma ferramenta
comportamental usada para descrever o fenotipo de uma determinada doenca,
lesdo ou exposicdo a uma determinada droga (WERTMAN et al., 2019).

A locomocéo normal, em mamiferos, envolve uma sequéncia organizada

de movimentos coordenados nos quatro membros, postura e equilibrio, precisao
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do movimento balistico, posicionamento e suporte, acompanhada por uma
coordenacao neuroldgica e musculoesquelética complexa; dessa forma, déficits
em um Unico aspecto das vias motoras podem produzir anormalidades em uma
variedade de comportamentos, inclusive no desempenho sexual, pelo
comprometimento da execucao da monta (DUNNETT; BROOKS, 2018).

Dentre os aspectos locomotores e de equilibrio, tem-se a marcha
fisiologica, que depende da integridade neurologica (sistemas proprioceptivos
centrais e periféricos, nervos e raizes periféricos, sistema extrapiramidal,
aferéncias e eferéncias cerebelares, sistema piramidal com neurdnios motores
superior e inferior) e ortopédica (ligamentos, tenddes, articulacbes e musculo
estriado esquelético) para que a sua execucdo seja adequada (PINTO et al.,
2015).

A analise da marcha fornece dados comportamentais quantificaveis sobre
como uma determinada doenca, lesdo ou exposicdo a drogas podem afetar o
movimento de um animal (WERTMAN et al., 2019). Essa analise é indicada para
casos, entre outros, de doencas neurodegenerativas com componente motor
significativo (PINTO et al., 2015).

Em estudo recente publicado pelo nosso grupo de pesquisa
(PANTALEON et al., 2021), foi realizada uma revisao integrativa da literatura
com o objetivo de verificar o panorama cientifico sobre questdes relacionadas a
exposicdo a atrazina e seus impactos, principalmente no que se refere a sua
toxicidade no sistema nervoso central. Essa revisdo reuniu estudos publicados
na literatura in vivo, in vitro e estudos epidemioldgicos, que mostraram que a
atrazina tem efeitos deletérios sobre pardmetros comportamentais e
neuroquimicos, bem como sua relacdo com doencas degenerativas, em
particular, a doenca de Parkinson, isso porque a atrazina tem como alvo a regido
nigroestriatal.

Mudancas no padrdo de marcha estdo relacionadas a alteracdes
morfologicas e funcionais no cerebelo, incluindo aquelas induzidas por danos ao
0 sistema dopaminérgico nigroestriatal (YAMAMOTO et al., 2019); os déficits
motores tém sido reconhecidos como a principal consequéncia da disfuncdo
estriatal (DUNNETT; BROOKS, 2018). Os nucleos da base (corpo estriado -
ndcleo caudado e putamen -, globo palido, ndcleo subtalamico e substancia

negra), de forma mais ampla, também estéo envolvidos no controle da marcha,
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principalmente por meio de sua interacdo com areas motoras corticais, ou seja,
area motora suplementar (FERNAGUT et al., 2012).

No presente trabalho, entretanto, apds a realizacdo do teste da marcha,
nao foram evidenciadas nenhuma alteracdo na execucdo da marcha pelos
animais dos grupos experimentais, evidenciando que, possivelmente, a
exposicao a atrazina na puberdade ndo promoveu déficits motores persistentes
até a idade adulta.

Contudo, estudo focado no comprometimento motor devido exposicao a
atrazina realizado pelo nosso grupo de pesquisa (DE-PAULA, 2021) mostrou que
0 mesmo tratamento, do DPN 22 ao 41 nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg por via
oral, alterou o desempenho dos animais no teste da marcha logo apos o
tratamento, no DPN42, evidenciado pela diminui¢do significante do angulo do
passo, possivelmente por um comprometimento no equilibrio, reforcando os
resultados de Pantaleon et al. (2021), Yamamoto et al. (2019) e Pinto et al.
(2015).

Esses resultados apoiam estudo de Lin e colaboradores (2014), em que
as alteracdes observadas na atividade locomotora foram transitérias e nédo
persistiram até a idade adulta. Exposi¢cdes de curto prazo a doses mais altas de
atrazina, de 100 a 250 mg/kg, resultaram em hipoatividade (LIN et al., 2013b),
porém com duracdo de até 5 dias em roedores machos adultos (RODRIGUEZ et
al., 2013).

Essas avaliacbes sugerem que a exposicdo a atrazina interrompe
consistentemente a funcdo motora, contudo a direcdo desse efeito pode
depender da dose e do tempo de exposicao.

Em relacéo as questdes motoras e tragcando um paralelo com a Doenca
de Parkinson, Souza e colaboradores (2007) relatam que gquanto maior o estagio
da doenca, pior a qualidade de vida nos aspectos fisicos, emocionais e
cognitivos. No entanto, 0s sinais e sintomas que aparecem nessa doenca sao
tardias, uma vez que ela é neurodegenerativa e incapacitante (SILVA et al.,
2010). Nesse sentido, a interrupcao reversivel da funcdo motora da atrazina
pode estar ligada a esse aspecto progressivo da doenca.

No que se refere ao comportamento sexual masculino e feminino, ele é
altamente dependente de horménios sexuais — testosterona em machos e

estrogeno e progesterona em fémeas —, que sao produzidos e liberados por
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glandulas sexuais, ou seja, testiculos e ovarios, que estédo sob o controle do eixo
HHG (JENNINGS; DE-LECEA, 2020).

Bernardi e colaboradores (2011) relataram que o comportamento sexual
masculino de roedores possui dois aspectos, a fase apetitiva (de motivacdo ou
libido) e a fase consumatéria (de desempenho ou poténcia). A fase apetitiva
caracteriza-se pela facilidade de ativacdo do comportamento sexual ou de
geracdo da libido; ja a fase consumatoria é definida pela execucdo do ato
copulatério.

Varios neurotransmissores e neuropeptidios, em niveis central e
periférico, estdo envolvidos nas fases apetitiva e consumatéria do
comportamento sexual. Entre os neuropeptideos, os mais estudados sdo a
oxitocina, adrenocorticotropina (ACTH), hormdnio estimulador dos melandcitos
a (a-MSH) e peptideos opidides, entre outros (PFAUS; GORZALKA, 1987;
BERTOLINI; GESSA, 1981). Esses neuropeptideos efetuam seu papel no
comportamento sexual, agindo no hipotalamo e seus nudcleos e/ou a area pré-
optica medial (ARGIOLAS; MELIS, 2013).

