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Resumo

Os efeitos causados pelas substancias contidas nos pesticidas e
adjuvantes podem ser responsaveis por inimeras alteracoes no sistema
reprodutivo de machos e de fémeas. A partir do momento que o
glifosato-Roundup penetra na célula ele reduz a atividade da proteina
StAR e da enzima aromatase. Este trabalho avaliou a possivel
correlacio entre o desenvolvimento das caracteristicas puberais em
animais expostos diariamente ao herbicida glifosato, pela observagao
do crescimento e desenvolvimento e do inicio do periodo pubere.
Utilizou-se 32 ratos machos divididos em 4 grupos de tratamentos
(0, 5, 50 e 250 mg/kgPV), dos 23 aos 53 dias de idade. Utilizou-se
analise de MANCOVA para a comparacio dos pesos corporais,
Kruskall-Wallis para o dia e ANOVA para o peso ao descolamento do
prepucio. Nio houve interferéncias do tratamento sobre o crescimento
dos animais em nenhum grupo. A idade a puberdade foi
significativamente diferente entre os grupos 50 mg/kg e 0 mg/kg
(36,6%0,5; 36 dias; p<0,05), 250 mg/kg ¢ 0 mg/kg (37,2%0,4; 36
dias; p<0,001) e 5 mg/kg ¢ 250 mg/kg (36,520,53; 36 dias; p<0,05).
O peso a puberdade foi maior no grupo de 250 mg/kg em relagio aos
grupos de 0 mg/kg e 5 mg/kg (142,7 £9,3;128,9 £ 5,4, 126,1 £ 8,8
g, respectivamente; p<0,001). O peso do grupo de 50 mg/kg (134,1
* 9,29) nio foi diferente dos outros grupos. E provavel que a
exposicao cronica ao herbicida glifosato-Roundup cause a disrupgao
endocrina no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal durante a
maturagio sexual, pela evidenciagio do atraso no inicio da puberdade.
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Introducao

Os efeitos causados pelas substancias
contidas nos produtos quimicos existentes
nos pesticidas, herbicidas, inseticidas e
fertilizantes, bem como seus adjuvantes,
podem ser responsaveis por inumeras
alteracdes no sistema reprodutivo de machos
e fémeas. Estes efeitos podem ser agudos
ou cronicos, na dependéncia do tempo de
exposi¢ao, concentracio no ambiente, modo
de contato com o produto e tipo de
degradacio.'

O sistema endoécrino é um alvo

principal da manifestacao toéxica dos
pesticidas e pode levar a alteracdes
reprodutivas, principalmente nas fun¢oes
hormonio esterdides dependentes. As
alteracoes enddcerinas podem ser decorrentes
de antagonismos e sinergismos bioquimicos
ou em receptores especificos para os
horménios esterdides. Contemplam
aumento do clearance metabdlico da
testosterona, decréscimo na sintese de
testosterona, agdo anti-androgénica de alguns
pesticidas como o DDE (metabdlito do
DDT) e aumento da secrecio dos
estrogenos pela acdo de substincias como o
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DDT, dieldrin, metoxicloro e toxafeno.?

Os herbicidas contendo glifosato
como base sio os mais amplamente
utilizados no mundo. As alteracoes causadas
em quatro tipos de sapos norte americanos
expostos a cinco formulagoes a base de
glifosato demonstraram incremento no
tempo de metamorfose, danos na cauda e
anormalidades nas gonadas causadas por
disrup¢ao dos hormonios, comprovados
pelo aumento na transcricao de mRNA nos
animais expostos, com maior efeito nos
animais expostos ao surfactante politoxilatado
tallowamine POEA.?

O glifosato é um herbicida nio
seletivo que inibe o crescimento da planta
através da interferéncia com a producio de
aminoacidos aromaticos essenciais pela
inibicdo da enzima enolpiruvilshikimato
fosfato sintase, a qual é responsavel pela
biossintese de chorismato, um intermediario
na biossintese de fenilalanina, tirosina e
triptofano. Esta via para a biossintese de
aminoacidos aromaticos nao é expressa por
nenhum membro do reino animal, tornando
esse mecanismo de a¢do exclusivo
as plantas.*

Com relagdo ao sistema reprodutivo
nao ha evidéncias que doses orais de O a
30mg/kg e de 0 a 30.000 ppm levem a
alteracbes reprodutivas significativas na
capacidade de ratos se reproduzirem. Porém,
observou-se a reducdo nas concentracoes
espermaticas no epididimo em cerca de 20%
em animais expostos a dosagens orais de
25.000 ppm e 50.000 ppm.*

Dellegrave et al.” observaram o
retardo no desenvolvimento do esqueleto
fetal em ratos Wistar causado pelo Glifosato-
Roundup e comprovaram esse efeito toxico
sobre o desenvolvimento fetal em
exposicoes agudas induzidas utilizando-se as
dosagens orais diarias de 0, 500, 750 ou 1.000
mg/kg entre o 6.* e 15.° dia de gestagao.
Observou-se a mortalidade de 50%
das fémeas que receberam a dose de
1.000 mg/kg.

