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RESUMO

Os ésteres de ftalatos sdo produtos quimicos industriais utilizados principalmente
como plastificantes no policloreto de polivinila (PVC) e usualmente encontrados em
inumeros produtos de uso comum como embalagens para alimentos, cosméticos e
produtos de higiene pessoal, medicamentos, brinquedos e equipamentos médicos. A
toxicidade desses compostos é preocupante para a saude humana e animal visto que
muitos ftalatos sdo potencialmente toxicos para o sistema reprodutor masculino,
especialmente no periodo pré-natal, durante janelas criticas para diferenciagao sexual
dependente de androgenos. Em um estudo prévio conduzido pelo nosso laboratoério
em Curitiba, foi observada alta exposicdo de gestantes brasileiras a varios ftalatos
mas, em particular, ao diisopentil Ftalato (DiPeP). Esse composto usualmente nao é
encontrado em estudos de biomonitoramento de outras populagdbes mundiais,
indicando uma ocorréncia unica no Brasil, o que resulta em escassez de dados acerca
da sua toxicidade enddcrina e reprodutiva. Foi demonstrado, ainda, que esse ftalato é
capaz de reduzir a producao de testosterona testicular fetal em ratos de maneira dose-
dependente. Baseando-se nesses dados, o objetivo deste estudo foi investigar se a
exposig¢ao intrauterina e lactacional a DiPeP €& capaz de causar alteragdes
reprodutivas em ratos. Para isso, ratas Wistar prenhes (9-11/grupo) foram expostas
via gavagem a veiculo (6leo de canola) e quatro doses (1, 10, 100 e 300 mg/kg/dia)
de DiPeP entre o 10° dia de gestacdo e o 21° dia pos-natal (desmame). Os
descendentes machos foram avaliados quanto a distancia anogenital (AGD) e idade
na separagao prepucial (PPS), dois marcadores sexuais dependentes de androgenos.
Na puberdade (60-65 dias) e idade adulta (145-150 dias), dois descendentes de cada
ninhada tiveram a massa absoluta e relativa de seus érgdos andrégeno-dependentes
e os niveis plasmaticos de testosterona registrados. Nos animais adultos, investigou-
se também a producao espermatica diaria e a histopatologia dos testiculos. Sinais de
toxicidade fetal foram observados na dose mais alta (300 mg/kg), com a ocorréncia
de abortos em mais de 50% das progenitoras, o que resultou em um pequeno tamanho
amostral, prejudicando sua inclusdo nas analises estatisticas. A massa absoluta e
relativa da vesicula seminal foi reduzida nos grupos expostos ao DiPeP na dose de
10 e 100 mg/kg/dia e a producao diaria de espermatozodides foi significativamente
reduzida nos animais expostos a 100 mg/kg/dia. Tubulos atréficos e vacuolizados
foram observados em um testiculo macroscopicamente pequeno de um animal
exposto a DiPeP 100 mg/kg/dia e, na maior dose (300 mg/kg/dia), o testiculo de um
animal apresentou areas disgenéticas (mal formadas), apesar do tamanho testicular
normal. Em conjunto, esses resultados indicam que o DiPeP, um ftalato relevante para
0 cenario brasileiro de exposigdo humana, induz toxicidade fetal e efeitos
antiandrogénicos em ratos.

Palavras-chave: Desreguladores enddcrinos; Ftalatos; Diisopentil ftalato (DiPeP);
Toxicidade Reprodutiva; Antiandrogénico; Ratos Wistar.



ABSTRACT

Phthalate esters are industrial chemicals mainly used as plasticizers in polyvinyl
chloride plastics (PVC) and usually found in many consumer products like food
packaging, cosmetics and personal care products, medicines, toys and medical
equipment. The toxicity of these compounds is a concern to human and animal health
since many phthalates are potentially toxic to male reproductive system, especially in
the prenatal period, during critical windows for androgen-dependent sexual
differentiation. In a previous study performed by our laboratory in Curitiba, we observed
high exposure of Brazilian pregnant women to several phthalates, in particular to
diisopentyl phthalate (DiPeP). This compound is not usually found in biomonitoring
studies of other world populations, indicating an unique occurrence in Brazil, which
results in limited data about its reproductive and endocrine toxicity. It has also been
shown that this phthalate reduces fetal testicular testosterone in rats in a dose-
dependent manner. Based on these data, the aim of this study was to investigate
whether in utero and lactational exposure to DiPeP is capable of causing reproductive
changes in rats. Pregnant Wistar rats were exposed by oral gavage to vehicle (canola
oil) or four doses (1, 10, 100 and 300 mg/kg/day) of DiPeP between gestation day 10
and post-natal day 21 (weaning). Male offspring were evaluated for anogenital distance
(AGD) and age at preputial separation (PPS), which are two androgen-dependent
sexual markers. At puberty (60-65 days) and adulthood (145-150 days), two rats from
each litter had their absolute and relative weight of androgen-dependent organs and
plasma testosterone levels analyzed. At adulthood, daily sperm production and the
histopathology of the testes were also investigated. Signs of fetal toxicity were
observed at the highest dose (300 mg/kg), with the occurrence of abortions in more
than 50% of the progenitors, which resulted in a small sample size, impairing their
inclusion in the statistical analysis. Absolute and relative weight of the seminal vesicle
were reduced in groups exposed to 10 and 100 mg/kg/day of DiPeP and daily sperm
production was significantly reduced in animals exposed to 100 mg/kg/day. Atrophic
and vacuolated tubules were observed in a macroscopically small testis of one animal
exposed to DiPeP 100 mg/kg/day and, at the highest dose (300 mg/kg/day), the testis
of one animal showed dysgenetic (malformed) areas, despite normal testicular size.
Taken together, these results indicate that DiPeP, a phthalate relevant to the Brazilian
scenario of human exposure, induces fetal toxicity and antiandrogenic effects in rats.

Keywords: Endocrine disrupters; Phthalates; Diisopentyl phthalate (DiPeP);
Reproductive Toxicity; Antiandrogenic; Wistar rats.
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1 INTRODUGAO

A crescente exposi¢cao dos seres humanos e outros seres vivos a compostos
quimicos presentes no ambiente e em nossas vidas cotidianas traz riscos
significativos a saude. Dentre essas substancias, ha aquelas passiveis de interferir
com o sistema enddcrino, que sdo usualmente conhecidas como “desreguladores
endocrinos”. Esses agentes s&o capazes de atuar sobre a regulacdo hormonal por
meio de diferentes mecanismos, agindo diretamente sobre os receptores hormonais
(ativando ou bloqueando), ou indiretamente, interferindo na sintese, secregao,
transporte, conversao ou eliminacao de determinado horménio. Como consequéncia,
esses compostos podem afetar eventos bioldgicos cruciais, levando a inumeros
efeitos adversos sobre a reproducdo, a diferenciagdo, o desenvolvimento e o
comportamento dos organismos expostos (US EPA, 1997).

As primeiras observagdes com relacdo aos danos causados por
desreguladores endécrinos foram relatadas entre os anos de 1940 e 1970. Para
evitar o aborto espontaneo, foi prescrito a mulheres gravidas o uso de um hormoénio
sintético chamado dietilestilbestrol (DES). Aparentemente, o uso desse horménio ndo
causava efeitos nessas mulheres, no entanto, suas filhas posteriormente
apresentavam anomalias reprodutivas como adenocarcinoma da vagina,
esterilidade, cancer e endometriose, que surgiam de acordo com a maturidade
(HERBST et al., 1979; BILA e DEZOTTI, 2007). Houve ainda relatos de efeitos
também em filhos dessas mulheres, incluindo a presengca de hipospadias,
caracterizada por mal formacéao da uretra (KLIP et al., 2002). Em 1980, na regiao dos
Grandes Lagos, localizada nos Estados Unidos e Canada, aves coloniais comegaram
a apresentar caracteristicas femininas por estarem expostas a agrotéxicos. O mesmo
problema foi relatado na Flérida, Estados Unidos, em jacarés que habitavam um lago
contaminado com o pesticida DDT (Diclorodifenildicloroetilieno), os quais
apresentavam anomalias no sistema reprodutivo (GUILLETTE et al., 1996).

Segundo o FDA (U.S Food and Drug Administration), ha mais de 1000
substancias quimicas no comércio com propriedades confirmadas ou suspeitas de
desregulagéo enddcrina. Esses composto podem ser tanto naturais quanto sintéticos,
incluindo pesticidas, fungicidas, bifenilas policloradas (PCBs), ftalatos, bisfenol A,

medicamentos, estrogénios naturais, entre outros (BILA e DEZOTTI, 2007).



15

Uma fase bastante critica a exposigao a esses agentes € o periodo pré-natal,
visto que inumeros eventos que ocorrem durante janelas especificas
do desenvolvimento fetal sdo dependentes de interagdes hormonais, principalmente
o processo de diferenciagao e desenvolvimento sexual (WOODRUFF et al., 2008). Os
orgaos sexuais, que ainda estao se diferenciando nesse periodo, podem ser afetados
por substancias presentes no sangue materno através da placenta ou mesmo durante
a lactacéo, resultando em efeitos irreversiveis. Diversos estudos ja relataram
desordens relacionadas a desregulacdo do sistema enddécrino, como alteragdes no
sistema reprodutivo, infertilidade, aumento na incidéncia de alguns tipos de cancer,
disfungdes tireoidianas, obesidade, entre outros (SHARPE e SKAKKEBAEK, 1993;
COLBORN et al., 1993; ANDRADE et al., 2006; BILA e DEZOTTI, 2007; VOM SAAL
et al., 2008). Devido aos inumeros danos que podem causar, existe um interesse
crescente por parte da comunidade cientifica no estudo dessas substancias.

Uma rigorosa metanalise de dados coletados entre 1973 e 2011 mostrou uma
reducdo de mais de 50% na concentracdo de espermatozoides entre homens da
América do Norte, Europa, Australia e Nova Zelandia, sem evidéncias de estabilizagédo
nos ultimos anos. Em contraste, ndo foi observado declinio significativo na América
do Sul, Asia e Africa, o que pode ser decorrente de um menor nimero de estudos.
Nao ha uma resposta concreta para esses achados, mas a presenga desse declinio
em paises ocidentais sugere fortemente que fatores ambientais e estilo de vida,
incluindo exposi¢cao quimica pré-natal, especialmente aos desreguladores enddcrinos,
tabagismo, estresse e obesidade, podem estar desempenhando um papel causal
nessa tendéncia. Esse fator é preocupante, visto que além de implicacdes diretas
sobre a fertilidade e a reproducéao, existem evidéncias recentes associando a baixa
qualidade do sémen ao maior risco de hospitalizagao e morte (LEVINE et al., 2017).

Dentro da grande classe dos desreguladores endocrinos destacam-se o0s
ftalatos, compostos quimicos utilizados principalmente como plastificantes, estando
presentes nos mais diversos produtos de uso comum, e que podem apresentar
potencial de desregular o sistema endocrino ao atuar principalmente como inibidores
da produgéo androgénica (antiandrogénicos) (DALSENTER et al., 2006; ANDRADE
et al.,, 2006). Recentemente, um estudo coorte gestacional, intitulado Estudo
Curitibano de Investigacdao do Ambiente e Reprodugdao (CUIDAR) e realizado em

Curitiba por nosso laboratério, detectou ampla exposi¢cao de gestantes brasileiras a
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varios ftalatos, incluindo o diisopentil ftalato (DiPeP), composto que usualmente ndo é
encontrado em estudos de biomonitoramento de outras populagées mundiais, o que
resulta em escassez de dados acerca de sua toxicidade reprodutiva e enddcrina
(BERTONCELLO SOUZA et al., 2018). Neste sentido, o presente estudo teve como
objetivo investigar se o DiPeP é capaz de causar alteragbes reprodutivas em ratos
expostos in utero e durante a lactagao.