O teste de motivacéo sexual foi utilizado para avaliacao da libido, ou seja,
para analise somente dos aspectos da fase apetitiva. Esse teste consiste em
avaliar da preferéncia do macho-teste a dois incentivos distintos, uma fémea
receptiva (incentivo sexual) e um macho sexualmente experiente (incentivo
social).

Estudo de Agmo (2014) mostrou que ratos sexualmente inexperientes,
como 0s aqui utilizados, permanecem mais tempo junto ao incentivo sexual,
entretanto, essa diferenca néo foi observada e nenhuma das doses de atrazina
influenciou a libido dos animais.

Os dados aqui obtidos vao ao encontro dos achados de Moreira (2014)
gue, apesar de ter usado outro xenobidtico (ivermectina), em seu estudo também
nao observou alteracbes na motivacdo sexual; dessa forma, para a autora, 0
prejuizo no comportamento sexual ndo pode ser atribuido a aspectos
motivacionais.

Para avaliacdo da fase consumatdria do comportamento sexual
masculino, ou seja, de desempenho, foi analisada a erecao peniana induzida por

apomorfina.
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A erecdo peniana resulta de uma interacdo neural complexa entre os
sistemas nervosos central e periférico, que causa alteracbes musculares e
vasculares nos tecidos eréteis do aparelho genital masculino (corpos
cavernosos, COrpo esponjoso e outros musculos perineais). Esse
comportamento €& favorecido por influéncias humorais e enddcrinas,
especialmente pela testosterona e seus metabdlitos (ARGIOLAS, 2005). Outros
compostos como neurotransmissores, neuropeptideos e seus agonistas e, as
vezes também antagonistas, atuam na inducdo da erecdo peniana por
mecanismo central, incluindo dopamina, &cido glutdmico, peptideos
relacionados a hexarelina secretagogo de horménio do crescimento (GH) e
peptideos derivados de VGF C-terminal, bem como Oxido nitrico e GMPc
(MELIS; ARGIOLAS, 2021; LEONI et al., 2014).

A apomorfina, por sua vez, é um agonista ndo seletivo de receptores
dopaminérgicos, com mais afinidade aos receptores da familia D2-like e, quando
administrada em pequenas doses, induz comportamentos repetidos
caracterizados por bocejos, erecao peniana e grooming genital (RODRIGUES-
ALVES et al., 2008).

Os resultados obtidos no presente estudo ndo mostraram diferencas entre
0S grupos experimentais e controle na laténcia e nimero de bocejos, resultado
que demonstra a atividade da apomorfina nos receptores dopaminérgicos D2-
like; também ndo houve diferenca no numero total de ejaculagdes. Entretanto,
0s machos tratados com a dose mais alta de atrazina (100 mg/kg) demoraram
mais tempo para ter a primeira erecao peniana.

A avaliacdo do comportamento sexual masculino também foi realizada
para andlise da fase consumatéria e, para isso, foi utilizada uma rata receptiva
por inducdo farmacologica do estro. Os parametros copulatérios de ratos
machos avaliados no comportamento sexual foram: laténcias para primeira
monta, intromissdo, ejaculacdo e intromissdo poés-ejaculatéria; numero de
montas incompletas, de intromissdes e de ejaculacdes; e total de montas. Neste
sentido, de acordo com Melis e Argiolas (2021), apenas a laténcia produz
detalhes sobre modificagbes na motivagao e/ou excitagao sexual; diminuigdo ou
aumento neste parametro indica aumento ou diminuicdo na motivacdo sexual,

respectivamente. Os outros parametros fornecem informacdes sobre a fase
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consumatoria do comportamento sexual ou sobre a velocidade em que ocorre a
copula (MELIS; ARGIOLAS, 2021).

Os animais dos grupos expostos as doses baixa e intermediaria de
atrazina (10 e 30 mg/kg) apresentaram menos intromissdes apos a ejaculacao.

As diferencas obtidas no teste da erecao peniana e no comportamento
sexual masculinos demostram, juntas, um déficit copulatério nesses animais,
sucedido por um maior tempo de recuperacao, o que pode ser justificado, em
nivel hormonal pelo aumento da atividade da aromatose proporcionado pela
exposicdo a atrazina, que é classificada como um desregulador endécrino com
potencial estrogénico, que eleva a concentracao sérica de estrégeno e culmina
em feminilizacdo e diminuicdo da eficacia sexual masculina (FAN et al., 2007).

Ja com as fémeas, foi avaliado o comportamento sexual, tanto em estro
fisioldgico como farmacolégico, além do acompanhamento do ciclo estral.

Em fémeas de roedores que exibem comportamento sexual adequado, é
muito evidente a postura ou reflexo de lordose durante a cépula. A lordose é
definida como a flexdo cbncava da coluna vertebral em resposta a monta do
macho; esse reflexo é imprescindivel para monta e intromissdo peniana eficazes
(NELSON, 1995).

A postura de lordose € regulada por hormdnios sexuais — estrogeno e
progesterona — e tem inicio como forma responsiva a informacao tatil fornecida
pela monta do macho. Entretanto, esse é um comportamento complexo, em que
circuitos neurais também sao ativados para sua perfeita execucdo; as
informacBes somatossensoriais da copula sdo recebidas pela medula espinhal,
que, por sua vez, é responsavel por modular a saida de informacdes por meio
dos neurbnios motores que sinalizam a flexdo da coluna vertebral. Nesse
mecanismo também se faz importante o papel do hipotalamo, responsavel pela
sintese e liberacdo hormonal necesséario para o comportamento sexual
(NELSON, 1995).

