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NOTA EXPLICATIVA 
 
Esta dissertação é apresentada em formato alternativo – artigo para publicação – de 
acordo com as normas do Programa de Pós-Graduação em Farmacologia da 
Universidade Federal do Paraná, constando de uma revisão de literatura, objetivos 
do trabalho e um artigo científico abordando os experimentos realizados, com 
resultados e discussão, além da conclusão. O Artigo foi formatado conforme as 
normas propostas pelo periódico “Toxicology” ao qual o artigo foi submetido em 
Junho de 2011. 
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RESUMO 
 
Alguns ésteres de ftalatos podem alterar o desenvolvimento do trato reprodutivo 
masculino quando administrados a ratos in utero, induzindo efeitos similares aos 
distúrbios que fazem parte da Síndrome da Disgenesia Testicular humana (TDS). A 
incidência e severidade das respostas tóxicas induzidas pelos ftalatos durante o 
período pré-natal se mostram significativamente variáveis entre diferentes 
laboratórios, o que poderia ser explicado por diversos fatores, incluindo linhagem de 
ratos, condições laboratoriais, dieta e tipo de veículo oleoso utilizado. Assim, tem 
sido proposto que a suplementação com óleos contendo altos níveis de ácidos 
graxos Omega-3 (encontrados em óleo de peixe e canola) poderia reverter alguns 
dos efeitos reprodutivos adversos induzidos por ftalatos. Para determinar o possível 
efeito dos veículos oleosos na toxicidade dos ftalatos, ratas Wistar prenhes foram 
tratadas com di-butil ftalato (DBP) diluído em três diferentes veículos: óleo de milho, 
canola ou peixe. Três grupos controle receberam somente veículos, e três grupos 
foram expostos a 500 mg/kg/dia, diluído em óleo de milho, canola ou peixe. O 
tratamento se deu via oral (gavage) dos dias 13 a 20 de gestação e o volume 
administrado foi de 5 mL/kg/dia para todos os grupos. As fêmeas foram pesadas 
durante a gestação e eutanasiadas no dia 20 de gestação, duas horas após a última 
administração de DBP ou veículos. A distância anogenital (AGD) foi medida em fetos 
machos e fêmeas. Após serem decapitados, três fetos machos por ninhada tiveram 
seus testículos coletados para imunohistoquímica, histologia e dosagem de 
testosterona testicular e de lipídeos. A exposição ao DBP reduziu significativamente 
os níveis de testosterona testicular e a distância anogenital em fetos machos, 
independente do veículo utilizado. Foi observado um aumento no percentual de 
cordões seminíferos contendo gonócitos multinucleados (MNGs) e no diâmetro dos 
cordões seminíferos em grupos expostos ao DBP, sem haver diferença entre esses 
grupos. No entanto, não houve diferença significativa entre o grupo tratado com DBP 
diluído em óleo de canola e seu respectivo controle em relação a presença de 
MNGs. Além disso, o grupo tratado com DBP diluído em óleo de peixe não diferiu do 
seu grupo controle na análise de diâmetro de cordões seminíferos. Para avaliação 
dos clusters de células de Leydig, foi realizada imunohistoquímica com anti-3β-HSD. 
Houve significativa diminuição na contribuição de clusters pequenos para a área 
total de clusters em todos os grupos expostos ao DBP. No entanto, não houve 
influência do veículo oleoso nesse parâmetro. O perfil lipídico determinado por HPLC 
indicou que a administração dos óleos de peixe e canola foi capaz de aumentar a 
quantidade de ácidos graxos Omega-3 no testículo fetal. No entanto, a incorporação 
de Omega-3 foi reduzida em grupos tratados com DBP, quando comparados aos 
controles. Juntos, esses resultados indicam que mesmo os óleos de canola e peixe 
tendo sido incapazes de alterar a deficiência de testosterona induzida por DBP ou a 
diminuição da distância anogenital, mudanças sutis na histologia testicular puderam 
ser observadas. Os efeitos de uma suplementação mais prolongada com óleos ricos 
em Omega-3 ainda precisam ser determinados. 
 
Palavras chave: di-butil ftalato, ratos, ácidos graxos, testículo. 
 
 
 
 
 



 
 

ABSTRACT 
 

Certain phthalate esters can disrupt the development of male reproductive tract when 
administered to rats during pregnancy, inducing effects remarkably similar to the 
disorders that comprise the human Testicular Dysgenesis Syndrome (TDS). The 
spectrum and severity of toxic responses induced by phthalates during the pre-natal 
period has been shown to vary significantly across different laboratories, which could 
be explained by several factors, including rat strain, laboratory conditions, diet and 
type of oily vehicle used. In this regard, it has been hypothesized that dietary 
supplementation with oils containing high levels of omega-3 polyunsaturated fatty 
acids (found in fish and canola oil) could counteract some of the adverse 
reproductive effects induced by phthalates. In order to determine the possible role of 
oily vehicles on phthalate toxicity, pregnant Wistar rats were treated with di-butyl 
phthalate (DBP) diluted in three different vehicles: corn, canola and fish oil. Three 
control groups, consisting of dams receiving oily vehicles only, and three groups 
exposed to 500 mg DBP/kg/day, diluted in corn, canola or fish oil, were used. Rat 
dams were treated by oral route (gavage) from gestation days 13 to 20 and the 
administration volume was 5 mL/kg/day for all groups. Females were weighed 
throughout pregnancy and sacrificed on gestation day 20, two hours after the last 
administration of DBP or vehicles. Anogenital distance (AGD) was measured in male 
and female fetuses. Following decapitation, testes from up to three male fetuses of 
each dam were collected for immunohistochemistry, histology and determination of 
testicular testosterone and lipid profile. DBP exposure significantly lowered 
intratesticular testosterone levels and anogenital distance in male pups, regardless 
the vehicle used. In most cases, it was observed an increase in percentage of 
seminiferous cords containing multinucleated gonocytes (MNGs) and in diameter of 
seminiferous cords in groups exposed to DBP, with no difference among them. 
However, there was no significant difference between the group treated with DBP in 
canola oil and its concurrent control for the presence of MNGs. Also, the group 
treated with DBP diluted in fish oil did not differ from its control in the analysis of 
seminiferous cord diameter. For evaluation of Leydig cell clustering, immunostaining 
with anti-3β-HSD was performed. A clear shift in the pattern of Leydig cell distribution 
was observed, with a significant decrease in the contribution of small clusters to the 
total cluster area in all groups exposed to DBP. However, there was no influence of 
oily vehicle on this parameter. Lipid profile determined by HPLC indicated that 
administration of canola and fish oil in late gestation (days 13 to 20) was able to 
increase the content of omega-3 fatty acids in rat fetal testis. However, incorporation 
of omega-3 was diminished in DBP-treated groups, when compared to controls. 
Taken together, our results indicate that even though canola and fish oil were unable 
to alter DBP-induced testosterone deficiency or shortening of anogenital distance, 
slight changes in testicular histology could be observed. The use of either canola or 
fish oil as vehicles was able to slightly attenuate gonocyte multinucleation and 
enlargement of seminiferous cords, so that differences with control (vehicle-only) 
groups were often blurred. The effects of longer periods of dietary supplementation 
with omega-3 rich oils remain to be determined. 
 
Key-words: di-butyl phthalate, rats, fatty acids, testis 
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1. REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

1.1. SÍNDROME DA DISGENESIA TESTICULAR 

 

Muitos estudos epidemiológicos indicam que distúrbios no sistema 

reprodutor masculino têm se tornado mais prevalentes durante os últimos cinquenta 

anos (SHARPE E SKAKKEBAEK, 2003; TOPPARI et al., 1996, MAHOOD et al., 

2006). Evidências sugerem que muitos destes distúrbios, como criptorquidismo, 

hipospádias, baixa contagem de espermatozóides e câncer testicular, são 

anormalidades com origem comum na vida fetal (DIECKMANN E SKAKKEBAEK, 

1999; OTTSEN et al., 1999), inter-relacionadas, e que constituem fatores de risco 

entre si (SKAKKEBAEK et al. 2001, SHARPE, 2003).  

Em humanos, evidências histológicas de disgenesia ou desorganização 

testicular (túbulos seminíferos imaturos com células de Sertoli indiferenciadas, 

microcalcificações e túbulos seminíferos contendo apenas células de Sertoli, 

hiperplasia de células de Leydig, e presença de carcinoma in situ) foram 

encontradas em biópsias de pacientes com câncer testicular e também em pacientes 

com infertilidade, hipospádias e criptorquidismo (SKAKKEBAEk et al. 2003, HOEI-

HANSEN et al. 2003, HOLM et al. 2003). A frequente coexistência entre 

criptorquidismo, hipospádias, baixa contagem de espermatozóides e câncer 

testicular, sugere uma possível ligação patogenética entre essas condições. O 

fenótipo resultante tem sido denominado Síndrome da Disgenesia Testicular 

(Testicular Dysgenesis Syndrome – TDS). A hipótese da TDS implica que indivíduos 

que manifestam um ou mais sinais clínicos da síndrome apresentam maior risco 

para o desenvolvimento dos outros distúrbios associados.  

Skakkebaek e colaboradores (2001) propuseram que a presença desses 

sinais clínicos pode variar de acordo com a severidade da síndrome. A forma mais 

severa de TDS, como por exemplo, em indivíduos com cariótipo 45,X/46,XY, 

frequentemente inclui três ou quatro sinais clínicos, incluindo criptorquidismo, 

hipospádias, baixa contagem de espermatozóides e/ou câncer testicular. Por outro 

lado, indivíduos com uma forma menos severa podem apresentar apenas um ou 

dois sinais clínicos (Figura 1). 
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Figura 1: Relação entre a frequencia relativa dos diferentes sinais clínicos que compõe a Síndrome 

da Disgenesia Testicular (TDS). Adaptado de Skakkebaek e colaboradores (2001). 

 

 

1.1.1 Etiologia da Síndrome da Disgenesia Testicular 

 

Uma provável causa das alterações no sistema reprodutor masculino seria o 

desenvolvimento anormal do testículo e a consequente disfunção das células de 

Leydig e/ou de Sertoli durante a diferenciação sexual masculina (SHARPE E 

SKAKKEBAEK 2003; SKAKKEBAEK et al. 2001), que resulta em síntese ou ação 

anormal dos hormônios durante o desenvolvimento do trato reprodutivo.  