2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO

A reprodugao € um evento bioldgico essencial para a preservagao de uma
espécie, sendo ela um dos fatores que diferenciam organismos vivos da matéria n&o-
viva. Nos mamiferos, esse processo envolve mecanismos fisiologicos complexos por
meio de estruturas formadoras dos sistemas reprodutores masculino e feminino. O
conhecimento da anatomia e fisiologia desses sistemas € de extrema importancia para
compreender possiveis alteracbes que possam ocorrer durante o desenvolvimento,
maturagao e envelhecimento.

A funcdo do sistema reprodutor masculino € de produzir, manter e transferir
espermatozoides para o trato reprodutor feminino, onde ocorrera a fertilizagao, além
de secretar horménios sexuais masculinos. Para isso, os testiculos sado o6rgaos
cruciais, pois exercem ambas as fungdes, ou seja, produzem tanto os
espermatozoides quanto os andrégenos, hormdnios responsaveis pela sustentagao
da fisiologia reprodutiva masculina. Os testiculos se encontram alojados dentro do
escroto e sdo envoltos por duas camadas distintas de tecido conectivo protetor, a
tunica vaginal externa, que € uma membrana serosa, e a tunica albuginea, uma
camada de tecido conjuntivo densa. No interior do testiculo existem tubulos
enovelados (tubulos seminiferos), onde ocorre a produgéo de espermatozoides, e um
compartimento intersticial, onde encontram-se macréfagos, mastdcitos e células de
Leydig, cuja principal funcdo € a produgao de testosterona e outros hormoénios
esteroides essenciais para espermatogénese. No interior desses tubulos encontram-
se as células germinativas em diferentes estagios de maturidade, e as células de

Sertoli, responsaveis por nutrir e sustentar essas células germinativas. As células de
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Sertoli se estendem da periferia até o lumen do tubulo e estdo unidas por jungdes de
oclusdo, gerando dois compartimentos, o basal, que contém espermatogbnias e
espermatocitos primarios, e o adluminal, que contém células germinativas em estagios
mais avancados (FIGURA 1). Essas jungdes criam, ainda, a barreira hematotesticular,
que impede o acesso de substancias encontradas no sangue e liquido intersticial ao
compartimento adluminal e, ao mesmo tempo, impede uma possivel estimulacédo de
resposta imune a antigenos durante o desenvolvimento de células germinativas
(FAWCET, 1973; ASHDOWN e HANCOCK, 1988; FOSTER, 1988).

Além dos testiculos, existem outras estruturas que compde o sistema
reprodutor masculino, incluindo os ductos genitais (epididimos, ducto deferente, ducto
ejaculatorio e uretra), as glandulas sexuais acessoérias (vesicula seminal, préstata e
glandula bulbouretral), o escroto e o pénis (FIGURA 1). Esses érgaos atuam em
conjunto auxiliando no processo de maturagao e transferéncia do esperma, sendo os
ductos responsaveis pelo armazenamento e transporte dos gametas masculinos
enquanto as glandulas acessorias fazem a secregcdo de substancias envolvidas na
sua protecédo e nutricdo, além de facilitarem o seu movimento (BRINSKO, 1999;
SILVERTHORN, 2010).

2.1.1 Espermatogénese

A espermatogénese é um processo que ocorre no interior dos tubulos
seminiferos e que depende da agao das gonadotrofinas, produzidas pela adeno-
hipofise, e andrégenos, secretados pelas células de Leydig, resultando na
diferenciacdo de  células-tronco indiferenciadas (espermatogbnias) em
espermatozoides altamente especializados (FIGURA 1). O processo comecga na
puberdade, e os espermatozoides passam entéo a ser produzidos constantemente ao
longo da vida. As espermatogébnias revestem a membrana basal no interior do tubulo
e dividem-se para produzir novas espermatogdnias ou iniciar a espermatogénese
originando espermatdcitos primarios e secundarios, seguidos por espermatides que,
finalmente, produzem espermatozoides formados. Esse processo se inicia com a
mitose das espermatogdnias, originando espermatogbnias do tipo B. Parte dessas
células se diferencia em espermatécitos primarios, células dipléides (2n) que sofreréo

redugao cromossOmica pelo processo de meiose. Na primeira divisao meiotica, o DNA
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€ replicado e os cromossomos homologos segregam-se, formando duas células
haploides (espermatdcitos secundarios) com duas cromatides. Essas células passam
entdo para a segunda divisdo meiotica, onde dao origem a espermatides haploides
com uma unica cromatide. Por fim, ocorre um processo de diferenciagédo chamado de
espermiogénese, que envolve reducéo do citoplasma e formag&o de caracteristicas
tipicas de um espermatozoidede (FOSTER, 1988; SILVERTHORN, 2010).

FIGURA 1 - SISTEMA REPRODUTOR MASCULINO
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FONTE: Silverthorn (2010).

2.1.2 Testosterona e regulacdo hormonal

A testosterona é um horménio esteroide produzido pelas células de Leydig,
localizadas entre os tubulos seminiferos nos testiculos, e é considerada o principal
hormdnio masculino, possuindo papel crucial no desenvolvimento e amadurecimento
dos dérgéaos genitais, na descida dos testiculos para a bolsa escrotal, no aparecimento
das caracteristicas sexuais secundarias masculinas, no desenvolvimento 6sseo e

muscular, bem como no comportamento e manutencao da libido do individuo. A
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producao de testosterona se inicia na fase fetal e € a sua presenca que determina o
desenvolvimento de érgdos sexuais masculinos, enquanto que na sua auséncia o
sexo que se desenvolvera sera o feminino. Em humanos, esse andrégeno é secretado
pelas células de Leydig a partir da oitava semana de gestagcao, apresentando picos
de concentragao entre a 102 e a 142-15% semanas gestacionais (WORD et al., 1989;
WELSH et al., 2014). Esta liberagao precoce de testosterona é que resultara na
diferenciacdo anatémica dos érgaos sexuais masculinos (RASTRELLI et al., 2018).
As concentracdes de testosterona sao baixas na infancia, porém aumentam durante
a puberdade, ativando mudancgas fisicas e o inicio da espermatogénese, sendo
necessaria para manter o sistema reprodutor masculino funcionando adequadamente.

A regulagdo da produgao de testosterona pelas células de Leydig se da por
meio do hipotalamo e da glandula adeno-hipdfise no cérebro, que integram sinais
externos e internos para controlar a sintese e a secregdo desse horménio. Baixas
concentragdes sanguineas de testosterona promovem a liberagcéo hipotalamica de
horménio liberador de gonadotropina (GnRH). O GnRH se liga, entdo, aos seus
receptores na glandula adeno-hipofise, estimulando a liberagdo das duas
gonadotrofinas: o horménio luteinizante (LH) e o hormdnio foliculo-estimulante (FSH).
Um ciclo de feedback negativo controla predominantemente a sintese e a secrecao
de FSH e LH. O FSH liga-se predominantemente as células de Sertoli nos tubulos
seminiferos, promovendo a espermatogénese e estimulando a produgédo de
horménios como a inibina, que age inibindo a liberagdo de FSH da adeno-hipodfise,
reduzindo assim a secrec¢ao de testosterona. Nos testiculos, o LH se liga a seus
receptores nas células de Leydig e estimula a sintese de testosterona a partir do
colesterol. Quando as concentragdes de testosterona no sangue atingem um limiar,
ela se liga aos receptores androgénicos tanto no hipotalamo quanto na adeno-
hipéfise, inibindo a sintese e a secre¢cao de GnRH e LH, respectivamente. Quando as
suas concentragdes sanguineas diminuem, a testosterona, GnRH e LH sao
novamente secretados, estimulando mais producdo de testosterona (FIGURA 2)
(NEGRO-VILAR e VALENCA, 1988; SILVERTHORN, 2010).
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FIGURA 2 - EIXO HIPOTALAMO-HIPOFISE-TESTICULO
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FONTE: Antunes-Rodrigues e Favaretto (1999).

2.2 DIFERENCIAGAO SEXUAL

A diferenciagao entre os géneros masculino e feminino é bastante complexa e
envolve fatores sexo-especificos, hormonais, genéticos e epigenéticos. Em conjunto
e por meio de mecanismos celulares especificos, tais fatores promovem ou eliminam
diferengas sexuais em determinados tecidos. Além disso, ha também influéncia de
fatores ambientais, que interagem com os fatores biolégicos, moldando o fenétipo
feminino e masculino (MCCARTHY E ARNOLD, 2011).

A determinacado do sexo nos mamiferos se inicia pela combinagao formada
pelos cromossomos X, originario da fémea, e X ou Y, originario do macho, sendo
portanto os machos heterogaméticos (XY) e as fémeas homogameéticas (XX). A partir
da determinagao cromossdémica do sexo, a diferenciagdo cursa entdo com o
desenvolvimento gonadal e desenvolvimento do sexo fenotipico (EGGERS e
SINCLAIR, 2012).

Tanto machos quanto fémeas possuem estruturas primordiais para formar os
orgaos sexuais internos masculinos e femininos, ou seja, o tecido gonadal primordial

€ bipotente, tendo a capacidade de formar tanto ovarios quanto testiculos
(CUMMINGS E KAVLOCK, 2004). Gorski (1999) questionou entdo de que forma
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ocorreria a diferenciacdo anatémica e funcional entre os géneros, e concluiu que a
influéncia hormonal esta envolvida nesse processo. O plano inicial de
desenvolvimento tanto do cérebro quanto do corpo é feminino, sendo a
masculinizagao dirigida principalmente por horménios testiculares. A diferenciagao
das estruturas primordiais das génadas se da sob a influéncia de uma cascata de
genes, que nos meninos comega com um gene localizado no cromossomo Y, o SRY,
que codifica o fator determinante de testiculos (FIGURA 3). A genitdlia interna origina-
se de ductos pareados que inicialmente séo indistinguiveis nos embrides XX e XY: os
ductos Mullerianos (paramesonéfricos) e os ductos de Wolff (mesonéfricos). Os
testiculos secretam através das células de Sertoli o horménio anti-mulleriano (AMH),
capaz de inibir o desenvolvimento do trato reprodutivo feminino, ou seja, dos ductos
Mullerianos. Além disso, a testosterona, secretada pelas células de Leydig no testiculo
fetal, e seu metabdlito biologicamente ativo, di-hidrotestosterona (DHT), ligam-se a
receptores androgénicos localizados nos tecidos e induzem a diferenciacéo do ducto
de Wolff (testosterona) a canal deferente e epididimo e masculinizam a genitalia
externa (DHT) (GORSKI, 1999; CUMMINGS e KAVLOCK, 2004). As células de Leydig
também produzem o fator semelhante a insulina tipo 3 (INSL3), que causa a descida dos
testiculos para a sua posicao caracteristica até o escroto (ADHAM et al., 2000). A
capacidade de diferenciacdo dos tecidos reprodutivos masculinos e femininos
primordiais a seus respectivos tecidos funcionais depende, portanto, do
desenvolvimento apropriado das gbnadas e da secregdo correta dos horménios,

sendo determinantes criticos do fenétipo masculino e feminino (FIGURA 4).

FIGURA 3 - DIFERENCIAGCAO DA GONADA BIPOTENCIAL
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FONTE: Ross e Capel (2005).
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FIGURA 4 - DIFERENCIACAO SEXUAL
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FONTE: Holmes (2016) (adaptado).

