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RESUMO

A exposicdo pré-natal aos ftalatos esta fortemente associada a alteracfes nos sistemas
reprodutivos e metabdlicos. NOs investigamos os efeitos da exposi¢do in utero e
lactacional ao Di-(2-etil-hexil) ftalato (DEHP) e ao di-n-butil ftalato (DBP) no sistema
reprodutivo e na homeostase glicémica de descendentes machos e fémeas. Ratas
prenhes foram expostas a doses equimolares (0,018, 0,18 e 1,8 mmol/kg/dia) de DEHP
ou DBP, correspondentes a 7, 70 e 700 mg/kg/dia de DEHP e 5, 50 e 500 mg/kg/dia de
DBP, tratadas por gavagem, do dia 13 de gestacdo até o dia 21 pds-natal, usando 6leo de
canola como controle. Para caracterizar os efeitos tardios na prole, avaliamos o
desenvolvimento corporal, marcadores externos de androgenizacdo pré-natal,
concentracdo plasmaética de glicose e insulina, toleréncia & insulina (ITT), secrecdo de
insulina estimulada por glicose (GSIS) e a expressdao de receptores y ativados por
proliferadores de peroxissomos (PPARY) e a proteina pancreatica duodenal homeobox 1
(PDX-1). Ratos machos e fémeas expostas a doses mais elevadas de DEHP e DBP
exibiram niveis aumentados de glicose de jejum. Em ratos expostos a DEHP 700
mg/kg/dia, também observamos uma reducdo na taxa de decaimento da glicose (Kitt)
ap6s a administracdo de insulina e diminuicdo da secrecdo de insulina no ensaio GSIS.
Descendentes machos expostos a DEHP 700 mg/kg/dia tiveram reducdo na DAG no
DPN 4 e atraso na separacao prepucial na puberdade, enquanto as descendentes fémeas
expostas a DEHP 70 e 700 mg/kg/dia e a maior dose de DBP tiveram atraso na abertura
do canal vaginal. Nossos resultados sugerem que o tratamento materno com DEHP e
DBP pode induzir uma ampla gama de alteracbes metabolicas e reprodutivas em ratos,
com efeitos mais pronunciados ap6s a exposicdo ao DEHP.

PALAVRAS-CHAVES: ftalatos, desreguladores enddcrinos, toxicologia reprodutiva,
toxicologia metabolica.



ABSTRACT

Phthalates prenatal exposure is strongly associated with reproductive and metabolic
systems alterations. We investigated effects of in utero and lactational exposure to Di-
(2-ethyl-hexyl) phthalate (DEHP) and Di-n-butyl phthalate (DBP) on reproductive
system and glycemic homeostasis in male and female offspring rats. Pregnant rats were
exposed to equimolar doses (0.018, 0.18 and 1.8 mmol/kg/day) of DEHP or DBP
corresponding to 7, 70, and 700 mg/kg/day for DEHP and 5, 50, and 500 mg/kg/day for
DBP by oral gavage from gestation day 13 to postnatal day 21, using canola oil as
vehicle control. In order to characterize the late effects on offspring, we evaluated the
body development, prenatal androgenization external markers, plasma concentration of
glucose and insulin, insulin tolerance (ITT), glucose-stimulated insulin secretion (GSIS)
and expression of peroxisome proliferator-activated receptors (PPARy) and pancreatic
and duodenal homeobox 1 protein (PDX-1). Male and female rats exposed to highest
doses of DEHP and DBP exhibited increased fasting glucose levels. In rats exposed to
DEHP 700 mg/kg/day we also observed a reduced glucose decay rate (Kitt) following
insulin administration and decreased insulin secretion in the GSIS assay. Male offspring
exposed to DEHP 700 mg/kg/day had reduced AGD on PDN 4 and delayed preputial
separation at puberty, while female offspring exposed to DEHP 70 and 700 mg/kg/day
and to the highest DBP dose had delayed vaginal opening. Our results suggest that
maternal treatment with DEHP and DBP can induce a wide range of metabolic and
reproductive alterations in offspring rats, with more pronounced effects following
DEHP exposure.

Key-words: phthalates, endocrine disrupters, reproductive toxicology, metabolic
toxicology.
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APRESENTACAO

Esta tese estd apresentada em modelo misto, no qual os resultados estdo apresentados
sob a forma de artigo cientifico. Apos a Introducdo, Objetivos e Métodos ha uma secéo
contendo o Artigo em lingua inglesa. Em sequéncia hd uma secdo de Discussao e de

Concluséo, seguidas de todas as referéncias utilizadas.
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1. INTRODUCAO

1.1 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Desreguladores endocrinos (DEs) sdo substancias quimicas exodgenas ou
misturas de compostos que interferem com qualquer aspecto da acdo hormonal
responsavel pela manutencdo da homeostase e pela regulacdo dos processos de
desenvolvimento. A pesquisa conduzida no campo dos DEs aumentou
consideravelmente nas Ultimas duas décadas, devido aos efeitos potencialmente danosos
ao corpo humano e ao crescente conhecimento nas areas da biologia do
desenvolvimento e toxicologia ambiental. E bem conhecido que compostos com
mecanismos de acdo de desregulacdo do sistema enddcrino podem afetar gravemente a
reproducdo humana e varios estudos tém demonstrado associacGes negativas entre a
exposicio a DEs e biomarcadores de fertilidade, incluindo a contagem de
espermatozdides em populacdes humanas (Abdollahi et al., 2004; Mehrpour et al.,
2014; Sifakis et al., 2017).

Os efeitos toxicos dos DEs resultaram na restricdo de seu uso em paises onde
ha evidéncias de extensa exposicdo (Knez, 2013). Por exemplo, em alguns paises
ocidentais, o uso de certos DEs, tais como bifenilas policloradas (PCBs) e os Eteres
Difenilicos Polibromados (retardadores de chamas) foram banidos. No entanto, em
alguns casos, a exposicdo humana aos DEs ainda é inevitavel, como em alguns usos
ocupacionais ou mesmo pela ampla dispersdo no meio ambiente. Um exemplo
especifico inclui a classe quimica dos agrotdxicos (Sifakis et al., 2017). Atualmente, as
maiores preocupacdes em relacdo a exposicdo de seres humanos e outros animais dizem
respeito a identificacdo das substancias capazes de causar efeitos deletérios e se tais
substancias estdo presentes em concentracGes ambientalmente relevantes que possam
representar uma ameaca a saude humana e animal. Vérias sdo as substancias que
possuem a capacidade de afetar o sistema endocrino, incluindo substancias sintéticas,
como por exemplo, os alquilfendis, agrotoxicos, ftalatos, bifenilas policloradas, bisfenol
A e também substancias naturais, como os fitoestrogénios (Elobeid e Allison, 2008;
Casals- Casas e Desvergne, 2011). Assim, a crescente preocupacdo com a exposicdo aos

DEs tem induzido o desenvolvimento e a padronizagdo de ensaios in vitro e in vivo
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para identificar tais substancias e caracterizar os efeitos bioldgicos decorrentes da

exposicdo em diferentes condigdes.

Originalmente, os DEs foram relacionados com substancias que mimetizam a
acdo dos estrogénios naturais. A acdo classica em relagdo ao sistema reprodutivo
envolve a interferéncia dos DEs com a ligacdo do hormdnio ao receptor correspondente,
notadamente o receptor androgénico (AR) ou o receptor de estrogénico (ER). Apos a
ligacdo a um receptor, o DE pode desencadear dois tipos de respostas: uma resposta
hormonal que é denominada um efeito agonistico e/ou uma falta de resposta hormonal
que é denominada de acdo antagonica (Gaido et al., 2000; Waters, 2001). Porém, nos
altimos anos, tém sido descritas substancias que atuam por meio de uma ampla
variedade de outros mecanismos de acdo, incluindo a interferéncia com outros
receptores hormonais ou mesmo nos processos que regulam a disponibilidade de

horménios para as suas células-alvo (Casals-Casas e Desvergne, 2011).

Os efeitos dos DEs ndo dependem somente das suas concentracdes no
ambiente, mas também de outros fatores, tais como, lipofilicidade, persisténcia,
bioacumulacdo, janelas e tempo de exposicdo, e mecanismos de biotransformacédo e de
excrecdo. Por exemplo, algumas substancias sofrem biotransformagcdo e geram
metabdlitos ou subprodutos igualmente ou mais danosos que 0s compostos originais. A
Organizacdo Mundial da Satude define os desreguladores endocrinos como “substancias
ou misturas exbégenas que alteram as funcGes do sistema enddocrino e,
consequentemente, causam efeitos adversos para a satude de um organismo intacto, sua

descendéncia ou populagdo” (WHO, 2002).

Outro mecanismo importante de acdo dos DEs tem sido explorado: a
interferéncia com eventos de expressdo génica regulados por receptores nucleares
(Casals- Casas et al., 2008; Casals-Casas e Desvergne, 2011). A maior parte das
pesquisas tem, no entanto, focado nas agdes deletérias sobre o desenvolvimento sexual e
reprodutivo. No entanto, os DEs também podem afetar outros receptores nucleares,
como os envolvidos na fungdo da tiredide ou na sinalizacdo lipidica. Além disso, uma
hipotese corrente ¢ que alguns DEs podem atuar como “obesogénicos”, possivelmente
contribuindo para a atual epidemia de obesidade e as doencas a ela associadas (Grun e
Blumberg, 2006; Newbold et al., 2008; Elobeid e Allison, 2008; Hao et al., 2012;
Heindel e Schug, 2014).
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1.2 DESREGULADORES ENDOCRINOS - FTALATOS E ALTERACOES
REPRODUTIVAS

Os avancos na ciéncia e engenharia de materiais nas ultimas décadas levaram ao
uso generalizado e diversificado de plasticos para fornecer produtos e bens de consumo
mais baratos, fortes, seguros, mais durdveis e versateis que servem para melhorar nossa
qualidade de vida. Os plasticos podem ser projetados para manter nossos alimentos mais
frescos por longos periodos de tempo, fornecer beneficios terapéuticos por meio de
produtos farmacéuticos de liberacdo controlada e outras aplicacbes médicas e
industriais. (Andrady e Neal, 2009; Thompson, Swan, et al., 2009). No entanto, existem
preocupacOes cientificas, governamentais e publicas sobre os potenciais riscos de
efeitos adversos a salde humana relacionados a exposi¢es a aditivos plasticos. A
principal hipltese para essas preocupagdes crescentes € que certos produtos quimicos
utilizados em pléasticos para fornecer qualidades fisicas benéficas, também podem atuar
como compostos que desregulam o sistema endocrino e que podem, por consequéncia,
levar a efeitos adversos na reproducéo e no desenvolvimento do organismo (Kavlock et
al., 2002a, 2002b; Meeker et al., 2009).

Dentre as substancias quimicas ambientais que podem desregular o sistema
enddcrino destacam-se os diésteres de acido 1,2-benzenodicarboxilico (acido ftalico),
comumente conhecidos como ftalatos, um grupo de produtos quimicos artificiais
amplamente utilizados em aplicacdes industriais. Os ftalatos de alto peso molecular,
como por exemplo, o Di-(2-etil-hexil) ftalato (DEHP), sdo utilizados principalmente
como plastificantes na fabricacdo de plasticos a base de policloreto de vinila (PVC)
flexivel que, por sua vez, é utilizado em produtos de consumo, pavimentos e
revestimentos de paredes, aplicacGes de contato com alimentos e dispositivos médicos
(David et al., 2001; ATSDR 2002; Hauser e Calafat, 2005). Por outro lado, os
fabricantes utilizam ftalatos de baixo peso molecular, como por exemplo, o Di-butil
ftalato (DBP), como solventes em produtos de cuidados pessoais (perfumes, locoes,
cosméticos) e em vernizes e revestimentos (ATSDR 1995; David et al., 2001; Kavlock
et al., 2002b). Assim, tendo em vista a grande diversidade de aplica¢des industriais dos

ftalatos, hd ampla exposi¢do humana a essa classe.