Tem-se observado que algumas
agricultoras que utilizam glifosato tém
problemas para engravidar, mas o
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mecanismo de ac¢do do glifosato em
mamiferos ainda ¢ questionado. Richard et
al.® demonstraram que o glifosato em baixas
concentracoes nao toxicas causa efeito de
disrupgdo sobre a enzima aromatase em
células de placenta humana iz vitro. A partir
do momento que o glifosato penetra na
célula, e isso é facilitado nas formulacdes de
Roundup com adjuvantes, ele reduz a
atividade da enzima aromatase, responsavel
pela sintese de estrégenos.

Walsh et al. 7 observaram em cultivo
celular de Leydig da linhagem tumoral MA-
10 a exposicao ao herbicida Roundup
(Monsanto) provocou a reducao de 90%
dos niveis dessa proteina, implicando em que
de cada 100 moléculas de colesterol
disponiveis para o transporte ao interior da
membrana mitocondrial, apenas 10
atingiram o sistema enzimatico na membrana
mitocondrial (P450scc). Em seguida, a
conversao de colesterol em pregnenolona foi
reduzida em 71% pela inibi¢ao da atividade
de P450scc. No passo seguinte, a conversao
de pregnenolona em progesterona nao foi
alterada (enzima 3a-HSD). Ao final das
transformacGes bioquimicas observou-se a
reducdo de 94% na esteroidogénese total. E
evidente o efeito de poluentes ambientais
como o Roundup sobre a esteroidogénese,
principalmente sobre o inicio das reacOes
com o bloqueio da transferéncia de colesterol
2 mitocondria.

O presente trabalho tem como
objetivos avaliar a possivel correlacdo entre
o desenvolvimento das caracteristicas
puberes em animais expostos diariamente ao
herbicida glifosato, pela observaciao do
crescimento e desenvolvimento e do inicio
do periodo pubere dos animais em estudo.

Material e Método

Foram utilizados 32 ratos Wistar
(Ratus  norvergicus) machos recém-
desmamados com 23 dias de idade,
distribuidos em quatro grupos de
tratamento. Cada grupo foi formado por
oito animais subdivididos em trés gaiolas de
criagdo por grupo (dois a trés animais por



gaiola). O delineamento experimental foi o
de blocos completos ao acaso, sendo que o
fator para a formacdo de blocos foi o peso
corporal aos 23 dias de idade. Todos os
animais foram pesados e calculou-se a média
e o desvio-padrio. Os animais que
apresentaram peso corporal abaixo ou
acima de dois desvios-padrdes em torno da
média foram retirados e enviados para
utilizagdo em outros experimentos.
Dividiram-se entdo, de forma aleatotria os
animais nos grupos de tratamentos. Cada
animal de cada grupo recebeu identifica¢ao
individual durante todo o periodo
experimental. O periodo de lactagdo
estendeu-se até o 21° dia apds o nascimento
e ap6s esse periodo os animais foram
alimentados com rag¢ao comercial
balanceada para ratos e com agua mineral
disponivel ad /libitum. O inicio dos
tratamentos deu-se no 23° dia de idade e
encerrou-se no 53° dia, com duracio total e
ininterrupta de 31 dias. Durante todo o
periodo experimental os animais foram
mantidos em fotoperiodo de igual duracao
de noite e dia e temperatura ambiente
controlada entre 23 a 25°C. O periodo
experimental estd em conformidade com o
sugerido por Stocker et al.® 2 EDSTAC
(Endocrine Disrupting Screening and Testing
Advisory Committee). O produto comercial
utilizado para o tratamento foi o Roundup
Transorb® (Monsanto Co., St. Louis, MO)
cuja composicio é de 648 g/L de sal de
isopropilamina de glifosato, 480 g/L de
equivalente acido de N-fosfonometilglicina
(glifosato) e 594 g/L de ingredientes inertes.
A administracdo do herbicida iniciou-se aos
23. ° dia de idade, sendo realizada por
gavagem, nas doses de 0 (G1), 5 (G2), 50
(G3) e 250 (G4) mg/kg de peso vivo (PV),
entre 7:00 e 9:00h da manha. O volume oral
didrio de suspensao aquosa de glifosato foi
de 0,25 mL./100g PV.