No ser humano, a partir de 7-8 semanas de vida intra-uterina inicia-se a
produgao de testosterona e, ao longo do desenvolvimento pré e pds natal e também
na puberdade, ocorrem picos de produg¢ao desse hormonio, assim como ocorre em
outros mamiferos, e que estao diretamente relacionados com desenvolvimento sexual
de um individuo do sexo masculino (FIGURA 5) (DAMIANI et al., 2005). Sendo assim,
a exposicdo de mamiferos a compostos antiandrogénicos durante o processo de
diferenciacado sexual pode resultar em malformagdes do trato reprodutor, como ja
demonstrado pela administracdo perinatal de antagonistas de receptores
androgénicos, como vinclozolin e flutamida, e quimicos que inibem a producéo de
testosterona, como o di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) e o dibutil ftalato (DBP) (GRAY et
al., 1994, 2000; MYLSHREEST et al., 1999). Esses compostos sdo capazes de
desmasculinizar os ratos machos, induzindo algumas alteragbes que incluem
distancia anogenital reduzida, redugao na massa de 6rgaos andrégeno dependentes,
hipospadia, criptorquidismo, agenesia epididimal e comportamento sexual prejudicado
(WOLF et al., 1999; GRAY et al., 2000; DALSENTER et al., 2006; ANDRADE et al.,
2006).
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FIGURA 5 - EVOLUGAO TEMPORAL DA PRODUGCAO DE TESTOSTERONA DESDE A
CONCEPGAO ATE O PICO PUBERAL
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FONTE: Damiani et al. (2005).

2.3 FTALATOS COMO DESREGULADORES ENDOCRINOS

Os ftalatos constituem uma grande classe de produtos quimicos industriais
plastificantes, encontrados de forma ubiqua no meio ambiente, e que possuem
inumeras aplicagdées em produtos de consumo, incluindo produtos de higiene pessoal,
medicamentos, cosmeéticos, embalagens de alimentos, equipamentos meédicos,
brinquedos, tintas, entre outros (DALSENTER et al., 2006; SWAN et al., 2005;
HANNAS et al., 2011).

Esses compostos sao ésteres obtidos sinteticamente por reacdes quimicas de
acido ftalico com diferentes alcoois de 1 a 13 carbonos (FIGURA 6), originando
moléculas de diferentes tamanhos de cadeia e pesos moleculares e,
consequentemente, diferentes propriedades fisico-quimicas, o que esta
correlacionado com suas aplicagdes e o seu perfil toxicologico (HELLWIG et al., 1997;
VENTRICE et al., 2013). Os ftalatos que apresentam alto peso molecular (cinco ou
mais carbonos nas cadeias laterais) tais como o di (2-etilhexil) ftalato (DEHP) sao
utilizados principalmente como plastificantes de materiais de cloreto de polivinilo
(PVC), pois conferem maleabilidade e resisténcia a matriz plastica, sendo encontrados
em revestimentos de paredes e automoveis, embalagens de alimentos, dispositivos
médicos, brinquedos, materiais de construgcdo, entre outros (ATSDR, 2002). Ja

aqueles de menor peso molecular, como o dibutil ftalato (DBP), sdo utilizados na
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fabricagdo de cosméticos e produtos de higiene pessoal, vernizes, tintas e
formulacdes farmacéuticas, atuando como aditivos e fixadores (FIGURA 6) (ATSDR,
2001).

FIGURA 6 - ESTRUTURA QUIMICA GERAL DOS FTALATOS
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Essa exposicdo pode acontecer por diferentes vias, sendo que a principal
delas se da pela migracdo desses compostos para agua e alimentos, mas pode
ocorrer também por absor¢gao dérmica de cosméticos ou mesmo pela inalagao (KOCH
et al., 2003). Os individuos expostos aos ftalatos produzem metabdlitos criticos, que
sao detectados no sangue e urina da populacdo em geral e também no liquido
amnioético humano. A toxicidade desses compostos € derivada dos monoésteres, que
sdao produzidos rapidamente durante os processos metabdlicos hidroliticos e
oxidativos. Muitos destes metabdlitos sdo capazes de atravessar a placenta e podem
atingir o feto (LIOY et al., 2015; FOSTER, 2006).

Na Europa Ocidental e nos Estados Unidos, os programas de
biomonitoramento mostram consistentemente uma exposicdo humana generalizada
aos ftalatos nos ultimos anos (KOCH e CALAFAT, 2009; KOCH et al., 2017). De
acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC), quase 100% da
populagdo dos EUA exibe niveis mensuraveis de um ou mais desses produtos
quimicos (CDC, 2013), no entando, faltam dados de biomonitoramento de paises em
desenvolvimento, como o Brasil, um importante produtor e consumidor de produtos
quimicos industriais. Uma publicacdo recente de nosso laboratério demonstrou a
exposicao ubiqua de gestantes curitibanas a inumeros ftalatos (BERTONCELLO
SOUZA et al.,, 2018). Ainda, Rocha e colaboradores (2017) encontraram onze
metabdlitos de ftalatos em pelo menos 95% das amostras analisadas de criangas

brasileiras.
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Foram impostos regulamentos sobre o uso de ftalatos em brinquedos,
embalagens de alimentos e cosméticos no Brasil (ANVISA, 2016), no entanto, ndo ha
monitoramento para estabelecer se os niveis se encontram dentro da referéncia. Um
estudo encontrou niveis 5 a 10 vezes maiores do que os limites aceitaveis propostos
pelo governo brasileiro em materiais de embalagem de alimentos brasileiros (FREIRE
et al., 2006).

A exposicao a determinados produtos quimicos ambientais sintéticos pode
resultar em problemas reprodutivos em uma variedade de espécies de vertebrados
através de mecanismos endocrinos (ANKLEY e GIESY, 1998; COLBORN e
CLEMENT, 1992; GRAY, 1991) e pode inclusive ter contribuido para o declinio nas
contagens espermaticas em humanos (LEVINE et al., 2017) e aumento da incidéncia
de malformagdes urogenitarias (CARLSEN et al., 1992), uma vez que os hormonios
desempenham papeis criticos no desenvolvimento. Sendo assim, a desregulacao
enddcrina durante o periodo de diferenciagdo sexual pode por produzir fendtipos
reprodutivos anormais em humanos e outros animais (SCHARDEIN, 1993).

Varios estudos toxicolégicos com ftalatos em animais, durante o
desenvolvimento, ja foram realizados, e alguns desses quimicos, tais como DBP e
DEHP, mostraram-se capazes de perturbar a biossintese de andrégenos, estando
associados com algumas alteragdes reprodutivas em machos (MYLCHREEST et al.,
2002; FISHER et al., 2003; DALSENTER et al., 2006; ANDRADE et al., 2006). A
sensibilidade a esses compostos dependente da idade da exposi¢céo, sendo o periodo
fetal o mais sensivel, especialmente durante a janela critica para o desenvolvimento
do trato reprodutivo sob controle androgénico, que em ratos ocorre entre os dias 14 e
18 de gestacéo (janela de programag¢ao masculina) (FOSTER, 2006; MARTINO-
ANDRADE e CHAHOUD, 2010; WELSH et al., 2014).

Dez ou mais membros da classe dos ftalatos sdo conhecidos por induzir
toxicidade fetal enddcrina masculina e malformacgdes reprodutivas pds-natais devido
a sua capacidade de interromper a sintese de testosterona testicular fetal durante
esse periodo critico, ocasionando multiplos disturbios hormonais (BARLOW e
FOSTER, 2003; MYLCHREEST et al., 1998, 2000; PARKS et al., 2000). Esses
compostos podem levar a alteragdes na expressao génica das enzimas envolvidas na
biossintese e transporte da testosterona e prejudicar o funcionamento das células de

Leydig e Sertoli. Como resultado, a diferenciagao tecidual dependente de andrégenos
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pode ser negativamente afetada (LEHMANN et al., 2004). Além disso, os ftalatos
também podem suprimir a expressao de um fator chave responsavel pela primeira
fase da descida do testiculo, o INSL3 (FOSTER, 2006). Esses efeitos
antiandrogénicos, no entanto, sao restritos a ftalatos que apresentam de 3 a 7 atomos
de carbono na porcdo linear da cadeia lateral de alquila, como demonstrado por
estudos de relacdo estrutura-atividade (FURR et al., 2014; LIOY et al., 2015).

Ratos expostos in utero a altas doses de ftalatos como o DEHP, desenvolvem
a chamada "Sindrome dos Ftalatos", caracterizada por anormalidades no trato
reprodutor masculino, como a redugao da distancia anogenital (AGD), malformacgdes,
criptorquidia, hipospadia, mamilos retidos, menor peso de o6rgados andrégeno-
dependentes e baixa contagem espermatica (GRAY et al., 2000; MYLCHREEST et
al., 1998, 1999; FOSTER et al., 2001; PARKS et al., 2000). Essa sindrome em ratos
€ marcadamente similar a um disturbio observado em seres humanos, a chamada
“Sindrome da Disgenesia Testicular (TDS)”, que surge na vida fetal devido ao
desenvolvimento anormal de células de Sertoli e Leydig, causando um espectro de
efeitos semelhantes como céancer testicular, baixa qualidade do sémen,
espermatogénese prejudicada, hipospadias, testiculos ndo descendentes e AGD
reduzida (SKAKKEBAEK et al., 2001). Inclusive, estudos de Swan e colaboradores
(2005; 2015) detectaram associagdes entre a presenca de metabdlitos de ftalatos na
urina de gestantes e redugbes na AGD dos recém-nascidos do sexo masculino,
sugerindo possivel atividade antiandrogénica dos ftalatos em seres humanos
expostos a baixas doses.

Existe uma crescente preocupacgao quanto aos impactos desses compostos
sobre a saude reprodutiva humana, visto que, mesmo com concentragdes de
exposicao humana muito mais baixas do que aquelas que resultam em efeitos
adversos em ratos, esses ftalatos podem se combinar entre si e com outras
substancias no meio ambiente levando a efeitos cumulativos (HOWDESHELL et al.,
2008). Rider e colaboradores (2010) demonstraram que misturas de substancias
antiandrogénicas durante a gestagao ocasionaram efeitos aditivos sobre os tecidos

andrégeno dependentes de ratos.
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2.3.1 Diisopentil ftalato (DiPeP)

O diisopentil ftalato (DiPeP), também chamado de diisoamil ftalato, € um
quimico da classe dos ftalatos cuja férmula molecular € C1sH2604. Esse composto é
sintetizado pela reagcdo do anidrido ftalico com o alcool isoamilico, que contém 5
carbonos e se origina a partir da fermentacéo da cana de agucar durante o processo
de obtencgao do etanol. Dessa maneira, o DiPeP apresenta 5 carbonos na sua cadeia
lateral, sendo 4 lineares e um na posic¢ao “iso” (FIGURA 7) (PETROM, 2016; ECHA,
2008). Como uma estratégia de substituicdo do uso de combustiveis fésseis, o etanol
e seus derivados sao amplamente utilizados no Brasil, fato que pode ter favorecido a
producao de DiPeP pela industria de plastificantes locais devido ao facil acesso ao
alcool isoamilico (BERTONCELLO SOUZA et al., 2018). Estudos demonstram que
esse ftalato ja foi detectado no solo e em aterros no Brasil (DO NASCIMENTO FILHO
et al., 2003; FERREIRA E MORITA, 2012).

FIGURA 7 - ESTRUTURA QUIMICA DO DIISOPENTIL FTALATO
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FONTE: ECHA (2008).