Evidéncias indicam que alguns ftalatos, como o DEHP e o DBP, podem induzir

alteragOes reprodutivas e metabolicas em diversas condigdes experimentais,
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particularmente apds a exposicdo durante fases criticas do desenvolvimento, como a
gestacdo e a lactacdo (Gray et al., 2000; Akingbemi et al., 2001; Kavlock et al., 2002a;
Lottrup et al., 2006; Martino-Andrade et al., 2016; Martino-Andrade e Chahoud, 2010).
A exposicdo pré-natal, fase durante a qual os sistemas de 6rgdos e os eixos enddcrinos
sdo estabelecidos, é particularmente preocupante. Contudo, € importante notar que a
exposicdo durante todo o curso de vida, incluindo a idade adulta, pode potencialmente
ter impacto nas concentracdes dos hormonios esteroidais circulantes ou outros
mecanismos de desregulacdo enddcrina, contribuindo para o surgimento de efeitos
adversos ou aumentando a suscetibilidade de individuos expostos ao surgimento de
doencas (Carlsen et al., 1992; Rocha et al., 2017).

Os ftalatos possuem caracteristicas lipofilicas, 0 que aumenta a capacidade de
lixiviacdo e, somada a auséncia de ligagdes covalentes entre ftalatos e a matriz plastica,
torna facil o seu desprendimento e a consequente exposi¢cdo humana e contaminacéao
ambiental. Sua lixiviacdo aumenta com a exposi¢cdo ao calor e a solventes organicos
(Fromme et al., 2002). Uma vez liberados para a atmosfera, eles tém potencial para o
transporte de longo alcance, eventualmente entrando na cadeia alimentar, pois podem
ser inalados, ingeridos ou absorvidos através da derme (Mankidy et al., 2016). A
exposicdo humana pode ocorrer pelo contato direto com um produto contendo ftalatos,
pela lixiviacdo de um produto para outro ou pela contaminacdo ambiental. O DEHP € o
plastificante mais utilizado e é considerado um poluente ambiental global. O uso do
DEHP, assim como do DBP e outros ftalatos, em brinquedos de criancas foi banido na
Unido Europeia desde 1999, enquanto no Brasil, apenas recentemente foram aplicadas
regulamentacdes sobre o uso de ftalatos. DEHP, DBP, diisobutil (DiBP) butilbenzil
(BBzP) e diisopentil (DiPeP) ftalato foram banidos dos produtos de cuidados pessoais
(ANVISA, 2016). Porém, esses e outros ftalatos continuam a ser comumente usados em
outros materiais de consumo, o que faz desse grupo uma das classes mais encontradas

na maioria das matrizes ambientais, incluindo ar, agua e poeira.
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As estruturas quimicas dos DEs investigados neste estudo e dos seus principais

metabolitos ativos estdo demonstradas na Figura 1.

CH2CH(CH2)3CHg CH2CH2CHoCH34
_DCH,CH(CHz)3CHa _OCH,CHCH,CHy
CHoCHs
J)I [
o
(DEHP) (DBP)
o 0
NOCH,CH(CHo)sCH3 CH2CH2CHoCH3

/OH /OH
JJ c';
(MEHP) (MBP)

Figura 1 — estrutura quimica do DEHP, DBP e seus principais metabdlitos ativos, MEHP e MBP.
FONTE: adaptado de Lapinskas et al., 2005.

Os metabolitos ativos dos ftalatos como o mono-2-etil-hexil-ftalato (MEHP), um
dos metabdlitos do DEHP, e o mono-n-butil-ftalato (MBP), um dos metabdlitos do
DBP, podem induzir alteracdes nos receptores hormonais, na sintese ou na secrecdo de
andrdgenos daqueles expostos direta ou indiretamente (por exemplo, através da ingestao
de ftalatos presente no leite materno) e ocasionar multiplos efeitos anti-androgénicos,
inclusive nos descendentes (Sharpe e Stewart Irvine, 2004), inibindo a sintese de
testosterona nas células de Leydig, como resultado da inibicdo direta de enzimas
esteroidogénicas (Foster, 2005). Alem disso, os ftalatos mostraram a capacidade de
inibir a atividade da Sa redutase, que € uma das mais importantes enzimas envolvidas na
producdo de di-hidrotestosterona a partir da testosterona e, portanto, na regulacdo da
masculinizacdo da genitalia externa e da prostata (Fisher et al., 2003). Conforme

mostrado no desenho esquematico na Figura 2.
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De acordo com essas hipdteses, muitos desses distdrbios podem resultar em
falhas no desenvolvimento gonadal, considerando as possiveis alteragdes, como: baixa
contagem de espermatozoides, criptorquidismo (falha na descida dos testiculos),
hipospédias (abertura da uretra na face ventral do pénis) e reducdo da distancia
anogenital (DAG). Em ratos, esses distdrbios inter-relacionados compfem uma
sindrome com origem pré-natal conhecida como Sindrome dos ftalatos, a qual possui
paralelos com a Sindrome de Disgenesia Testicular Humana (SDT), embora ndo exista
relacdo de causa e efeito apOs a exposicdo dos seres humanos aos ésteres de ftalato
(Foster, 2006; Martino-Andrade e Chahoud, 2010; Mankidy et al., 2016). No entanto, 0s
seres humanos sdo expostos e produzem os criticos metabélitos dos ftalatos, que foram
detectados no sangue, na urina, no leite materno da populacdo em geral, em criangas e
também no liquido amni6tico humano (Zhu et al., 2006; Hatch et al., 2008; Dirtu et al.,
2013; Swan et al., 2015; Martino-Andrade et al., 2016; Rocha et al., 2017). Os alvos
celulares da acdo dos ftalatos em ratos sdo as células de Sertoli, que organizam o
desenvolvimento pré-natal da génada e suportam a espermatogénese na vida adulta, e as
células de Leydig, produtoras de testosterona e do fator de crescimento semelhante a
insulina-3 (INSL-3), horménio envolvido na descida do testiculo (Martino-Andrade e
Chahoud, 2010).

Testiculos

Testosterona 08.
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J Testosterona "N Saredutase §
?U J Di-hidrotestosterona

. AR \
Descida testicular: v Y \\\
Criptorquidismo \ p ii 5 \ Bt
P |

\ Genitalia externa : hipospadias
RNA Pol Il Com IGF-1R Malformagdo da préstata e epididimos

Figura 2 - Mecanismo de acdo dos DEs no que diz respeito aos distirbios do sistema reprodutivo
masculino.
FONTE: Adaptado de Sifakis et al., 2017 e Foster, 2005.
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NOTA: Animais expostos aos ftalatos podem apresentar reducdo de genes e enzimas (StAR; CYP17)
envolvidos na conversdo de colesterol em pregnenolona e progesterona em androstenediona, resultando
em uma menor producdo de testosterona, necessaria para o desenvolvimento reprodutivo normal.
Adicionalmente, a inibi¢do da 5a-redutase por ftalatos interfere com o metabolismo da testosterona em di-
hidrotestosterona no sistema reprodutor masculino, resultando em prejuizos, inclusive, na transcricdo de
genes-alvo de andrégenos.

Em relacdo a exposicdo aos ftalatos e alteracdes sexuais e reprodutivas em
fémeas, essas parecem ser mais resistentes aos distarbios. Em humanos, estudos tém
mostrado uma associacdo entre altos niveis de MEHP e maior ocorréncia de perda
gestacional (Toft et al., 2012), e reducdo no tempo de gestagédo (Whyatt et al., 2009).
No entanto, apesar das associacGes, ambos os estudos utilizaram medicGes Unicas,
representativas de uma exposicdo aguda. Mas quando se observa os estudos com
experimentacdo animal, estes demonstram que os ovarios sdo alvos potenciais da acao
dos ftalatos. Ratas expostas ao DEHP mostraram supressdo nos niveis de estradiol
atraves da reducdo na expressdo da aromatase nas células da granulosa (Lovekamp e
Davis, 2001), enquanto que outros ftalatos, como DBP, reduzem os niveis de estradiol
através da regulagdo positiva das enzimas metabolizadoras do figado (Lovekamp-Swan
e Davis, 2003). A exposi¢do de fémeas in utero ao DEHP esta associada a efeitos
duradouros, pois os foliculos que foram expostos no periodo intra-uterino permanecem
ao longo da vida, ao contrario dos machos que possuem um periodo de quiescéncia e
divisdes mitdticas das células tronco germinativas (Pocar et al., 2012; Martinez-
Arguelles et al., 2013).

Apesar dos riscos desses possiveis mecanismos de desregulacdo e as
consequéncias para a satde, devido & sua ampla utilidade como plastificantes, solventes
e emulsionantes, os ftalatos sdo produzidos em alto volume, mais de 214 milhdes de
quilos por ano, apenas para uso em produtos de consumo pessoal geral (USEPA, 2012).
Portanto, pode-se inferir que entre as populacdes industrializadas, a exposi¢do a ftalatos

seja praticamente onipresente.

1.3 DESREGULADORES ENDOCRINOS — FTALATOS E ALTERACOES
METABOLICAS

Obesidade, resisténcia a insulina e diabetes mellitus tipo 2 (DM2) sdo
distarbios metabdlicos inter-relacionados cuja prevaléncia aumentou substancialmente
nas ultimas duas décadas. A resisténcia a insulina (RI) ocorre quando quantidades
crescentes de insulina sdo necessarias para regular corretamente o transporte da glicose

plasmatica para os tecidos periféricos. Embora o mecanismo preciso ndo seja claro, a
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resisténcia a insulina € comumente acompanhada de obesidade central, que ao elevar 0s
niveis de acidos graxos livres (AGL) plasmaticos, pode provocar resisténcia a insulina e
interromper o metabolismo lipidico. Inicialmente, as células B do pancreas podem
compensar totalmente a RI, aumentando a producéo de insulina. No entanto, conforme a
doenga progride, as células p descompensam, resultando em niveis elevados de glicose

plasmatica e subsequente desenvolvimento do DM2 (Stahlhut et al., 2007).

A testosterona afeta a distribuicdo de gordura corporal e a sensibilidade a
insulina em homens. Estudos experimentais em homens mostraram que a administracao
de testosterona reduz a absorcao lipidica pela gordura intra-abdominal (Marin et al.,
1996), reduzindo a gordura visceral e melhorando a sensibilidade a insulina (Marin et
al., 1993). Homens submetidos a terapia de privagcdo androgénica para tratamento de
cancer de préstata tiveram aumento nas concentragdes plasmaéticas de glicose, de
gordura total e prevaléncia de sindrome metabolica (Sharifi et al., 2005; Braga-Basaria
et al., 2006). Adicionalmente, estudos epidemioldgicos tém associado a mensuracao de
ftalatos na urina a reducdo na concentracdo de andrégenos da populagdo, bem como,
aumento na circunferéncia abdominal (Stahlhut et al., 2007; Chen et al., 2017).

A hipdtese de que substancias quimicas podem afetar o controle enddcrino do
metabolismo energético surgiu mais recentemente, a partir de diferentes linhas de
investigacdo. Evidéncias apontam para efeitos de desregulacdo metabdlica pela
exposicdo a substancias quimicas que interferem na biologia do tecido adiposo, eixos
hormonais e/ou em componentes do sistema nervoso central e que, dessa forma, alteram
mecanismos homeostaticos envolvidos no controle do peso e na regulagdo dos niveis

glicémicos (Grun e Blumberg, 2009).

Estudos mais recentes tém discutido a possibilidade de alguns ftalatos, como o
DEHP, estarem relacionados com a inducdo de disturbios metabolicos por imitarem
hormonios lipofilicos naturais e mediarem seus efeitos através da interagdo com
membros das superfamilias de receptores nucleares. O conceito de desregulacdo
enddcrina esta sendo ampliado para outros receptores envolvidos em diferentes aspectos

da regulacdo homeostatica (Tabb e Blumberg, 2006).
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1.4 EXPOSICAO AOS FTALATOS E POSSIVEL ALTERAGAO DE PPAR-y

Dado o seu papel central na regulacdo metabdlica, receptores ativados por
proliferadores de peroxissoma (PPARS) constituem alvos potencialmente importantes
para substancias quimicas ambientais, como os ftalatos (Kersten et al., 2000; Evans et
al., 2004; Campioli et al., 2014). Os PPARs séo fatores de transcri¢do, caracterizados
por seu padrao de distribuicdo em tecidos especificos e por sua funcao na regulacéo do
metabolismo. De maneira geral, esses receptores funcionam como sensores de lipidios
que cooperam em diferentes 6rgdos a fim de adaptar a expressao de uma série de genes
ao estado metabolico do individuo (Casals-Casas et al., 2008; Casals-Casas e
Desvergne, 2011; Sauer, 2015).