A monitoracao da separa¢ido
balanoprepucial e exposicao da glande do
pénis foi iniciada no 33° dia de idade para
todos os animais de todos os grupos,
realizada uma vez ao dia, no momento da
pesagem, até a constatacao da separacdo da
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pele e exposicao da glande, visto que a
puberdade ¢é considerada como um
fenomeno continuado que mostra como
marco de referéncia a separagdo
balanoprepucial.”

A anialise dos dados relativos as
pesagens diarias foi realizada pela analise de
varidncias de duas vias para medidas repetidas
com cofator (MANCOVA), através do
modelo linear generalizado (GLM). O peso
foi comparado entre os diferentes grupos,
considerando-se a evolugao esperada pelo
crescimento corporal, utilizando-se o peso
ao inicio do experimento (23 dias de idade)
como cofator. O dia do descolamento do
prepucio foi comparado entre os grupos
utilizando-se analise ndo-paramétrica pelo
método de Kruskall-Wallis, pois os dados
apresentaram-se heterocedasticos pela analise
de Bartlet e ndo normais pela analise de
Komolgorov-Smirnov. O pods-teste
realizado foi o de Mann-Whitney. O peso
dos animais quando do descolamento do
prepucio da glande foi comparado entre os
grupos pela analise de variancias (ANOVA)
de uma via e o pos-teste utilizado foi o
Tukey. Considerou-se diferenca estatistica
quando o valor de p foi inferior a 0,05. Os
valores estdo expressos em média + desvio-
padrio (x £ D.P). Todas as andlises foram
efetuadas com a utilizacao do software
Statistica 6.0, StatSoft Inc'’.

Resultados

A anilise de MANCOVA mostrou
que o peso dos animais nio variou entre os
grupos estudados, havendo a varia¢do
esperada relativa a idade (p>0,05 para pesos
x grupos ¢ p < 0,001 para pesos x idades).
O cofator peso aos 23 dias de idade nao foi
considerado relevante pelo teste,
demonstrando que nesse experimento a idade
inicial nio influenciou no desenvolvimento dos
animais.

A exposicao diaria ao herbicida
glifosato-RoundupTransorb causou atraso
significativo no inicio da puberdade. O
resultado do teste de Kruskall-Wallis foi KW
= 17,98 (corrigido para empates); p<0, 001.
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O pos-teste de Mann-Whitney mostrou que
houve diferencas significativas entre os
grupos G3 (p<0,05) e G4 (p<0, 001) em
comparacao ao G1 e entre os grupos G2 e
G4 (p<0,05). Os grupos G3 e G4 nio
diferiram entre si (p=0,08). O grupo
recebendo a dose de 5,0 mg/kg apresentou
alguns animais com atraso ao infcio da
puberdade, resultando em teste estatistico de
tendéncia (p=0,09) (Tabela 1 e Figura 1).

O peso dos animais quando da
separacio balanoprepucial foi
significativamente diferente entre os grupos
(F3, 32 = 06,34; p<0, 001). O peso dos
animais do grupo 4 foi maior que o dos
grupos 1 e 2. O peso entre os grupos 1,2 e
3 ndo diferiu entre si, nem entre os grupos 3
e 4. O grupo 3 apresentou resultado

intermediario, pois nao diferiu do grupo 2
nem do grupo 4 (Tabela 1 e Figura 2).

Discussao e Conclusoes

Os resultados obtidos indicam que o
glifosato-RoundupTransorb causa atraso na
progressio da puberdade quando
administrado durante a fase juvenil e
peripuberal. O protocolo utilizado foi
desenvolvido para verificar alteracGes nas
func¢oes dos eixos hipotalamicos e produgio
hormonal de estrégenos, andrégenos,
T3 e T4.?

Para a observa¢io de alguma
alteracao sobre os efeitos hormonais nao era
desejado que alteragdes no crescimento
ocorressem entre os grupos, pois ficaria

Tabela 1 — A exposicao ao herbicida glifosato-Roundup causou alteracdes tanto na idade quanto no peso observados
a separacao balanoprepucial para os animais tratado com o herbicida Roundup. Sao Paulo, 2007

Grupos Idade (dias) Peso corporal (g)
RU 0 mg/kgPV 36+0,0< 128,9 + 5.4¢
RU 5 mg/kgPV 36,5+0,52 126,1 + 8,8¢
RU 50 mg/kgPV 36,6+0,5° 134,1 £ 9,24
RU 250 mg/kgPV 37,2+0,4b4 142,7+9,34