O DiPeP é indicado principalmente como plastificante no policloreto de
polivinila, apresentando como vantagem uma menor volatilidade em relagdo ao DBP.
E utilizado também em outras aplicagdes industriais, como solvente para nitrocelulose,
esteres de celulose em geral, tintas, 6leos, resinas sintéticas e naturais e, assim como
outros ftalatos, € possivelmente encontrado em diversos produtos de uso comum
(BRISCO, 2011; PETROM, 2016). O uso do DiPeP e de outros ftalatos criticos em
cosmeéticos e produtos para cuidados pessoais foi proibido no Brasil em 2016 devido
a sua toxicidade (ANVISA, 2016).
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No projeto CUIDAR foi observada alta exposi¢gao de gestantes brasileiras a
varios ftalatos, mas em particular ao DiPeP, que teve seus metabdlitos urinarios
detectados em todas as amostras analisadas. Além disso, foi realizado um
experimento em paralelo para avaliar a capacidade e poténcia de DiPeP em inibir a
producao de testosterona testicular fetal em ratos, utlizando as doses de 0, 125, 250
e 500 mg/kg/dia dos dias 14 a 18 de gestacdo. Foi observada uma reducéao
significativa dose-dependente na producdo de testosterona fetal e, inclusive, com
maior poténcia do que o composto de referéncia, o DBP. O DiPeP também foi capaz
de aumentar a distancia testiculo-bexiga, provavelmente devido a inibicao do INSL3,
que é comumente observada em ratos expostos a ftalatos ativos, comprometendo a
descida testicular (BERTONCELLO SOUZA et al., 2018). Outra publicagéo recente
relatou a presenga ubiqua de monoisopentil ftalato (MiPeP), um dos metabdlitos do
DiPeP, em amostras de urina de criangas brasileiras (n = 300) (ROCHA et al., 2017).
Curiosamente, esse ftalato usualmente ndo é encontrado em estudos de
biomonitoramento de outras populacdées mundiais, indicando que sua ocorréncia €
uma caracteristica unica do Brasil, o que resulta em escassez de dados acerca da sua
toxicidade reprodutiva e enddcrina publicados na literatura.

Como ja dito, a estrutura desses quimicos esta diretamente relacionada com
a sua atividade antiandrogénica, portanto é possivel prever que o DiPeP, cuja
estrutura apresenta 4 carbonos lineares, seja potencialmente toxico para o sistema
reprodutivo masculino, prejudicando a diferenciacdo sexual in utero. De acordo com a
Uniao Europeia (Regulamento (CE) n. o 1272/2008), esse ftalato é classificado como
téxico para a reproducgao categoria 1B (presumivel toxicidade reprodutiva humana). O
isémero do DiPeP, di-n-pentil ftalato (DnPeP), € conhecido como o mais potente dos
ftalatos estudados em reduzir a producao de testosterona fetal em ratos, sendo cerca
de trés a oito vezes mais potente que o DBP e o DEHP (LIOY et al., 2015; HANNAS
et al.,, 2011; BERTONCELLO SOUZA et al., 2018). Baseando-se nesses dados e na
exposicao significativa a ao DiPeP no Brasil, viu-se a necessidade em caracterizar seu
potencial para induzir alteragdes no sistema reprodutor masculino. Esta é a primeira
publicagao a investigar endpoints enddcrinos e reprodutivos apos a exposigcao a esse

ftalato.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o possivel potencial desregulador enddcrino do diisopentil ftalato
(DiPeP), por meio da exposigéo in utero e lactacional, sobre o desenvolvimento do

sistema reprodutor masculino em ratos machos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar possiveis influéncias da substancia sobre a prenhez;

¢ Analisar o desenvolvimento geral da progénie exposta in utero e lactagao;

e Investigar marcadores sexuais dependentes de androgenos na progénie
masculina;

e Avaliar possiveis alteragdes na funcéo esteroidogénica /gametogénica e massa de

orgaos sexuais nos descendentes machos.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 ANIMAIS

Nesse experimento foram utilizados ratos (Rattus norvegicus), variedade
Wistar, provenientes do biotério do Setor de Ciéncias Biolégicas da Universidade
Federal do Parana (UFPR). Durante o periodo de experimentacao, os animais foram
mantidos em salas com temperatura constante (22 + 2° C) e ciclo claro/escuro de 12
horas, alojados em caixas de polipropileno (414 mm x 344 mm x 168 mm) no
laboratério de Toxicologia Reprodutiva (UFPR). O fornecimento de racédo e agua foi
ad libtum. Os animais foram aclimatados por uma semana antes do inicio dos
experimentos e todos os protocolos foram aprovados e estdo de acordo com as
normas da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do Setor de Ciéncias
Biologicas da UFPR (numero 1024).
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4.2 ACASALAMENTOS

Ratas Wistar adultas foram acasaladas com ratos machos adultos na proporgao
de 3 fémeas/macho durante 3 horas da fase escura do ciclo. Lavados vaginais de
cada fémea foram realizados no periodo da manhd para a verificacdo de
espermatozoides, confirmando a copula. Os lavados foram realizados com auxilio de
micropipeta através de lavagens vaginais com 50 pl de salina e posterior avaliagao, a
fresco, em microscopia 6tica. O dia de detecgédo de espermatozoides no esfregaco
vaginal foi considerado como dia de gestacdo (GD) zero. As fémeas que néao
apresentaram espermatozoides no lavado vaginal foram novamente acasaladas até a
obtencdo de um numero suficiente de progenitoras para a realizagédo dos
experimentos. As fémeas prenhes foram mantidas em caixas coletivas (4 animais por
caixa) até o 18° dia de gestacao, quando foram separadas individualmente. O dia do
parto foi designado como dia pds-natal (PND) 1, e os filhotes desmamados no 21° dia

de lactacdo. Apds o periodo de lactagao, as méaes foram submetidas a eutanasia.

4.3 DOSES E TRATAMENTO

Em todos os protocolos experimentais foi utilizado o diisopentil ftalato (DiPeP;
CAS 84777-06-0), com pureza de 99%, que foi gentiimente cedido pela empresa
PETROM, produtora desse ftalato no Brasil. Como veiculo, foi utilizado 6leo de canola
(Sigma-Aldrich, St Louis, MO, EUA). As fémeas que apresentaram espermatozoides
no lavado vaginal foram randomicamente distribuidas em 5 grupos (9-11 por grupo) e
tratadas diariamente, via gavagem, com 6leo de canola (grupo controle) ou DiPeP em
4 diferentes doses, do GD10 ao PND21, utilizando um volume de administragéo igual

a 2,0 mL/kg. A formacgao dos grupos foi a seguinte (FIGURA 8).
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FIGURA 8 - GRUPOS EXPERIMENTAIS

Oleo de canola
1 mg/kg/dia de DiPeP
- 10 mg/kg/dia de DiPeP
100 mg/kg/dia de DiPeP

DiPeP 300 (D300) 300 mg/kg/dia de DiPeP

A selecao das doses foi baseada em dados de estudos anteriores de nosso
laboratério com o DiPeP e de outra publicagdo acerca da toxicidade reprodutiva do di-
n-pentil ftalato (isémero do DiPeP), particularmente da toxicidade fetal (HANNAS et
al., 2011).

4.4 GESTACAO E LACTACAO

As progenitoras tiveram sua massa corporal aferida diariamente ao longo do
tratamento. Durante esse periodo, foi observada a presenga de possiveis sinais de
toxicidade, como perda de peso, salivagao, entre outros. Entre o GD21-24, as ratas
foram observadas em dois periodos (8h00 e 17h00) quanto ao nascimento dos
filhotes. No dia do desmame (PND21), as progenitoras foram eutanasiadas por
decapitacao, apds anestesia prévia com isoflurano inalavel em camara saturada. O
utero foi removido para a contagem do numero de implantes uterinos. Para obtencgéo
de dados da gestacao foram registrados o numero de filhotes nascidos e as perdas
pos-implante e para sobrevivéncia durante a lactagao foram calculados os indices de

viabilidade e desmame.

e Perdas pos-implante = (n° de implantes — n° de nativivos) x n° de implantes™' x
100.
« Indice de viabilidade = n° de filhotes vivos no PND4 x n° de nativivos™' x 100.

e Iindice de desmame = n°de filhotes vivos no desmame x n°de nativivos-' x 100.
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4.5 AVALIACAO DOS DESCENDENTES

Os filhotes foram pesados nos dias pés-natais (PND) 1, 4, 7, 14 e 21. Durante
o periodo de lactagao, os descendentes machos foram analisados quanto a distancia
anogenital (AGD) e a separacao prepucial (PPS). Para esses parametros, a analise
foi com todos os filhotes machos de cada ninhada.

4.5.1 Distancia anogenital

A distancia anogenital (AGD) é uma medida sexualmente dimoérfica definida
como a distancia entre o anus e a genitalia (FIGURA 9) e foi medida em todos os
descendentes machos com o auxilio de um paquimetro digital no PND4. A medida foi
feita do centro do anus até a borda posterior da papila genital por um Uunico
investigador. Para cada rato foram feitas 3 medidas, utilizando-se a média delas. Foi
calculado também o indice anogenital (AGl), que corrige a AGD pela raiz cubica da
massa corporal, normalizando as diferengas do tamanho do animal (MACLEQD et al.,
2010; EISENBERG et al., 2011).

FIGURA 9 - DISTANCIA ANOGENITAL (AGD) EM RATOS MACHOS E FEMEAS

AGD fémea AGD macho

4.5.2 Separacgao prepucial

A separacao prepucial (PPS) foi investigada diariamente a partir do PND35,
através da retracdo manual do prepucio, até que a separacédo prepucial estivesse
completa em todos os descendentes, sendo caracterizada pela exposi¢ao da glande
do pénis, redonda e sem a presencga de tecido cartilaginoso (FIGURA 10). Possiveis

malformacdes do pénis, como hipospadias, também foram avaliadas nesse periodo.
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FIGURA 10 - SEPARAGCAO PREPUCIAL (PPS) EM RATOS

Prepucio ndo separado (a), separacao prepucial incompleta (b) e separagao prepucial completa (c).
FONTE: Andrade (2002) (adaptado)

4.6 AVALIACAO DO SISTEMA REPRODUTOR

Apos a investigagao dos marcadores sexuais (AGD e PPS), quatro machos de
cada ninhada foram randomicamente separados para a avaliagao reprodutiva em dois
periodos: puberdade (65 - 65 dias) e idade adulta (145 - 150 dias). Foram analisados
dois animais da ninhada em cada periodo. Esses ratos foram pesados e eutanasiados
por decapitacdo, apds anestesia prévia com isoflurano inalavel em camara saturada.
O sangue foi coletado para posterior determinagdo da concentragao plasmatica de
testosterona. Os 6rgaos andrégeno-dependentes foram removidos e pesados. Nos
animais adultos foram realizados, ainda, a producdo espermatica diaria e a

histopatologia do testiculo.

4.6.1 Massa de 6rgaos androgeno-dependentes

A glande do pénis, testiculos, epididimos, prostata, vesicula seminal, musculo
levantador do anus e glandulas bulbouretrais foram removidos e cuidadosamente
dissecados. As massas absoluta e relativa (peso x 100/peso corporal) desses 6rgaos
foram registradas.

4.6.2 Niveis plasmaticos de testosterona
Para a determinacao dos niveis plasmaticos de testosterona, o sangue dos

animais foi coletado apds decapitagao, utilizando heparina como anticoagulante. Apés
centrifugagao, o plasma foi separado e mantido a -20°C até o momento da analise. A
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concentracdo de testosterona foi medida por ensaio imunoenzimatico utilizando um
anticorpo policlonal anti-testosterona (R1556/7) e o respectivo conjugado de
testosterona com peroxidase (horseradish peroxidase-testosterone conjugate) obtido
de Coralie Munro na Universidade da Califérnia, Davis (Davis, CA, EUA)
e de acordo com os procedimentos descritos por Brown et al. (2004). Foi utilizado um
tampao de substrato contendo 2,2°- azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfénico)
sal de diambnio (ABTS), e perdxido de hidrogénio da Sigma-Aldrich (Darmstadt,
Alemanha). As medidas de absorbancia foram realizadas a 405 nm em um leitor de
microplacas (BioTek, Winooski, EUA). Os resultados foram expressos em ng/ml e a
sensibilidade do ensaio foi de 2,3 pg/pog¢o. Todas as amostras foram avaliadas em

duplicata, e os coeficientes de variacio intra e inter-ensaio foram menores que 10%.