Está bem documentado que raras anormalidades genéticas, como cariótipo 

45,X/46,XY e insensibilidade a androgênios, causam disgenesia testicular e estão 

frequentemente associadas ao aparecimento de criptorquidismo e hipospádias 

(AARSKOG, 1970; SCULLY, 1981; SAVAGE E LOWE, 1990; RAJPERT-DE MEYTS 

et al., 2000). Apesar de algumas alterações genéticas serem apontadas como causa 

de disgenesia testicular, em um número significativo de casos de malformações no 

sistema reprodutor masculino, nenhuma alteração genética pode ser demonstrada 

através de nossos conhecimentos. Contudo, as marcantes diferenças regionais e o 

rápido aumento na incidência dos distúrbios que compõem a TDS indicam que 

fatores ambientais ou relacionados com o estilo de vida estejam possivelmente 

envolvidos nessa etiologia dessa síndrome (JORGENSEN et al., 2001, 2006; SWAN 

et al., 2003). Homens dinamarqueses, por exemplo, apresentam uma incidência 

aproximadamente quatro vezes maior de câncer testicular, criptorquidismo e 
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hipospádias que homens finlandeses, além de apresentarem também uma 

contagem de espermatozóides mais baixa (FERLAY et al., 2001).  

A ideia de que fatores exógenos podem alterar o desenvolvimento do 

sistema reprodutor masculino já é bem documentada. Asklund e colaboradores 

(2004) sugeriram que um balanço entre androgênios e estrogênios durante a vida 

fetal é crucial para o desenvolvimento normal. A hipótese de Sharpe e Skakkebaek 

(1993) propõe que o aumento na incidência de anormalidades do sistema reprodutor 

masculino em humanos pode estar relacionado com o aumento da exposição in 

utero a substâncias estrogênicas. Sabe-se, por exemplo, que os hormônios 

estrogênicos podem induzir criptorquidismo pela supressão do gene insl3 (insulin-

like factor 3) (SHARPE, 2003) (Figura 2). Essa hipótese tem sido expandida para 

incluir os desreguladores endócrinos, que incluem tóxicos ambientais que podem 

desregular o balanço hormonal do feto e então alterar a diferenciação sexual tanto 

por um efeito estrogênico como por um efeito anti-androgênico (TOPPARI et al., 

1996). 

   

Figura 2: Representação sistemática das ligações patogenéticas entre os componentes e 

manifestações clínicas de TDS. Adaptado de Asklund et al., 2004. 
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1.2.  DESREGULADORES ENDÓCRINOS 

 

Nas últimas décadas, muita atenção tem sido dada ao potencial de uma 

gama de xenobióticos em interagir e desregular sistemas endócrinos de animais e 

seres humanos.  

Desreguladores endócrinos são definidos como “substâncias ou misturas 

exógenas que alteram uma ou mais funções no sistema endócrino e 

consequentemente causam efeitos adversos à saúde do organismo, de sua (s) prole 

(s) ou (sub) populações” (EUROPEAN COMISSION, 1996).  As ações dessas 

substâncias podem ocorrer de várias maneiras. Alguns se ligam aos receptores 

hormonais e mimetizam ou bloqueiam a ação de hormônios endógenos, como o 

dietilestilbestrol, o tamoxifeno, o bisfenol A e o DDT. (DFG E EISENBRAND, 1996) 

Outros podem ainda alterar síntese ou metabolismo dos hormônios, como os ésteres 

de ftalatos, ou desregular a síntese dos receptores dos hormônios (AMARAL 

MENDES, 2002).  

Existem muitas evidências comprovando a ação hormonal exercida por 

substâncias presentes no ambiente e em produtos industrializados. Muitas 

evidências de efeitos adversos causados por desreguladores endócrinos vieram de 

observações feitas na vida selvagem, após desastres ambientais acidentais. Um 

caso bem conhecido de feminilização e alterações no sistema reprodutor masculino 

induzidas por xenobióticos ocorreu em crocodilos no Lago Apopka (Florida, EUA), 

onde houve um derramamento do pesticida organoclorado DDT, um composto 

fracamente estrogênico que é metabolizado no DDE, uma susbtância anti-

androgênica (GUILLETE et al., 1994). Na mesma região, uma significativa 

diminuição na função reprodutiva de panteras foi observada e relacionada com 

desreguladores endócrinos (FACEMIRE et al., 1995).  

Apesar da maioria dos efeitos observados na vida selvagem virem de locais 

altamente poluídos, há uma grande ocorrência de efeitos mais sutis, como o 

desenvolvimento de imposex (crescimento de pênis em fêmeas) em gastrópodes 

marinhos após exposição ao TBT (BRYAN et al., 1986), a presença de cascas mais 

finas em diversas espécies de aves e alterações reprodutivas em ursos polares, o 

que sugere que a contaminação por desreguladores endócrinos pode ser um 

problema global e relevante também para seres humanos (VOS et al., 2000). 
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No início da década de 1990, Colborn e colaboradores sugeriram que os 

desreguladores endócrinos poderiam ser responsáveis pelo comprometimento da 

espermatogênese, aumento de câncer testicular, câncer de próstata e 

criptorquidismo, assim como endometriose e câncer de mama em seres humanos 

(COLBORN et al., 1993). 

A primeira evidência humana foi encontrada em homens responsáveis pela 

pulverização de DDT em plantações, que apresentaram baixa contagem de 

espermatozóides (SINGER, 1949). Outros estudos epidemiológicos reportaram um 

aumento no risco de malformações genitais em filhos de trabalhadores expostos a 

pesticidas (WEIDNER et al., 1998) e o aumento no aparecimento de criptorquidismo 

em áreas de agricultura intensiva (GARCIA-RODRIGUEZ et al., 1998). No entanto, 

somente os efeitos do dietilestilbestrol (potente estrogênio sintético que causa 

anormalidades no trato reprodutivo da prole feminina) foram bem documentados 

como desreguladores endócrinos após exposição humana pré-natal (STILLMAN, 

1982). Além disso, relativamente poucos compostos foram minuciosamente 

avaliados para identificação de seus efeitos hormonais. 

Grande parte das evidências de efeitos adversos de desreguladores 

endócrinos sobre o desenvolvimento sexual tem sido obtida de estudos 

experimentais com animais de laboratório. Dentre as substâncias com potencial de 

desregular o sistema endócrino e causar distúrbios reprodutivos, destacam-se os 

ésteres de ftalatos, aditivos químicos utilizados como plastificantes. Alguns ftalatos 

podem comprometer a organogênese do sistema reprodutor masculino quando 

administrados a ratas durante a gestação, através de uma drástica redução da 

síntese de testosterona fetal (MYLCHREEST et al., 1999; PARKS et al., 2000). 
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1.3. DI-BUTIL FTALATO 

 

 

1.3.1 Aspectos gerais dos ftalatos 

 

Os ésteres de ftalatos têm sido utilizados como compostos plastificantes 

desde a década de 1920. Eles foram introduzidos no mercado com este propósito 

para substituir a cânfora, plastificante de escolha da época cujo forte odor o tornava 

indesejável. Os ftalatos são adicionados ao policloreto de vinila (PVC) para conferir 

maleabilidade a esses plásticos desde a síntese do primeiro ftalato, o DEHP 

(dietilexil ftalato), o que causou um rápido crescimento na indústria do PVC. Hoje, 

estão presentes em brinquedos, na composição de produtos cosméticos (esmaltes e 

perfumes), como aditivos em produtos de limpeza e agrotóxicos, equipamentos 

médicos, produtos farmacêuticos e solventes de tintas. 

Já em 1970, Jaeger e Rubin detectaram a presença do plastificante DEHP 

em tecidos e órgãos de dois pacientes hospitalizados que haviam recebido 

transfusões sanguíneas. O sangue havia sido armazenado em bolsas feitas de PVC 

plastificadas com DEHP. Já havia sido publicado que equipamentos médicos 

contendo ftalatos poderiam liberar essas substâncias (GUESS et al., 1967; MARCEL 

E NOEL, 1970), mas pouca preocupação foi dada aos possíveis efeitos na saúde 

humana com a liberação do DEHP. No entanto, a partir da publicação de Jaeger e 

Rubin (1970), grande interesse foi despertado em relação aos possíveis efeitos 

tóxicos não somente do DEHP, mas de todos os ésteres de ftalatos. Hoje já é bem 

documentado que os ésteres de ftalatos não se ligam ao PVC e com tempo e uso 

desprendem-se da matriz plástica, contaminando o meio ambiente (BAUER E 

HERRMANN,1997; BRADBURY, 1996; GIAM et al., 1978; GRIFFITHS et al., 1985). 

Além disso, ésteres de ftalatos já foram detectados em diversos fluidos corporais 

humanos como urina materna durante a gestação (SWAN et al., 2005), leite materno 

(MORTENSEN et al., 2005), e liquido amniótico (LATINI et al., 2003).  
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1.3.2 Estrutura química e propriedades gerais dos ftalatos 

 

Estruturalmente, os ésteres de ftalatos consistem em grupos ésteres 

pareados ligados a um anel benzeno (Figura 3). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Figura 3: Estrutura química geral dos ésteres de Ftalatos (KLUWE, 1982). 

 

As configurações meta e para são conhecidas como isoftalatos e tereftalatos 

respectivamente. No entanto, o termo “éster de ftalato” é restrito a configuração orto 

da molécula. Os ftalatos são sintetizados comercialmente pela condensação de um 

álcool apropriado com o anidrido ftálico, como indicado na Figura 4. 

 

Figura 4: Reação química da síntese de ésteres de ftalatos (KLUWE, 1982). 

 

 

A maioria dos ésteres são incolores, apresentam baixa volatilidade e são 

praticamente insolúveis em água devido a sua estrutura lipofílica, sendo solúveis 

então, em solventes orgânicos e óleos. Eles não são quimicamente ligados ao 

polímero, mas sim dispersos na matriz do mesmo para proporcionar maleabilidade e 

flexibilidade (AUTIAN, 1973). 
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O Di-n-butil ftalato é sintetizado através da reação do n-butanol com anidrido 

ftálico (Figura 5) (CMA, 1999). 

Figura 5: Estrutura química do di-butil ftalato. 

 

 

1.3.3 Exposição humana e aspectos regulatórios do DBP 

 

Em 2000, Blount e colaboradores mostraram que dentre os ftalatos com 

potencial para afetar o desenvolvimento reprodutivo, o DBP é o composto mais 

comumente encontrado em urina de mulheres em idade reprodutiva, em uma 

amostra da população geral dos Estados Unidos. Kohn e colaboradores (2000) 

estimaram que a exposição máxima humana ao DBP é de 113 µg/kg/dia. 

De acordo com as estimativas de Chan e Meek (1994) e IPCS (International 

Program in Chemical Safety) (1997), a maior fonte de exposição humana ao DBP 

são os alimentos.  

A exposição ao DBP através dos alimentos em adultos foi estimada em 

7µg/kg/dia pela IPCS (1997) e 1,9 µg/kg/dia por Chan e Meek (1994). Já em 

crianças, foi documentado por Chan e Meek (1994) uma exposição de 2,3 µg/kg/dia 

em crianças de 12 a 19 anos e 5 µg/kg/dia em crianças de 6 meses a 4 anos. 

