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RESUMO - A intolerancia a lactose ¢ uma doenga caracterizada pela deficiéncia ou pouca quantidade da
enzima que faz a digestdo deste agtlicar presente no leite. A principal forma de tratamento ¢ a substituicao de leite
de vaca por leite de soja. Estudos e relatdrios de 6rgaos regulatérios revelaram que o glifosato utilizado como
herbicida na cultura da soja pode estar presente no grdo em quantidade maior do que o permitido. Existe um
grande numero de criangas intolerantes a lactose que utilizam leite de soja como principal alimento, e por terem
uma menor massa corporal e estarem em fase de desenvolvimento, estdo proporcionalmente mais expostas a
danos que este herbicida pode causar. Este trabalho procurou avaliar a toxicidade pubertal de um herbicida a
base de glifosato, que foi administrado em leite de soja a ratos Wistar machos no periodo pré-pubertal, com
inicio aos 23 dias de vida dos animais. Foi observado efeitos de desregulagdo endocrina evidenciados pela
diminui¢do dos niveis de testosterona nos grupos tratados com glifosato (50 e 100 mg/Kg) e também no grupo
tratado com leite de soja sem suplementacdo, quando comparados ao controle. Nos animais tratados com leite
suplementado com glifosato, observou-se diminui¢do na contagem de espermatides em relagdo ao controle.
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1 INTRODUCAO

Estima-se que mais de 50% dos adultos no mundo apresentam certa intolerancia a lactose, problema
que ocorre devido a dificuldade da enzima lactase digerir este carboidrato (RICKLI e ANDREAZZI, 2010). Nos
primeiros meses de vida, individuos normais apresentam maior atividade da enzima lactase, e sua atividade cai
gradativamente em todos seres humanos com o crescimento. Porém, alguns individuos apresentam o problema
nos primeiros meses de vida (MATTAR e MAZO, 2010). O tratamento principal para intolerancia a lactose é a
exclusdo ou diminuigdo de leite e produtos lacteos da alimentagdo, e uma opgao muito utilizada é a substitui¢do

do leite normal pelo leite de soja, sendo assim amplamente utilizado por lactantes e criangas que apresentam o



AN

SIMPOSIO DE 185N 2236-0409
Wee (g | XAURSEE i

de Passo Fundo Passo Fundo/RS, 15 e 16 de outubro de 2015

problema (MOREIRA ¢ ROMAN, 2006; BRASIL, 2014). A soja apresenta um alto nivel de proteinas, possui
vitaminas do complexo B, minerais como: célcio, ferro, potassio, e zinco, acidos graxos e as isoflavonas,
também chamadas de fitoestrogenos por apresentarem estrutura semelhante a estrégenos humanos. Nos
derivados da soja a composicao € basicamente a mesma, o que mudam sdo as concentragdes de acordo com os
processos industriais que sdo utilizados (SILVA, 2008; BRASIL, 2014).

O glifosato ¢ um herbicida amplamente utilizado na cultura de soja para o controle de ervas daninhas
(BRASIL, 2014 a). Estudos sugerem que o herbicida glifosato e suas formulagdes comerciais sdo substancias
potencialmente prejudiciais ao sistema enddcrino, especialmente as formula¢des contendo Polioxietilamina
(POEA), mesmo em concentra¢des muito abaixo das que sdo consideradas aceitaveis (DALLEGRAVE, et al.,
2002; DALLEGRAVE, 2003). Este herbicida pode apresentar residuos no grdo em quantidade maior do que a
permitida, os quais podem ser transferidos para os produtos industrializados produzidos a partir desses graos
(PIGOSSO, et al., 2008).

A Ingestdo Diaria Aceitavel (IDA) corresponde & quantidade maxima da substancia que, se for
ingerida diariamente durante toda a vida, ndo oferece risco a satude. Para o glifosato, a IDA ¢ de 0,042mg/kg,
porém esse valor é calculado com base em um individuo adulto com cerca de 60kg (BRASIL, 2014). Sabe-se
que o leite de soja ¢ a principal alternativa aos individuos intolerantes a lactose (RICKLI e ANDREAZZI, 2010),
sendo assim, bebés com intolerancia a lactose sdo expostos a uma concentracio relativa de glifosato superior ao
restante da populagdo, considerando sua menor massa corporal e alimentacdo exclusivamente lactea. Além disso,
esta exposi¢do acontece durante um periodo importante para o desenvolvimento. Tendo em vista estes aspectos,
0 presente projeto teve como objetivo avaliar a desregulacdo enddcrina e toxicidade reprodutiva em ratos machos

jovens submetidos a dieta rica em soja e no herbicida glifosato em periodo pré-pubertal.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Produtos comerciais

Para a realizagio do experimento, foi utilizado o Roundup Original®, fabricado pela Monsanto. O leite
de soja utilizado foi adquirido no mercado, sendo escolhido o de maior teor de proteinas que é de 5,2g por

por¢io de 200mL, da marca Ades”.