Os parametros analisados na exibicdo do comportamento sexual feminino
foram o coeficiente e a intensidade de lordose. Além disso, esse comportamento
foi avaliado em ciclo estral farmacolégico e fisiolégico, isso porque, sobre a
inducdo do estro, os efeitos da atrazina sobre esse comportamento seriam
minimizados, considerando que o animal estava exposto a elevados niveis

séricos de estradiol, o que ndo acontece em estro fisiologico.
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Os resultados mostraram que o perfil do comportamento sexual feminino
em ciclo estral fisiolégico foi semelhante ao mesmo comportamento em ciclo
estral farmacoldgico. Assim, o0 modelo de exposicdo a atrazina utilizado néo
alterou o desempenho sexual das fémeas em nenhuma das doses utilizadas,
demostrando que este herbicida ndo exerceu influéncia sobre as concentragdes
e acao dos hormonios esteroides gonadais e/ou na modulagcéo neural.

O ciclo estral das ratas acontece a cada 4 ou 5 dias, sempre seguindo
uma ordem fases, sendo elas: proestro, estro, metaestro e diestro. A
identificacdo de cada uma dessas fases € possivel sobre microscopia de luz,
uma vez que elas se diferenciam por tipos e concentracdes celulares.

No presente trabalho, a ciclicidade estral das fémeas controles e
experimentais foi acompanho por 15 dias consecutivos entre o DPN90 e 120; as
coletas aconteceram sempre ao mesmo o horario do dia. Entretanto, ndo foram
observadas diferencas nos dias passados em cada uma das fases do ciclo, nem
na quantidade de dias estrogénicos (proestro e estro) e progesterénicos
(metaestro e diestro).

As alteracbes na ciclicidade estral devido a exposicdo a atrazina é
controversa pela comunidade cientifica. Os dados aqui obtidos sdo contrarios a
alguns estudos da literatura. Exposi¢cdes mais longas a atrazina, de 40 a 50 dias,
com doses acima de 40 mg/kg em ratas Sprague-Dawley resultaram em padrdes
alterados de ciclicidade do estro, além do aumento de ciclos irregulares e
aumento dos dias em estro; ratas dessa linhagem iniciam estro permanente em
uma idade, particularmente, precoce em comparacdo com outras linhagens de
ratos e essa alteragcdo ocorre ainda mais cedo com o tratamento com atrazina
(ELDRIDGE et al., 1994 e 1999; WETZEL et al.,, 1994). Ciclos irregulares
também foram vistos em ratas Long-Evans expostas a 75 mg/kg de atrazina por
21 dias (COOPER et al., 1996).

Contudo, os resultados obtidos confirmam estudos de Laws et al. (2000)
que utilizou o mesmo periodo de tratamento que o presente trabalho. Em seu
estudo, apesar dos autores terem observado ciclicidade estral alterada durante
o primeiro intervalo de 15 dias apés a abertura vaginal, o periodo de observacgéo
durou até o DPN149 e do DPN57 ao 149 e nenhuma alteragéo na ciclicidade do
estro foi descrita (LAWS et al., 2000). Este periodo de observacgao prolongado é
benéfico, visto que apenas a avaliagéo dentro do periodo de tratamento, que foi
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do DPN22 ao 41, englobaria apenas a irregularidade que ocorre naturalmente
nos ciclos estrais femininos que ocorrem no inicio da puberdade (LAWS et al.,
2000).

Juliani et al. (2008) expbs ratas Wistar as doses de 0,75 ou 400 mg/kg de
atrazina por 14 dias, sendo relatada ovotoxicidade causada pela maior dose.
Esses dados demonstram alteracdes na ciclicidade do estro, consequentes da
exposicdo a alta dose de atrazina, que pode ainda ser acompanhada por
infertilidade e efeitos deletérios na foliculogénese.

Davis et al. (2011) administraram 1, 5, 20 ou 100 mg/kg de atrazina em
ratas Sprague-Dawley dos DGs 14 ao 21 uma ou duas vezes ao dia e nao foram
observadas diferencas na ciclicidade do estro no DPN272. Vale ressaltar que
neste estudo, no DPN216, 100% dos animais no grupo tratado com a dose de
100 mg/kg de ambos os estudos continuaram a ciclar normalmente, enquanto os
animais de todos os outros grupos de doses entraram no estro persistente. Nos
estudos de Davis et al. (2011), as irregularidades na ciclicidade eram
frequentemente transitérias e sucedidas por periodos de ciclos normais de 4 e 5
dias. Isso indica que o0s episédios irregulares ndo sdo biologicamente
significativos.

Esses estudos, juntos, fornecem evidéncias de que a atrazina age
alterando a atividade do eixo hipotalamo-hipdfise-ovéario. Cooper et al. (2000)
mostrou que a atrazina inibe especificamente os aumentos induzidos por
estrogénio do hormdnio luteinizante (LH) e prolactina (PRL) em ratos Sprague-
Dawley e Long-Evans ovariectomizadas, demonstrando suporte adicional a esse
modo de acao na ciclicidade do estro.

ApOs os testes comportamentais e antes da eutanasia no DPN120, os
animais foram pesados para posterior calculo do pelo relativo dos érgéaos.

O peso corporal no DPN120 de machos e fémeas foi maior nos animais
tratados com a menor dose de atrazina (10 mg/kg) em relacéo ao grupo controle.
Esses resultados vao ao encontro de estudo de Lim et al. (2009) que identificou
efeitos sobre o0 ganho de peso da atrazina em roedores, ou seja, para esses
autores a atrazina foi capaz de alterar a atividade metabdlica, interferindo na
funcdo mitocondrial.

A evidéncia do aumento do peso corporal pela exposicdo a atrazina
corrobora propostas de Foulds et al. (2017). Para esses autores, a exposi¢cao
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precoce a desreguladores enddcrinos é considerada um fator causal que pode
explicar o aumento da incidéncia de esteatose hepatica em seres humanos. Essa
associacao foi confirmada por Lim e colaboradores (2009), utilizando modelos
de roedores, nos quais a exposi¢cao cronica a uma dose de 30 pg/kg induziu
ganho de peso corporal, resisténcia a insulina e esteatose hepatica com dieta
rica em gordura.

Nesse sentido, Roa e Tena-Sempere (2014) e Katib (2015) propuseram
que esses efeitos negativos sobre o metabolismo podem ter impacto sobre a
funcdo reprodutiva, jA que ambos os sistemas sdo controlados por vias
regulatorias sobrepostas.