Em relação a legislação brasileira, a Portaria nº 369/2007 do Inmetro 

(Instituto Nacional de Metrologia, Normalização e Qualidade Industrial) determina o 

limite de 0,1% de ftalatos (DINP, DIDP, DNOP, DEHP, DBP e BBP) na composição 

de brinquedos feitos a base de PVC. A ANVISA, através da Resolução 105/99 libera 

o ftalato até o limite de 3% da composição do produto. 
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1.3.4 Farmacocinética do DBP 

 

Os diésteres de ftalatos ingeridos são hidrolisados por lipases e absorvidos 

quase totalmente como seus correspondentes monoésteres (ROWLAND et al., 

1977). Em roedores, foi estimada a absorção intestinal de ftalatos através do 

monitoramento da excreção urinária do composto, ou de seus metabólitos, após 

administração oral de uma quantidade conhecida do composto radioativamente 

marcado. Mais de 90% da radioatividade seguida da administração de uma dose 

oral de DBP foi recuperada na urina em dois dias, indicando uma absorção intestinal 

quase completa (TANAKA et al., 1978).  

Em humanos, o DBP foi detectado no sangue após ingestão de alimentos 

contendo o ftalato, havendo um aumento significativo dos níveis sanguíneos após 

exposição (IPCS, 1997). Infelizmente, os autores mediram somente o composto 

diéster sem levar em consideração seus metabólitos, o que impede uma estimativa 

de absorção total. 

Em um estudo comparando a hidrólise de DBP em humanos, macacos e 

ratos no intestino, Lake e colaboradores (1977) mostraram que as lipases dessas 

três espécies apresentam atividade similar. A atividade da lipase pancreática não foi 

analisada. Já foi documentado em roedores que os ésteres de ftalatos são 

metabolizados a monoésteres em diversos tecidos. Como já mencionado 

anteriormente, é aceito que ésteres de ftalatos ingeridos são hidrolisados a 

monoésteres por lípases pancreáticas e da parede do intestino e a absorção ocorre 

na forma de monoéster (ROWLAND et al., 1977).  

A absorção pela pele é baixa, tendo sido estimada através de estudo in vitro 

com pele humana (Scott et al., 1987)  e in vivo em roedores (ELSISI et al.,1989).  

Em função da rápida metabolização, há pouca ou nenhuma bioacumulação. 

Um estudo revelou que uma semana após a exposição a uma dose única de DBP, 

nenhum tecido continha mais de 2% da dose administrada (ELISISI, 1989).  

A principal rota de excreção dos metabólitos do DBP é a urina (FOSTER et 

al., 1982). O mono-butil ftalato é excretado para a bile (cerca de 45%), mas apenas 

cerca de 5% é eliminado pelas fezes, indicando uma eficiente circulação êntero-

hepática (TANAKA et al., 1978).  
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1.3.5 Toxicidade do DBP 

 

Um grande número de estudos experimentais tem avaliado os efeitos tóxicos 

do DBP sobre o desenvolvimento pré e pós-natal. A grande maioria destes estudos 

é realizada em ratos usando a exposição oral e diferentes doses. 

Ratos machos apresentam alterações e malformações no trato reprodutivo 

após exposição in utero a certos ésteres de ftalatos durante o período de 

desenvolvimento do sistema reprodutor. A exposição a ftalatos durante essa janela 

crítica de vulnerabilidade resulta em efeitos adversos no trato reprodutivo masculino 

que são indicativos de uma supressão da via androgênica, sendo estes ésteres de 

ftalatos então classificados como substâncias anti-androgênicas (GRAY et al., 2006).  

Apesar de muitos compostos anti-androgênicos atuarem como antagonistas do 

receptor androgênico (AR), os ésteres de ftalato não se ligam a esses receptores in 

vitro em concentrações fisiológicas (PARKS et al., 2000), o que já foi demonstrado 

para o DBP e para seu metabólito MBP por Foster e colaboradores (2001). Alguns 

estudos reportaram a ligação de ftalatos ao receptor estrogênico in vitro (JOBLING 

et al., 1995), mas aparentemente os ésteres de ftalatos não exercem efeitos 

estrogênicos in vivo em ratos, como abertura precoce de canal vaginal ou indução 

de estro persistente (GRANDE et al., 2007; GRAY et al., 1999; MYLCHREEST et al., 

1998, 2000). 

A exposição de ratos machos in utero a altas doses de DBP induz uma série 

de malformações do trato reprodutivo que se manifestam como efeitos imediatos 

(detectados ao nascimento) ou tardios (encontrados na vida adulta). Essas 

malformações incluem diminuição na distância anogenital, retenção de mamilos 

(GRAY et al., 2006), agenesia do epidídimo, hipospádias, malformações testiculares 

(incluindo criptorquidismo) e desenvolvimento peniano anormal (FOSTER, 2006; 

GRAY et al., 2006). Os metabólitos monoésteres são o componente bioativo dos 

ésteres de ftalatos responsáveis pela toxicidade reprodutiva (GRAY E BEAMAND, 

1984; SJOBERG et al., 1986). 

O principal alvo da toxicidade pré-natal dos ftalatos parece ser o testículo. 

Em um estudo com exposição de ratos a 100-500 mg/kg/dia de DBP durante os dias 

13 a 20 de gestação foi reportado uma redução na síntese de testosterona testicular 

fetal. Além disso, a avaliação histológica dos testículos fetais (retirados no dia 20 de 
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gestação) revelaram múltiplas áreas de hiperplasia de células de Leydig, que se 

apresentavam agregadas em clusters maiores que os encontrados nos testículos 

controles, e o aparecimento de cordões seminíferos apresentando gonócitos 

multinucleados (FOSTER, 2006). A hiperplasia de células intersticiais também foi 

reportada em ratos adultos expostos in utero ao DBP (MYLCHREESt et al., 1999, 

2000). No entanto, dados recentes indicam que a exposição a ftalatos não altera o 

número de células de Leydig, mas apenas a sua distribuição no testículo, formando 

grandes agregados. Além disso, os parâmetros hormonais e histológicos avaliados 

em fetos expostos são bons indicadores da toxicidade testicular, sendo 

aparentemente mais sensíveis que os efeitos tardios da exposição pré-natal 

(MAHOOD et al., 2007). 

Criptorquidismo e hipospádias, duas malformações presentes na Síndrome 

de Disgenesia Testicular Humana, também já foram reportados por diversos 

laboratórios, após a exposição in utero a altas doses de DBP (FISHER et al., 2003; 

GRAY et al., 1999, 2000; MCKINNEL et al., 2005; MYLCHREEST et al., 1998, 

1999). 

 

 

1.3.6 Mecanismo de ação dos ftalatos 

 

Como já mencionado anteriormente, os ftalatos suprimem a síntese de 

testosterona pelo testículo fetal, o que desencadeia manifestações clássicas de 

insuficiência androgênica como diminuição na distância anogenital e retenção de 

mamilos. Alguns aspectos referentes aos mecanismos de ação dos ftalatos já foram 

parcialmente elucidados. Estudos genéticos têm identificado vários alvos potenciais 

para a ação dessas substâncias. Sabe-se, por exemplo, que os ftalatos inibem a 

expressão do gene Insl3, que participa da síntese do hormônio Insl3 (insuline like 

hormone 3), responsável pela primeira fase de descida dos testículos, do abdômen 

para a região inguinal (WILSON et al., 2004; LEHMANN et al., 2004). Os ftalatos 

também alteram a expressão de genes que participam da esteroidogênese, como o 

gene StAR (steroidogenic acute regulatory gene), o P450scc e cyp17a (LEHMANN 

et al., 2004). 



22 
 

 
 

Mahood e colaboradores (2005) propuseram que as células de Leydig se 

agrupam em clusters maiores após a exposição pré-natal a ftalatos devido a uma 

migração celular anormal. Ferrara e colaboradores (2006) sugeriram que o 

aparecimento de gonócitos multinucleados pode ser desencadeado por uma 

alteração nas interações entre gonócitos e células de Sertoli. Além disso, alguns 

estudos indicam que alterações histológicas nos testículos causadas pelos ftalatos 

ocorrem por um mecanismo independente da redução da síntese de testosterona 

(GAIDO et al., 2007; SCOTT et al., 2007). Por exemplo, Gaido e colaboradores 

(2007), demonstraram que camundongos expostos ao DBP apresentam aumento na 

incidência de gonócitos multinucleados nos testículos fetais, mesmo na ausência de 

insuficiência androgênica. Apesar dessas proposições, os mecanismos responsáveis 

pelas alterações histológicas induzidas pela exposição pré-natal aos ftalatos ainda 

permanecem obscuros.  

Mais recentemente tem sido proposto que os ésteres de ftalatos possam 

induzir processos inflamatórios. Latini e colaboradores (2003) propuseram um papel 

dos ftalatos na indução de inflamação intrauterina devido a uma semelhança 

estrutural entre os ésteres de ftalato e algumas prostaglandinas e tromboxanas pró-

inflamatórias (Figura 6). Scarano e colaboradores (2009) mostraram a presença de 

focos de inflamação na próstata de ratos expostos in utero e durante a lactação a 

100 mg/kg/dia de DBP.  

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 6:Estruturas químicas do DBP e de uma tromboxana pró-inflamatória.  

 

1.3.7 TDS-like syndrome e evidências em humanos. 

 

A exposição a ftalatos durante a diferenciação sexual de ratos machos induz 

o aparecimento de algumas alterações muito similares àquelas apresentadas por 
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homens portadores da Síndrome da Disgenesia Testicular, como criptorquidismo, 

hipospádias e baixa contagem de espermatozóides. Apesar da exposição pré-natal a 

ftalatos não induzir câncer testicular em ratos, pode causar a expressão de alguns 

genes que são marcadores de carcinoma in situ (CIS) nos testículos de humanos. 

Um estudo recente reportou um retardo na expressão do fator de transcrição Oct-4 

nos gonócitos de ratos expostos ao DBP (FERRARA et al., 2006). Esse fator é 

usado como marcador de células de carcinoma in situ em homens portadores da 

TDS (FERRARA et al., 2006; FISHER et al., 2003). Em humanos, evidências 

histológicas de disgenesia testicular foram encontradas em biópsias de testículos de 

pacientes com câncer testicular e também de pacientes com infertilidade, 

hipospádias e criptorquidismo (SKAKKEBAEK et al., 2003; HOEI-HANSEN et al., 

2003; HOLM et al., 2003). Isso não indica que a exposição aos ftalatos cause TDS 

em humanos, mas sugere que em ratos a exposição pré-natal ao DBP e outros 

ftalatos pode ser utilizada como uma importante ferramenta na investigação dos 

mecanismos celulares e moleculares envolvidos na etiologia dessa síndrome. Vale a 

pena ressaltar que as vias de desenvolvimento fetal são altamente conservadas nos 

mamíferos. As enzimas envolvidas na esteroidogênese são similares em humanos e 

ratos e acredita-se que todos os mamíferos apresentem mecanismos de sinalização 

androgênica parecidos. Graças às semelhanças apresentadas pelos ratos expostos 

aos ftalatos e homens portadores de TDS, pode-se dizer que os ftalatos induzem em 

ratos a Síndrome do Ftalato ou “TDS-like syndrome”, constituindo um importante 

modelo animal para o estudo da síndrome humana (FISHER et al., 2003). 