RU =Roundup; a e b (p<0,05) e c e d (p<0,001) diferem na coluna
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3 # T
36,5
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35,5 l
35 T T T \

RUOmgkgPV RUS5mgkgPV RUS50mgkgPV RU 250 mg’kgPV

Figura 1 - Idade a separacdo balanoprepucial (média + D.P.) para os animais nos grupos de tratamentos de 0, 5,
50 e 250 mg/kgPV. Nota-se que o herbicida glifosato-Roundup causa atraso na separagao balanoprepucial
desde a dose de 5 mg/kgPV (RU = Roundup; # p <0,05 difere de 250mg/kgPV; * p<0,05 e ***p < 0,001

diferem de 0 mg/kgPV). Sao Paulo, 2007
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Figura 2 — Peso corporal a separagao balanoprepucial (média + D.P.) para os animais nos grupos de tratamentos
de 0, 5, 50 e 250 mg/kgPV. O herbicida glifosato-Roundup ocasionou a elevagao no peso corporal nos
animais do grupo de 250 mg/kgPV (RU = Roundup; # p<0,001). Sao Paulo, 2007

impossibilitada a diferenciag¢do de efeitos
nutricionais sobre o perfil enddcrino. A
analise dos dados obtidos demonstrou que
o peso dos animais nio variou entre os
grupos estudados com p>0,05 para pesos
x grupos e p<0,001 para pesos x idades.
Isso torna as alteragoes subsequentemente
analisadas nesse trabalho independente de
alteracdes nutricionais. Estas observacSes
estio de acordo com Goldman et al."
demonstrando que somente o perfil
enddcrino foi alterado.

Até o final do periodo experimental
os animais ainda se encontravam em periodo
de crescimento e, pela idade, na fase inicial
da puberdade. Apesar disso, a observa¢ao
dos efeitos endocrinos pesquisados sdao
evidentes mesmo ainda antes de se completar
a puberdade, uma vez que a presenca de
hormonios e seus receptores siao altos no
periodo estudado, justificando o perfodo
experimental empregado e as analises
desenvolvidas.®

A influéncia do tratamento com o
glifosato-Roundup Transorb sobre a
progressao da puberdade pode ser notada
nas doses de 50 e 250 mg/kgPV (Tabela 1).
Essas doses sio muito inferiores a
considerada pela OMS como Limite de
Niao-Efeito (NOAEL) para toxicidade
cronica (409 mg/kg/dia).* Mas o

estabelecimento de uma dose segura para o
glifosato normalmente ndo considera o
efeito dos adjuvantes.'

Nota-se neste resultado que a
exposicio diaria ao herbicida causou atraso
significativo na idade a puberdade (p<<0,001).
Houve diferencgas significativas entre os
grupos G3 (p<0,05) e G4 (p<0,001) quando
comparados ao G1 e entre os grupos G2 e
G4 (p<0,05). Estes dados confirmam as
observacoes de Ojeda e Bilger”, Ojeda e
Utrbanski’ e Stocker et al.® demonstrando
atraso na idade a puberdade causado por
um disruptor endocrino quimico, glifosato-
Roundup Transorb.

Varios estudos conduzidos ao longo
dos anos com o sal de glifosato nao
evidenciaram alteracdes sobre os alvos
pesquisados, mas quando os pesquisadores
utilizaram a preparagdo comercial, varios
efeitos toxicos puderam ser identificados,
tanto em intoxicag¢oes agudas quanto cronicas.
Isso sugere que as prepara¢des comerciais
apresentam toxicidade maior que o principio
ativo considerado isoladamente.>'*'>16

O  retardo na  separagido
balanoprepucial sugere alteragles na
producio de testosterona pelo testiculo, uma
vez que esse evento ¢ androgeno dependente.
De acordo com os resultados de Walsh et
al.” é possivel que alteracoes observadas no

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 45, n. 6, p. 481-487, 2008



486

transporte intracelular de colesterol 7z vitro
tenha se repetido nesse ensaio 7 vivo. Se essa
alteracdo ocorreu, é esperado que todas as
etapas da esteroidogénese tenham sido
alteradas, tanto nos testiculos quanto na
adrenal. F necessario que se realize dosagens
hormonais para a confirmacdo dessa
hipotese.