Em estudo de Harper e colaboradores (2020), a exposicdo a dose de 5
mg/kg de atrazina do DG9,5 até 12 semanas de idade causou um aumento na
expressao de varios genes envolvidos na captacao de lipidios no figado.

Além disso, esses resultados reafirmam os efeitos estrogénicos da
atrazina no sistema enddcrino (LEET et al., 2020). O herbicida em questdo atua
diminuindo a expresséo da 5a-redutase — enzima responsavel pela conversao
da testosterona em dihidrotestosterona (DHT) — e seus efeitos estrogénicos
acontecem pelo aumento da expressdo de Cypl9al, que codifica a enzima
aromatase, a qual converte a testosterona em estradiol (HAYES et al., 2011).
Esses efeitos sdo evidentes in vivo em anfibios e ratos, bem como in vitro em
tecidos humanos sensiveis ao estrogénio (JIN et al., 2013; HOLLOWAY et al.,
2008).

Os efeitos da atrazina no Cypl9al sédo avaliados utilizando células da
granulosa e células do carcinoma adrenocortical (H295R) e foi evidenciado que
a exposicdo a atrazina aumenta a expressao e a atividade da aromatase
(HOLLOWAY et al., 2008; SANDERSON et al, 2000). Este aumento na atividade
€ o responsavel pelo aumento do estradiol (WIRBISKY; FREEMAN, 2015).

As alteracdes metabdlicas, evidentes pela exposicéo a atrazina, também
podem ter efeito indireto na reproducdo, ja que ambos 0s sistemas sao
controlados por vias regulatorias sobrepostas (ROA; TENA-SEMPERE, 2014).
As interrupcdes na expressdo de genes metabdlicos podem alterar os horménios
metabdlicos e influenciar o eixo HHG, que alteram a produc&o de horménios
esteroides (ROA; TENA-SEMPERE, 2014). Além disso, as mudancas na
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regulacdo dos lipidios podem afetar a disponibilidade do colesterol, que € o
precursor dos hormonios esteroides sexuais (GELY-PERNOT et al., 2015).

A exposicdo a atrazina também afetou a expressdo de genes
esteroidogénicos no desenvolvimento do aparelho reprodutor por meio da
interrupcdo da ativagdo de androgenos gendmicos durante desenvolvimento de
orgaos reprodutivos masculinos (TAN et al., 2021)

Vale ressaltar que a atrazina ndo ativa diretamente o receptor de
estrogénio, mas induz a expressao do citocromo P450, familia 19, subfamilia A,
polipeptideo la (Cypl9ala, anteriormente aromatase) por meio da inibicdo da
fosfodiesterase; ativacdo do receptor nuclear da subfamilia cinco, grupo A,
membro l1a (Nr5ala); ou alteracBes na expressdo de miRNA (SANDERSON et
al., 2001; ROBERGE et al., 2004; SUZAWA; INGRAHAM, 2008; WANG et al.,
2019).

Em machos, foi realizado o célculo do peso relativo de 6rgdos sexuais —
testiculos, epididimos, préstata e vesicula seminal —, dos rins, do figado e das
adrenais. Os resultados mostraram reducgé&o significante no peso dos rins, direito
e esquerdo, do grupo exposto a menor dose de atrazina (10 mg/kg) em
comparacao ao grupo controle. Nao houve diferenca significante no peso relativo
em nenhuma das outras estruturas coletadas.

Esse achado corrobora os estudos de Stanko et al. (2010), Rosenberg et
al. (2008) e Harper et al. (2020) que observaram que atrazina ndo exerce
influéncia sobre o peso de 6rgaos sexuais. Stanko et al. (2010) avaliaram a prole
masculina exposta a atrazina durante a gestacédo; para tal, ratas Long-Evans
prenhes foram tratadas por gavagem com 100 mg/kg de atrazina dos DGs 15 ao
19 e as observacdes da prole foram realizadas nos DPNs 120 e 180. Os
resultados demonstraram que a exposi¢cado gestacional a atrazina ndo causou
diferencas significantes nos pesos dos testiculos, pesos das vesiculas seminais
ou alteracdes na morfologia da prostata.

Um estudo realizado por Rosenberg et al. (2008), expds ratas Sprague-
Dawley prenhes a 100 mg/kg de atrazina do DG14 até o parto. Uma analise
posterior em suas proles, no DPN60, ndo encontrou altera¢cdes nos testiculos,
vesicula seminal ou peso da préstata.

Harper e colaboradores (2020) relataram que a exposi¢cado cronica a
atrazina na dose de 5 mg/kg fornecida na agua do DG 9.5 até 12 ou 26 semanas
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de vida da prole ndo causou diferencas observadas nos pesos absoluto ou
relativo das vesiculas seminais, testiculos nos animais tratados com atrazina em
qualquer idade investigada. No entanto, foi observado que essa exposicdo a
atrazina reduziu os pesos absoluto e relativo do figado em animais na 122
semana de vida, todavia, esta diferenca foi reversivel e nao foi mais observada
na 262 semana.

Contudo, esses resultados estdo contrapostos aos observados por
Trentacoste et al. (2001), Jin et al. (2013) e Victor-Costa et al. (2010).

No estudo de Trentacoste et al. (2001), ratos Sprague-Dawley machos
foram expostos a 100 ou 200 mg/kg de atrazina e, no DPN22, foram encontradas
diminuicdes vesicula seminal. Estudo de Jin et al. (2013) foi conduzido seguindo
um regime de dosagem semelhante, no qual os resultados revelaram diminuigédo
significante no peso corporal na dose de 200 mg/kg de atrazina, juntamente com
aumento no peso relativo dos testiculos nas doses 100 e 200 mg/kg; os autores
observaram que o peso dos testiculos diminuiu em doses de 50 e 200 mg/kg.

Os resultados de trabalho de Victor-Costa et al. (2010) demonstraram que
a exposicao a atrazina de 200 mg/kg por 15 dias e 300 mg/kg por 7 dias diminuiu
0 peso corporal e aumentou o peso relativo e absoluto iniciais dos testiculos e
da adrenal; enquanto a dose de 200 mg/kg por 40 dias reduziu o peso relativo e
absoluto dos testiculos.