Existem trés isoformas conhecidas dos PPARs: PPAR-a, PPAR-B, PPAR-y. O
PPAR-a (NR1C1) é o membro fundador da superfamilia e, inicialmente, foi definido
como o receptor capaz de induzir a proliferacdo de peroxissomos hepéaticos em roedores
em resposta a substancias quimicas sintéticas. No entanto, esta funcéo representa apenas
um pequeno subconjunto das funcdes fisioldgicas reguladas por este receptor. PPAR-a e
0 PPAR-B/d (NRI1C2, referido aqui como PPAR-B) compartilham parcialmente fungdes
sobrepostas no controle do metabolismo catabdlico, promovendo a oxidagdo de acidos
graxos em tecidos com altas taxas metabodlicas, tais como o figado e o musculo
(Desvergne et al., 2004; Evans et al., 2004; Feige et al., 2010). Ha dados na literatura
demonstrando a alta expressdo de PPAR-a em células de Leydig e Sertoli de ratos
(Schultz, 1999), e que estes exercem um papel funcional durante diferentes fases do
ciclo de diferenciacgdo, exercendo um papel expressivo em possiveis alteracfes do trato

reprodutivo (Corton e Lapinskas, 2005).

Em contraste, o PPAR-y (NR1C3) esta envolvido no controle do armazenamento
de gordura no tecido adiposo por promover a diferenciacdo e sobrevivéncia de
adipécitos maduros e também desempenhar papéis importantes no controle da
sensibilidade a insulina (Lehrke e Lazar, 2005). O PPAR-y ¢é predominantemente
expresso no tecido adiposo e em torno de 60% das ilhotas pancreaticas (Welters et al.,
2004). Visto que nas células B pancreaticas a ativagdo de PPAR-y esta relacionada com
0 aumento na expressdo da proteina pancreatica duodenal homeobox-1 (PDX-1),
proteina essencial na regulacdo da homeostase glicémica (Jung et al., 2014). Diversas

substancias sdo capazes de ativar PPAR-y e regular sua atividade, como a ligagéo direta
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de hormonios esteroides e tireoidianos, vitaminas, metabdlitos lipidicos e xenobidticos

(Chawla et al., 2001). Para a sua ativagdo € necessaria a ligacdo do PPAR-y em
sequéncias especificas do DNA, a qual requer heterodimerizacdo com um segundo
membro da familia de receptores nucleares, o receptor X retindico (RXR). A ligacdo de
ligantes agonistas ao PPAR-y desencadeia uma mudanga de conformagdo que atrai
coativadores transcricionais (Figura 3), incluindo membros da familia de coativadores
de receptores de esteroides (SRC) (McKenna e O*Malley, 2002). Naauséncia do ligante,
0 PPAR-y tem o potencial de silenciar ativamente 0s genes aos quais esta ligado, por
meio do recrutamento de complexos corepressores transcricionais, contendo o
corepressor do receptor nuclear (N-CoR) ou SMRT (mediador silenciador dos
receptores retinoides e tireoidianos) (Lehrke e Lazar, 2005).

PPARy agonists

Cytoplasm

Nucleus

RXR

Transcriptional
coactivators

00000 N AN
PPREl_, Glucose and insulin

homoeostasis, lipid
metabolism, differentiation

Figura 3 — Via de ativagdo do PPAR-y.

FONTE: adaptado de (Grommes et al., 2004).

NOTA: Apés a ligacdo do ligante, PPAR-y forma heterodimero com o receptor 9 cis - retindide (RXR) no
nacleo da célula. Os heterodimeros PPAR-y/RXR associam-se a coativadores transcricionais e ligam-se a
sequencias de elementos responsivos ao PPAR-y (PPRE), localizados em genes alvo que controlam a
homeostase glicose e da insulina, metabolismo lipidico e diferenciagéo celular.

Recentes e poucos trabalhos tém discutido o papel inflamatorio induzido por
DEs. Estudos epidemioldgicos tém mostrado a associagdo entre a exposicdo humana a
DEs e alteragdes no metabolismo lipidico (Heindel e Schug, 2014), bem como estudos

conduzidos com linhagens celulares e animais experimentais indicam alteragdes no
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perfil lipidico, decorrente do aumento de citocinas pro-inflamatdrias, apds exposicao a
alguns ftalatos (Campioli et al., 2014; Jia et al., 2016; Manteiga e Lee, 2017).

Sabe-se que 0 MEHP ¢ MBP sdo capazes de ativar PPARa- € PPAR- v ¢
postula-se que a ativagédo induzida por MBP seja muito fraca ou praticamente nula para
PPAR-y, enquanto que o MEHP possui uma forte ativacdo. Embora o papel da ativagao
de PPARs na inducdo de efeitos toxicos dos ftalatos seja incerto em muitos aspectos,
acredita-se que os efeitos reprodutivos sejam em grande parte independentes dessa
ativacdo. Sabe-se, por exemplo, que o desenvolvimento reprodutivo de camundongos
nocautes para receptores PPAR-a ¢ normal e que a toxicidade reprodutiva induzida por
DEHP nesses animais permanece (Corton e Lapinskas, 2005). Além disso, como
mencionado anteriormente, ftalatos que apresentam um perfil bastante distinto de
ativacdo dos receptores PPARs, como o DEHP e o DBP, induzem efeitos anti-
androgénicos e reprodutivos muito similares. Contudo, tem sido postulado que 0s
distdrbios metabolicos induzidos por alguns ftalatos, como o DEHP, dependem, pelo
menos em parte, da ativacdo de receptores PPARs (Casals-Casas e Desvergne, 2011;
Campioli et al., 2014; Manteiga e Lee, 2017).

A ligacdo de PPARs com diferentes agonistas, incluindo alguns xenobioticos,
pode resultar em um amplo espectro de efeitos, 0 que pode ser explicado pelas
diferencas nas interacfes agonista-receptor e na consequente diversidade de respostas
em relacdo a liberacdo de co-repressores ou recrutamento de co-ativadores desses

receptores nucleares.

1.5 EXPOSICAO AOS FTALATOS E POSSIVEL ALTERACAO DE PDX-1

O metabolismo nas células pancreaticas ndo é apenas essencial para fornecer
energia para a célula, mas também serve como um mecanismo para detectar e reagir aos
niveis circulantes de nutrientes, colocando o metabolismo pancreatico como o centro
para a regulacdo da homeostase energética. Trabalhos com foco no funcionamento do
pancreas endocrino indicam que um metabolismo lipidico ineficiente pode alterar o
controle da secrecdo de insulina, contribuindo para o desenvolvimento de doencas
metabdlicas, de forma que a interrupgdo do metabolismo pancredtico é muitas vezes
consequéncia de disfungbes em outros orgdos (Jouvet e Estall, 2017). O inicio da

disfungdo nas células B ocorre antes da hiperglicemia se desenvolver e niveis excessivos
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de glicose, perfil lipidico alterado e inflamagdo somam-se para promover a disfuncéo
(Kaneto et al 2008; Carlessi et al., 2017).

Existem pressupostos necessarios para estudar o funcionamento das células 3, os
quais incluem vias ativas de carboidratos, aminoécidos e lipideos e a capacidade de
resposta das células a variadas concentracdes de glicose. Atualmente, a exposi¢do a
desreguladores enddcrinos também parece contribuir para possiveis alteracdes na
regulacdo da homeostase glicémica devido a evidéncias experimentais que indicam
efeitos deletérios no controle do metabolismo energético (Nadal et al., 2009; Newbold
et al., 2008; Alonso-Magdalena et al., 2010; Lin et al., 2011). Recentes trabalhos tém
demonstrado que condi¢Ges hiperglicemiantes (Shu et al., 2011) e processos
inflamatdrios estdo relacionados com alteracdes na expressdo de proteinas reguladoras
do metabolismo, sendo que alguns desreguladores enddcrinos, como o DEHP, tém sido
apontados como possiveis indutores dessas alteracdes (Campioli et al., 2014; Jia et al.,
2016).

Dentre os multiplos fatores de transcricdo envolvidos na regulacdo génica da
homeostase glicémica existe a proteina Pancreatica Duodenal Homeobox-1 (PDX-1,
pancreatic and duodenal homeobox), também conhecida como Fator Promotor de
Insulina (IPF-1, insulin promoter factor), que foi originalmente descoberto como um
ativador de genes da insulina (Meulen et al., 2015). Ao longo dos anos tem sido
demonstrado que o PDX-1 tem um papel chave no desenvolvimento do pancreas e que
animais e humanos que ndo possuem PDX-1 apresentam agenesia pancreatica (Brissova
et al., 2002; Semache et al., 2014). Em humanos, as mutaces no gene Pdx-1 estdo
associadas ao desenvolvimento de diabetes mellitus denominado MODY 4 (Maturity-
Onset Diabetes of the Young), caracterizado por manifestacdo precoce, em geral abaixo
dos 25 anos de idade com transmissdo autossomica dominante. Outras mutagdes no
Pdx-1 humano foram associadas ao desenvolvimento de formas de DM2 no inicio da
idade adulta (Hansen et al., 2000; Semache et al., 2014).

A proteina foi detectada pela primeira vez por volta do dia 8,5 do
desenvolvimento embrionério auxiliando na sinalizagdo para o desenvolvimento do
pancreas e também na regulacédo da transcricdo de outros genes indispensaveis para o
funcionamento das ilhotas pancreéticas, tais como GLUTZ2, glicoquinase (GK) e o
polipeptideo amil6ide da ilhota (IAPP) (Ohlsson et al., 1993; Guz et al., 1995; Melloul
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et al., 2002; Meulen et al., 2015). Além da importancia para a especificidade precoce do
pancreas, varias linhas de evidéncias mostram que a PDX-1 também é importante para a
manutencdo da célula B adulta. Camundongos machos e fémeas com inativagdo de um
alelo de Pdx-1 (Pdx-1 +/-) apresentam valores de glicemia de jejum normalizados, mas
quando ha aumento nas concentragdes de glicose, mimetizando situacdes pds-prandiais,
ha prejuizo na absorcdo de glicose, identificado pelo teste de tolerancia a glicose, e
prejudicada secrecdo de insulina, representada por deficiéncia na secrecdo de insulina

estimulada por glicose (GSIS) (Brissova et al., 2002).

Evidéncias sugerem que, em razdo do papel fundamental da PDX-1 na formagéo
da ilhota pancreética e na ativacdo da transcri¢do de genes, a deficiéncia ou alteracédo de
PDX-1 pode reduzir a transcricdo do gene da insulina, consequentemente, a produgéo
hormonal, principalmente quando ha necessidade de incremento na taxa de liberag&o.
Assim, a deficiéncia na expressdo de PDX-1 pode predispor certos individuos ao
desenvolvimento de diabetes tardia, particularmente no contexto de outras mutacdes
genéticas dentro da cascata de sinalizacdo de insulina, e/ou exposicdo a substancias
ambientais capazes de interferir na regulagdo no metabolismo energético (Dor et al.,
2004; Meulen et al., 2015).

Estudos em linhagem celular (HIT-T15) indicam que a geracdo de estresse
oxidativo também inibe a transcricao e a expressao de PDX-1 (Kitamura et al., 2002). A
transcricdo de genes constitui uma pequena parte do mecanismo de regulacao da sintese
de proteinas e outros mecanismos de controle, em particular a modificacdo poés
traducional de proteinas, podem ser muito importantes na explanacdo da incidéncia de
alteraces metabdlicas. Uma série de fatores afeta a expressdo de PDX-1 (Figura 4) e,
desta forma, o PDX-1 pode ser um importante mediador de outros eventos que

prejudicam a secre¢do de insulina em longo prazo.
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Figura 4 — Reducgdo de PDX-1 decorrente de um ambiente hiperglicémico e deterioragdo da fungdo da

célula .

FONTE: adaptado de Kaneto et al, 2008.