O peso dos animais quando da
ocorréncia da separa¢ao balanoprepucial foi
significativamente diferente, sendo maior nos
animais do grupo 4 (250 mg/kgPV) como
pode ser observado na tabela 1 e na
figura 2. O grupo 3 (50 mg/kgPV) mostrou
comportamento intermediario, pois nao
diferiu do grupo 2 (5 mg/kg) nem do
grupo 4. Pode-se afirmar que os animais do
grupo 4 foram mais tardios na progressao
da puberdade e também mais pesados.
Estes dados demonstram que houve acio
do herbicida sobre o peso a puberdade pela
possivel alteracio em vias metabdlicas dos
ester6ides, conforme desctito por Walsh etal.’.

Essa constata¢io indica que o sistema
envolvido no processo de desenvolvimento
da puberdade, que inclui fatores nutricionais,
status de leptina, grelina, ndo conseguiu
superar os efeitos sobre a esteroidogénese.
Pois, se houve sinaliza¢do ao hipotdlamo via
tronco cerebral do estimulo efetuado pela
leptina, este nao foi capaz de realizar o inicio
de sua atividade pulsatil. Ou essa atividade
foi iniciada e as células testiculares nao foram
capazes de sintetizar testosterona em
concentracdes suficientes.

Quando analisamos os dias em que
se observou o descolamento do prepucio
isoladamente nio se observam diferencas
significativas entre os pesos, indicando que
o processo de crescimento normal nao foi
afetado. Isso mais uma vez sugere que as
alteragcoes observadas na progressao da
puberdade sio decorrentes de alterag¢oes
hormonais.

De acordo com os resultados
obtidos, pode-se concluir que a exposi¢io
diaria ao herbicida Roundup Transorb
Monsanto nao causou diferencas
significativas no  crescimento e
desenvolvimento corporal nos grupos
tratados, mas causou atraso significativo no
infcio da puberdade dos animais tratados
desde a dose de 50 mg/kgPV. E provavel
que a exposi¢do prolongada ao herbicida
Roundup Transorb Monsanto cause a
desregulacdo endécrina  no  eixo
hipotalamico-hipofisario-gonadal durante a
maturagdo sexual, pela evidenciacio do
atraso no inicio da puberdade, mas estudos
referentes a funcionalidade e morfologia das
gonadas devem ser desenvolvidos para que
se confirme essa alteracio.
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Glyphosate-Roundup exposure delays puberty onset in male rats

Abstract

Key words:
Puberty.

The effects of herbicides and it’s adjuvants can be responsible for
several alterations in reproductive organs of male and female. Since
glyphosate-Roundup penetrates in the cell, it reduces the activity of
StAR protein and aromatase enzime. This study evaluated the
development of pubertal characteristics in animals receiving oral
dosages of glyphosate-Roundup by gavage, by daily body weight
measurement and verification of preputial separation (PPS). 32 male
rats were allocated in 4 groups of treatments (0, 5, 50 e 250 mg/kg)
from 23 to 53 days of age. The body weight from 23 to 53 days was
compared using analysis of MANCOVA, Kruskall-Wallis was used
to compare the day at PPS and ANOVA was used to compare the
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body weight at PPS. Age at PPS was different between groups 50
mg/kg and 0 mg/kg (36,620,5; 36 days; p<0,05), 250 mg/kg and 0
mg/kg (37,210,4; 36 days; p<0,001) and 5 mg/kg and 250 mg/kg
(36,5%0,5; 36 days; p<0,05). The body weight at PPS was higher in
group of 250 mg/kg n compatison to groups of 0 mg/kg and 5
mg/kg (142,7+9,3;128,9 + 54;126,1 + 8,8 g, respectively; p<0,001).
The body weight of group 50 mg/kg (134,1 + 9,2¢) wasn’t differ
from another groups. Probably, the daily exposure to glyphosate-
Roundup causes endocrine disruption in hypothalamic-pituitary-
gonad axis during sexual maturation, because it delayed the onset

of puberty.
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2 - Cover page: all manuscripts must include a
cover page containing the manuscript’stitle,
author’s name (s) and institution. In the footnote
should be given the complete address (including
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permeatibility on shelf-life of sliced vacuum-
pocked cooked ham. Meat Science, v.42,n.3, p.
333-45, 1996.

Example of book
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gatas. In: CONGRESSO BRASILEIRO DE
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Brasileiro de Reprodugdo Animal, 1991. p. 100-
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Example of electronic publication
AUTHOR. Title. Edition. Local of publication:
Publisher, year of publication. (Type and
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citation date, availability and access).
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Online— must cite web page address and date it
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niveis de lipides plasméticos e de colesterol no
ovo de galinhas poedeiras. Brazilian Journal of
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author’s last name is inserted between
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Bennett, Abee and Henrickson™[...]

Vilela, Martins, Bressan and Carvalho®]...]
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