Alguns autores ainda relatam efeitos da atrazina sobre o peso relativo
somente em alguns 6rgdos em roedores machos. Um estudo expondo roedores
Wistar as doses de 12,5 a 200 mg/kg por gavagem do DPN23 ao 53 encontrou
reducdo do peso corporal, da préstata ventral e da vesicula seminal nos animais
expostos a maior dosagem, mas nenhuma alteracdo no peso testicular
(STOKER et al., 2000).

Um estudo adicional abordando as altera¢cdes hormonais e histolégicas
causadas pela atrazina, expos ratos Sprague-Dawley machos adultos a 38,5, 77
ou 154 mg/kg de atrazina por 30 dias. Uma diminuicdo no peso dos testiculos foi
observada no tratamento de 154 mg/kg sem alteragcdes no peso da vesicula
seminal, préstata ou epididimo (SONG et al., 2014).

De acordo com o relatado por Wirbisky e Freeman (2015), as alteragcbes
no peso dos testiculos tém sido controversas. Os resultados mostraram um

aumento inicial no peso testicular com exposi¢cdes mais curtas a atrazina, mas
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observaram uma diminuicdo com periodos de exposicdo mais longos. Ainda
nesse sentido, Harper e colaboradores (2020) concluem que nenhuma alteracao
foi identificada no peso relativo dos 6rgaos reprodutivos ou na histologia do
testiculo e isso, provavelmente, se deve a menor dose de atrazina utilizada, uma
vez que estudos anteriores relatam alteragdes com doses muito maiores, acima
de 100 mg/kg (JIN et al., 2013; DESESSO et al., 2014; VICTOR-COSTA et al.,
2010).

Contudo, nos identificamos aumento do peso de ambos o0s rins dos
machos tratados com a menor dose de atrazina (10 mg/kg). A producao de
aldosterona € regulada principalmente pelo sistema renina-angiotensina-
aldosterona, que envolve varios 6rgaos e sistemas, incluindo os rins, o trato
gastrointestinal e o comportamento ingestivo (ZIMMERMAN et al., 2021).

Em estudo de Zimmerman et al. (2021), o tratamento com atrazina levou
a reducdo da espessura da zona glomerulosa adrenocortical e da expressao da
aldosterona sintase (Cypl1b2), indicativa de estimulacdo adrenal repetida pelo
horm&nio adrenocorticotropico, além de elevar as concentracdes circulantes de
aldosterona. Vale ressaltar que a liberacdo de aldosterona induzida por
Angiotensina |l também foi potencializada em células de carcinoma
adrenocortical humano pré-tratadas com atrazina (H295R).

O aumento do peso relativo de ambos os rins que observamos em ratos
machos expostos a dose mais baixa de atrazina ndo foi vista nas fémeas. Esse
fato pode ser justificado considerando que animais do sexo masculino
apresentam niveis mais elevados de aldosterona e testosterona do que as
fémeas (TOERING et al.,, 2018), ou seja, a testosterona € convertida em
estrégeno pela acdo da aromatase; o estrégeno, por sua vez, tem uma
similaridade estrutural com a aldosterona, sendo capaz de se ligar também em
receptores deste hormdnio, o que culmina em diminuicdo da funcéo renal e
nefrotoxicidade que, nesse estudo, foi evidenciado pela diminuicdo do peso
relativo dos érgéos.

Além disso, trabalhos recentes sugerem que a aldosterona tem efeitos
cardiovasculares e metabdlicos generalizados (MONTICONE et al.,, 2018),
reforcando a possivel ligacdo do estrégeno nos receptores de aldosterona, que
leva a diminuicdo do ritmo de filtracdo glomerular e com efeitos no equilibrio

hidrico e eletrolitico, uma vez que esse horménio aumenta a geracdo de



98

superoxido (IWASHIMA et al., 2008), que pode envolver diminuicbes na
atividade da glicose-6-fosfato desidrogenase e aumentos na NADPH oxidase.

Nossos resultados nas fémeas, realizando-se célculo do peso relativo de
Orgaos sexuais — Utero e ovarios —, dos rins, do figado e das adrenais mostraram
reducdo no peso do figado dos grupos expostos as doses baixa e intermediaria
de atrazina (10 e 30 mg/kg). Nao houve diferenca significante no peso relativo
em nenhuma das outras estruturas coletadas.

Esses dados apoiam os resultados apresentados por Harper e
colaboradores (2020). Esses autores expuseram camundongos a atrazina na
dose de 5 mg/kg fornecida na agua do DG9,5 até 12 ou 26 semanas de vida,
sendo observado que essa exposi¢ao causou diminui¢cdo no peso do figado na
122 semana de vida. Assim, concluiram que a exposicéo a atrazina, comec¢ando
no periodo pré-natal, afeta negativamente as caracteristicas metabdlicas e
reprodutivas, bem como o desenvolvimento do 6rgdo e a expressao génica do
figado, e isso resultaria em perturbacbes na homeostase metabdlica.
Contrariamente a isso, ndo foi observada nenhuma diferenca no peso do figado
na 262 semana de vida, sugerindo que, embora possa haver diferencas no
desenvolvimento do figado, eventualmente a dose cronica ndo foi alta o
suficiente para atrasar permanentemente o desenvolvimento, e o figado cresce
para um tamanho semelhante ao do grupo controle. Essa conclusdo pode
justificar o porqué de as alteracdes no peso relativo do figado ndo terem sido
observadas em todos 0s grupos expostos a atrazina e somente nas fémeas.

Outros estudos também investigaram mecanismo para explicar esse
achado, sugerindo que poderia ser através da capacidade da atrazina alterar a
funcdo mitocondrial ao interferir com os complexos | e Il na cadeia de transporte
de elétrons (LIM et al.,, 2009), o que poderia interromper o metabolismo
energético e induzir o estresse oxidativo, criando, assim, um ambiente
desfavoravel para o desenvolvimento dos 6rgdos (THOMPSON; AL-HASAN,
2012). Isso é corroborado por estudos em células hepaticas humanas que
revelaram que a exposicao a atrazina na dose de 0,625 pg/ml diminuiu as taxas
de proliferacao celular e induziu a disfungao mitocondrial (POWELL et al., 2011;
SAGARKAR et al., 2016).