Além disso, já existem algumas evidências que indicam possíveis efeitos de 

ftalatos em humanos. Um estudo conduzido em Xangai mostrou uma associação 

positiva entre a incidência de malformações em espermatozóides e a concentração 

de DEHP no sêmen (ZHANG et al., 2006). Swan e colaboradores (2005) reportaram 

uma associação negativa entre os níveis urinários de ftalatos em gestantes e a 

distância anogenital de seus filhos meninos. Contudo, estudos adicionais são 

necessários para confirmar estes e outros efeitos em seres humanos. 
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1.4. ÁCIDOS GRAXOS ESSENCIAIS 

 

Os ácidos graxos desempenham importantes funções na estrutura das 

membranas celulares e nos processos metabólicos. Em humanos, os ácidos 

linoléico (Omega 6 ou n-6) e α-linolênico (Omega 3 ou n-3) são necessários para 

manter sob condições normais as membranas celulares, as funções cerebrais e a 

transmissão de impulsos nervosos.  

Esses ácidos graxos são denominados genericamente de ácidos graxos 

poliinsaturados (PUFAs – polyunsaturated fatty acids), assim como outros ácidos 

graxos que apresentam duas ou mais insaturações. A distinção entre as famílias de 

ácidos graxos pode ser realizada pela localização da dupla ligação a partir de sua 

extremidade metila (DOMMELS et al., 2002). Assim, o ácido graxo n-3 apresenta 

sua primeira dupla ligação entre os carbonos três e quatro, o n-6 entre os carbonos 

seis e sete da cadeia hidrocarbônica (Figura 7). 

Figura 7: Estruturas dos ácidos linoléico (a) e α-linolênico (b) (Martin et al., 2006). 

 

Os ácidos graxos poliinsaturados linoléico (Omega-6) e α-linolênico (Omega-

3) são precursores de duas famílias de ácidos graxos com efeitos fisiológicos 

geralmente opostos (TAPIERO et al., 2002). Os ácidos graxos derivados de 

precursores Omega-6 (ex.: ácido araquidônico – AA) podem funcionar como 

substratos lipídicos para enzimas cicloxigenases e lipoxigenases, gerando 

eicosanóides pró-inflamatórios. Por outro lado, os derivados Omega-3 (ex.: ácido 

eicosapentaenóico - EPA) usualmente originam eicosanóides com propriedade anti-

inflamatórias, quando utilizados como substratos das mesmas enzimas.  

Os eicosanóides constituem as prostaglandinas, leucotrienos e 

tromboxanas.  Ácidos graxos n-6 formam prostaglandinas da série 2 e leucotrienos 
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da série 4. Já a família de ácidos graxos n-3, formam a série 3 de prostanóides 

(prostaglandinas e tromboxanas) e a série 5 dos leucotrienos.  

Os ácidos graxos n-6 e n-3 devem ser providos através da dieta, uma vez 

que não são sintetizados endogenamente por mamíferos, sendo que um equilíbrio 

entre os dois tipos parece ter um papel importante sob diferentes aspectos 

fisiológicos, enquanto que um desequilíbrio na ingestão desses compostos lipídicos 

pode ocasionar ou favorecer o surgimento de algumas doenças (MCENTEE et al., 

2002). Os ácidos graxos Omega-3 são encontrados principalmente em peixes, óleo 

de peixe, canola e linhaça, nozes, bem como em folhas verdes escuras. O Omega-6 

compõe principalmente os óleos vegetais e sementes, como milho, girassol, soja 

entre outros (BARTSCH et al., 1999). 

Vários estudos têm destacado a importância da ingestão de ácidos graxos 

poliinsaturados na fase gestacional e nos primeiros meses após o nascimento 

(HORNSTRA, 2000; SANDERS, 1999; SAN GIOVANNI et al., 2000; UAUY et al., 

2001). O crescimento e desenvolvimento do feto e seus órgãos dependem de um 

suprimento suficiente de nutrientes (HAGGARTY, 2004). Os ácidos graxos 

essenciais e seus derivados (ácidos graxos de cadeia longa poliinsaturados, PUFAs) 

são capazes de atravessar a placenta e desempenham papéis importantes no 

desenvolvimento fetal, tais como constituição e síntese de membranas celulares e 

armazenamento de energia (INNIS, 2003). A exposição a xenobióticos que alteram o 

suprimento fetal de ácidos graxos, pode levar a um desenvolvimento alterado ou até 

mesmo uma organogênese imprópria (HAGGARTY, 2004; INNIS, 2003). 

Os ácidos graxos Omega 3 e Omega 6 competem pelas mesmas enzimas 

de dessaturação e alongamento da cadeia, que apresentam maior afinidade pelos 

ácidos da família Omega 3. Assim, a razão entre a ingestão diária de alimentos fonte 

de ácidos graxos Omega 3 e 6 assume grande importância na alimentação humana.  

A razão n-6/n-3 recomendada por diversos autores fica entre 2:1 e 5:1 

(SCHAEFER, 2002; CHARDIGNY et al., 2001; KRIS-ETHERTON et al., 2000). 

Esses valores também têm sido sugeridos pelos resultados de alguns estudos 

clínicos que mostraram a diminuição da taxa de mortalidade em pacientes com 

doença cardiovascular submetidos a uma dieta com razão 4:1; redução dos 

sintomas da asma quando a razão ficou em torno de 5:1, e intensificação desses 
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sintomas com elevação da razão para 10:1 (LORGERIL et al., 1994; BROUGHTON 

et al., 1997). 

Os ácidos linoléico e α-linolênico estão presentes tanto em espécies 

vegetais como animais empregados na alimentação humana. As tabelas 1 e 2 

apresentam as concentrações desses ácidos em alimentos de origem vegetal e 

animal, respectivamente. 

 

Tabela 1: Concentração dos ácidos linoléico, alfa-linolênico e razão n-6/n-3, em alimentos de origem 

vegetal (BROUGHTON et al., 1997; PEREIRA et al., 2001 In MARTIN et al., 2006). 

 

Tabela 2: Concentração dos ácidos linoléico, alfa-linolênico, araquidônico, eicosapentaenóico e 

docosaexaenóico em alimentos de origem animal (MARTIN et al., 2006).  
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2. JUSTIFICATIVA 

 

Recentemente, tem sido proposto que a toxicidade dos ésteres de ftalato 

poderia estar relacionada com processos inflamatórios. Alguns autores já 

propuseram que a indução de cicloxigenases por alguns ftalatos poderia resultar em 

uma inflamação intrauterina, o que poderia explicar a maior incidência de partos pré 

maturos observada em alguns estudos epidemiológicos (LATINI et al, 2005). Outros 

mostraram que os ésteres de ftalatos são capazes de alterar a transferência 

placentária de ácidos graxos essenciais através da super expressão do receptor 

PPAR (peroxisome proliferator activated receptor) (XU et al., 2005). Com base 

nesses resultados, foi proposto que a suplementação com óleos contendo altos 

níveis de Omega 3 poderia amenizar ou reverter alguns dos efeitos tóxicos 

reprodutivos induzidos pelos ftalatos devido as propriedades antiinflamatórias 

dessas substâncias (LATINI et al., 2005). 

Além disso, diversos laboratórios reportam diferenças na incidência ou 

severidade dos efeitos tóxicos reprodutivos dos ftalatos. Algumas dessas diferenças 

podem ser explicadas pelo uso de diferentes linhagens de animais (WILSON et al., 

2007), mas outra possível explicação poderia ser o tipo de veículo oleoso usado no 

estudo.  

Nesse sentido, a suplementação com óleos contendo diferentes proporções 

de ácidos graxos (Omega-6 e Omega-3) poderia ajudar a esclarecer o papel dos 

veículos oleosos na toxicidade reprodutiva do DBP. No presente estudo, além do 

óleo de milho (razão n-6/n-3 = ±45), veículo normalmente utilizado em estudos com 

ftalatos, e do óleo de canola (razão n-6/n3 = ±2), veículo previamente utilizado no 

nosso laboratório, também foi empregado o óleo de peixe, veículo que contém uma 

grande quantidade de ácidos graxos ômega-3 (razão n-6/-3 = ±0,5).  
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3. OBJETIVOS 

 

 

3.1.  OBJETIVO GERAL 

 

O objetivo deste estudo foi avaliar a influência de veículos oleosos contendo 

diferentes proporções de ácidos graxos Omega-6 e Omega-3 na toxicidade testicular 

fetal induzida pelo plastificante di-butil ftalato (DBP) em ratos. Para tanto, três 

diferentes veículos foram utilizados: o óleo de milho, veículo usualmente utilizado em 

estudos com ftalatos e dois veículos ricos em ácidos graxos Omega-3, os óleos de 

canola e peixe.  

 

 

3.2. OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Investigar a influência de diferentes veículos oleosos na toxicidade 

reprodutiva masculina do di-butil ftalato (DBP) em ratos expostos no período pré-

natal. Assim, os fetos masculinos expostos entre os dias 13 e 20 de gestação foram 

avaliados quanto a parâmetros tipicamente alterados pela exposição in utero ao 

DBP: 

 Testosterona intratesticular 

 Distância anogenital (marcador externo de efeitos anti-androgênicos) 

 Histologia testicular (diâmetro das cordas seminíferas e percentual de 

cordas contendo gonócitos multinucleados). 