4.6.3 Producao espermatica diaria

Para a avaliacdo da producdo espermatica foram utilizados os testiculos
direitos dos animais. Apos a retirada e pesagem dos testiculos, estes foram
submetidos a excisdo da tunica albuginea e homogeneizados, durante 1 minuto, em
10 mL de salina (soluc¢ao de cloreto de sodio 0,9%) contendo 0,05% de Triton X-100.
A solugao obtida foi diluida com salina (1:10) e o numero de espermatides resistentes
a homogeneizagéao foi contado com um hemocitdémetro (Burker, Alemanha). O numero
de espermatides diarias por animal corresponde a contagem de espermatides do
testiculo direito multiplicada pelo fator de correcéo (3 x 0,520833) e dividido por 6,1.
O divisor corresponde ao numero de dias em que as espermatides estdo presentes
nos estagios 17 e 19 do ciclo do epitélio seminifero e que correspondem as
espermatides resistentes a homogeneizacdo. Estes estagios, nos ratos,
correspondem a 48% de um ciclo completo, o qual tem duracao total de 12,75 dias
(ROBB, 1978). A producao diaria de espermatozdides também foi calculada em

relagdo ao peso do testiculo utilizado.

4.6.4 Histologia testicular

ApoOs a eutanasia, o testiculo esquerdo de cada animal foi retirado e, apds a

perfuracdo da tunica albuginea, fixado em solu¢cado de Davidson modificada (50% de



35

agua destilada; 30% de formoldeido 40%; 15% de etanol; 5% de acido acético glacial)
por 24 horas (LATENDRESSE et al., 2002). Os testiculos foram entdo retirados da
solucdo, seccionados transversalmente e mantidos em etanol 70% para posterior
desidratagdo com concentragdes crescentes de etanol e xilol: etanol 80% (1 h); etanol
90% (1 h); etanol 95% (1 h); etanol absoluto (4 tempos de 45 min); xilol: etanol (1:1;
12h na geladeira); xilol absoluto (2 tempos de 20 min e um tempo de 5 min). Apés a
desidratagdo as pegas foram impregnadas em parafina (Paraplast Plus - Sigma)
durante 3 horas a 60°C, e subsequentemente emblocadas. Foram realizados cortes
transversais de 6 um de espessura que foram corados com hematoxilina/eosina para
posterior analise histolégica (BECAK e PAULETE, 1976). Em cada testiculo foi
realizada a medida do didmetro dos tubulos seminiferos e altura do epitélio
germinativo em 20 secgdes transversais de tubulos apresentando contorno o mais
circular possivel e que se encontram nos estagios VIl e VIl do ciclo do epitélio
germinativo. Além disso, 200 secgdes de tubulos de cada testiculo foram analisadas
microscopicamente, em aumento de 400x, para determinar a frequéncia relativa média
dos estagios I-VI, VII-VIII, IX-XIII e XIV do ciclo do epitélio germinativo. Um estagio ou
associacgao celular é definido como um conjunto de células germinativas que podem
ser observadas numa secgao transversal de tubulo. A frequéncia relativa dos estagios
fornece uma estimativa da taxa (ritmo ou duragdo) do processo espermatogénico
(CARVALHO e FAVARETTO, 1993). Além disso, os cortes foram avaliados quanto a
possiveis alteragdes histologicas, particularmente alteracbes caracteristicas da
sindrome dos ftalatos, como presenga de tubulos malformados (areas disgenéticas),
atrofia tubular com deplegdo de células germinativas e vacuolizagdes do epitélio

germinativo.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados por analise de varidncia (ANOVA) seguida do teste
de Dunnet ou, alternativamente, pelo teste de Kruskal-Wallis, sempre que os dados
nao se ajustassem as condi¢des paramétricas. Os dados indicados como indices ou
porcentagens foram analisados pelo teste qui-quadrado ou teste de Fisher. Os
resultados sao apresentados como média + erro padrdo da média (SEM). O nivel de

significancia estatistica adotado foi de 5% (p <0,05) e as ninhadas foram consideradas
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como unidades estatisticas (valores médios dos filhotes das mesmas ninhadas). A
maior dose utilizada (DiPeP 300 mg/kg/dia) foi excluida das analises estatisticas de
dados poés-natais, devido a perda fetal observada, o que reduziu o tamanho da
amostra neste grupo (n = 4 ninhadas) . Todas as analises estatisticas e graficos foram

feitos usando o programa Graphpad Prism® e o programa Microsoft Office Excel®.

5 RESULTADOS

5.1 PRENHEZ E LACTAGAO

A exposigao diaria ao DiPeP nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg/dia ndo alterou o
desenvolvimento ponderal das progenitoras na gestacéo e lactagdo, porém na maior
dose, de 300 mg/kg/dia, mais de 50% das progenitoras apresentou reducao do ganho
de massa corporal ao final da gestacdo acompanhado de sangramento vaginal
(FIGURA 11) e reducdo no numero de ninhadas com filhotes vivos (FIGURA 12),
quando comparados ao grupo controle (TABELA 1). Apenas quatro das nove ratas do
grupo 300 mg/kg/dia apresentaram filhotes nascidos vivos e as progenitoras desse
grupo apresentaram também indices de viabilidade e desmame significativamente
menores quando comparadas ao grupo controle. Os dados da gestacao e lactagao
sao mostrados na Tabela 1. Devido a alta taxa de aborto (cinco de nove ratas) e
numero insuficiente de ninhadas, nenhuma analise estatistica adicional foi realizada

na maior dose.
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FIGURA 11 - EFEITOS DO DIPEP SOBRE O GANHO DE MASSA DURANTE A GESTAGAO DAS
PROGENITORAS EXPOSTAS DIARIAMENTE VIA GAVAGEM A PARTIR DO GD10
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Massa (g)

350 A

Controle (n=9)
DiPeP 1 (n=11)
DiPeP 10 (n=10)
DiPeP 100 (n=9)
DiPeP 300 (n=9)

bkt

Dia gestacional

NOTA: Os resultados sdo expressos como média + SEM; **Difere significativamente do grupo
controle (p < 0,01; ANOVA de duas vias).

FIGURA 12 - PERCENTUAL DE PROGENITORAS COM FILHOTES VIVOS (%) APOS EXPOSICAO
IN UTERO AO DIPEP NAS DOSES DE 1, 10, 100 E 300 MG/KG/DIA

120

Progenitoras com
filhotes vivos (%)

Progenitoras sem filhotes

Bl Progenitoras com filhotes vivos

NOTA: *Difere significativamente do grupo controle (p < 0,05; Qui-quadrado/Teste exato de Fisher).
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TABELA 1 - DADOS DA GESTAGAO E LACTAGAO DE RATAS EXPOSTAS AO DIPEP NAS DOSES DE 1, 10, 100
E 300 MG/KG/DIA DO GD10 AO PND21

Grupos experimentais

Parametros Controle DiPeP 1 DiPeP 10 DiPeP 100 DiPeP 300
Numero de progenitoras 9 11 10 9 9

Ganho de massa GD10-21 92,0+6,88 84,5+7,84 86,0 £ 4,09 92,3 £ 6,02 32,8 £ 12,39**
Tamanho das ninhadas 11,1 +£1,07 9,3+0,84 9,8 + 0,68 9,4 +1,40 3.7 £1.65™
Numero de implantes 12,6 £ 0,93 12,7 £ 0,44 12,0+ 0,71 11,8 £ 0,85 9,3+ 1,89
Perdas pés-implantes (%) 10,5+4,84 26,5+ 12,04 17,3+ 10,10 19,3 £ 9,50 61,6 £ 15,53
indice de viabilidade (%) 99,3+ 0,74 100 (n=9) 100 (n=9) 95,2+3,73 80,9+ 10,942 (n=4)

indice de desmame (%) 99,3+ 0,74 100 (n=9) 99,0 (n=9)+ 1,01 952+3,73 80,9+ 10,942 (n=4)

NOTA: Os resultados sao expressos como média + SEM; ** Difere significativamente do grupo controle (p < 0,01;
ANOVA - Dunett/Kruskall Wallis - Dunn) @aDados excluidos da analise estatistica devido ao pequeno tamanho da
amostra.

5.2 AVALIACAO DOS DESCENDENTES

5.2.1 Peso dos filhotes

O peso ao nascer e ao desmame dos descendentes expostos in utero e na

lactagao ao DiPeP esta ilustrado na tabela 2.

TABELA 2 - PESO AO NASCER E AO DESMAME DE FILHOTES EXPOSTOS /N UTERO E LACTACAO
AO DIPEP NAS DOSES DE 1, 10, 100 E 300 MG/KG/DIA

Dose (mg/kg/dia) Numero de ninhadas Peso ao nascer (g) Peso ao desmame (g)
Controle 9 6,59 + 0,20 38,76 + 3,58
1 9 6,21+ 0,26 37,95+ 1,28
10 9 6,61+0,14 39,20 + 1,53
100 9 6,28 + 0,14 4419+ 4,74
300 4 5,61+0,29 39,91 + 4,25

NOTA: Os resultados sdo expressos como média + SEM (ANOVA - Dunnett). O grupo DiPeP 300 nao
foi incluido nas analises estatisticas devido a toxicidade fetal e pequeno tamanho amostral resultante.
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5.2.2 Distancia anogenital (AGD) e separacéo prepucial (PPS)

Nao foram observados efeitos significativos para a AGD e AGI. No entanto, em
ratos expostos a 300 mg/kg, a média de AGD e AGI foram, respectivamente, 27,8% e
20,5% menores do que as observadas no controle (FIGURA 13). Da mesma forma, a
idade na SPP, um marcador do inicio da puberdade em machos, nao diferiu entre os
grupos, embora tenha sido retardada em aproximadamente 2 dias na maior dose
(FIGURA 14).

FIGURA 13 - DISTANCIA ANOGENITAL (AGD) E INDICE ANOGENITAL (AGl) DE ANIMAIS
EXPOSTOS IN UTERO E LACTACAO AO DIPEP NAS DOSES DE 1, 10, 100 E 300 MG/KG/DIA
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NOTA: (A) AGD (mm) e (B) AGI (mm/peso corporal ”3). Os resultados sdo expressos como média *
SEM (ANOVA - Dunnett). O grupo DiPeP 300 n&o foi incluido nas analises estatisticas devido a
toxicidade fetal e pequeno tamanho amostral resultante.
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FIGURA 14 - IDADE DE SEPARACAO PREPUCIAL (PPS) DE ANIMAIS EXPOSTOS IN UTERO E
LACTACAO AO DIPEP NAS DOSES DE 1, 10, 100 E 300 MG/KG/DIA

60 A

Dia p6s-natal (PND)

NOTA: Os resultados sao expressos como média £ SEM (ANOVA - Dunnett). O grupo DiPeP 300
nao foi incluido nas analises estatisticas devido a toxicidade fetal e pequeno tamanho amostral
resultante.