As avaliacbes aqui relatadas se somam a crescente quantidade de

trabalhos da literatura que propde que os estressores no inicio da vida durante



99

e/ou periodos criticos de desenvolvimento podem alterar a estrutura e a fisiologia
hepatica (HARPER et al., 2020; GOFREY; BARKER, 2001).

A respeito do peso relativo de 6rgéos sexuais em fémeas, os resultados
aqui obtidos ndo sédo corroborados por outros autores. Ashby et al. (2002) e
Eldridge et al. (1994) observaram diminuicdo nos pesos uterinos. Exposi¢cdes
mais longas, de 40 a 50 dias, nas doses de 30 a 200 mg/kg durante a vida adulta
causaram diminuicdo do peso de 6érgéos reprodutivos e da glandula adrenal em
ratos Wistar na dose de 100 mg/kg e em ratos Fisher 344 nas doses de 40 e 200
mg/kg por via oral durante 2 semanas.

Ratas fémeas Long-Evans foram alimentadas com 100 mg/kg de atrazina
do DGs 15 ao 19 e houve queda de 10% no peso uterino da prole (RAYNER et
al.; 2004). Alteracdes no desenvolvimento normal dos 6rgdos reprodutivos
devido a exposicdo a atrazina também sé&o relatadas por Tentracoste et al.
(2001).

Além disso, Zimmerman e colaboradores (2021) observaram que 4 dias
de tratamento com 100 mg/kg de atrazina causou alteragdes na morfologia
adrenal. O tratamento prolongado com atrazina também pode levar a alteracdes
nos pesos da adrenal (ELDRIDGE et al., 1994; VICTOR-COSTA et al., 2010;
FORADORI et al.,, 2017), entretanto, nossas analises ndo evidenciaram
nenhuma diferenca no peso da adrenal nas trés diferentes doses de exposicao
e em ambos o0s sexos.

De acordo com Wirbisky e Freeman (2015), essas diferencas podem ser
contribuidas pelas divergéncias nas doses utilizadas e nos periodos de
observacédo. Além disso, estudos de McMullin et al. (2003) e de Campbell et al.
(2016) evidenciaram que as concentracdes plasmaticas de atrazina atingem o
pico 2 horas apdés a gavagem no rato, com a maior parte da atrazina e seus
metabdlitos eliminados do animal em 24 horas.

Apés a realizacdo dos testes comportamentais, os animais foram
submetidos a eutanasia para dosagem dos niveis de monoaminas cerebrais (DA,
NOR e 5HT) e seus metabdlitos, em ambos 0s sexos.

A DA é uma catecolamina envolvida no controle da atividade motora, nos
mecanismos de recompensa, nas emocgdes e ainda em fungbes cognitivas e
endocrinas (BEAR et al., 2008).
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Os neurbnios dopaminérgicos sao encontrados, principalmente, na
substancia nigra do mesencéfalo que se projetam até o estriado — a chamada
via nigroestriatal —, importante no controle das zonas motoras involuntarias. O
mesencéfalo, mais especificamente a area tegmental ventral, também possui
neurdnios dopaminérgicos que se projetam até o cortex pré- frontral e ao sistema
limbico através da amigdalas, do hipocampo, do nucleo accumbens — a chamada
via mesolimbica —, importante na regulacdo do comportamento emocional e no
sistema de recompensas. Ha ainda a via mesocortical, que liga a &rea tegmental
ventral aos lobos frontais do cortex cerebral — essa via esta relacionada ao
desenvolvimento das funcBes cognitivas, memoria, atencdo, recompensa e
aprendizagem —; e a via tuberoinfundibular, que tem funcdes na liberacdo de
hormonios hipofisarios (BEAR et al., 2008; MACHADO, 2007; SPINOSA et al.,
2017).

A degeneracdo de neurbnios dopaminérgicos na substancia nigra € a
principal causa de desenvolvimento de doencas motoras neurodegenerativas,
como a doencga Parkinson, cujos mecanismos subjacentes foram descritos em
detalhes em Pantaleon et al. (2021).

A noradrenalina também é uma catecolamina. Os neurdnios
noradrenérgicos sdo encontrados no sistema nervoso vegetativo periférico e no
locus ceruleus localizados na ponte e na area tegmental lateral da formacgéao
reticular, cujas projecdes atingem todo sistema nervoso central, inclusive o
cortex cerebral.

Esses neurdnios estdo envolvidos na regulacdo da atencéo, do alerta e
do ciclo de sono-vigilia, na memaria e aprendizagem, ansiedade, dor, humor e
metabolismo cerebral e sdo mais bem ativados por estimulos sensoriais novos,
inesperados e nao-dolorosos oriundos do ambiente do animal. No coértex
cerebral, a noradrenalina aumenta sua resposta a estimulos sensoriais salientes;
ja no locus ceruleus, a noradrenalina funciona de forma mais geral, aumentando
a capacidade cerebral de responder a estimulos, acelerando o processamento
de informacdes pelos sistemas sensorial e motor, tornando-os mais eficientes
(BEAR et al., 2008; MACHADO, 2007; SPINOSA et al., 2017).

A hiperatividade deste sistema induz a um estado de arousal

acompanhado por insbnia, ansiedade, irritabilidade, instabilidade emocional,
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paranoia e excitagédo. A hipoatividade deste sistema leva a hipersonia, respostas
embotadas ou apatia (SPINOSA et al., 2017).

Todos 0s neurdnios catecolaminérgicos contém a enzima tirosina
hidroxilase (TH) que converte tirosina em DOPA (L-diidroxifenilanina). A
atividade da TH é determinante de velocidade para a de sintese de
catecolaminas. A DOPA é convertida em DA pela enzima dopa-descarboxilase.
Neurbnios noradrenérgicos contém TH, dopa-descarboxilase e dopamina-3-
hidroxilase (DBH); essa ultima converte dopamina em noradrenalina. Uma vez
dentro dos terminais axonais, a DA e a NOR podem ser transportadas
novamente para as vesiculas sinpticas para serem reutilizadas ou podem ser
degradadas por uma enzima denominada monoamina oxidase (MAO) e assim,
séo obtidos os seus metabdlitos, DOPAC, HVA e VMA (BEAR et al., 2008).