 Imunohistoquímica testicular (análise de clusters de Células de Leydig) 
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ABSTRACT 
 

The spectrum and severity of toxic responses induced by phthalates during the pre-
natal period has been shown to vary significantly across different laboratories, which 
could be explained by several factors, including rat strain, laboratory conditions, diet 
and type of oily vehicle used. In order to determine the possible role of oily vehicles 
on phthalate toxicity, pregnant Wistar rats were treated with di-butyl phthalate (DBP) 
diluted in three different vehicles: corn, canola and fish oil. Three control groups, 
consisting of dams receiving oily vehicles only, and three groups exposed to 500 mg 
DBP/kg/day, diluted in corn, canola or fish oil, were used. Rat dams were treated by 
oral route (gavage) from gestation days 13 to 20 and the administration volume was 
5 mL/kg/day for all groups. Females were sacrificed on gestation day 20, two hours 
after the last administration of DBP or vehicles. Anogenital distance (AGD) was 
measured in male and female fetuses. Following decapitation, testes from up to three 
male fetuses of each dam were collected for immunohistochemistry, histology and 
determination of testicular testosterone and lipid profile. DBP exposure significantly 
lowered intratesticular testosterone levels and anogenital distance in male pups, 
regardless the vehicle used. In most cases, it was observed an increase in 
percentage of seminiferous cords containing multinucleated gonocytes (MNGs) and 
in diameter of seminiferous cords in groups exposed to DBP, with no difference 
among them. However, there was no significant difference between the group treated 
with DBP in canola oil and its concurrent control for the presence of MNGs. Also, the 
group treated with DBP diluted in fish oil did not differ from its control in the analysis 
of seminiferous cord diameter. A clear shift in the pattern of Leydig cell distribution 
was observed, with a significant decrease in the contribution of small clusters to the 
total cluster area in all groups exposed to DBP. However, there was no influence of 
oily vehicle on this parameter. Lipid profile determined by HPLC indicated that 
administration of canola and fish oil in late gestation (days 13 to 20) was able to 
increase the content of omega-3 fatty acids in rat fetal testis. However, incorporation 
of omega-3 was diminished in DBP-treated groups, when compared to controls. 
Taken together, our results indicate that even though canola and fish oil were unable 
to alter DBP-induced testosterone deficiency or shortening of anogenital distance, 
slight changes in testicular histology could be observed.  
 
Keywords: di-butyl phthalate; rats; fatty acids; testis 
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1. Introduction 

 

Several studies indicate that human male reproductive disorders have become more 

prevalent during the last decades (Sharpe and Skakkebaek, 2003; Toppari et al., 

1996). It was proposed that conditions such as hypospadias, cryptorchidism, low 

sperm counts and testicular cancer are all symptoms of a single entity, the Testicular 

Dysgenesis Syndrome (TDS) (Skakkebaek et al., 2001). Epidemiological and 

experimental evidences suggest that these disorders are interrelated and have a 

common origin in fetal life (Skakkebaek et al., 2001; Sharpe and Skakkebaek, 2003). 

The mechanisms that give rise to TDS are unknown but endocrine disrupting 

chemicals have been suggested as one out of many potential causal agents (Sharpe 

and Skakkebaek, 2003).  

Certain phthalate esters, industrial chemicals mainly used to impart flexibility to 

polyvinyl chloride plastics, have been shown to disrupt the development of male 

reproductive tract when administered to rats during pregnancy (Mylchreest et al., 

1999; Parks et al., 2000). The effects induced in rats following in utero exposure are 

remarkably similar to TDS disorders in humans, suggesting the existence of a TDS-

like condition, the so-called “rat phthalate syndrome”, which could be used as a 

potential model for understanding the cellular and molecular mechanisms underlying 

the human syndrome (Fisher, 2004; Foster, 2006).  

However, it is important to highlight that the spectrum and severity of toxic responses 

induced by phthalates during the pre-natal period has been shown to vary 

significantly across different laboratories. For instance, while Fisher et al. (2003) 

reported an incidence of 100% of cryptorchidism in male Wistar rat offspring exposed 

in utero to di-butyl phthalate (DBP) at 500 mg kg/day, Mylchreest et al. (1999) found 

an incidence of only 10% in Sprague-Dawley exposed to the same dose level and 

dosing period. Although differences in rat strain sensitivity may be partially 

responsible for such variability, other factors such as the oily vehicle used could also 

be involved. In a recent study conducted in our laboratory (Martino-Andrade et al., 

2009), no cases of cryptorchidism or hypospadias were seen in rats exposed to DBP 

500 mg/kg/day diluted in canola oil.  

A number of potential mechanisms have been proposed to explain the action of 

phthalate esters on the disruption of male reproductive tract development. In 
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particular, phthalates are known to induce suppression of testosterone biosynthesis 

(Parks et al., 2000), which appears to be the initial event underlying the induction of 

malformations (Foster et al., 2001). Nevertheless, the molecular targets leading to 

these changes remain unclear.  

More recently, it has been proposed that the reproductive toxicity of phthalate esters 

could be related to inflammatory processes. According to Latini et al. (2005), 

induction of cycloxygenases by some phthalates could be implicated in intrauterine 

inflammatory responses and the consequent high incidence of preterm birth 

observed in some epidemiological studies. In 2003, Latini and coworkers had already 

suggested a significant ring structure similarity between phthalates and 

prostaglandins/tromboxanes (pro-inflammatory mediators), which could also be 

responsible for the induction of intrauterine inflammatory responses. Xu et al., 2005, 

also showed that phthalates can alter rat placental homeostasis of essential fatty 

acids (EFAs) via peroxisome proliferator activated receptor (PPAR) overexpression, 

leading to a reduction on EFA transfer from the placenta to the fetus. In this regard, it 

has been hypothesized that dietary supplementation with oils containing high levels 

of omega-3 polyunsaturated fatty acids could counteract some of the adverse 

reproductive effects induced by phthalates (LATINI et al., 2005). Omega-3 fatty acids 

are found in fish and canola oil and in dark green vegetables, while Omega-6 fatty 

acids are the components of vegetal oils and seeds, like corn, soy and others 

(BARTSCH et al., 1999).  In contrast to Omega-6 fatty acids derivatives (e.g., 

arachidonic acid), which originate major pro-inflammatory mediators when 

metabolized by clycloxygenases and lipoxygenases, Omega-3 derivatives are 

believed to originate mainly anti-inflammatory compounds.   

In order to determine the influence of different oily vehicles on phthalate toxicity, we 

investigated the possible effects of two Omega-3 rich oily vehicles, canola and fish 

oil, on fetal testicular toxicity induced by di-butyl phthalate (DBP) in comparison to 

corn oil, the usual vehicle for diluting phthalates in experimental studies. 

 

 

 

 

 



33 
 

 
 

2. Material and Methods 

 

2.1 Animals 

 

The experimental protocol was approved by the Committee on Animal Research and 

Ethics of the Universidade Federal do Paraná (Curitiba, Brazil) under the number 

421. Wistar rats were obtained from the stock of the Universidade Federal do Paraná 

and kept under a 12-h light ⁄ dark cycle and controlled temperature (22 ± 2 oC). 

Standard pellet food (Nuvilab CR-1; Nuvital, Curitiba, Brazil) and tap water were 

provided ad libitum. Adult female rats were mated for three hours during the dark 

cycle at the proportion of three females to each male. Vaginal smears were collected 

daily and the day of sperm detection was considered as day 0 of gestation. 

 

2.2 Chemicals, dose selection and treatment  

 

Di-butyl phthalate (DBP) CAS number 84-74-2, purity 99%, was obtained from 

Sigma-Aldrich (Schnelldorf, Germany). Pregnant dams (n=11-13/group) were treated 

daily by oral route from gestation days 13 to 20 with 500 mg DBP⁄ kg body weight 

(bw) ⁄ day. Corn, canola or fish oil were used as vehicles and the administration 

volume was 5.0 mL⁄ kg bw for all groups (Martino-Andrade et al., 2009). A total of six 

experimental groups were used: three control groups (vehicle-only) and three DBP-

treated groups, which received DBP at 500 mg/kg/day diluted in corn, canola or fish 

oil. Fish oil was supplied by Herbarium Laboratório Botânico (Colombo, Brazil), while 

commercially available corn and canola oils were used. According to the supplier, 

each gram of fish oil contained 0.192g of eicosapentaenoic acid (EPA) and 0.124g of 

docosahexaenoic acid (DHA).   

The dose of 500 mg DBP/kg/day was based on studies that demonstrate the 

induction of a wide spectrum of anti-androgenic effects and testicular disorders 

following in utero exposure (Mylchreest et al., 1999, 2000; Fisher et al., 2003). This is 

the typical dose used to induce the rat phthalate syndrome, which has been 

proposed as a model for the human testicular dysgenesis syndrome. 
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2.3  Anogenital distance and collection of fetal testis 

 

Dams were sacrificed by decapitation on day 20 of gestation, two hours after the last 

administration of DBP or vehicles. The fetuses were removed from the gravid uterus, 

weighted and killed by decapitation. The anogenital distance (AGD) was recorded for 

male and female fetuses using a digital caliper (TCM, Hamburg, Germany). To avoid 

errors caused by differences in body size, the AGD of each animal was divided by 

the cube root of body weight (Gallavan et al., 1999).  

The right testes of up to three male fetuses per litter were collected and maintained 

at -80°C until analysis of testicular testosterone or lipid profile. The left testes were 

immersed-fixed in Bouin‟s solution for 2 h and routinely processed for histology or 

immunohistochemistry. 

 

2.4 Fatty acid composition in fetal testis. 

 

Lipid profile from fetal testis was determined by HPLC as described by Naliwaiko et 

al. (2004). Total lipids were extracted from a pool of fetal testis (n=5 testis/group) 

using chloroform–methanol (2:1 vol/vol) according to Folch et al. (1957) and 

saponified by NaOH 0.5M in 90% methanol (v/v). Free fatty acids were collected with 

hexane and derivatized with 4-bromomethyl-7-coumarin. Fatty acids were resolved 

isocratically using a mobile phase of acetonitrile–water (gradient from 77:23 to 90:10 

vol/vol) at a flow rate of 0.8 mL/min and were detected by fluorescence (325-nm 

excitation; 395-nm emission). Separation was performed on a Varian pro-Star high 

performance liquid chromatograph (Santa Clara, CA, USA) using an octadecylsilica 

column (25 cm £ 4:6mm i.d.; particle size 5 mm).  

 

2.5 Testicular testosterone 

 

Each fetal testis was homogenized with 200 µL of phosphate buffered saline (PBS) 

and extracted three times with a total volume of 1.5 mL of diethyl ether (Mylchreest et 

al., 2002; Martino-Andrade et al., 2009). The ether fraction was poured off into clean 

tubes and evaporated in a fume hood. Extracts were resuspended in 500 µL of PBS 

and analyzed by enzyme immunoassay using a polyclonal anti-testosterone antibody 
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(R 156 ⁄ 7 1:7500 dilution) obtained from Coralie Munro at the University of California 

(Davis, CA, USA), cross reacting with testosterone 100.0%, 5a-dihydrotestosterone 

57.4%, androstenedione 0.27%, and androsterone, dehydroepiandrosterone (DHEA), 

cholesterol, oestradiol, progesterone and pregnenolone < 0.05%. Serial dilutions of 

pooled testicular extracts produced displacement curves parallel to those of 

standards, and the assay sensitivity was 2.3 pg ⁄ well. Samples were measured in a 

single run with an intra-assay coefficient of variation of less than 10%. 