2.2 Modelo experimental

Os estudos foram conduzidos em machos de ratos Wistar com 23 dias, que foram divididos em 4
grupos (n= 6 animais nos grupos controle e n= 7 nos grupos tratados com adi¢do de glifosato). Os animais
receberam o tratamento por via oral (gavagem), diariamente, por 35 dias. O grupo controle recebeu solugao
salina, o grupo controle do leite recebeu leite de soja ndo suplementado, o grupo glifosato 50 recebeu leite de
soja suplementado com Roundup® na dose de 50mg/kg e o grupo glifosato 100 recebeu leite de soja
suplementado com Roundup® na dose de 100mg/kg. As doses do estudo foram definidas a partir de resultados

em estudos preliminares (DALLEGRAVE, 2003). Os animais foram acondicionados em caixas individuais para
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controle individualizado dos consumos de racdo e dgua (fundamentais para a avaliacdo toxicoldgica completa).
A massa corporal relativa dos animais foi avaliada diariamente e também foram feitas avaliagdes clinicas do
estado dos animais, avaliando a ocorréncia de sinais de toxicidade como piloerecdo, diarreia, palidez nas
mucosas, presenca de cianose, dor abdominal e fungfo respiratoria. Este projeto foi aprovado pela Comissao de
Etica de Uso de Animais da Universidade de Passo Fundo (Parecer CEUA 008/2014).

Os animais foram eutanasiados apds os 35 dias de tratamento, durante a puberdade (que ocorre aos 65
dias). A eutandsia foi realizada apds indugdo da anestesia com ketamina/xilasina (100mg/kg e 10mg/kg,

respectivamente).

2.3 Avaliacdes Bioquimicas

Apos a coleta o sangue foi acondicionado em tubo com gel separador e encaminhado ao laboratorio,
para analise dos niveis de testosterona e T, livre, conforme recomendado no ensaio de toxicidade pubertal da
OECD (Organisation for Economic Co-operation and Development) (OECD, 2010). Esse estudo ¢ desenhado
para identificar compostos quimicos que tem potencial para interacdo com modalidades mediadas por receptores
androgenos, mediadas por hormonio da tiredide e que interfiram com a formagao de hormonios. Também detecta
compostos que podem alterar o desenvolvimento pubertal através de mudangas no eixo hipotalamo-hipofise-
gonadas, em que os animais sd0 expostos ao composto quimico durante o periodo pré-pubertal, que ¢ altamente

sensivel a exposi¢do a agentes que possam desregular o sistema enddcrino (OECD, 2010).

3.4 Avaliacio das espermatides resistentes 2 homogeneizacao

Os testiculos foram excisados e apds foi mensurada sua massa e relacionada a massa corporal de cada
individuo. Os testiculos foram liberados da tinica albuginea, mergulhados em 10ml de solugdo de cloreto de
sodio a 0,9%, com Triton X-100 a 0,05%, ¢ homogeneizados em velocidade média, por um minuto. Cem
microlitros do homogeneizado de cada testiculo foram diluidos em 900ul de solugdo de cloreto de sodio a 0,9%.
Apds a diluicdo, o numero de espermatides (células precursoras de espermatozoides) resistentes a

homogeneizagdo (estagios de 17 a 19) foi contado em cdmara de Neubauer.

3 RESULTADOS

Os ratos tratados com leite de soja (com ou sem suplementacdo do glifosato) apresentaram niveis
diminuidos de testosterona com relagcdo aos animais controle, conforme evidenciado na Figura 1 A. A contagem
de espermatides resistentes a homogeneizacao demonstrou diminui¢ao nos grupos tratados com glifosato quando
comparados aos animais do grupo controle, conforme observado na Figura 1B. Nao houve diferenca significativa

em relagdo a massa corporal relativa, ao consumo de agua e de ragdo ou sinais clinicos de toxicidade sistémica
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nos grupos tratados ao longo da experiéncia. Na dosagem de T4 livre no soro dos animais ndo se observou
diferencas significativas entre os grupos.