5.4 AVALIACAO DO SISTEMA REPRODUTOR

5.4.1 Massa de 6rgdos androgeno-dependentes

As massas absoluta e relativa de érgaos androgeno-dependentes dos animais
puberes expostos in utero e na lactagdo ao DiPeP sao ilustrados nas tabelas 3 e 4.
Nao houve diferenga significativa entre os grupos. As massas absoluta e relativa de
orgaos dos animais adultos expostos in utero e na lactagdo ao DiPeP sao ilustrados
nas tabelas 5 e 6. A vesicula seminal vazia pareceu ser o 6rgdo mais sensivel, com
reducdes significativas na sua massa absoluta e relativa nos grupos expostos ao
DiPeP nas doses de 10 e 100 mg/kg/dia, quando comparados ao grupo controle
(FIGURA 15). No geral, os pesos médios da maioria desses orgaos, tanto nos
animais puberes quanto adultos, foram consistentemente menores em ratos

expostos a 300 mg/kg/dia quando comparados aos animais controles.



41

TABELA 3 - MASSA ABSOLUTA (g) DE ORGAOS ANDROGENO-DEPENDENTES DE RATOS PUBERES EXPOSTOS
IN UTERO E LACTACAO AO DIPEP NAS DOSES DE 1, 10, 100 E 300 MG/KG/DIA

Grupos Experimentais

Controle DiPeP 1 DiPeP 10 DiPeP 100 DiPeP 300

(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=4)
Massa corporal (g) 247 262 264 265 260
Testiculos 1,436 + 0,051 1,356 + 0,040 1,390 + 0,042 1,484 + 0,068 1,432 + 0,011
Epididimos 0,256 + 0,011 0,248 £ 0,008 0,253 £ 0,012 0,248 + 0,008 0,230 + 0,029
Glande do pénis 0,070 £ 0,002 0,072 + 0,003 0,070 + 0,001 0,070 £ 0,002 0,057 + 0,004
Prostata 0,157 £ 0,006 0,173 +0,013 0,162 + 0,008 0,170 £ 0,007 0,155 + 0,023
Vesicula seminal vazia 0,306 £ 0,012 0,340 £ 0,012 0,308 £ 0,013 0,316 £ 0,019 0,267 + 0,028
Musculo levantador do anus 0,457 + 0,021 0,473 £ 0,023 0,469 + 0,010 0,467 £ 0,017 0,377 £ 0,052
Glandulas bulbouretrais 0,030 £ 0,002 0,031 + 0,002 0,031 £ 0,001 0,032 + 0,002 0,027 + 0,001

NOTA: Os resultados sdo expressos como média + SEM (ANOVA - Dunnett). O grupo DiPeP 300 nao foi incluido nas

analises estatisticas devido a toxicidade fetal e pequeno tamanho amostral resultante.

TABELA 4 - MASSA RELATIVA (%) DE ORGAOS ANDROGENO-DEPENDENTES DE RATOS PUBERES EXPOSTOS IN
UTERO E LACTACAO AO DIPEP NAS DOSES DE 1, 10, 100 E 300 MG/KG/DIA

Grupos Experimentais

Controle DiPeP 1 DiPeP 10 DiPeP 100 DiPeP 300
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=4)
Testiculos 0,588 + 0,035 0,518 £ 0,015 0,529 +£0,018 0,561 + 0,016 0,559 + 0,033
Epididimos 0,104 £ 0,005 0,095 £ 0,003 0,096 £ 0,004 0,094 + 0,004 0,089 £ 0,011

Glande do pénis

Préstata

Vesicula seminal vazia
Musculo levantador do anus

Glandulas bulbouretrais

0,028 + 0,0005
0,063 + 0,002
0,125 + 0,004
0,186 + 0,005

0,012 + 0,0006

0,027 + 0,0008
0,073 = 0,004
0,130 + 0,005
0,180+ 0,006

0,013 + 0,0009

0,027 + 00,0005
0,062 + 0,003
0,117 £ 0,005
0,178 £ 0,004

0,012 £0,0005

0,027 £ 0,0015

0,064 + 0,004
0,121 £ 0,010

0,177 £ 0,009

0,012 £ 0,0011

0,022 £ 0,0007

0,060 + 0,007
0,103 + 0,006

0,143 + 0,005

0,011 + 0,0009

Nota: Os resultados sdo expressos como média £+ SEM (ANOVA - Dunnett). O grupo DiPeP 300 nao foi incluido nas analises
estatisticas devido a toxicidade fetal e pequeno tamanho amostral resultante.
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TABELA 5 - MASSA ABSOLUTA (g) DE ORGAOS ANDROGENO-DEPENDENTES, FIGADO E RINS DE RATOS ADULTOS
EXPOSTOS IN UTERO E LACTACAO AO DIPEP NAS DOSES DE 1, 10, 100 E 300 MG/KG/DIA

Grupos Experimentais

Controle DiPeP 1 DiPeP 10 DiPeP 100 DiPeP 300

(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=4)
Massa corporal (g) 421 421 420 450 446
Testiculos 1,748 +0,078  1,713+0,052 1,656 + 0,051 1,878+0,104 1,821 +0,168
Epididimos 0,613+0,020 0,620+0,015 0,596 +0,014 0,636 +£0,025 0,590 + 0,053
Glande do pénis 0,091 +0,002  0,093+0,002 0,091 + 0,001 0,091 +£0,002 0,076 + 0,004
Préstata 0,416+0,030  0412+0,023  0420+0,029  0,414+0,020 0,340 + 0,058
Musculo levantador do 1,109+ 0,029  1,059+0,022  1,064+0,037  1,092+0,044 0,939 +0,121
Glandulas bulbouretrais 0,092 +£0,005  0,092+0,008  0,082+0,005 0,087 £0,005 0,096 % 0,009
Figado 12,6 + 0,633 13,5+ 0,343 12,8 + 0,243 13,5 + 0,908 14,1 + 1,467
Rins 1,521+ 0,060  1,530+0,038  1,447+0,036  1,510+0,088 1,447 +0,155

NOTA: Os resultados sao expressos como média + SEM (ANOVA — Dunnet). O grupo DiPeP 300 n&o foi incluido nas
analises estatisticas devido a toxicidade fetal e pequeno tamanho amostral resultante.

TABELA 6 - MASSA RELATIVA (%) DE ORGAOS ANDROGENO-DEPENDENTES, FIGADO E RINS DE RATOS ADULTOS
EXPOSTOS IN UTERO E LACTACAO AO DIPEP NAS DOSES DE 1, 10, 100 E 300 MG/KG/DIA

Grupos Experimentais

Controle DiPeP 1 DiPeP 10 DiPeP 100 DiPeP 300
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=4)
Testiculos 0,417 £ 0,010 0,403 + 0,009 0,395 + 0,01 0,422 + 0,017 0,408 = 0,009
Epididimos 0,146 + 0,002 0,148 + 0,005 0,142 £ 0,003 0,144 £ 0,007 0,132 £ 0,003
Glande do pénis 0,022 + 0,0007 0,022 +0,0009 0,022 +£0,0002 0,021 +0,0011 0,017 + 0,0009
Préstata 0,100 + 0,007 0,098 + 0,005 0,100 +£ 0,006 0,094 + 0,005 0,075 + 0,007
Musculo levantador do anus 0,265 + 0,006 0,254 + 0,011 0,254 + 0,008 0,251 + 0,021 0,211+ 0,025
Glandulas bulbouretrais 0,021 + 0,001 0,022 + 0,002 0,019 +£0,0009 0,020 + 0,002 0,022 + 0,001
Figado 2,973 + 0,053 3,168 + 0,089 3,065+0,646 3,001 +0,033 3,156 + 0,068
Rins 0,362 + 0,006 0,365 + 0,011 0,344 + 0,007 0,337 + 0,003 0,330 + 0,009

NOTA: Os resultados sao expressos como média + SEM (ANOVA — Dunnet). O grupo DiPeP 300 n&o foi incluido nas
analises estatisticas devido a toxicidade fetal e pequeno tamanho amostral resultante.
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FIGURA 15 - MASSA ABSOLUTA (A) E RELATIVA (B) DA VESICULA SEMINAL VAZIA DE RATOS
ADULTOS EXPOSTOS IN UTERO E LACTACAO AO DIPEP NAS DOSES DE 1, 10, 100 E 300 MG/KG/DIA

A

Massa absoluta (g)

B

0.25+

0.20

0.15+

0.10

0.05+

Massa relativa (%)

NOTA: Os resultados sdo expressos como média + SEM (n=9); *Difere significativamente do grupo

controle (p < 0,05; ANOVA — Dunett). O grupo DiPeP 300 né&o foi incluido nas analises estatisticas

devido a toxicidade fetal e pequeno tamanho amostral resultante (n=4).

5.4.2 Niveis plasmaticos de testosterona e producao espermatica diaria

As doses de DiPeP testadas no presente estudo ndao produziram efeito nos

niveis de testosterona plasmatica nos animais puberes e adultos (TABELA 7).

Quanto a producdo espermatica diaria nos animais adultos, ndo foram observados

efeitos significativos nos animais expostos as doses de 1 e 10 mg/kg/dia de DiPeP.

No entanto, houve redugéao significativa nos animais expostos ao DiPeP na dose de

100 mg/kg/dia, quando comparados aos animais do grupo controle (FIGURA 16).

TABELA 7 - NiVEIS PLASMATICOS DE TESTOSTERONA DE ANIMAIS PUBERES E ADULTOS EXPOSTOS
IN UTERO E LACTACAO AO DIPEP NAS DOSES DE 1, 10, 100 E 300 MG/KG/DIA

Niveis plasmaticos

de testosterona

Grupos Experimentais

Controle DiPeP 1 DiPeP 10 DiPeP 100 DiPeP 300
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=4)

Animais puberes

Animais adultos

1,002+0,164 0,822+0,138 0,804+0,116 0,823+0,142 0,818+ 0,244

1,287 +0,198 1,653+0,283 1,152+0,173 1,113+0,215 1,692+ 0,417

NOTA: Os resultados expressam medias + SEM das concentragdes plasmaticas de testosterona em ng/mi

(ANOVA — Dunnett).
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FIGURA 16 - PRODUCAO ESPERMATICA DIARIA DE RATOS ADULTOS EXPOSTOS IN UTERO E
LACTAGAO AO DIPEP NAS DOSES DE 1, 10, 100 E 300 MG/KG/DIA

5.0x10 7 2.5x10 71
4.0x1074 2.0x1074
3.0x107+ 1.5x10 7+

2.0x1074 1.0x10 7

diaria / testiculo (g)

1.0x10 7 5.0x10 °+

Producgdo esperm éatica

Produgdo espermatica diaria

NOTA: (A) Produgao espermatica total e (B) produgao espermatica em relagdo ao peso testicular. Os
resultados sao expressos como média + SEM (n=9). *Difere significativamente do grupo controle (*p <
0,05; **p < 0,01/ANOVA - Dunnet). O grupo DiPeP 300 nao foi incluido nas analises estatisticas devido

a toxicidade fetal e pequeno tamanho amostral resultante (n=4).