 

2.6 Percentage of cords containing multinucleated gonocytes and cord diameter 

 

Testicular sections of 5 µm were stained with hematoxylin and eosin and analyzed 

microscopically. A total of 50 randomly selected seminiferous cords per testis were 

investigated at 400x magnification for the presence of multinucleated gonocytes 

(MNGs). Results are expressed as percentage of cords containing multinucleated 

gonocytes. The diameter (µm) of twenty randomly selected round cords per testis 

was measured using the 3.0 version of UTHSCSA imagetool software (UTHSCSA, 

San Antonio, TX, USA). Images were acquired on a Leica microscope coupled with 

an imaging system (Leica Microsystems LAS Software, Version 3.5.0, Wetzlar, 

Germany) at 200x magnification.  

 

2.7 Immunohistochemistry and evaluation of Leydig cell aggregation 

 

For evaluation of Leydig cell aggregation, immunostaining with anti-3β-HSD was 

performed. Testicular sections of 5 µm were mounted onto poly-L-Lysine coated 

slides, deparaffinized in xylene, hydrated in alcohol, and incubated in 3% H2O2 in 

methanol to block endogenous peroxidase activity. Sodium Citrate buffer 10 mM was 

used for antigen unmasking, nonspecific binding was blocked by 1% BSA-PBS 

solution and possible aldehyde groups were blocked by 0,1 M glycine-PBS. The 

primary antibody was a rabbit IgG immunoprotein against human type II 3β-

hydroxysteroid dehydrogenase (3β-HSD, gift from Ian Mason, University of 

Edinburgh, UK), which was diluted 1:2000 in 0.1% BSA/PBS and incubated on slides 

in a humidified chamber for 12 h. After washing with PBS, the respective secondary 

biotinylated antibody (Anti-rabbit IgG, Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) 
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was added diluted 1:100 in PBS and incubated for 1 h. The slides were washed 

though roughly and incubated with streptavidin-HSP (BD Pharmingen, San Diego, 

CA, USA) for 1 h. The reaction binding was revealed with a DAB Substrate kit (BD 

Pharmingen, San Diego, CA, USA). Slides were stained with haematoxylin and 

rapidly dehydrated in ethanol, xylene and then mounted.  

Quantification of Leydig cell clustering in testicular sections was undertaken using 3.0 

version of UTHSCSA imagetool software (UTHSCSA, San Antonio, TX, USA). Digital 

images were captured at 200x magnification, using a Leica microscope coupled with 

an imaging system (Leica Microsystems LAS Software, Version 3.5.0, Wetzlar, 

Germany). The Image Tool Software was used to draw and calculate the area of 3β-

HSD-immunopositive cell aggregates. A complete cross section from the center of 

the testis was analyzed for each animal (n=5/group), and the area of individual 

clusters was expressed as a percentage of the total Leydig cell cluster area in that 

section. Clusters were then classified into three groups, according to Mahood et al. 

(2005): small clusters, accounting for 5% or less of the total Leydig cell cluster area; 

medium clusters, accounting for between 5.1 and 14.9%; and large clusters, which 

individually accounted for 15% or more of total cluster area.  

 

2.8 Statistical analysis 

 

Data were analyzed using GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc, La Jolla, 

CA, USA). Normality and homogeneity of variances were evaluated prior to statistical 

analysis. Data were analysed by analysis of variance (ANOVA) or alternatively, by 

the Kruskal–Wallis test whenever data did not fit parametric conditions. Differences 

between groups were tested by Tukey‟s multiple comparisons test (parametric data) 

or by Dunn‟s test (non-parametric data). In all analyses, litters were used as the 

statistical units. Differences were considered to be statistically significant at a 

probability level of 5% (p < 0.05). All analyses were performed by investigators blind 

to experimental groups. 
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3. Results 

 

3.1 Pregnancy data 

 

As expected, no signs of general toxicity were observed in any experimental group. 

Maternal body weight gain was unaffected by DBP during treatment (gestation day 

13-20), and no significant differences were observed in male and female fetal body 

weight at gestation day 20 for any treatment group (Table 1). 

 

3.2 Anogenital distance  

 

For female fetuses, anogenital distance did not differ among experimental groups 

(data not shown). Nevertheless, DBP administered to pregnant rats caused a 

significant decrease in anogenital distance of male fetuses when compared to 

animals whose mothers received their correspondent vehicles (Figure 1). However, 

there was no significant difference among DBP groups, regardless the oily vehicle 

used.  
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Figure 1. Anogenital distance corrected for body weight (gestation day 20) in male offspring rats 
exposed in utero to DBP or oily vehicles. Rat dams were treated from day 13 to 20 of gestation. 
Values are litter means ± standard errors. There was no significant difference among control (vehicle-
only) groups. Likewise, DBP-treated groups did not differ significantly among them (ANOVA ⁄ Tukey). a 
= p<0.05 significantly different from corn oil control group. b = p<0.05 significantly different from 
canola oil control group. c = p<0.05 significantly different from fish oil control group. 
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Table 1 

Body weight of dams and rat fetuses exposed to 500 mg DBP/kg/day from gestation days 13 to 20. 

 

 
Treatment 

 

Parameters 

 

Control Corn Oil Control Canola Oil Control Fish Oil Corn Oil + DBP Canola Oil + DBP Fish Oil + DBP 

Dams (n) 11 13 13 11 12 11 

Litter size 7.82 ± 1.12 9.67 ± 0.85 11.08 ± 0.47 11.18 ± 0.71 11.50 ± 0.54 10.55 ± 0.61 

Body weight GD 13 (g) 292 ± 6.04 290 ± 7.15 301 ± 5.98 299 ± 7.87 293 ± 6.41 290 ± 2.78 

Body weight GD 20 (g) 329 ± 9.35 336 ± 7.13 333 ± 9.93 347 ± 8.05 338 ± 8.15 333 ± 6.61 

Weight gain GD20-GD13 (g) 36.5 ± 4.01 46.0 ± 5.00 48.1 ± 4.50 48.1 ± 3.52 44.6 ± 4.11 43.7 ± 4.89 

Female fetal weight (g) 3.48 ± 0.137 3.19 ± 0.086 3.23 ± 0.115 3.38 ± 0.125 3.36 ± 0.101 3.37 ± 0.140 

Male fetal weight (g) 3.26 ± 0.111 3.33 ± 0.069 3.39 ± 0.078 3.54 ± 0.118 3.57 ± 0.111 3.64 ± 0.153 

 

Numbers are mean ± standard errors. 

GD, gestation day.  
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3.3 Lipid Profile 

 

Lipid profile is presented in Tables 2 and 3. Lipid content was determined in a pool of 

5 testis/treatment group. As shown in Table 3, the content of DHA, an omega-3 

polyunsaturated fatty acid, was increased in canola and fish oil groups, but DBP 

exposure reduced this increase. When compared to corn oil control group, DHA 

content was 73% and 228% higher in canola and fish oil control groups, respectively. 

In the groups treated with DBP diluted in canola and fish oil the increase in DHA 

content was of 59% and 90%, respectively, when compared to corn oil control. When 

compared to their concurrent control groups, there was a decrease of 8% and 41% in 

DHA content in groups exposed to DBP diluted in canola and fish oil, respectively. 

For EPA, another omega-3 derivative, the pattern was similar to that of DHA, 

particularly for groups treated with fish oil (Tables 2 and 3). 

 

3.4 Fetal testicular testosterone 

 

Exposure to DBP resulted in significant reductions in testicular testosterone levels in 

relation to control groups. This reduction was similar in all DBP-treated groups 

(Figure 2). 
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Figure 2. Testosterone levels in fetal testes collected on gestation day 20 from control (oily vehicles) 
and DBP-exposed rats. DBP was diluted in three different oily vehicles and administered to pregnant 
rats from gestation 13 to 20 at a dose level of 500 mg/kg/day. Values are litter means ± standard 
errors. There was no significant difference among control (vehicle-only) groups. Likewise, DBP-treated 
groups did not differ significantly among them (ANOVA ⁄ Tukey). a = p<0.05 significantly different from 
corn oil control group. b = p<0.05 significantly different from canola oil control group. c = p<0.05 
significantly different from fish oil control group. 
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Table 2 

Lipid profile from fetal testis by HPLC.  

 

 
Treatment 

 

Fatty acid  

(g/100g total fatty acids) 

 

Control Corn Oil Control Canola Oil Control Fish Oil Corn Oil + DBP Canola Oil + DBP Fish Oil + DBP 

Lauric ND ND ND ND ND ND 

Miristic ND ND ND ND ND ND 

Palmitic 30.7984 26.2372 30.8932 27.8318 32.0830 28.3355 

Estearic 18.3471 13.6256 17.0925 12.6040 16.5717 17.5958 

Palmitoleic 6.9061 4.5658 5.1447 7.7455 5.9383 5.4624 

Oleic 18.7974 15.9033 13.9962 17.0559 16.2439 17.1879 

Linoneic 16.3280 17.8564 10.5796 19.7737 13.5391 14.1861 

-linolenic ND ND ND ND ND ND 

Araquidonic 6.1747 5.6862 5.3381 5.1733 5.6812 5.5119 

EPA 3.6485 6.0725 11.1556 4.8628 7.1372 8.3524 

DHA 1.7698 3.0531 5.8002 1.9529 2.8057 3.3679 

Testicular samples were collected from rats exposed in utero to DBP or oily vehicles. Fatty acids obtained from a pool of 5 fetal testis/ experimental group. 

EPA = eicosapentaenoic acid; DHA = docosahexaenoic acid; ND = non detected 
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Table 3 

Content of EPA and DHA in fetal rat testis exposed to DBP diluted in different oily vehicles 

 

 
Treatment 

 

Fatty acid  

(g/100g total fatty acids) 

 

Control Corn Oil Control Canola Oil Control Fish Oil Corn Oil + DBP Canola Oil + DBP Fish Oil + DBP 

EPA 

(% of corn oil control) 

(% of the concurrent control) 

3.6485 

(100%) 

(100%) 

6.0725 

(166%) 

(100%) 

11.1556 

(306%) 

(100%) 

4.8628 

(133%) 

(133%) 

7.1372 

(196%) 

(118%) 

8.3524 

(229%) 

(75%) 

DHA 

(% of corn oil control) 

(% of the concurrent control) 

1.7698 

(100%) 

(100%) 

3.0531 

(173%) 

(100%) 

5.8002 

(328%) 

(100%) 

1.9529 

(110%) 

(110%) 

2.8057 

(159%) 

(92%) 

3.3679 

(190%) 

(59%) 

Fatty acids obtained from a pool of 5 fetal testis/ experimental group. EPA = eicosapentaenoic acid; DHA = docosahexaenoic acid 
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3.5  Percentage of cords containing multinucleated gonocytes and cord diameter 

 

All groups, including controls, presented multinucleated gonocytes (MNGs) in 

seminiferous cords. In most cases, exposure to 500 mg DBP/kg/day caused a 

significant increase on the occurrence of MNGs, when compared to control groups 

(Figure 3). However, the group exposed to DBP diluted in canola oil did not differ 

statistically from its concurrent control group. Nevertheless, DBP-treated groups did 

not reveal any significant differences among them. 