NOTA: existem evidéncias de que a hiperglicemia crénica suprima a secrecéo e a biossintese de insulina
por provocar estresse oxidativo, acompanhado pela redugéo na expressdo de PDX-1 e/ou sua atividade de

ligagdo ao DNA.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi verificar os efeitos reprodutivos e metabdlicos
causados pela exposigdo in utero e lactacional de ratos a dois ftalatos amplamente
utilizados, o DEHP e o DBP, particularmente em relacdo ao desenvolvimento

reprodutivo andrégeno-dependente e a homeostase glicémica.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar se 0 DEHP e DBP causam toxicidade geral e reprodutiva;
2. Investigar os efeitos da exposicdo sobre os descendentes machos e fémeas em
relacao:
a) O crescimento e ganho de massa corporal;
b) Androgenizacdo intrauterina e pos-natal;
c) Peso de 6rgdos como marcadores de toxicidade geral e reprodutiva;
3. Avaliar a manutencdo da homeostase glicémica na vida adulta:
a) Awvaliar a responsividade in vitro das ilhotas pancreaticas de animais
expostos a ftalatos frente a diferentes estimulos de glicose;
b) Investigar a expressdo das proteinas PDX-1 e PPARYy frente & exposi¢éo ao
DEHP e DBP.
4. Comparar os efeitos da exposicdo ao DEHP e ao DBP considerando 0s
diferentes perfis de toxicidade obtidos.
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3. METODOS

ANIMAIS, DOSES E TRATAMENTOS

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus albinus) adultos da variedade Wistar,
criados no biotério do Setor de Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana
(Curitiba). Os animais foram mantidos em condic¢des controladas de temperatura (21 +
1°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 horas) e receberam &gua e racdo (Nuvilab,
Colombo, Brasil) ad libidum. Todos os procedimentos experimentais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Parana
(nimero de consentimento 867) e estdo de acordo com as orientacfes nacionais e

internacionais de bem-estar animal.

Para a obtencdo das progenitoras, as ratas foram acasaladas com ratos machos
adultos durante a fase escura do ciclo de luz (3 horas), na proporcdo de um macho para
trés fémeas. Foi realizado lavado vaginal para verificar a presenca de espermatozoides e
confirmar a copula. O dia de deteccdo dos espermatozoides foi considerado como dia
zero da gestagdo (Chahoud e Kwasigroch, 1977). O dia do parto foi considerado como
dia 1 p6s-natal (DPN 1) e, posteriormente, os descendentes foram desmamados no DPN
21. Um total de 55 ratas gravidas foram mantidas em gaiolas individuais (41

comprimento x 34 largura x 16 cm altura) e pesadas diariamente.

Apds a confirmacdo do espermatozoide no lavado vaginal, as ratas gestantes
foram distribuidas aleatoriamente em sete grupos experimentais (n = 7- 8/grupo): grupo
controle tratado com o6leo de canola (CAS 120962-03-0; Sigma Aldrich W530228);
grupos tratados com trés diferentes doses de DEHP (DEHP, CAS 117-81 -7; Sigma
Aldrich 99% D201154) e trés diferentes doses de DBP (DBP, CAS 84-74-2; Sigma
Aldrich 99% 524980). Foram utilizadas doses equimolares (0,018, 0,18 e 1,8
mmol/kg/dia) de DEHP ou DBP correspondentes a 7, 70 e 700 mg/kg/dia para o DEHP
e 5, 50 e 500 mg/kg/dia para o DBP. Essa faixa de doses foi selecionada com base em
estudos prévios de toxicologia reprodutiva e de desenvolvimento em ratos e inclui altos
niveis de doses conhecidas por induzir efeitos antiandrogénicos (David et al., 2001;
Kavlock et al., 2002a, 2002b; Foster, 2006), bem como doses menores, relatadas

anteriormente por induzir efeitos metabdlicos em ratos (Lin et al., 2011). Além disso, as
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menores doses testadas estdo proximas das doses que ndo causam efeitos adversos (No
Observed Adverse Effect Level — NOAEL) para a reproducédo e que sdo usadas para o
calculo da ingestdo diaria aceitavel desses ftalatos. A NOAEL dose é de 4,8 mg/kg/dia
para o DEHP e de 1,5 - 3,0 mg/kg/dia para o DBP (Unido Europeia, 2018).

Todos os tratamentos foram administrados por via oral (gavagem) as maes do
GD13 ao dia 21 da lactacdo (DPN 21). DEHP e DBP foram dissolvidos em dGleo de
canola e a dose foi ajustada diariamente de acordo com o peso corporal materno. O
volume de administracdo foi de 5,0 ml / kg de peso corporal.

A Figura 5 apresenta resumidamente o delineamento experimental do estudo.

1. Acasalamento

8. Eutanasia:
) 5 c GSIS
3. Tratamento 6. Separagao prepucial
com ftalatos Abertura do canal vaginal Coleta de amostras
GD 13-DPN 21 DPN 35-40 DPN 90
GDO DPN 4 DPN 22 DPN 80

2. Detecgao do 4. DAG 5. Coletade 7.ITT/GTT
espermatozoide leite

Figura 5. Delineamento experimental. GD = dia gestacional; DPN = dia pds-natal; DAG = distancia
anogenital; GSIS = teste de secrecédo de insulina induzida por glicose; ITT = teste de tolerancia a insuling;

GTT = teste de tolerancia a glicose.

GRAVIDEZ E DADOS DOS DESCENDENTES

Apos o parto espontaneo, o tamanho da ninhada e o peso dos filhotes ao nascer
foram registrados. Ninhadas contendo menos de seis filhotes foram descartadas do
estudo, enquanto ninhadas contendo onze ou mais filhotes tiveram seu tamanho
ajustado a dez filhotes, excluindo aleatoriamente os animais excedentes no quarto dia
pos-natal (DPN 4), de modo a manter cinco filhotes machos e cinco fémeas por ninhada,
sempre que possivel. Assim, a partir do DPN 4, o tamanho da ninhada variou de 6 a 10
filhotes/ninhada. Filhotes e mades (n = 7-8 ninhadas/grupo) foram pesados diariamente

do DPN 4 ao DPN 21, sem distingdo entre filhotes machos e fémeas dentro de ninhadas.
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Os filhotes foram desmamados no DPN 21, separados por sexo e mantidos em no
mAaximo cinco ratos por caixa, todos da mesma ninhada. Ao longo do desenvolvimento
foi registrada a massa corporal dos descendentes machos e fémeas semanalmente até a
idade adulta (DPN 78).

COLETA DE LEITE

Um dia ap6s o desmame (DPN 22), amostras de leite materno foram coletadas.
A coleta de leite foi realizada por meio de ordenha manual e para tanto, as progenitoras
foram anestesiadas, por via intramuscular, com a mistura de 0,2 mg/g de xilasina e 0,5
mg/g de quetamina. Em seguida, os animais receberam ocitocina sintética (UCBVET -
10 UI/MI, Brasil) via intraperitoneal, administrada na dose de 5 UIl/Kg de peso corporal,
a fim de estimular a ejecdo do leite. Aproximadamente 500 pl de leite por lactante foi
coletado (Cancian et al., 2016). As amostras armazenadas em microtubos foram
congeladas a -20° C para posterior quantificagdo de carboidratos e lipideos, bem como,
para medir a concentracdo de metabdlitos de ftalatos presentes. Todas as progenitoras
foram eutanasiadas por decapitacdo. O Gtero foi removido para contagem dos locais de
implantagdo. A perda pos-implantacdo (numero de implantes - nimero de descendentes
vivos) x 100/nimero de implantes) e o indice de desmame (nimero de descendentes
vivos no DPN 21/nimero de descendentes vivos nascidos x 100) foram avaliados
(Muller et al., 2013).

DISTANCIA ANOGENITAL (DAG)

A DAG foi medida em todos os descendentes com o auxilio de um paquimetro
digital (Carrera Precision, Guangdong, China). A medida consiste em medir a distancia
entre o0 centro do anus a borda posterior da papila genital. Todas as medidas foram feitas
por um Unico investigador, usando uma lente de aumento (ampliagdo 4,0x). A DAG foi
medida no DPN 4 e para cada animal foram feitas trés medidas e a média utilizada. Para
normalizar as diferencas do tamanho corporal calculou-se, a seguir, o indice anogenital
(IAG), dividindo-se o valor da DAG pela raiz cubica da massa corporal (Gallavan et al.,
1999; Kita et al., 2016).

SEPARACAO PREPUCIAL E ABERTURA DO CANAL VAGINAL

A idade de separacdo prepucial e abertura do canal vaginal foram monitoradas

diariamente. A separagéo prepucial foi avaliada pela retragdo manual do prepucio a
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partir do DPN 33. O marco utilizado para definir a obtencdo da separagédo prepucial foi
a exposicdo da glande do pénis, que deveria ser redonda e livre de tecido cartilaginoso
que caracteriza o0 pénis imaturo. Também investigamos possiveis malformacdes
genitais, incluindo a ocorréncia de hipospadia (abertura da uretra na face ventral do
pénis) e fenda de prepdcio (prepucio formado incompletamente com a glande exposta
do pénis). O peso corporal no dia da separacdo prepucial também foi registrado. Nos
descendentes do sexo feminino, avaliamos a abertura do canal vaginal com inicio no
DPN 33. O dia da abertura do canal vaginal completo e o peso corporal naquele dia

também foram registrados.

TESTE DE TOLERANCIA A INSULINA (ITT) E TESTE DE TOLERANCIA A
GLICOSE (GTT)

Os filhotes machos e fémeas foram submetidos ao ITT e ao GTT entre 0 DPN 80
e 88. Para a realizacdo do ITT, os animais foram mantidos em jejum por 12 horas, com
livre acesso a &agua. Esses animais receberam a administragdo de insulina
intraperitoneal, Humalog (Lispro), correspondente a 1 unidade por kg de peso corporal.
Cerca de 50 pL de sangue foram coletados da cauda nos tempos 0 (basal), 5, 10, 20 e 25
minutos apos a sobrecarga de insulina. A concentracdo de glicose no sangue foi medida
imediatamente ap6s cada coleta com um medidor portatil de glicose (Accu-chek,
Roche). Os dados sdo apresentados como porcentagem de glicose em relagdo ao tempo
zero. A taxa de decaimento da glicose (Kitt) foi calculada pela inclinagdo da curva de
regressao linear do logaritmo natural da concentracdo de glicose no sangue em funcgéo
do tempo e expressa em percentagem por minuto. Para a realizacdo do GTT, os filhotes
foram mantidos em jejum por 12 h, com livre acesso a agua, e receberam glicose na
dose de 2,0 g/kg de peso corporal por injecdo intraperitoneal. A concentracdo de glicose
no sangue foi medida com medidor portéatil de glicose (Accu-chek, Roche) em amostras
de cerca de 50 pL coletadas da cauda em varios momentos (0, 15, 30, 60 e 120 minutos)
apos a administracdo de glicose. A resposta a sobrecarga de glicose durante o GTT foi
calculada pela area sob a curva (AUC) usando o método trapezoidal (Brissova et al.,
2005).

EUTANASIA, PARAMETROS BIOQUIMICOS E INSULINA PLASMATICA

Os animais foram mantidos em jejum por 12 horas, com livre acesso a agua e

eutanasiados por decapitacdo para coleta de sangue e de 6rgdos no DPN 90 (+ 3 dias) de
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forma aleatdria, alternando entre os grupos controle e tratados. Na sequéncia foram
coletados e pesados o figado, baco, rins, adrenais, tecido adiposo (retroperitoneal,
mesenterico, epididimal e ovariano) e 6rgaos e tecidos reprodutivos (préstata ventral,
vesicula seminal, testiculo, musculo levantador do anus/bulbocavernoso (LABC),
ovarios, Utero). Os pesos dos 6rgdos foram corrigidos pelo peso corporal e expressos em
g% ou mg%. Além disso, o plasma foi removido apos a centrifugacdo do sangue (1000
g por 15 min) e mantido a -20°C até que as analises bioquimicas de glicose, triglicérides
e colesterol fossem realizadas com Kits colorimétricos comerciais da Linha Bioliquid -
Laborclin (Pinhais, Brasil). A insulina no plasma foi determinada por radioimunoensaio

(RIE), como descrito anteriormente por Berson e Yalow, 1968.
SECRECAO DE INSULINA ESTIMULADA POR GLICOSE (GSIS)