5.5.3 Histologia testicular

Na analise histopatolégica dos testiculos, ndo foram observadas alteragées
significativas nos grupos expostos a 1 e 10 mg/kg/dia de DiPeP. No entanto, um dos
animais tratados com 100 mg/kg/dia apresentou tubulos atréficos e vacuolizados e
um animal que recebeu a maior dose (300 mg/kg/dia) teve a presenca de tubulos
malformados com areas disgenéticas (FIGURA 17). Em relagao a frequéncia relativa
dos estagios do ciclo do epitélio germinativo, didametro tubulare e altura do epitélio
germinativo, ndo foram observadas diferencas significativas entre os grupos
(TABELA 8).
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FIGURA 17 - FOTOMICROGRAFIAS DE SECOES TESTICULARES DE RATOS

Nota: (A) Animal controle, (B) animal exposto a 100 mg/kg/dia de DiPeP, com a presencga de tubulos
atréficos e vacuolizados (setas) (C) animal exposto a DiPeP a 300 mg/kg/dia, mostrando areas
disgenéticas / tubulos malformados (setas). Aumento de 100x.
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TABELA 8 - DADOS DE HISTOLOGIA TESTICULAR DE RATOS ADULTOS EXPOSTOS IN UTERO E
LACTACAO AO DIPEP NAS DOSES DE1, 10, 100 E 300 MG/KG/DIA

Grupos experimentais

Controle DiPeP 1 DiPeP 10 DiPeP 100 DiPeP 300
Estagios (%)
(n=9) (n=9) (n=9) (n=9) (n=4)

1-VI 39,61+ 1,55 39,66+ 1,35 39,67+1,59 39,72+ 1,45 39,62 + 2,21
VII-VIII 30,72 £ 2,23 29,44 +1,23 29,83+ 1,86 28,94 £ 0,84 29,00 £ 3,14
IX-XIII 25,00 £ 0,83 2578 +1,71 25,55+ 0,92 26,5+ 1,20 26,62 + 1,81
XIv 5,11+ 0,70 4,83 +0,89 4,94 +0,84 4,72 + 0,53 4,75+ 0,65
Diametro tubular (um) 292,0+£ 11,13 280,4 +£6,77 285,7+9,18 277,9+£4,08 281,7+£7,53
Altura do

87,87 £ 4,55 81,03+224 84,44 +291 82,21+ 1,76 81,87 £ 4,05

germinativo (um)

NOTA: Os resultados sao expressos como média + SEM (n=9). O grupo DiPeP 300 nao foi incluido nas analises
estatisticas devido a toxicidade fetal e pequeno tamanho amostral resultante (n=4).

6 DISCUSSAO

A exposigao de organismos a determinados produtos quimicos presentes no
meio ambiente, como os ftalatos, pode interferir no desenvolvimento de érgaos que
respondem aos sinais enddcrinos, especialmente se esta exposigdo ocorrer em
periodos criticos do desenvolvimento, como o periodo intrauterino e pds-natal
precoce. O sistema reprodutor € um dos principais alvos desses desreguladores
endocrinos, que ja foram associados com inumeras disfun¢gdes em animais,
principalmente em regides onde ja foi estabelecida a presenca de varios produtos
quimicos sintéticos. Entre os efeitos deletérios ja observados estdo a diminuicdo da
fertilidade em aves, peixes, moluscos € mamiferos, desmasculinizagao/feminizagao
de peixes, aves e mamiferos machos assim como defeminizacdo/masculinizacdo das
fémeas (COLBORN et al., 1993).

A exposicao de roedores aos ftalatos esta relacionada com anormalidades no
desenvolvimento e na reproducéo devido a sua capacidade em reduzir a produgao de
testosterona testicular fetal. Existe, portanto, uma preocupacdo de que esses
compostos possam ter efeitos adversos também sobre a saude reprodutiva humana.

O DiPeP é um ftalato de ocorréncia unica no Brasil, o que resulta em dados escassos
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disponiveis na literatura acerca de sua toxicidade reprodutiva. Sendo assim, o
presente estudo avaliou os efeitos desse composto sobre o sistema reprodutor de
ratos machos expostos in utero e durante a lactagao.

E importante ressaltar que os efeitos encontrados em estudos com ftalatos s&o
dependentes do composto testado, sua dose, a linhagem de ratos utilizada e o periodo
em que houve a exposicdo. Também existem diferencas no modo com que as
diferentes espécies, incluindo ratos, camundongos, primatas e humanos, respondem
a esses compostos, visto que sua organizagao, estrutura, biologia do tecido intersticial
e escala temporal de desenvolvimento do testiculo sdo diferentes (ALBERT E JEGOU,
2013). Além disso, embora as alteragdes induzidas em ratos sejam usualmente
observadas somente apds a exposi¢cao a doses muito elevadas de ftalatos quando
comparadas as doses de exposi¢ao humana, estudos conduzidos por Howdshell e
colaboradores (2008) ja demonstraram que os ftalatos com atividade antiandrogénica,
quando combinados, podem provocar efeitos aditivos sobre a produgdo de

testosterona fetal e a gestagcédo em ratos.

5.1 PRENHEZ E LACTAGAO

Nesse estudo, o DiPeP nao interferiu no ganho de peso das progenitoras e da
progénie bem como néo provocou efeitos adversos sobre a prenhez nas doses de 1,
10 e 100 mg/kg/dia. Porém, no grupo da maior dose (300 mg/kg/dia), foi observada
reducdo no ganho de peso ao final da gestacdo acompanhado de sangramento
vaginal em cinco das nove prenhas, sendo esse um indicativo de aborto espontaneo.
Baseando-se nesses resultados, sugerimos que a NOAEL dose para toxicidade fetal
neste modelo experimental é estimada em 100 mg/kg/dia.

Hellwig e colaboradores (1997) ja demonstraram que a administragdo oral de
DiPeP a ratas prenhes na dose de 1000 mg/kg/dia de GD6-15 foi capaz de causar
100% de embrioletalidade, efeitos muito mais graves do que aqueles observados em
maes tratadas com a mesma dose nivel de DEHP. No entanto, nenhum efeito foi
detectado em maes tratadas com DiPeP a 40 e 200 mg/kg/dia. Da mesma forma,
Howdeshell e colaboradores (2008) observaram que o DnPeP (isémero so DiPeP) em
doses orais maternas de 200 mg/kg/dia ou menores, administradas por 10 dias (GD

8-18), ndo induzem toxicidade materna e fetal, enquanto que doses de 300, 600 e
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900 mg/kg/dia resultam em perda completa de ninhadas. Tomados em conjunto, estes
resultados indicam que pentil ftalatos sdo mais potentes do que outros ftalatos
antiandrogénicos comuns em relagao a embrioletalidade e que outros mecanismos
além da inibicdo androgénica podem ser responsaveis por este efeito. Esses
compostos possivelmente prejudicam também sistema enddcrino materno, levando a
um prejuizo na manutengdo da prenhez. De acordo com alguns estudos, a
embrioletalidade causada pelos ftalatos parece estar relacionada a uma reduc¢ao nos
niveis de progesterona, prejudicando a manutencgao da gestagédo (GRAY et al., 2006).
Curiosamente, em um estudo recente de nosso laboratério, ndo foi detectada
toxicidade materna ou fetal em ratos expostos a DiPeP em uma dose de 500 mg/kg/dia
de GD14-18, apesar de reducdes severas na producao de testosterona testicular fetal
(BERTONCELLO SOUZA et al. 2018). Hannas e colaboradores (2011) também nao
encontraram nenhum sinal de redugdo na sobrevivéncia fetal em ratos apoés
administragao unica de DnPeP no GD17 em dose de 1200 mg/kg/dia. No presente
estudo, uma diminuicdo no peso corporal materno foi evidente apenas no final da
gravidez, aproximadamente 9 dias apds a dosagem inicial, indicando que um periodo
de exposi¢ao prolongado é necessario para induzir perda fetal em ratos tratados com

pentil ftalatos.

6.2 DESENVOLVIMENTO SEXUAL DA PROGENIE MASCULINA

Ja foi demonstrado que o DiPeP pode reduzir a producao de testosterona
testicular fetal de maneira dose-dependente, exibindo uma dose efetiva 50 (ED50) de
93,6 mg/kg/dia, que é menor do que a relatada para o DBP e DEHP e comparavel a
do DnPeP (BERTONCELLO SOUZA et al., 2018). Tanto em humanos quanto em
roedores, a produgdo de androgenos testiculares tem um papel essencial na
masculinizacao do trato reprodutivo em homens. Varios estudos demonstraram que a
exposicao de ratos a ftalatos durante a janela de programagao masculina (GD14-18
em ratos) inibe a produgao de androgenos testiculares (HOWDESHELL et al., 2008;
BERTONCELLO SOUZA et al., 2018; SHULTZ et al., 2001), resultanto em efeitos
adversos nos organismos expostos. Esse é o periodo no qual a distédncia anogenital

e o tamanho e fungao dos 6rgaos reprodutivos masculinos seriam permanentemente
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determinados, sendo a agao androgénica in utero fundamental para esse processo
(GRAY et al. 2001; SHARPE et al. 2006).

A distancia anogenital (AGD) é uma medida sexualmente dimérfica definida
como a distancia entre o anus e a genitalia, sendo de 50-100% maior em machos do
que em fémeas. Esse parametro tem sido utilizado como um marcador externo que
pode indicar alteracbes no ambiente androgénico pré-natal em animais de laboratorio
e em humanos e ja foi associado com uma maior incidéncia de outras alteragbes
reprodutivas como criptorquidismo, hipospadias e baixa contagem de
espermatozoides (VAN DEN DRIESCHE et al. 2011; GRAY et al. 2001; WELSH et al.
2008). Os androgenos secretados pelos testiculos fetais durante o desenvolvimento
induzem o crescimento da AGD nos machos e, portanto, uma redugdo nesse
parametro reflete uma redugéo na agao androgénica pré-natal, embora também possa
ser sutiimente responsiva a mudancas no ambiente endocrino durante o
desenvolvimento pubertal (MACLEOD et al., 2010; EISENBERG et al., 2011; KITA et
al., 2016). Sendo assim, o efeito antiandrogénico dos ftalatos durante a diferenciagao
sexual em machos pode resultar em diminuicdo na AGD de roedores (PARKS et al.,
2000; EMA et al., 2001; GRAY et al., 2009) e, inclusive, de humanos, onde foi
encontrada uma associagao entre a exposi¢cao materna ao DEHP no primeiro trimestre
de gestagdo e a AGD reduzida nos meninos recém-nascidos (SWAN et al., 2015).
Visto isso, parte desse trabalho foi destinada a realizar essa avaliagao.

Hannas e colaboradores (2011) demonstraram que o isébmero do DiPeP,
dipentil ftalato (DnPeP), € o mais potente dos ftalatos estudados em reduzir a
producao de testosterona fetal em ratos, sendo cerca de trés a oito vezes mais potente
que o DBP e o DEHP. Ao comparar a ED50 para os efeitos pds-natais, observaram
ainda que o DPeP é aproximadamente duas vezes mais potente que o DEHP em
reduzir a AGD. Apés 10 dias (GD 8-18) de exposigao in utero, o DnPeP diminuiu
significativamente a AGD dos machos (PND2) a partir da dose de 100 mg/kg/dia. Uma
reducdo de aproximadamente 80% na producéo de testosterona (dose de 100
mg/kg/dia) correlacionou-se com um declinio de aproximadamente 20% na AGD na
mesma dose. No geral, alteracbes mais evidentes na AGD em ratos costumam
aparecer em exposi¢cdes a doses mais elevadas de ftalatos. Gray e colaboradores
(2009) observaram uma redugcao na AGD de ratos expostos de GD8-PND17 a 300
mg/kg/dia de DEHP. Mylchreest e colaboradores (2000) observaram redugéo na AGD
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de ratos expostos a 500 mg/kg/dia de DBP de GD12-21. Em ambos os estudos, ndo
foram observadas redugdes significativas na AGD na dose de 100 mg/kg/dia, o que
corrobora nossos resultados. Em humanos, no entanto, estudos epidemioldgicos
indicam associagdes entre AGD reduzida em recém-nascidos do sexo masculino com
exposicdo materna a doses muito mais baixas de ftalato (SWAN et al., 2015),
sugerindo uma maior suscetibilidade do testiculo fetal humanos.