A 5HT € uma indolamina derivada do triptofano. A maioria dos neurénios
serotoninérgicos origina-se dos nove nucleos da rafe localizados nas regides
superiores do tronco encefélico e, cada um desses nucleos, se projetam para
diferentes regides encefalicas, como para o cértex, o hipotdlamo e o sistema
limbico. No nucleo supraquismatico do hipotdlamo, ela é fundamental para o
controle do ciclo sono-vigilia e em outras regides do hipocampo regula o
comportamento alimentar e outras funcdes vegetativas. No comportamento
adaptativo, desempenha papel na modulacéo do prazer. Seus neurdnios fazem
sinapses com neurdnios motores, controlando 0s movimentos e o0
estabelecimento de da forca dos reflexos. Além disso, a 5HT controla a liberacéo
de alguns horménios, regula o ritmo circadiano, 0 sono e o apetite, a imunidade
entre outras funcdes (BEAR et al., 2008; SPINOSA et al., 2017).

A sintese de 5HT ocorre em duas etapas; a enzima triptofano hidroxilase
converte triptofano em 5-HTP (5-hidroxitriptofano) e, em seguida, converte 5-
HTP em 5HT pela enzima triptofano hidroxilase. Apds ser liberada na fenda
sinaptica, a 5HT é removida pela acdo de um transportador especifico e, uma
vez de volta ao terminal do axénio, € transportada para a vesicula sinaptica ou
degradada pela MAO e, assim, é obtido o seu metabdlito SHIAA (BEAR et al.,
2008).

As estruturas coletadas para a dosagem de monoaminas cerebrais foram:

cortex pré-frontal, hipocampo, hipotalamo e corpo estriado.
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O coértex pré-frontal compreende a parte anterior ndo-motora do lobo
frontal e recebe fibras de todas as demais areas de associacao do cortex e tem
ligacdo, ainda, com o sistema limbico. Assim sendo, essa regido se relaciona
com a escolha de opcdes e estratégias comportamentais, manutencdo da
atencao e controle do comportamento emocional (MACHADO, 2007).

No cértex pré-frontal dos ratos machos tratados com atrazina, houve um
aumento de DA naqueles expostos as doses intermediaria e alta de atrazina (30
e 100 mg/kg); os animais expostos a dose mais alta também tiveram aumento
no turnover DOPAC/DA, e de 5HT e do turnover 5SHT/5HIAA; os animais tratados
com a dose mais baixa de atrazina (10 mg/kg) apresentaram um aumento na
concentracdo de NOR. Esses resultados sugerem que a atrazina tenha acéo
sobre o aumento da velocidade de metabolizacdo da DA, bem como a de 5HT
nas respectivas doses. As altera¢ces neuroquimicas em machos observadas em
nosso estudo podem estar relacionadas com aquelas vistas no comportamento
sexual. Hull e colaboradores (2004) relataram em seus estudos que 0s
hormonios esteroides regulam o comportamento sexual principalmente por
efeitos lentos, mediados genomicamente. Esses efeitos sdo notados, em parte,
por aumento do processamento de estimulos sensoriais relevantes, alterando a
sintese de receptores e/ou liberacdo de neurotransmissores nas fendas
singpticas. A DA tem efeitos facilitadores na motivagdo sexual, melhoria no
desempenho sexual e reflexos genitais, entretanto, a 5HT € principalmente
inibitoria, uma vez que a estimulacao dos receptores 5-HT2C aumenta a laténcia
das erecdes e inibe a ejaculacao; ja a estimulacédo dos receptores 5-HT1A tem
efeitos de facilitacdo da ejaculacdo e, em algumas areas cerebrais, como no
hipotalamo lateral anterior, leva a inibicdo da erecado no momento da ejaculacéo.
Microinjec@es de inibidores seletivos da recaptacdo de 5HT atrasam o inicio da
cOpula e retarda a ejaculacdo apOs o inicio da coOpula; isso ocorre, pois, 0
aumento de 5HT em regides cerebrais, como cortex pré-frontal e estriado, em
geral, leva a diminuicdo na liberacdo de DA na via mesolimbica.

No cortex pré-frontal de fémeas, foi visto um aumento de 5HT e do
turnover 5HIAA/SHT nos animais expostos a dose mais alta. Esses achados
sugerem aumento da velocidade de metabolizacdo da 5HT no cértex pré-frontal,

bem como diminuicéo das catecolaminas NOR e DA na regido nigroestriatal nas
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trés doses testadas, porém essas alteragdes neuroquimicas ndo foram capazes
de alterar o comportamento sexual desses animais.

O hipocampo € um dos componentes do sistema limbico, é responsavel
pela regulacdo dos processos emocionais e, também, tem participacdo em
mecanismos de memoéria (MACHADO, 2007).

No hipocampo de ratos machos tratados com atrazina, houve aumento
significante de VMA, sem alteracdo nos niveis de NOR, nos animais expostos a
dose de 30 mg/kg. Esses resultados sugerem que, no hipocampo, essa dose
promove aumento de NOR sem saturagdo do sistema enzimético de
metabolizacao.

Gelinas e Nguyen (2007) descrevem que o sistema neuromodulador
noradrenérgico inerva amplamente o encéfalo dos mamiferos, incluindo o
hipocampo e que a plasticidade sinaptica hipocampal contribui, de maneira
importante, para a formacao e consolidacdo de alguns tipos de memoria. Esses
autores ressaltam, ainda, que a estimulacdo de receptores noradrenérgicos
nessa regido cerebral altera a excitabilidade neuronal e a plasticidade sinaptica,
sugerindo wm papel fundamental para a NOR no aprendizado e na memodria,
bem como inumeras outras funcbes dependentes do hipocampo e na
plasticidade celular e cerebral. Além disso, a disfuncdo do sistema
neuromodulador noradrenérgico contribui para varios distlrbios cognitivos e
psiquiatricos.

O hipotadlamo é uma pequena area do diencéfalo com importantes funcdes
relacionadas principalmente com o controle da homeostase; para isso, essa
estrutura tem papel regulador sobre o sistema nervoso autbnomo e o sistema
enddcrino, além de exercer papel importante em processos motivacionais para
a sobrevivéncia do individuo (MACHADO, 2007). No hipotadlamo de ratos
machos tratados com atrazina, houve um aumento no turnover DOPAC/DA nos
animais expostos a dose de 100 mg/kg, sugerindo um aumento na velocidade
de metabolizacédo de DA pelas enzimas envolvidas no processo.