O isolamento das ilhotas pancreaticas foi realizado através da técnica da
colagenase com modificagbes, como previamente descrito por Lacy e Kostianovsky
(1967) e adaptado por Grassiolli et al., (2006). No DNP 90 = 3 dias (n = 6-12
ratos/sexo/grupo) apds 12 horas de jejum, os animais foram decapitados e, em seguida,
submetidos a laparotomia para localizacdo do ducto pancreatico comum. Posteriormente
foi realizada a oclusdo da porcéo final do ducto pancreéatico para a perfusdo. A perfuséo
foi realizada com aproximadamente 8 mL de solugdo Hank™s (em mM: 1,3 Cloreto de
calcio (CaCl2); 0,8 Sulfato de Magnésio (MgSO4); 5,4 Cloreto de Potassio (KCL); 0,4
de Fosfato de potassio monobasico (KH2PO4); 4,3 Bicarbonato de Sédio (NaHCO3);
5,6 mM de glicose (C6H1206), pH 7,4, contendo colagenase do tipo X1 (CAS 9001-12-
1; Sigma Aldrich C9263). Apoés a perfusdo, fez-se a retirada e transferéncia do 6rgao
para o tubo falcon contendo 5 mL Hank"s, sendo, em seguida, transferido para banho-
maria a 37°C, por aproximadamente 6-8 minutos, filtradas e lavadas em solu¢do Hank"s
sob banho de gelo. Posteriormente as ilhotas foram manualmente coletadas com auxilio
de lupa (Edulab, UK) e pipetas. Grupos de 4 ilhotas obtidas de 2 ratos do mesmo sexo e
ninhada foram pré-incubados em pocos de placa de cultivo de 24 pocos, para adaptagédo
ao meio in vitro, por 1 hora em 1 mL de solucdo de Krebs, pH 7,4, suplementado com
albumina bovina a 0,1% (fracdo V), glicose (5,6 mM) e arejados com uma mistura
gasosa (95% de oxigenio e 5% de gas carbonico). A secrecdo da pré-incubacao foi
descartada e, em seguida, substituida pelas solucdes teste.
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Para avaliar a responsividade das ilhotas pancreaticas a glicose, os diferentes
grupos de ilhotas foram incubadas em pocos de placas de cultivo de 24 pocos contendo
1 mL de solucdo Krebs e glicose nas seguintes concentragdes: 5,6; 8,3 e 16,7 mM
durante 1 hora. Aliquotas dos contetdos secretados foram coletados e armazenados em
freezer -80°C para posterior andlise pela técnica de radioimunoensaio (RIE), como

descrito anteriormente por Berson e Yalow, 1968.
DOSAGEM DE INSULINA

O método de Radioimunoensaio (RIE) para dosagens de insulina consiste na
ligacdo competitiva de moléculas de insulina humana marcadas com o is6topo
radioativo de iodo 125 (1'*®) (Perkin Elmer, USA), e de moléculas de insulina ndo
radioativas, provenientes das amostras experimentais, que competem pelo mesmo
anticorpo especifico contra insulina (anti-rato). Moléculas ligadas ao anticorpo em
solucdo, ao serem centrifugadas permanecem sobrenadantes, enquanto as livre
acumulam-se ao fundo do tubo de ensaio. A leitura da radiacdo é realizada por um
contador de cintilagdo GAMA, que detecta a quantidade de radiacdo emitida por cada
amostra. Baseando-se na curva padrdo com quantidade de radiacdo e de insulina
conhecidas em cada amostra, quanto maior a radioatividade, maior sera a quantidade de

insulina ndo radioativa.

Pelo método de competicdo, a maior concentracdo de insulina das amostras
permitira 0 maior nimero de ligaces com o anticorpo, predominando a interacdo
insulina-anticorpo livre no sobrenadante, resultando em um maior acumulo de insulina
radioativa no fundo da solucdo, a qual emitird determinada radioatividade lida em
cpm/min e, em seguida, este valor é convertido para o log da concentracdo final de

insulina em ng/mL (Berson and Yalow, 1968).
EXTRACAO PROTEICA E WESTERN BLOT

Para determinar as concentragdes de PDX-1 e PPARY foi utilizado o método de
Western Blot. As porg¢des caudais do pancreas dos descendentes machos e fémeas foram
coletadas e homogeneizadas em solugdo tamp&o (Uréia 7M; tiuréia 2M; EDTA 5 mM;
triton X-100 1%; fluoreto de sdédio 100 mM; ortovanato de sédio 100 mM; pirofosfato
de sodio 100 mM; aprotinina Img/mL e PMSF 1 mmol/L) para extragdo de proteina

total. Primeiramente, os tecidos foram lisados e homogeneizados (homogeneizador
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automatico — Biospec products, Canada) utilizando 300 uL de tampao de lise e coquetel
inibidor de proteases (Santa Cruz Biotechnology, USA, sc- 24948). Apds a extracdo
proteica, os tubos foram centrifugados a 13000 rpm durante 10 minutos e a quantidade

de proteinas foi determinada usando o método de Bradford (1976).

As amostras foram diluidas em tampdéo de lise a fim de se obter a quantidade de
50 pg, que foram desnaturadas a 100°C e aplicada as caneletas do gel de poliacrilamida
a 15% para fracionamento. Em um dos pogos foram aplicados 10 pL. de marcador de
peso molecular (Precision Plus Protein™ Kaleidoscope™ BIO-RAD, 1610375). O
Tampao de corrida foi preparado com trisma (25 mmol/L), glicina (0,2 mol/L) e SDS
(0,1%), as proteinas foram separadas através de aplicacdo de 300 volts durante 1 hora e
40 minutos no sistema MINI-PROTEIN BIO-RAD®. Apds a corrida, as proteinas
foram transferidas para membrana de nitrocelulose utilizando tampéo de transferéncia
gelado contendo trisma (25 mmol/L), glicina (0,2%) e metanol (10%) durante 1 hora a
100 volts.

A membrana foi entdo incubada com solucdo de blogueio dos sitios ndo
ocupados durante 1 hora a temperatura ambiente. A solucéo de bloqueio foi constituida
a base de ovoalbumina em TBS-T (tampé&o trisma-salina com tween 20 a 0,05%). Ap6s
este bloqueio, as membranas foram incubadas “overnight” com os seguintes anticorpos
primarios: B-actin (Santa Cruz Biotechnology, USA, sc- 47778), PDX-1 (Abcam, UK,
98298) and PPARYy (Abcam, UK, 41928). Posteriormente foram utilizados os seguintes
anticorpos secundarios: HRP-linked anti-rabbit 1gG (1:5000) and HRP-linked anti-
mouse IgG (1:10000). Os anticorpos secundarios eram da Santa Cruz Biotechnology,
USA. Os complexos proteina-anticorpo foram detectados usando o substrato
quimioluminescente de acordo com as instrucdes do fabricante e a luz emitida capturada
usando 0 Amersham™ Imager 600 - GE Healthcare UK Limited. A intensidade de cada
banda foi quantificada por densitometria Optica pelo ImageJ Analysis Software para

confirmar reducdes ou aumentos (dados ndo mostrados).
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ANALISE ESTATISTICA

As variaveis que apresentaram distribuicdo normal e homogeneidade entre as
variancias foram analisadas pela analise de variancia (ANOVA). As diferencas entre 0s
grupos foram determinadas por meio do teste de Bonferroni. Os testes de ganho de peso
e tolerancia a insulina/glicose foram analisados por ANOVA two-way. Todas as
analises foram realizadas separadamente para DEHP e DBP. O nivel de significancia
estatistica empregado foi de 5% (p <0,05). Para a analise estatistica e desenho dos
graficos foram utilizados os programas Graphpad Prism® versdo 6.0 e SPSS versao
13.0.
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Abstract

Prenatal exposure to phthalates is associated with reproductive and metabolic
alterations, but little is known about the toxicity profile of different phthalates in this
regard. We investigated the effects of in utero and lactational exposure to Di-(2-ethyl-
hexyl) phthalate (DEHP) and Di-n-butyl phthalate (DBP), representative of high and
low molecular weight phthalates, respectively, on reproductive development and
glycemic homeostasis in male and female offspring rats. Pregnant rats were exposed to
equimolar doses (0.018, 0.18 and 1.8 mmol/kg/day) of DEHP or DBP corresponding to
7, 70, and 700 mg/kg/day for DEHP and 5, 50, and 500 mg/kg/day for DBP by oral
gavage from gestation day 13 to postnatal day 21, using canola oil as vehicle control. In
order to characterize the late effects on offspring, we evaluated the body weight
development, external markers of prenatal androgenization, plasma concentration of
glucose and insulin, insulin tolerance (ITT), glucose-stimulated insulin secretion (GSIS)
and pancreatic expression of peroxisome proliferator-activated receptor gamma
(PPARY) and pancreatic and duodenal homeobox 1 protein (PDX-1). Male and female
rats exposed to highest doses of DEHP and DBP exhibited increased fasting glucose
levels. In rats exposed to DEHP 700 mg/kg/day we also observed a reduced glucose
decay rate (Kitt) following insulin administration and decreased insulin secretion in the
GSIS assay. Male offspring exposed to DEHP 700 mg/kg/day had reduced AGD on
PDN 4 and delayed preputial separation at puberty, while female offspring exposed to
DEHP 70 and 700 mg/kg/day and to the highest DBP dose had delayed vaginal opening.
Our results suggest that maternal treatment with DEHP and DBP can induce a wide
range of metabolic and reproductive alterations in offspring rats, with more pronounced
effects following DEHP exposure.
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Introduction

Science and materials engineerings breakthroughs in the last decades have led to
a widespread use of a variety of plastics that provide cheaper, harder and long-lasting
products (Andrady and Neal, 2009; Thompson, et al., 2009% Thompson, et al., 2009°).
Nevertheless, there are growing scientific and government-related concerns regarding
potential human adverse health consequences caused by exposure to plastic additives.
One of the major concerns refers to the fact that certain chemical products responsible
for giving plastic its beneficial physical properties are also able to act as endocrine
disrupting chemicals, hence leading to adverse reproductive effects and also, as it was
recently reported, problems in the organism®s energy metabolism (Kavlock et al.,
2002b; Manteiga e Lee, 2017; Meeker et al., 2009). Phthalates are mainly used as
plasticizers to increase the flexibility, transparency and durability of polyvinyl chlorine
(PVC) plastic materials. While high molecular weight phthalates, such as di-(2-
ethylhexyl) phthalate (DEHP), are mainly used as PVC plasticizers, low molecular
weight compounds, including di-n-butyl phthalate (DBP), are used as additives in many
industrial products, as for instance, stickers, paints, personal hygiene products, air
purifiers and pharmaceuticals. Epidemiologic studies suggest positive associations
between maternal phthalate exposure and human reproductive abnormalities, including
reductions in the anogenital distance in male infants, an external marker of prenatal
androgenization (Lottrup et al., 2006; Meeker et al., 2009; Swan et al., 2015).
Consequences of fetal exposure to phthalates on the reproductive system have already
been demonstrated and are well established in animal rodent models. Common
phthalate adverse effects appear to be caused by their interference with steroid
hormones signaling pathways, in particular inhibition of testosterone production by the
fetal testis. Male offspring rats exposed in utero to high doses of certain phthalates
display genital malformations, reduced anogenital distance, and abnormal testicular
function (Foster, 2006; Martino-Andrade e Chahoud, 2010).

In recent years, studies have shown that exposure to phthalates can also cause
alterations in lipid and glucose metabolism in both humans and animal models. This
may point to a possible association between this kind of exposure and a series of health
conditions, such as heart problems, diabetes and obesity (Chen et al., 2017; Darbre,
2017; Jia et al., 2016). A couple of studies in animal models raise the hypothesis that
inflammatory processes may also be induced by endocrine disruptors, including DEHP
(Campioli et al., 2014; Manteiga e Lee, 2017). As a consequence, transcriptional control
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of proteins that are key to metabolic homeostasis may be altered due to phthalate
exposure (Kawamori et al., 2006; Jia et al., 2016). The mechanisms involved in
metabolic disruption may be different from those associated with reproductive toxicity,
resulting in phthalates with different toxicity profiles. For instance, there are indications
that metabolites of high molecular weight phthalates, with longer side chains, are more
potent agonists of some peroxisome proliferator-activated receptors (PPARS), important
targets in the control of lipid metabolism and insulin sensitivity in peripheral tissues,
which may result in higher potential for metabolic disruption (Desvergne et al., 2009;
Corton and Lapinskas, 2005; Hurst and Waxman, 2003). However, there are no in vivo
studies comparing the spectrum of metabolic effects induced by different phthalate
esters.

Here, we examined the profile of reproductive and metabolic changes induced
by equimolar doses of DEHP and DBP, representative of high and low molecular
weight phthalates, respectively, and which are already known to be toxic to the
reproductive system. In particular, we investigated endpoints related to reproductive

development and glycemic homeostasis.

Materials and Methods Animals,
dosage and treatments

Wistar rats were obtained from the Federal University of Parana, after due approval of
the local ethical committee for the use of animals (CEUA) (Certificate 867/2015).
Animals were maintained under controlled temperature, humidity, and a 12:12h light-
dark cycle, with ad libitum access to food (NUVILAB-CR1; Quimtia, Colombo/PR)
and water (except when indicated).