Na sequéncia foi realizada a avaliagdo da separacgéo prepucial (SPP), que é
outro marcador dependente de androgénios, sendo considerada um indicador
confiavel e ndo invasivo do estado androgénico do rato pubere (GAYTAN et al., 1988).
A PPS ¢ o resultado da cornificacao do revestimento epitelial do prepucio, que se
destaca da glande do pénis. Assim como outros marcadores, também € um evento de
desenvolvimento sexual dependente de andrégenos e ocorre no inicio da puberdade,
imediatamente antes do aparecimento de espermatozoides maduros na cauda
epididimaria e do aumento significativo de androgénios circulantes, sendo
amplamente utilizada como um indice do desenvolvimento pubertal (LYONS et al.,
1942; KORENBROT et al.,1977). No presente estudo, ndo foram encontradas
diferengas significativas nesse marcador. Achados semelhantes foram observados
em trabalho realizado por Gray e colaboradores (2009), onde o DEHP foi administrado
as progenitores de GD8-PND17. Alguns dos descendentes do sexo masculino, no
entando, continuaram a ser expostos ao DEHP de PND18-63 (grupo PUB), enquanto
os machos restantes ndo foram mais expostos (grupo IUL). Um atraso na PPS na
dose de 300 mg/kg/dia de DiPeP foi observado apenas no grupo PUB. Além disso,
em outro trabalho realizado por Mylchreest e colaboradores (2000) ndo observaram
atraso na PPS de ratos expostos in utero de GD12-21 a diferentes doses de DBP (0-
500 mg/kg/dia). Em conjunto, esses dados sugerem que a separagcao prepucial,
embora seja um evento andrégeno-dependente, € menos suscetivel a insuficiéncia
androgénica in utero, sendo mais responsiva a desregulagao enddcrina pos-natal. Em
nosso modelo experimental, que incluiu a exposigcao nos periodos gestacional e
lactacional, porém nao na puberdade, a idade de separacao prepucial também nao
diferiu entre os grupos.

De maneira geral, o DiPeP ndo causou alterac¢des significativas em marcadores
de androgenizagao pré-natal nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg/dia. No entanto, é

importante destacar que, embora a dose de 300 mg/kg/dia de DiPeP tenha
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ocasionado toxicidade fetal, com consequente reducdo do numero de ninhadas e
filhotes, o que impediu a sua inclusdo nas analises estatisticas, houve marcante
reducdo na AGD (-27.8%) e AGI (-20.5%) e atraso na separagcdo prepucial
(aproximadamente 2 dias) em relagéo ao controle, indicando insuficiéncia androgénica
pré-natal. Além disso, € possivel especular que as ninhadas e filhotes ndo viaveis
nessa dose representem nao sé uma populagdo mais sensivel aos efeitos de
toxicidade sistémica, mas possivelmente também em relacdo aos efeitos

antiandrogénicos, de forma que esses efeitos poderiam ser ainda mais evidentes.

6.3 AVALIACAO DO SISTEMA REPRODUTOR

6.3.1 Status androgénico poés-natal: massa de o6rgaos e niveis de testosterona

plasmatica

O desenvolvimento de muitos tecidos e 6rgaos € regulado por hormdnios
esteroides endogenos, juntamente com outros componentes endocrinos e paracrinos.
Portanto, os érgaos que contém receptores hormonais s&o 0s mais susceptiveis aos
efeitos da exposigao intrauterina aos desreguladores endécrinos, podendo ter o seu
desenvolvimento prejudicado (COLBORN et al., 1993). Diversas pesquisas ja
demonstraram que a atividade antiandrogénica dos ftalatos pode levar a redugdes na
massa de 6rgédos dependentes de hormdnios, que incluem os testiculos, epididimos,
préstata, glande do pénis, vesicula seminal, musculo levantador do anus e glandulas
bulbouretrais (MYLCHREEST et al., 2000; FISHER et al., 2003; DALSENTER et al.,
2006; ANDRADE et al., 2006; GRAY et al., 2009)

Como o DiPeP apresenta uma potente atividade antiandrogénica, sendo
capaz de reduzir a producéao de testosterona testicular fetal, foi avaliado na sequéncia
0 peso de 6rgaos androgeno-dependentes. Os ftalatos ndo atuam como antagonistas
do receptor androgénico, mas podem interferir no equilibrio hormonal, afetando
negativamente enzimas esteroidogénicas. Nesse estudo, a vesicula seminal foi o
orgao mais sensivel, apresentando redugcdo nas massas absoluta e relativa da na
idade adulta nos grupos de 10 e 100 mg/kg/dia. Esse resultado n&o é surpreendente,
uma vez que a agao dos androgenos € essencial para o desenvolvimento normal do

sistema reprodutor masculino dos mamiferos. Essa redugao indica uma alteragao no
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‘imprinting’ hormonal resultando em uma organizagdo anormal desses tecidos, que
perdem o seu potencial de resposta maxima aos androgenos apos a puberdade
(GRAY et al., 2000; DALSENTER et al., 2006). Nesse sentido, é interessante notar
que esse efeito ocorreu apesar de concentragdes normais de testosterona nos ratos
puberes e adultos, evidenciando o potencial do DiPeP em alterar a responsividade
desses 6rgédos na vida pés-natal. Os niveis normais de testosterona plasmatica
observados corroboram os outros estudos com ftalatos (GRAY et al., 2000; FISHER
et al., 2003; DALSENTER et al., 2006), indicando uma recuperagado do estado
androgénico dos animais ja na puberdade. Kulin e colaboradores (1984) ja
demonstraram que, mesmo sob uma condigdo em que ha atraso na puberdade, a
secregdo das gonadotrofinas FSH e LH ndo é alterada, mantendo a producédo de
testosterona.

Assim como evidenciado pelas alteragdes na AGD e PPS, a exposicao
materna a dose de 300 mg/kg/dia também induziu altera¢gdes marcantes na massa de
tecidos androgeno-dependentes de animais puberes e adultos, incluindo redugéo na
massa da prostata, vesicula seminal, glande e musculo levantador do anus. Apesar
do pequeno tamanho amostral e das evidéncias de toxicidade fetal nessa dose, esses
dados corroboram os achados de atividade antiandrogénica nas doses mais baixas

de 10 e 100 mg/kg/dia, que apresentaram redu¢ao na massa da vesicula seminal.

6.3.2 Produgao espermatica e histologia testicular

Nos ultimos anos, tem se detectado uma queda na fertilidade masculina por
alteracbes na contagem e qualidade espermatica associada a outras anomalias
reprodutivas, incluindo malformacdes congénitas e cancer testicular em humanos.
Problemas semelhantes ja foram observados também na vida selvagem. Essa
reducdo na fertilidade tém sido correlacionada em grande parte a exposi¢cado a
compostos tdéxicos presentes no ambiente e em diversos produtos de uso comum
(SARADHA e MATHUR., 2006; LEVINE et al.,, 2017). A redugdo da produgao
espermatica € um dos principais efeitos observados apds exposicdo aos ftalatos em
animais (ANDRADE et al., 2006; DALSENTER et al., 2006; GRAY et al., 2009). No

presente estudo, essa avaliagdo mostrou que o DiPeP foi capaz de reduzir
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significativamente a produgéo espermatica diaria dos animais expostos a dose de 100
mg/kg/dia.

Visto que as células de Sertoli sdo determinantes essenciais na produgao
espermatica, acredita-se que as alteragcbes observadas na espermatogénese apos a
exposigcao aos ftalatos resultem de disfun¢des ou reducdo nessas células, que nao
conseguem fornecer o suporte fisico e metabdlico de maneira adequada as células
germinativas (KAVLOCK et al., 2002). Dostal e colaboradores (1988) ja demonstraram
que o DEHP é capaz de reduzir a proliferacdao de células de Sertoli durante os
periodos perinatal e pré-puberal. Uma publicacao de Fisher e colaboradores (2003)
relatou um prejuizo generalizado na maturagcdo das células de Sertoli em ratos
puberes e adultos expostos in utero (GD 13-21) ao DBP na dose 500 mg/kg/dia.
Outros estudos observaram, ainda, uma interferéncia dos ftalatos com a acao do
horménio foliculo estimulante (FSH) sobre as células de Sertoli, sendo um provavel
componente de toxicidade testicular (LLOYDE e FOSTER, 1988). Esse prejuizo
durante estagios criticos pode produzir efeitos irreversiveis na produgédo de
espermatozoides, uma vez que as células de Sertoli apenas se proliferm na sua fase
imatura, ndo se dividindo no rato adulto (ORTH, 1982). No presente estudo, apesar
da reducgéao detectada na producéo espermatica diaria na dose de 100 mg/kg/dia, nao
foi observada nenhuma alteracdo na massa testicular, o que corrobora dados de
Dalsenter e colaboradores (2006) com o DEHP. Esse resultado indica uma redugao
na eficiéncia da espermatogénese, o que possivelmente esta relacionado a maturagao
e suporte inadequados das células de Sertoli, mas ndo a sua quantidade. E
interessante ressaltar que os roedores, ao contrario dos humanos, produzem
espermatozoides em quantidades bem mais elevadas do que o necessario para
fertilidade, portanto, danos gonadais consideraveis podem ser tolerados até certo
ponto, sem comprometer a fertilidade do animal (ANDRADE et al., 2006).

A Ultima etapa deste trabalho foi destinada a avaliagdo histopatoldgica do
testiculo, pois ja foi demonstrado que ftalatos podem causar lesdes testiculares
observadas ja no periodo fetal, como presenca de areas disgenéticas, caracterizadas
por corddes seminiferos malformados contendo gondcitos multinucleados, e
agregados de células de Leydig no espaco intersticial (FISHER et al., 2003). Os sinais
hormonais durante o periodo pré-natal sdo criticos para o desenvolvimento normal

dos testiculos, portanto quimicos como os ftalatos podem levar a desregulacao do
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crescimento e diferenciagdo das células de Leydig e Sertoli. Na prole adulta, os
testiculos afetados exibem anormalidades que incluem espermatogénese reduzida,
perda do epitélio germinativo, degeneragao (areas disgenéticas) e atrofia dos tubulos
seminiferos, didmetro tubular diminuido, vacuolizacbes do epitélio germinativo,
células germinativas multinucleadas aumentadas e hiperplasia de células de Leydig
(MYLCHREEST et al., 1999; GRAY et al., 2000; FISHER et al., 2003; ANDRADE et
al., 2006).

No geral, as alteragbes histopatolégicas mais proeminentes costumam
aparecer nos testiculos ectopicos ou macroscopicamente alterados, porém podem
estar presentes também em testiculos aparentemente normais. Nossos resultados
revelaram tubulos atréficos e vacuolizados em um testiculo macroscopicamente
reduzido de um animal exposto a 100 mg/kg/dia de DiPeP. Na dose mais alta (300
mg/kg/dia), um animal apresentou areas disgenéticas (malformadas), apesar do
tamanho testicular normal. A presenca de areas disgenéticas focais nos testiculos é
uma caracteristica comum em ratos expostos in utero a altas doses de ftalatos
antiandrogénicos e também é observada nos testiculos de homens com cancer
testicular (SHARPE, 2006).

7 CONCLUSAO

A exposigao constante dos seres humanos aos mais diversos ftalatos é um fator
preocupante para a saude humana, uma vez que nao estamos expostos a apenas um,
mas sim a varios ftalatos e a outros compostos desreguladores enddcrinos, que
podem se combinar entre si causando efeitos aditivos.

Em resumo, os efeitos observados no presente estudo incluiram redugédo na
disténcia anogenital, atraso na separagéo prepucial, alteragdo no peso de 6rgaos
androgeno-dependentes, producédo espermatica reduzida e alteragdes na histologia
testicular. Os dados obtidos demonstram que o DiPeP, um ftalato cuja exposicao
humana no Brasil € bastante relevante, tem potencial para induzir perda fetal em
doses elevadas, com mais de 50% das progenitoras apresentando aborto espontaneo,
e pode causar alteragdes no trato reprodutivo de ratos machos devido a sua agao

antiandrogénica.
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