Overall, histological analysis also showed an increase in the diameter of 

seminiferous cords in animals exposed to DBP, when compared to controls (Figure 

4). Again, no significant differences were observed among DBP-treated groups. 

However, the group exposed to DBP diluted in fish oil did not differ from its control 

group (fish oil only) (Figure 4).  
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Figure 3. Percent of cords containing multinucleated gonocytes (MNGs) in rat fetal testes collected on 
gestation day 20 following maternal treatment with DBP 500 mg/kg/day or oily vehicles from gestation 
day 13 to 20. Values are medians ± interquatiles (Q1, Q3). There was no significant difference among 
control (vehicle-only) groups. Likewise, DBP-treated groups did not differ significantly among them 
(Kruskal-Wallis/Dunn). a = p<0.05 significantly different from corn oil control group. b = p<0.05 
significantly different from fish oil control group. 
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Figure 4. Diameter of seminiferous cords in rat fetal testes collected on gestation day 20 after 
exposure to DBP 500 mg/kg/day or oily vehicles. Rat dams were treated from day 13 to 20 of 
gestation. Values are litter medians ± interquatiles (Q1, Q3). There was no significant difference 
among control (vehicle-only) groups. Likewise, DBP-treated groups did not differ significantly among 
them (Kruskal-Wallis/Dunn).  a = p<0.05 significantly different from corn oil control group. b = p<0.05 
significantly different from canola oil control group. 

 

3.6 Evaluation of Leydig cell aggregates   

 

Abnormal distribution, or clustering, of Leydig cells was apparent in all DBP exposed 

groups. In DBP treated animals, there was significant decrease in small clusters, 

regardless the oily vehicle used. For medium and large clusters, differences were not 

statistically significant (Figure 5).  
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Figure 5. Contribution (%) of small, medium and large clusters to total Leydig cell cluster area in rat 
fetal testes (n=5/group) collected on gestation day 20 after in utero exposure to DBP or oily vehicles. 
Rat dams were treated from gestation day 13 to 20. Values are litter means ± standard errors. Small 
Leydig cell clusters were defined as those that accounted for 5% or less of the total Leydig cell cluster 
area per testis, medium clusters as those that accounted for 5.1–14.9%, and large clusters as those 
that individually accounted for 15% or more of total Leydig cell cluster area per testis. There was no 
significant difference among control (vehicle-only) groups for any of the assigned categories. Likewise, 
DBP-treated groups did not differ significantly among them (ANOVA ⁄ Tukey). a = p<0.05 significantly 
different from corn oil control group. b = p<0.05 significantly different from canola oil control group. c = 
p<0.05 significantly different from fish oil control group. 
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4. Discussion 

Several studies have shown that fetal exposure to DBP or certain other phthalates 

results in a high incidence of male reproductive disorders in rats, such as 

malformations of testis and epididymis, cryptorchidism, hypospadias and low sperm 

counts (Barlow and Foster, 2003; Ema et al., 2000; Fisher et al., 2003; Gray et al., 

1999; Mylcrheest et al., 1998, 1999, 2000; Foster, 2006, Jiang et al., 2007). 

However, many laboratories report differences in the incidence and severity of some 

of these alterations (Martino-Andrade et al., 2009; Jiang et al., 2007; Fisher et al., 

2003; Mylchreest et al., 2000). Although many factors can explain these somehow 

conflicting results, as the use of different animal strains (Wilson et al., 2007) or 

laboratory conditions, another possible explanation to a lower incidence of adverse 

effects in some studies could be related to the oily vehicle used.  

The focus of the present study was to investigate the possible effects of three 

different oily vehicles – corn, canola and fish oil – on fetal testicular toxicity in rats 

exposed to 500 mg DBP/kg/day from gestation day 13 to 20. This experimental 

protocol has been used as a model for the human testicular disgenesys syndrome 

(TDS), as the spectrum of effects induced in rats shares many similarities with the 

disorders that comprise the human syndrome. According to Mahood et al. (2007), 

fetal endpoints, including testicular testosterone levels, abnormal Leydig cell 

aggregation and gonocyte multinucleation, are the most sensitive markers of the rat 

phthalate syndrome, being able to predict the occurrence and severity of later effects. 

As expected, DBP exposure was not able to induce maternal toxic responses at the 

dose level tested in the present study, regardless of the oily vehicle used. In addition, 

the vehicles alone were also unable to produce clinical signs of toxicity or changes in 

maternal and fetal body weight. In female fetuses, the anogenital distance (AGD) did 

not differ significantly among the different experimental groups, confirming the 

absence of androgenic effects of DBP and the vehicles used. However, male fetuses 

exposed in utero to DBP had decreased values of AGD, significantly different from 

control animals. This effect was observed in all groups exposed to DBP, in spite of 

the oily vehicle used. Several studies have demonstrated that DBP and other 

phthalates can inhibit some enzymes in testosterone biosynthesis, leading to 

alterations in male sexual development, including genital malformations and 

shortening of anogenital distance (Martino-Andrade et al., 2009; Fisher et al., 2003; 
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Mylchreest et al., 2000). The androgen insufficiency induced by DBP was confirmed 

in the present study by measuring intratesticular testosterone levels. Administration 

of DBP at the dose of 500 mg/kg/day, diluted in different oily vehicles, caused a 

significant reduction in testicular testosterone levels, when compared to the groups 

that received only vehicles. However, there were no significant differences among 

DBP-groups, indicating that the oily vehicles did not interfere in the androgen 

insufficiency induced by this high dose of DBP. Taken together, these results indicate 

that the use of oily vehicles containing different ratios of omega-3 to omega-6 fatty 

acids are possibly not involved in the variability of responses seen in endpoints 

related to poor androgen stimulation. 

However, beyond changes on “androgenic status”, possible effects of DBP on fetal 

testicular histology were also investigated. It is interesting to note that several 

histological alterations induced by phthalates on fetal testis, such as gonocyte 

multinucleation and enlargement of seminiferous cords, are believed to be unrelated 

to the decrease in testosterone production (Gaido et al., 2007; Scott et al., 2007). 

Gaido and co-workers (2007) reported that DBP is able to significantly increase 

gonocyte multinucleation in mouse testis, without changing testosterone levels. In our 

study, DBP was, in most cases, able to induce a significant increase in the 

percentage of seminiferous cords containing multinucleated gonocytes (MNGs), 

which is in agreement with earlier rat studies (Parks et al., 2000; Mylchreest et al., 

2002; Fisher et al., 2003). The group exposed to DBP diluted in canola oil, however, 

did not differ from its concurrent control (canola oil only). Nevertheless, no significant 

differences were detected among DBP-treated groups. It was also detected an 

overall increase in the diameter of seminiferous cords in DBP-exposed animals, 

which is also a typical histological alteration induced by phthalates. For this 

histological parameter, there were no differences between the group exposed to DBP 

diluted in fish oil and its concurrent control group. Similarly to gonocyte 

multinucleation, however, no differences were observed among DBP-groups.  

The analysis of the intersticial testicular compartment revealed the classical presence 

of large clusters of Leydig cells in DBP-exposed fetuses. A clear shift in the pattern of 

Leydig cell distribution was observed, with a significant decrease in the contribution 

of small clusters to the total cluster area in all groups exposed to DBP. These results 

are in agreement with previous work reported by Mahood et al. (2005).  
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Taken together, our results indicate that in two histological parameters investigated, 

gonocyte multinucleation and diameter of seminiferous cord, the use of either canola 

or fish oil as vehicles was able to slightly attenuate some of the typical DBP 

responses, so that differences with control (vehicle-only) groups were often blurred. 

Several mechanisms of phthalate-mediated toxicity remain unclear, such as those 

leading to histological alterations. Some authors have proposed that phthalates could 

induce some of their toxic effects through an inflammatory process (Xu et al., 2005; 

Latini et al., 2003, Scarano et al., 2009). Given the anti-inflammatory properties of 

omega-3 fatty acids derivatives, Latini et al. (2005) proposed the maternal dietary 

supplementation with omega-3 polyunsaturated fatty acids as a way to counteract the 

adverse effects of phthalates. Derivatives of omega-3 fatty acids, which are present 

in canola and fish oil, are able to act as substrates for cycloxygenase (COX) 

enzymes and lead to formation of anti-inflammatory compounds, while omega-6 

derivatives, such as arachidonic acid, are major COX substrates for the generation of 

pro-inflammatory mediators.  

Determination of lipid profile in the present study revealed that administration of 

canola and fish oil in late gestation (days 13 to 20) was able to increased the content 

of omega-3 fatty acids, such as EPA and DHA in rat fetal testis. As expected, 

administration of fish oil resulted in the highest contents of EPA and DHA. However, 

DBP diluted in canola or fish oil has overall reduced the content of omega-3 

derivatives incorporated into testicular tissue. Even though DBP corresponds to 

approximately 10% of the total administration volume (5 mL/kg) for a dose of 500 

mg/kg (specific gravity of DBP ~ 1.0), this cannot solely explain the reduction in 

omega-3 fatty acids content. In fact, our results are in agreement with previous 

studies showing that phthalates like di-2-(ethylhexil) phthalate (DEHP) are able to 

reduce the maternal-to-fetal placental transfer of essential fatty acids, resulting in 

reduced content of omega-3 fatty acids like DHA in fetal plasma and brain (Xu et al., 

2008; Xu et al., 2007).  

The results of the present study indicate that administration of either canola or fish oil 

as vehicles is unable to alter DBP-induced testosterone insufficiency and its 

downstream consequences. However, we detected a small decrease in the severity 

of DBP early effects in some histological parameters. Even though the attenuation of 

DBP responses were relatively modest, the use of different oily vehicles could at 
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least partially account for some of the variability in phthalate responses observed in 

different studies, even when similar doses and exposure protocols are used. 