To obtain the dams, adult female rats were mated with male rats in the dark phase of the
light cycle. Three nonpregnant female rats were mated with one male for 3 h and the
day of sperm detection in the vaginal smear was considered day 0 of gestation (GD 0).
The day of delivery was considered as postnatal day 1 (PND 1) and the offspring was
weaned on PND 21. A total of 55 pregnant rats were kept in individual standard cages
(41 length x 34 width x 16 height cm) and weighed daily. Dams were divided into seven
experimental groups (n = 7-8/group): vehicle control treated with canola oil (CAS
120962-03-0; Sigma Aldrich W530228), three dose levels of DEHP (DEHP, CAS 117-
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81-7; Sigma Aldrich 99% D201154) and three dose levels of DBP (DBP, CAS 84-74-2;
Sigma Aldrich 99% 524980). We used equimolar doses (0.018, 0.18 and 1.8
mmol/kg/day) of DEHP or DBP corresponding to 7, 70, and 700 mg/kg/day for DEHP
and 5, 50, and 500 mg/kg/day for DBP. This range of doses was selected based on
previous developmental rat studies and include high dose levels known to induce
antiandrogenic effects (Kavlock et al., 2002b; David et al., 2001; Foster, 2006) as well
as lower doses previously reported to induce metabolic effects in rats (Lin et al., 2011).
All treatments were given via oral route (gavage) to the dams from the GD13 to
lactation day 21 (PND 21). DEHP and DBP were dissolved in canola oil, and dosage
was adjusted daily according to maternal body weight. The administration volume was
5.0 ml/kg body weight.

Pregnancy and offspring data

After spontaneous delivery, litter size and birth weight of offspring were recorded.
Litters containing less than six pups were discarded from the study, while litters
containing eleven or more pups had their size adjusted to ten pups by randomly
excluding the exceeding animals on postnatal day four (PND 4), so as to keep five male
and five female pups per dam, whenever possible. Thus, from PND 4 onwards our litter
size ranged from 6 to 10 pups/litter. Pups and dams (n = 7-8 dams/group) were weighed
daily from PND 4 to 21, without distinction between male and female pups within
litters. Pups were weaned on PND 21 and had their weights recorded weekly by sex
until adulthood (PND 78). One day after weaning (PND22) all dams were euthanized by
decapitation and the liver, spleen, kidney, adrenal, adipose tissue (retroperitoneal and
ovarian) were removed and weighed. The uterus was removed for counting of
implantation sites. Post-implantation loss ([number of implants — number of live
offspring] x 100/number implants) and the weaning index ([number of live offspring on
PND 21/number of live offspring delivered] x 100) were evaluated (Muller, et al.,
2013).

Anogenital distance (AGD)

The AGD was measured on all offspring with a digital caliper from the center of the
anus to posterior edge of the genital papilla by a single investigator (DHK) using a head
magnifier lens (4.0x magnification). The AGD was measured on PND 4 and for each

animal, three measures were made and the average used. All anogenital distance
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measurements were corrected by cubic root of body weight (Anogenital index = AGI)
(Gallavan et al., 1999; Kita et al., 2016).

Preputial Separation and Vaginal Opening

The age at preputial separation and vaginal opening was monitored daily. Preputial
separation was assessed by manual retraction of the prepuce starting on PND 33. The
landmark used to define the achievement of preputial separation was the exposure of the
glans penis, which should be round and free of cartilaginous tissue that characterizes the
immature penis. We also investigated possible genital malformations, including the
occurrence of hypospadias (opening of urethra in the ventral side of penis) and cleft
prepuce (incompletely formed prepuce with exposed glans penis). Body weight at the
day of preputial separation was recorded. In the female pups we evaluated the vaginal
opening beginning on PND 33. The day of complete vaginal opening and body weight
at that day were recorded.

Insulin Tolerance Test (ITT) and Glucose Tolerance Test (GTT)

The male and female offspring was submitted to ITT and GTT between PNDs 80 and

8. For the ITT, the animals were fasted for 12 h, with free access to water. These
animals received the administration of intraperitoneal insulin, Humalog (Lispro),
corresponding to 1 unit per kg of body weight. Around 50 pL blood was collected from
the tail at times 0 (basal), 5, 10, 20 and 25 min after the insulin overload. The blood
glucose concentration was measured immediately after each collection through a
glucose meter (Accu-chek, Roche). Data are presented as percentage of glucose on time
zero. The glucose decay rate (Kitt) was calculated through the slope of the linear
regression line of the natural logarithm of the blood glucose concentration versus time,
and expressed in percentage per minute. For the GTT test, offspring were fasted for 12
h, with free access to water, and administered 2.0 g/kg body weight glucose by
intraperitoneal injection. Blood was collected from the tail and glucose levels were
determined at various time points (0, 15, 30, 60, and 120min) after glucose
administration. The response to glucose overload during the GTT was calculated by the

area under the curve (AUC) using the trapezoidal method (Brissova et al., 2005).
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Euthanasia, biochemical parameters and plasma insulin

The animals were fasted for 12 hours, with free access to water, and euthanized by
decapitation for the collection of blood and organs on PND 90 (+ 3 days) in a random
fashion, alternating between control and treated groups. We excised and weighed the
liver, spleen, kidneys, adrenals, adipose tissue (retroperitoneal, mesenteric, epididymal
and ovarian) and reproductive organs and tissues (ventral prostate, seminal vesicle,
testis, levator ani/bulbocavernosus muscle (LABC), ovaries, uterus). Organ weights are
reported relative to body weight (g or mg %). In addition, the plasma was removed after
blood centrifugation and kept at — 20°C until the glucose, triglycerides and cholesterol
biochemical analyses were carried out with commercial colorimetric kits from Line
Bioliquid — Laborclin (Pinhais, Brazil). The plasma insulin was determined by

radioimmunoassay (RIA), as previously described by Sutton et al., 1986.
Glucose-stimulated insulin secretion (GSIS)

Pancreatic islets were obtained from male and female offspring on PND 90 + 3 days (n=
6-12 rats/sex/group). This was carried out using type XI collagenase (CAS 9001-12-1;
Sigma Aldrich C9263), pancreas perfusion via hepatic duct and manual collection of
Langerhans islets, as previously described by Lacy and Kostianovsky (1967) and
adapted by Grassiolli et al. (2006). Groups of 4 islets obtained from 2 rats of the same
sex and litter were pre-incubated for 1 hour in 1 mL Krebs solution, pH 7.4,
supplemented with bovine albumin 0,1% (fraction V), glucose (5.6mM) and aired with
a gaseous mixture (95% oxygen and 5% carbon gas). This solution was then discharged
and substituted by the incubation solutions with the same conditions described above,
but containing glucose at three different concentrations: 5.6, 8.3 and 16.7 mM. The
insulin secreted after incubation with these different glucose concentrations was
quantified in the medium through radioimmunoassay (RIA), as previously described by
Sutton et al., 1986.

Protein extract and Western Blot

Determinations of PDX-1 and PPARy were assessed using western blot. Proteins were
extracted from pancreas. The concentration of protein in the samples was determined by
the Bradford (1976) procedure. The proteins were separated by 15% SDS-PAGE gel,

and transferred to a nitrocellulose membrane. The membranes were incubated with
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primary antibodies against B-actin (Santa Cruz Biotechnology, USA, sc- 47778), PDX-1
(Abcam 98298) and PPARY (Abcam 41928). The membranes were further incubated
with HRP-linked anti-rabbit 1gG (1:5000) and HRP-linked anti-mouse IgG (1:10000).
Secondary antibodies were from Santa Cruz Biotechnology. The protein-antibody
complexes were detected by using the chemiluminescent substrate according to the
manufacturer’s instructions and the emitted light captured using Amersham Image 600.
The intensity of each band was analyzed using ,histogram analyses™ in the ImageJ

Analysis Software to confirm reductions or increases (data not shown).
Statistical analysis

The variables that presented normal distribution and homogeneity between variances
were analyzed by analysis of variance (ANOVA). The differences between groups were
determined through the Bonferroni test. The weight gain and insulin/glucose tolerance
tests were analyzed by two-way-ANOVA. Analyses were performed separately for
DEHP and DBP. The statistical significance level employed was 5% (p < 0.05). For the
statistical analysis and graph design, the programs Graphpad Prism® version 6.0 and

SPSS version 13.0 were used.

Results
Pregnancy and offspring data and anogenital index

At the dose levels tested, DEHP and DBP had no effect on body weight gain and organs
weight of dams (data not show). There were no significant differences between groups
in relation to litter size, postimplantation loss, and weaning index. However, the
anogenital distance, expressed as anogenital distance index (AGI), was reduced by
exposure to DEHP at the highest dose (Table 1).
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Table 1 - Effects of developmental DEHP and DBP exposure in utero and during lactation on reproductive outcomes.

Parameters Vehicle DEHP (mg/kg/day) DBP (mg/kg/day)

7 70 700 5 50 500
Number of litters 8 7 8 8 8 8 7
Body weight dams 239.60+13.47 246.80+15.43 246.20+15.81  246.40+12.98 251.0+12.65 247.50+13.41 250.20+14.52
Uterine Implantation (n)  9.37+0.91 10.14+1.06 11.0+1.06 10.88+1.12 10.50£1.30  9.62+0.91 10.43+1.51
Post-implantation loss*
%) 10.07+£11.50 5.45+7.71 19.41+18.59 21.15+12.29 24.83+17.57 4.34+6.00 5.05+8.73
Litter size (n) 8.25+1.58 9.0+1.29 7.37£1.30 7.0£1.51 7.75+1.83 8.87+1.55 9.28+1.38
Weaning index® (%) 97.48+4.70  94.31+10.61  85.85+16.74 94.46+8.78 98.86+3.21 96.05+10.95 94.67+10.38
AGI male® (PND 4) 1.86+0.11 1.84+0.16 1.88+0.20 1.61+0.11* 1.93+£0.15 1.88+0.15 1.74+0,13
AGI female® (PND 4) 0.93+0.06 0.99+0.14 0.98+0.13 0.91+0.04 1.03+0.05 0.99+0.09 0.98+0.08

All data are shown as mean * standard deviation of litter means. Asterisks superscripts indicate significant differences
between groups (p < 0.05, ANOVA/Bonferroni).

! Body weight on day 22 of lactation.
2 Post-implantation loss ([number of implants — number of live offspring] x 100/number implants).
$Weaning index ([number of live offspring on PND 21/number of live offspring delivered] x 100).

* AGI (anogenital index) = AGD/Y/ body weight.
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Postnatal growth

Regarding the body weight gain of male and female offspring during lactation, there was an
increase in body weight from PND 16 to the end of lactation in the groups exposed to DEHP
700 mg and DBP 5 mg. Data are shown on Figure 1. After weaning, especially during puberty
(PND 29-53), there was an increase in body weight gain in offspring exposed to DEHP 70
and 700 mg (male and female, respectively). In the groups exposed to DBP there were some
occasional increases in body weight at 5 mg/kg/day and reductions at 50 mg/kg/day, mainly
in males. However, the weight variations found during growth were not seen at adulthood.

Data are shown on Figure 2.
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Figure 1 - Effects of developmental DEHP and DBP exposure on the body weight of male and female
offspring exposed in utero and during lactation. PND 5 — 21 corresponding to lactation. (n = 6 — 8
litters/group). The respective area under the curve (AUC) is shown in inserts.

* p<0.05, for DEHP 7 mg and DBP 5 mg vs. control (ANOVA 2way/Bonferroni).
# p<0.05, for DEHP 70 mg and DBP 50 mg vs. control (ANOVA 2 way/Bonferroni).
1 p<0.05, for 700 mg/kg/day vs. control (ANOVA 2 way/Bonferroni).
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Figure 2 - Effects of developmental DEHP and DBP exposure on the body weight of male (A) and female (B)
offspring exposed in utero and during lactation (n = 6 — 8 litters/group). The respective area under the curve
(AUC) is shown in inserts. Asterisks superscripts in AUC indicate significant differences between groups (p <
0.05, ANOVA/Bonferroni).