O corpo estriado recebe projecdes (aferéncias) provenientes de varias
regibes do cortex cerebral; essas informacdes sdo transmitidas ao talamo que
as reenvias de volta ao cortex cerebral, influenciando a atividade motora
somatica (MACHADO, 2007).
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No presente trabalho, alteracbes na homeostase dopaminérgica néo
foram vistas no corpo estriado, mas sim no cortex pré-frontal e no hipotalamo de
machos. No cortex pré-frontal houve um aumento na concentracdo de DA e do
turnover DOPAC/DA e no hipotdlamo, houve um aumento no turnover
DOPAC/DA.

No corpo estriado de ratos machos tratados com atrazina, houve aumento
do metabdlito VMA naqueles expostos as doses intermediaria e alta de atrazina
(30 e 100 mg/kg), e, ainda, aumento 5HT nos animais expostos a dose mais alta
de atrazina. No corpo estriado de fémeas, houve diminuicdo na concentracéo de
NOR e VMA em todos os grupos experimentais (10, 30 e 100 mg/kg), o que
sugere aumento da velocidade de metabolizacdo da NOR secretada pelos
neurdnios pré-sinapticos, tanto em machos quanto em fémeas expostos a
atrazina.

Ranjbar-Slamloo e Fazlali (2020) relataram em seu estudo que DA e NOR
sdo neuromoduladores cruciais que controlam os estados de vigilia, acéo,
recompensa, aprendizado e o0s processos de memoria, sendo as areas
tegmental ventral e o locus ceruleus descritas como as principais fontes de DA
e NOR com func¢des dissociadas. Assim sendo, esses neuromoduladores tém
funcdo sobreposta a varios sistemas, como rotas biossintéticas compartilhadas
e co-liberacdo dos terminais locus ceruleus, inervagcdes convergentes,
inespecificidade de receptores e transportadores e vias de sinalizacdo
intracelular. As interacdes entre DA e NOR sao estudadas principalmente no
cortex pré-frontal e hipocampo, mas podem ser estendidas a todo o encéfalo,
dada a diversidade de inervacBes de catecolaminas; exemplo disso é o locus
ceruleus que pode liberar simultaneamente DA e NOR no encéfalo. Sendo assim
a DA e a NOR podem funcionar em paralelo no circuito de aprendizado
cognitivos, motores, entre outros.

Em relacdo ao neurotransmissor 5HT, alterado na regido estriatal,
Blomeley e Bracci (2009) descreveram que 0s interneurdnios de pico rapido
modulam o potencial de acdo que sai do corpo estriado, mediando a inibicdo
GABAérgica, podendo, portanto, afetar criticamente o funcionamento dos
ndcleos da base. Os autores estudaram os efeitos da 5HT liberada no estriado
de ratos por fibras originadas nos nucleos da rafe e verificaram que a 5HT induziu

despolarizacdes lentas e reversiveis em 37 dos 46 interneurbénios de pico rapido;
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os efeitos excitatorios da 5HT sobre os interneurdnios de pico rapido foram
atribuidos a atuacao sobre receptores 5-HT2C e envolveram a supressédo de um
potencial de acdo K* dependente de repolarizacao.

Gerber e Lynd (1998) ressaltaram que, do ponto de vista clinico, 0s
inibidores seletivos da recaptacéo da 5SHT, amplamente utilizados no tratamento
da depressédo, produzem efeitos motores extrapiramidais ou parkinsonianos,
incluindo acatisia e distonia. Nesse sentido, considerando os achados
neuroquimicos estatisticamente significantes ligados a NOR, DA e 5HT
encontrados no presente estudo, estes podem estar relacionados com a
diferencas no angulo do passo no teste de marcha observados por De-Paula
(2021).

Os resultados aqui apresentados, tomados em conjunto, mostraram que
a exposicao a atrazina durante a puberdade causou, na idade adulta: aumento
do peso corporal em machos e fémeas, acompanhados por comprometimento
do metabolismo renal em machos e hepatico em fémeas; déficits na fase de
iniciacdo do comportamento sexual de machos e na recuperacdo apls a
ejaculacao; nao alterou o comportamento sexual de fémeas nem a ciclicidade do
estro; e causou desbalanco nos sistemas monoaminérgicos encefalicos, que

podem estar relacionados as alteragces comportamentais observadas.
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7. CONCLUSOES

A exposicao a atrazina durante a puberdade de ratos machos e fémeas,

causou, na idade adulta:

Aumento da laténcia para primeira erecdo peniana na dose de 100 mg/kg
e diminuicdo no numero de intromissdes pos-ejaculatorias nas doses de
10 e 30 mg/kg em machos;

Aumento do peso corporal de machos e fémeas na dose de 10 mg/kg;
Aumento do peso relativo dos rins direito e esquerdo em machos na dose
de 10 mg/kg;

Aumento do peso relativo do figado em fémeas nas doses de 10 e 30
mg/kg;

Aumento da concentragdo de DA (30 e 100 mg/kg) e do turnover
DOPAC/DA no cértex pré-frontal e no hipotalamo de machos (100 mg/kg);
Aumento da concentracdo de NOR no cértex pré-frontal de machos (10
mg/kg) e no corpo estriado de fémeas (10, 30 e 100 mg/kg), aumento da
de VMA no hipocampo de machos (30 mg/kg) e no corpo estriado de
machos (30 e 100 mg/kg) e fémeas (10, 30 e 100 mg/kg);

Aumento da concentracdo de 5HT e do turnover 5HIAA/SHT no cortex
pré-frontal de machos e fémeas e no corpo estriado de machos e fémeas
na dose de 100 mg/kg.

Assim, a exposicdo de ratos a diferentes doses de atrazina durante a fase

peripuberal mostrou causar comprometimentos metabdlicos em ambos o0s

sexos, evidenciados por influéncia direta sobre o peso corporal e peso relativo

dos rins e figado, bem como prejudicou alguns parametros do comportamento

sexual dos machos, os quais podem estar associados ao desbalanco nos

sistemas monoaminérgicos encefalicos.
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