Although our aim was to evaluate these effects at a high DBP dose (500 mg/kg/day), 

which is the common dosage used to induce the so-called “rat phthalate syndrome”, 

it would be interesting to study the influence of oily vehicles at lower doses. Besides, 

it would be valuable to investigate the possible protective role of oily vehicles 

containing omega-3 fatty acids following longer periods of supplementation (e.g., 

prior to mating and pregnancy). 
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5. DISCUSSÃO EXTENDIDA E CONCLUSÃO 

 

Diversos estudos têm mostrado que a exposição fetal ao DBP e a alguns 

outros ftalatos resulta em um amplo espectro de distúrbios reprodutivos em ratos 

machos, como malformações nos testículos e epidídimos, criptorquidismo, 

hipospádias e baixa contagem de espermatozóides (BARLOW E FOSTER, 2003; 

EMA et al., 2000; FISHER et al., 2003; GRAY et al., 1999; MYLCRHEEST et al., 

1998, 1999, 2000; FOSTER, 2006; JIANG et al., 2007). No entanto, muitos 

laboratórios reportam diferenças na incidência e severidade de algumas dessas 

alterações (MARTINO-ANDRADE et al., 2009; Jiang et al., 2007; Fisher et al., 2003; 

Mylchreest et al., 2000). Apesar de muitos fatores explicarem esses resultados 

conflitantes, como o uso de diferentes linhagens de animais (WILSON et al., 2007) 

ou condições laboratoriais, outra possível explicação para uma menor incidência de 

efeitos adversos em alguns estudos poderia estar relacionada com o tipo de veículo 

oleoso utilizado. Um estudo recente conduzido no nosso laboratório (MARTINO-

ANDRADE et al., 2009) mostrou que  a exposição in utero a uma alta dose de DBP 

(500 mg/kg/dia) resultou em alterações reprodutivas que foram 

aparentemente menos severas do que aquelas reportadas por outros laboratórios. 

Por exemplo, em contraste com outros estudos (MYLCHREEST et al., 1999; JIANG 

et al., 2007), nossos resultados demonstraram ausência de alterações no peso de 

glândulas sexuais acessórias (próstata e vesícula seminal) nos animais adultos 

expostos in utero. Além disso, não foram reportadas malformações usualmente 

observadas após a exposição a essa dosagem, como criptorquidismo e hipospádias 

(JIANG et al., 2007; FISHER et al., 2003; MYLCHREEST et al., 2000). Em contraste 

com os demais estudos, que usualmente utilizam o óleo de milho como veículo para 

a diluição e administração de DBP e outros ftalatos, nossos resultados foram 

gerados com a utilização de óleo de canola como veículo, um óleo vegetal que 

contém quantidades significativamente maiores de ácidos graxos Omega-3 quando 

comparado com outros óleos vegetais como o óleo de milho (MARTIN et al., 2006). 

O foco do presente estudo foi investigar a possível influência de três 

diferentes veículos oleosos – óleos de milho, canola e peixe – sobre a toxicidade 

testicular fetal do DBP em ratos expostos a 500 mg/kg/dia durante os dias 13 a 20 

de gestação. Esse protocolo experimental tem sido usado como um possível modelo 
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para a Síndrome da Disgenesia Testicular (TDS) humana, já que os efeitos 

induzidos em ratos são muito similares aos distúrbios apresentados na TDS. 

Como esperado, a dose de DBP utilizada não foi capaz de induzir alterações 

no ganho de peso das progenitoras, bem como no peso dos fetos, indicando 

ausência de toxicidade sistêmica materna e fetal. Os efeitos tóxicos dos ftalatos 

sobre o sistema reprodutivo masculino de ratos expostos in utero corroboram dados 

encontrados na literatura. A distância anogenital, marcador externo do grau de 

androgenização pré-natal, foi significativamente reduzida nos fetos masculinos 

expostos ao DBP, independentemente do veículo oleoso utilizado. Diversos estudos 

já demonstraram que o DBP e outros ftalatos podem, em altas doses, inibir enzimas-

chave na via biossintética da testosterona, ocasionando alterações no 

desenvolvimento sexual masculino, incluindo malformações genitais e redução da 

distância anogenital (MARTINO-ANDRADE et al., 2009; FISHER et al., 2003; 

MYLCHREEST et al., 2000). A insuficiência androgênica induzida pelo DBP foi 

confirmada no presente estudo pela quantificação dos níveis de testosterona 

intratesticular. A administração de DBP na dose de 500 mg/kg/dia, diuído em 

diferentes veículos oleosos, causou uma redução significativa nos níveis de 

tstosterona intratesticular, em comparação aos grupos que receberam apenas os 

veículos. Contudo, assim como no caso da redução da distância anogenital, não 

foram observadas diferenças entre os grupos tratados com DBP, indicando que os 

diferentes veículos oleosos utilizados não interferiram na insuficiência androgênica 

induzida por essa alta dose de DBP.  

Além da avaliação do “status androgênico” também foram investigados os 

possíveis efeitos do DBP sobre a histologia testicular fetal. Vale ressaltar que 

diversas alterações histológicas induzidas por ftalatos no testículo fetal, como a 

presença de gonócitos multinucleados e o aumento no diâmetro de cordões 

seminíferos, podem não estar relacionadas com a diminuição da síntese de 

testosterona, como proposto por Gaido e colaboradores em um estudo com 

camundongos (2007). Neste estudo, a exposição in utero de camundongos a 250 ou 

500 mg/kg/dia de DBP causou o aparecimento de gonócitos multinucleados sem 

alterar a síntese de testosterona. Além disso, os níveis plasmáticos materno e fetal 

de mono-butil ftalato (MBP), metabólito do DBP responsável pela maior parte dos 

efeitos tóxicos, foram similares àqueles reportados para ratos.  Em nosso estudo, o 
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DBP foi, na maioria dos casos, capaz de induzir um aumento significativo na 

porcentagem de cordões seminíferos contendo gonócitos multinucleados, o que está 

de acordo com estudos realizados anteriormente (PARKS et al., 2000; 

MYLCHREEST et al., 2002; FISHER et al., 2003). O grupo exposto a DBP diluído 

em óleo de canola, no entanto, não diferiu de seu respectivo controle. Entretanto, 

não houve diferenças significativas entre os grupos expostos ao DBP. Ferrara e 

colaboradores (2006) sugeriram que o aparecimento de gonócitos multinucleados 

pode ser desencadeado por uma alteração nas interações entre gonócitos e células 

de Sertoli. Por outro lado, Boekelheide e colaboradores (2009) propuseram que as 

alterações celulares nos cordões seminíferos em desenvolvimento estão 

relacionadas com uma redução na proliferação celular. No nosso estudo, além da 

presença de gonócitos multinucleados, também foi observado um aumento do 

diâmetro de cordões seminíferos, uma alteração histológica típica e já demonstrada 

anteriormente após exposição pré-natal ao DBP e outros ftalatos (FOSTER et al., 

2006; PARKS et al., 2000, MARTINO-ANDRADE et al., 2009). Apesar de nenhuma 

diferença estatística ter sido encontrada entre os grupos tratados com DBP, também 

não foi encontrada diferença entre o grupo exposto a DBP diluído em óleo de peixe 

e seu respectivo controle.  

A análise do compartimento intersticial testicular revelou a presença de 

grandes clusters de células de Leydig em animais expostos ao DBP (Figura 8). 

Mahood e colaboradores (2005) propuseram que as células de Leydig se agrupam 

em clusters maiores após a exposição pré-natal a ftalatos devido a uma migração 

celular anormal. No nosso estudo, a contribuição de pequenos clusters para a área 

total de clusters foi reduzida significativamente em todos os grupos expostos a 

ftalatos, um efeito anteriormente reportado por Mahood e colaboradores (2005). Os 

diferentes veículos oleosos, no entanto, não ocasionaram alterações evidentes no 

padrão de distribuição de clusters. 

Muitos mecanismos da toxicidade mediada por ftalatos permanecem 

obscuros, como aqueles responsáveis pelas alterações histológicas. Alguns autores 

propuseram que os ftalatos poderiam induzir alguns de seus efeitos tóxicos através 

de processos inflamatórios (XU et al., 2005; LATINI et al., 2003; SCARANO, et al., 

2009). Latini e colaboradores (2005) propuseram que a indução de cicloxigenases 

por alguns ftalatos poderia resultar em uma inflamação intrauterina, o que poderia 
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explicar a maior incidência de partos pré maturos observada em alguns estudos 

epidemiológicos. Em 2003, Os mesmos autores já haviam sugerido uma 

semelhança estrutural entre ftalatos e prostaglandinas/tromboxanas pró-

inflamatórias. Xu e colaboradores (2005) também mostraram que os ftalatos podem 

alterar a transferência placentária de ácidos graxos essenciais através da super 

expressão do receptor PPAR (peroxisome proliferator activated receptor). Levando 

em consideração as propriedades antiinflamatórias de derivados de ácidos graxos 

ômega-3, Latini e colaboradores (2005) sugeriram que a suplementação materna 

com ômega-3 poderia amenizar ou reverter alguns dos efeitos tóxicos dos ftalatos. 

O perfil lipídico realizado por HPLC mostrou que a administração dos óleos 

de canola e peixe durante os dias 13 a 20 de gestação foi capaz de aumentar o 

conteúdo de ácidos graxos Omega-3, como EPA e DHA, no tecido testicular. Como 

esperado, a administração de óleo de peixe resultou em uma maior incorporação 

desses lipídios. Contudo, o DBP diluído nos óleos de canola e peixe reduziu a 

incorporação de ácidos graxos Omega-3 em comparação aos grupos que receberam 

apenas os veículos. Esses resultados estão de acordo com os dados previamente 

publicados por Xu e colaboradores (2007, 2008), que demonstraram que o di-

2(etilhexil) ftalato (DEHP) é capaz de reduzir a transferência placentária materno-

fetal de ácidos graxos, diminuindo, dessa forma, o conteúdo de ácidos graxos 

Omega-3 no plasma e cérebro fetal de ratos. 

De maneira geral, nossos resultados indicam que a utilização dos óleos de 

canola e peixe como veículos não é capaz de alterar a insuficiência androgênica 

fetal induzida pelo DBP ou mesmo suas repercussões futuras. No entanto, em dois 

parâmetros histológicos investigados, presença de gonócitos multinucleados e 

aumento de diâmetro de cordões seminíferos, o uso desses óleos causou uma 

pequena atenuação dos efeitos. Apesar de muito sutis, esses efeitos poderiam 

ajudar a explicar a variabilidade de respostas observadas em estudos experimentais 

com DBP e outros ftalatos.  No entanto, outros fatores, como a linhagem de ratos, 

dieta e condições laboratoriais, também devem ser considerados. Além disso, seria 

interessante investigar o possível efeito protetor dos veículos oleosos ricos em 

Omega-3 após exposição a doses mais baixas de DBP e períodos mais longos de 

suplementação (ex., antes do acasalamento e durante a gestação). 
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Figura 8: Clustering ou agrupamento de células de Leydig em grupo controle (A) e grupo exposto ao 

DBP (B). Em grupos controle os clustes são geralmente pequenos e aparecem em todo o diâmetro do 

testículo, como apontado pelas fleches pretas na figura A. Nos grupos expostos ao DBP, estes 

clusters são maiores e se concentram na região central do testículo, como apontado pelas flechas 

pretas na figura B. 
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