* p<0.05, for DEHP 7 mg and DBP 5 mg vs. control (ANOVA 2way/Bonferroni).
# p<0.05, for DEHP 70 mg and DBP 50 mg vs. control (ANOVA 2 way/Bonferroni).
T p<0.05, for DEHP 700 mg/kg/day vs. control (ANOVA 2 way/Bonferroni).
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Preputial separation and vaginal opening

The preputial separation and vaginal opening, external markers of puberty in rats, were
examined daily in all animals from PND 33. In utero and lactational exposure to the highest
DEHP dose (700 mg/kg/day) significantly delayed the age at preputial separation, while
vaginal opening was delayed in animals exposed to DEHP at 70 and 700 mg/kg/day and to the
highest DBP dose (500 mg/kg/day). Data are shown on Figure 3.
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Figure 3 - Effects of developmental DEHP and DBP exposure on age at preputial separation and vaginal opening
offspring rats exposed in utero and during lactation. Bars indicate mean + S.E.M Statistical. Asterisks
superscripts indicate significant differences between groups (p < 0.05, ANOVA/Bonferroni). (n = 6 — 8
litters/group).
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Evaluation of male and female reproductive tract development

Hypospadias were observed in four rats, all of the same litter, out of twenty-eight animals
exposed to DEHP 700 mg/kg/day and cryptorchidism was seen in one animal from this same
dose group. None of these alterations were seen in control rats. The reproductive and
endocrine sensitive organs were collected and weighed on PND 90. Reproductive organ
weights of male and female offspring were not affected and are shown in Tables 2 and 3,
respectively. The weight of non-reproductive organs and tissues, including retroperitoneal,
mesenteric, epididymal and ovarian fat tissue, were also unaffected by the phthalate treatment
(data not shown).



Table 2 - Relative (g%) reproductive organs weight of adult male offspring rats after developmental exposure to DEHP

and DBP. Data are mean + SE.

Parameters Vehicle DEHP (mg/kg/day) DBP (mg/kg/day)
7 70 700 5 50 500

Body weight () 294.4+6.002 304.0£13.29 310.5+22.12 316.6+30.1 310.0+32.38 315.2+24.09 308.7+32.2
Prostate (%0) 0.091+0.014 0.092+0.017 0.092+0.017 0.080+0.009 0.087+0.015 0.085+0.014 0.084+0.028
Seminal Vesicle (%)  0.171+0.022 0.163+0.030 0.178+0.017 0.159+0.025 0.165+0.023 0.166+0.022 0.176+0.027
LABC! (%) 0.278+0.009 0.289+0.028 0.290+0.028 0.255+0.019 0.288+0.037 0.284+0.032 0.264+0.022
Penis (%) 0.090+0.007  0.092+0.010 0.090+0.010 0.083+0.014 0.089+0.010 0.089+0.007 0.088+0.007
Epididymis (%b) 0.159+0.011 0.167+0.012 0.154+0.034 0.162+0.026 0.170+0.011 0.164+0.014 0.163%0.010
Testes (%) 0.521+0.037 0.519+0.033 0.526+0.043 0.525+0.065 0.514+0.033 0.516+0.025 0.527+0.051
Bulboretral (%) 0.028+0.006  0.033+0.007 0.033+0.003 0.031+0.008 0.031+0.006 0.029+0.005 0.028+0.010

Relative weight = [organ weight (g)/body weight (g)*100].
Scrotal testes and epididymis weight are shown as mean of paired weights. (n = 7 — 8 litter/group). (p < 0.05, ANOVA/Bonferroni).
L LABC - levator ani/bulbocavernosus muscle.
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Table 3 - Relative (g%) reproductive organs weight of adult female offspring rats after developmental exposure to
DEHP and DBP. Data are mean + SE.

Parameters Vehicle DEHP (mg/kg/day) DBP (mg/kg/day)

7 70 700 5 50 500
Body weight (g) 193.3+11.48 195.9+9.073 197.4+12.52 204.4+20.59 205+15.11 195.1+12.93 199.5+15.97
Ovaries (%) 0.056+0.007 0.059+0.007 0.061+0.007 0.053+£0.008 0.055+0.006 0.056+0.005 0.057+0.004
Uterus (%) 0.212+0.019 0.2084+0.034 0.209+0.019 0.201+0.008 0.197+0.025 0.191+0.039 0.231+0.033
Vagina (%) 0.080+0.011 0.083+0.014 0.089+0.016 0.082+0.017 0.080+0.009 0.078+0.004 0.094+0.017

Relative weight = [organ weight (g)/body weight (g)*100].

Ovaries are shown as mean of paired weights. (n = 7 — 8 litter/group). (p < 0.05, ANOVA/Bonferroni).
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Effect of DEHP and DBP on blood biochemistry profile and organ weight

Data on metabolic profile of male and female offspring are shown on Tables 4 and 5,
respectively. In male and female rats exposed to the highest doses of DEHP and DBP an
increase in the fasting plasma glucose concentration was observed when compared to control.
In relation to lipid profile, we observed an increase in the concentration of plasma cholesterol
in males exposed to DEHP 700 mg/kg/day and DBP 5 mg/kg/day (Table 4). In females, there

was an increase in triglyceride concentrations at the highest DBP dose group (Table 5).



Table 4 — Metabolic profile of male offspring rats after indirect exposure to DEHP and DBP in utero and during

lactation. Data are mean + SE.

Parameters Vehicle DEHP (mg/kg/day) DBP (mg/kg/day)

7 70 700 5 50 500

Basal glucose (mg/dL) 78.20+14.17 63.50+39.41 76.01+15.33 108.50+14.15* 99.55+22.59 98.89+25.65 101.0+29.58*
Basal insulin (ng/mL) 0.379+0.191 0.336+0.254 0.409+0.234 0.579+0.712  0.422+0.380 0.599+0.361 0.501+0.281
Cholesterol (mg/dL) 37.88+6.822 43.45+8.310 34.45+5.828 50.12+16.70* 48.24+8.804* 44.38+5.017 42.25+5.706
Triglycerides (mg/dL) 102.7+25.05 106.0+24.01 80.57+14.34 110.9+41.34 121.1+21.25 103.1+18.98 108.9+28.59

The blood samples were collected after 12-hour fasting on the PND 90 (n =10 rats/group). Asterisks superscripts indicate significant
differences between groups (p < 0.05, ANOVA/Bonferroni).
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Table 5 — Metabolic profile of female offspring rats after indirect exposure to DEHP and DBP in utero and during

lactation. Data are mean + SE.

Parameters Vehicle DEHP (mg/kg/day) DBP (mg/kg/day)

7 70 700 5 50 500

Basal glucose (mg/dL) 85.55+14.95 117.8+30.95 101.3+44.64 122.3+22.57* 111.24+32.23 114.3+31.54 129.5+39.18*
Basal insulin (ng/mL)  0.372+0.236 0.534+0.392 0.332+0.170 0.404+0.291 0.392+0.558 0.659+0.483 0.613+0.671
Cholesterol (mg/dL) 38.02+4.709 50.81+21.45 38.90+12.04 38.26+6.066 47.36+16.58 38.74+5.842 42.58+14.27
Triglycerides (mg/dL) 51.57+15.35 47.79+14.09 45.54+16.52 40.88+11.90 53.94+13.30 55.27+10.37 79.42+43.96*

The blood samples were collected after 12-hour fasting on the PND 90 (n =10 rats/group). Asterisks superscripts indicate significant
differences between groups (p < 0.05, ANOVA/Bonferroni).
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Effect of DEHP and DBP on peripheral insulin resistance

Insulin sensitiveness was evaluated through the insulin tolerance test and glucose tolerance
test. Male and female rats exposed to DEHP 700 mg/kg/day presented reductions in glucose
uptake in response to insulin overload (Figure 4, A and B), as indicated by the reduced slope
of glucose decay (Kitt). However, no significant differences were observed in the responses to

glucose overload in the GTT (Figure 4, C and D).
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Figure 4 - Effects of developmental DEHP and DBP exposure on the insulin tolerance test (ITT) and glucose
tolerance test (GTT). The graphs A (males) and B (females) represent the glucose concentrations at different
times before and after the insulin was administered (ITT) and the glucose decay rate (Kitt). Blood glucose levels
were normalized to those at t = 0 min (100%). The graphs C (males) and D (females) represent the glucose
concentrations at different times before and after administration of glucose (GTT). The integrated area under the
curve (AUC) was determined using the trapezoidal method. All samples were collected on PND 80 (n 6-10
rats/group).  Asterisks superscripts indicate significant differences between groups (p < 0.05,
ANOVA/Bonferroni).
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Effects of DEHP and DBP on p-cells islets function measured by Glucose-stimulated insulin
secretion

Islets isolated from male offspring exposed to DEHP 700 mg/kg/day displayed normal insulin
secretion in response to 5.6 or 8.3 mmol/liter glucose stimulus, but exhibited a diminished
ability to secrete insulin in response to 16.7 mmol/liter glucose (Figure 5, A). In addition,
insulin secretion was increased in the group exposed to 70 mg/kg/day DEHP in response to
5.6 mmol/liter glucose. In contrast, female offspring exposed to DEHP did not show any
reductions in glucose-stimulated insulin secretion (Figure 5, C). Likewise, no effects were
observed in the insulin secretory response of male and female offspring exposed to DBP
(Figure 5, B and D).
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Figure 5 - Effects of developmental DEHP and DBP exposure on glucose-stimulated insulin secretion ex vivo in
male and female offspring on PND 90. Islets were cultured in the presence of 5.6, 8.3, and 16.7 mM glucose for
1 h, and the accumulated amount of insulin was determined. Levels of insulin were expressed as ng-islet™ times’
! Values are given as means + SEM of 2 male and 2 female offspring from 3-6 litters. Asterisks superscripts
indicate significant differences between groups (p < 0.05, ANOVA/Bonferroni).
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Expression of proteins essential to the development of pancreas/p-cell function and lipid

metabolism

Due to the evidence that exposure to phthalates may alter glycemic homeostasis, we evaluated
the expression of two essential proteins for energy balance. Developmental exposures to
DEHP and DBP induced a moderate, non-significant, reduction in the expression of PDX-1
protein in the total pancreas extract, particularly in males (Figure 6, A and B). Likewise,
expression of pancreatic PPARY seems to be reduced in phthalate exposed rats, particularly at
DEHP 700 mg/kg/day and at DBP 5 mg/kg/day, although not significantly so (Figure 6, C and
D).
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Figure 6 - Western blot analysis of protein expression in pancreas lysed. The graphs represent the mean + SE of
the densitometric scans for protein bands from each group and normalized to B-actin. The graphs A (males) and
B (females) represent protein expression of PDX-1 and the graphs C (males) and D (females) represent protein
expression of PPARy. The samples were collected on PND 90 (n = 5 rats/group). (p < 0.05,
ANOVA/Bonferroni).
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Summary of major metabolic and reproductive effects following DEHP or DBP exposures

Table 6 lists the major reproductive and metabolic effects induced by in utero and lactational
exposure to DEHP or DBP in offspring rats in this study.

Table 6 — Major reproductive and effects of equimolar doses of DEHP and DBP in offspring

rata exposed in utero and during lactation

DEH DBP
P
7 70 700 5 50 500

AGI male > « l — > >
AGI female > « > — > >
Day of preputial S 1 - PN
separation Ad —
Day of vaginal 0 0 PN D
opening « -

- + (one - - -
Hypospadias - litter)

- + (one - - -
Cryptorchidism - litter)
Fasting glucose — 0 - 0
males > -
Fasting glucose — 0 - 0
females « «
ITT males « « l > — PEN
ITT females > « l > > —
GSIS males 7 > ! > VRN PN
GSIS females « A > — > -
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Discussion

Perinatal exposure to some endocrine disrupting chemicals might contribute to metabolic
disorders, including impaired glucose tolerance, weight gain, and obesity (Darbre, 2017; Grun
e Blumberg, 2006). In our study, in utero and lactational exposure to DEHP and DBP induced
alterations in glycemic homeostasis of adult offspring. Fasting glucose concentrations were
increased in male and female rats exposed to the highest doses of DEHP and DBP. In the
insulin tolerance test (ITT), no effects were observed in any experimental group, except for a
reduction in glucose decay rate (Kitt) in animals exposed to DEHP 700 mg/kg/day, which
indicates reduction in insulin sensitivity. On the other hand, glucose tolerance test (GTT) was
not affected by DEHP or DBP exposure. In addition, we assessed insulin secretion in isolated
pancreatic islets stimulated by glucose. In this assay, islets from males exposed to DEHP 700
mg/kg/day had normal response when stimulated with 5.6 and 8.3 mM glucose, but decreased
insulin secretion when challenged with 16.7 mM glucose, suggesting a possible B cell
dysfunction associated with insulin resistance. Lin et al (2011) demonstrated that 7-months
old rats exposed in utero and during lactation to DEHP at 1.25 and 6.25 mg/kg/day presented
hyperglycemia/hypoinsulinemia during a fasting period and progressive glucose intolerance.
Considering that the production of new cells during adulthood is low and kept by an auto-
replication mechanism (Dor et al., 2004), some alterations occurred in early life might cause
cellular dysfunction at adulthood. Progression of glucose metabolism disorders is not
exclusively associated with B cells dysfunctions, and several other conditions, such as chronic
inflammatory processes, have been implicated with insulin resistance (IR) and impaired
glucose tolerance (Chen et al., 2017; Newsholme et al., 2014).