Figura 1- A) Dosagem de testosterona, B) Numero de espermatides/massa do testiculo. Os resultados estdo
expressos como média + desvio padrdo. Os dados foram analisados através de One-Way ANOVA e Bonferroni

como post teste (** p<0.01 vs Controle e *** p<0.001 vs Controle).
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4 DISCUSSAO

Os principais achados deste trabalho foram a diminuigdo significativa dos niveis de testosterona e no
numero de espermatides observadas nos animais tratados com leite de soja e suplementagdo com glifosato. Em
estudo prévio, ratos expostos a formulagdo comercial do glifosato durante toda a gestagdo (21 a 23 dias) e
durante a lactagdo (21 dias) (doses de 50, 150 e 450mg/kg) apresentaram sinais de toxicidade reprodutiva
caracterizada por diminui¢do de espermatides alongadas e presenga de vacuolizagdo das espermatides dos
animais expostos a 150 e 450mg/kg. Também constatou-se aumento significativo no percentual de
espermatozoides anormais (DALLEGRAVE, 2003). Da mesma forma, ja foi demonstrado que a exposi¢do ao
glifosato (0, 5, 50 e 250mg/kg) durante o periodo de 23 a 53 dias de idade causou uma diferenga significativa
com relagdo a idade em que os ratos atingiram a puberdade, sugerindo que a exposi¢do cronica ao glifosato-
Roundup provoca uma desregulagdo endocrina no eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (ROMANO, et al.,
2008). A diminui¢do significativa nos niveis de testosterona observada no presente trabalho sugere uma
desregulagdo do eixo hipotalamo-hipofise ou um efeito direto sobre as células de Leydig, conforme ja foi
evidenciado em estudo anterior, onde o Roundup” demonstrou-se capaz de inibir a formagio de hormdnios
esteroides através da desregulacdo da expressdo de proteinas regulatorias em células de Leydig tumorais de ratos
(WALSH et al., 2000). A diminui¢do dos niveis de testosterona pode justificar a diminui¢ao das espermatides
uma vez que este hormonio € essencial para que a espermatogénese passe das etapas de espermatocitos,
espermatides até espermatozoides (VALDEOLIVAS, 2003; GUYTON, 1988)

Considerando que também houve diminuicdo da testosterona nos animais tratados apenas com leite de

soja (ndo suplementado com glifosato, mas contendo uma quantidade residual desconhecida de glifosato),
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podemos ter outra explicacdo para a grande diminui¢do nos niveis de testosterona: o tratamento utilizando leite
de soja. A soja contem isoflavonas como a genisteina e daidzeina. Estas isoflavonas também sdo chamadas de
fitoestrégenos, pois tem a estrutura semelhante a estrogenos humanos como 17 B-estradiol (BRASIL, 2006). A
genisteina e daidzeina sdo consideradas como substancias estrogénicas quando ingeridas. Em estudos onde ratos
foram tratados com dieta & base de soja contendo estas isoflavonas, houve um aumento da atividade proliferativa
das células de Leydig quando os animais foram expostos no periodo neonatal, do 2° ao 21° dia do pds parto
(HEEJUN, et al., 2013; NAPIER, et al., 2013). Porém, apesar da proliferacdo das células de Leydig, houve
diminui¢do dos niveis de testosterona no soro (NAPIER, e al., 2013). Considerando a relevancia destes
resultados para o desenvolvimento sexual masculino, mais estudos sdo necessarios a fim de elucidar até que
ponto o leite de soja é capaz de promover efeitos deletérios per si, ou se o efeito observado com o tratamento

com leite de soja esté relacionado aos residuos de glifosato presentes.

5 CONCLUSAO

Foi possivel evidenciar os efeitos desreguladores endocrinos do glifosato em um regime de
administracdo pré-puberdade. Além dos efeitos diretos nos niveis de testosterona que também foram observados
nos animais tratados apenas com leite de soja, observou-se uma diminuicdo significativa na quantidade de
espermatides nos animais que receberam leite de soja suplementado com glifosato. Com base nesses resultados,
podemos concluir que a exposi¢do ao herbicida glifosato neste regime de administragdo foi capaz de alterar
drasticamente a qualidade do sémen dos ratos. A partir destes resultados, mais estudos sdo necessarios para
avaliar o real contributo dos fitoestrogenos para este resultado e também a fim de interpolar os resultados para os
seres humanos e definir o real impacto da dieta rica em soja e com residuos de glifosato em um periodo crucial

do desenvolvimento sexual.
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