We also investigated expression of pancreatic and duodenal homeobox 1 protein (PDX-1), an
important transcription factor involved in the development of pancreas endocrine portion and
B cells function. PDX-1 is important during pancreas perinatal development and is involved in
regulation of insulin expression, GLUTZ2 and glucokinase (Meulen et al., 2015). We observed
reductions of up to 50% in protein levels of PDX-1 in DEHP and DBP exposed rats, with
more prominent effects in males, although the results were not statistically significant. PDX-1
alterations in humans (Hansen et al., 2000) and rodents (Brissova et al., 2002) are related to
impaired insulin secretion, and exposure to phthalates has also been associated with a
reduction of PDX-1 mRNA transcripts (Lin et al., 2011). High glucose conditions might

negatively regulate PDX-1 expression in post-translational level, even when there is no
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alteration in mMRNA levels (Shu et al., 2011). Chronic hyperglycemia or “glucose toxicity”
impairs insulin secretion and is associated with PDX-1decreased levels (Brissova et al., 2002;
Lin et al., 2011; Semache et al., 2014; Shu et al., 2011). Therefore, alterations in PDX-1
expression may be a direct consequence of phthalate exposures and/or a secondary change
induced by hyperglycemia. In our study, animals were followed approximately up to 90 days
and it is possible that hyperglycemia may persist and worsen with aging, leading to more
severe changes in PDX-1 expression and insulin deficiency.

Another mechanism implicated in the metabolic disorders following exposure to phthalates
and other metabolic disruptors is the interference with peroxisome proliferator-activated
receptors (PPARS). PPARs play a critical role on adipogenesis and lipid metabolism (Grun
and Blumberg, 2009) and PPARY is described as an important regulator of insulin sensitivity,
adipocytes development and maturation (Darbre, 2017; Lehrke e Lazar, 2005). DEHP and
DBP are PPARy agonists (Hurst and Waxman, 2003) and are associated with weight gain in
rodents (Hatch et al., 2010) and with inflammatory mechanisms induced through PPARy
activation (Campioli et al., 2014). In our results, non-significant reductions in PPARy
pancreatic protein expression were observed in phthalate exposed animals, in particular at
DEHP 70 and 700 mg/kg/day and DBP 5 mg/kg/day. Interestingly, PPARYy agonists, such as
thiazolidinediones, have been used clinically to increase insulin sensitivity and enhance 3 cell
function. However, phthalates might be acting as selective modulators of PPARY, inducing
selective coregulatory interactions and target gene expression and, hence, causing different
effects (Feige et al., 2007a). It is also interesting to note that some effects reported in the
current study, such as reduced insulin sensitivity in ITT and decreased insulin secretion in
isolated islets, were only seen in rats exposed to DEHP, whose main metabolite, MEHP, is
considered a more potent PPARy agonist than that of DBP (Hurst and Waxman, 2003).
Recent studies suggest that activation of PPARY is partially responsible for the inflammatory
effects induced by treatment with MEHP and that sustained stimulation of PPARy by MEHP
may result in its protein degradation due to stimulation of inhibitory factors as result of the
dysregulation of lipid metabolism (Manteiga e Lee, 2017).

In addition to changes in glucose homeostasis, the two highest DEHP doses and the lowest
DBP dose induced slight increases in body weight during lactation and puberty. Although
body weight at adulthood did not differ between control and phthalate exposed animals,

previous studies demonstrated that adult or perinatal phthalate exposures aggravate body
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weight gain and induce other metabolic changes when experimental animals receive high fat
diet (Chen et al., 2016; Strakovsky et al., 2015). Therefore, it is possible that developmental
exposures to phthalates like DEHP and DBP may increase the susceptibility to obesity and

other metabolic disorders by interacting with other environmental and life style factors.

In our rat model, we also confirmed the potential of DEHP and DBP to induce changes in the
reproductive system. Male offspring exposed to DEHP 700 mg/kg/day had reduced AGD on
PDN 4 and delayed preputial separation at puberty, while female offspring exposed to DEHP
70 and 700 mg/kg/day and to the highest DBP dose (500 mg/kg/day) had delayed vaginal
opening. Studies using comparable exposure conditions demonstrated similar alterations
(Andrade et al., 2006% Andrade et al., 2006°; Grande et al., 2006; Lehmann et al., 2004). It is
well known that active phthalates like DEHP and DBP are capable of reducing the expression
of steroidogenenic enzymes and the consequent production of steroids critical for sexual
differentiation, such as testosterone (Akingbemi et al., 2001; Martinez-Arguelles et al.,
2013). Reduced AGD and delayed preputial separation in male rats exposed to DEHP
indicates reduced androgenization in reproductive tissues. It was previously demonstrated that
AGD is influenced by androgens exposure during prenatal life in humans (Swan et al., 2015)
and in experimental animals (Kita et al., 2016) and that preputial separation seems to be more
influenced by postnatal androgenization (Kita et al., 2016). The lack of effects on AGD and
preputial separation following exposure to equimolar doses of DBP may indicate that, in our
rat strain, DEHP may be a more potent antiandrogen and reproductive toxicant. In support to
this view, hypospadias and cryptorchidism were only seen at the highest DEHP dose. Also, it
is important to recognize that, in general, the effects of phthalates on AGD are less prominent
than those induced by other antiandrogens, such as flutamide. However, testosterone
suppression is only one of the multiple alterations induced by active phthalates, which may
also include disruption of other hormonal systems (e.g., insl-3 and thyroid hormones) and
changes in developmental processes across different life periods. In addition to changes in
biomarkers of androgen exposure, we also observed increased plasma cholesterol levels in
males exposed to DEHP 700mg/kg/day. It is known that alteration of steroidogenic enzymes
might result in inefficient transport of cholesterol through mitochondrial membrane. In
addition, Lee and collaborators (2016) reported an increased concentration of serum
cholesterol in offspring exposed to DEHP resulting from reduced hepatic capacity of

cholesterol depuration.
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In general, female rats are regarded as more resistant than males to phthalate effects on sexual
development. Nonetheless, previous data also demonstrate delays in vaginal opening in rats
exposed in utero and during lactation to DEHP doses higher than 15 mg/kg/day (Grande et
al., 2006). Age in which vaginal opening occurs is mainly dependent on the increase of
estradiol levels during puberty and delay in such processes can suggest anti-estrogenic effects
of tested compounds (Grande et al., 2006; Kléting et al., 2015). However, in addition to
imbalances in steroid hormones, other mechanisms may underlie phthalate effects on pubertal
onset in males and females, including disruption of central mechanisms controlling sexual
maturation (Grande et al., 2006).

Overall, our results suggest that in utero and lactational DEHP and DBP exposures can induce
a wide range of metabolic and reproductive alterations in offspring rats, characterized by
antiandrogenic effects, delayed pubertal development and hyperglycemia/insulin resistance.
We used equimolar doses of these phthalates and for some endpoints DEHP seemed to be
more effective in the induction of both reproductive and metabolic changes, as demonstrated
by the significant alterations in AGD, insulin resistance (ITT), and decreased insulin secretion
in isolated islets. Although most metabolic and reproductive effects were induced at high dose
levels, which are not environmentally relevant, it is important to note that humans are exposed
to multiple chemicals and lifestyle factors that may have cumulative effects. Additional
research is needed to understand molecular targets involved in the induction of reproductive
and metabolic effects by different phthalates. Further studies are also needed to unveil
metabolic consequences of developmental phthalate exposures in aging rats, as well as the
interaction between phthalate exposures and environmental, inflammatory and lifestyle

factors associated with metabolic disorders.
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5. DISCUSSAO

No presente estudo, avaliamos os efeitos metabolicos e reprodutivos resultantes da
exposicdo in utero e lactacional a dois dos principais ftalatos de uso industrial, 0o DEHP e o
DBP. Os ftalatos sdo produtos quimicos industriais produzidos em alto volume (high
production volume chemicals) e presentes em uma ampla variedade de produtos de uso
cotidiano. Apesar de apresentarem baixa toxicidade aguda, estudos de toxicologia reprodutiva
e do desenvolvimento conduzidos nos Gltimos 20 anos tém demonstrado que muitos ftalatos
sdo capazes de atuar como desreguladores enddcrinos e, consequentemente, causar distarbios
reprodutivos em modelos animais (Martino-Andrade e Chahoud, 2010). Alguns desses efeitos
sdo corroborados por estudos epidemioldgicos que apontam para associacdes entre a
exposicdo a ftalatos e diversos desfechos negativos na salde reprodutiva de populagdes
expostas (Swan et al., 2015). Mais recentemente, dados experimentais e epidemiol6gicos
também indicam que a exposicao a alguns ftalatos esta associada com disturbios metabolicos,
como obesidade e desregulacdo da homeostase glicémica (Stahlhut et al., 2007; Lin et al.,
2011; Chen et al., 2017). Assim como para os efeitos reprodutivos, os efeitos metabdlicos
parecem ser mais intensos e permanentes quando a exposi¢ao ocorre em periodos criticos para
o0 desenvolvimento, como a gestacdo e a lactacdo (Stahlhut et al., 2007; Lin et al., 2011; Araki
et al.,, 2014; Chen et al., 2017). Contudo, apesar do acumulo de evidéncias acerca da
toxicidade reprodutiva e metabdlica de alguns ftalatos, ainda ha pouco conhecimento sobre 0s
alvos moleculares envolvidos. Além disso, a despeito do conhecimento sobre a relagédo
estrutura-atividade relacionada a toxicidade reprodutiva, que indica que ftalatos com cadeias
laterais entre 3 e 8 carbonos sdo desreguladores enddcrinos anti-androgénicos, pouco se sabe
sobre a relacdo estrutura-atividade relacionada a desregulacdo metabdlica. Assim, no presente
estudo, comparamos de forma inédita o perfil de toxicidade do DEHP e do DBP, agentes
representativos dos ftalatos de alto e baixo peso molecular, respectivamente, em relacdo a

parametros reprodutivos e metabdlicos.

Em nosso estudo, a exposi¢do in utero e lactacional ao DEHP e ao DBP induziu
alteracdes na homeostase glicémica de descendentes adultos. As concentracdes de glicose de
jejum foram aumentadas em ratos machos e em fémeas expostas as maiores doses de DEHP e
DBP. No teste de tolerancia a insulina (ITT), nenhum efeito foi observado em nenhum grupo

experimental, exceto pela reducdo na taxa de decaimento da glicose (Kitt) em animais
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expostos a DEHP 700 mg/kg/dia, o que indica reducdo na sensibilidade a insulina. Por outro
lado, o teste de tolerancia a glicose (GTT) néo foi afetado pela exposi¢cdo DEHP ou DBP.

Adicionalmente, avaliamos a secre¢do de insulina em ilhotas pancreéticas isoladas
estimuladas por glicose. Neste ensaio, as ilhotas de ratos machos expostos a DEHP 700
mg/kg/dia tiveram resposta normal quando estimuladas com 5,6 e 8,3 mM de glicose, mas
diminuiram a secrecdo de insulina quando desafiadas com 16,7 mM de glicose, sugerindo
uma possivel disfun¢do das células B associada a resisténcia a insulina. Lin e colaboradores
(2011) demonstraram que ratos com 7 meses de idade expostos in utero e durante a lactagéo
ao DEHP a 1,25 e 6,25 mg/kg/dia apresentaram hiperglicemia e hipoinsulinemia durante o
periodo de jejum e também progressiva intolerancia a glicose. Considerando que a producao
de novas células f durante a idade adulta ¢ baixa e mantida por um mecanismo de auto-
replicacdo (Dor et al., 2004), algumas alteraces ocorridas no inicio da vida podem resultar
em células falhando com a idade e talvez a idade jovem-adulta seja um periodo de
manifestacdo da desregulacdo. A progressdo dos distirbios do metabolismo da glicose nédo
estd exclusivamente associada as disfung¢des das células B, e varias outras condi¢des, como
processos inflamatorios cronicos, tém sido implicadas na resisténcia a insulina e intolerancia a
glicose (Newsholme et al., 2014; Chen et al., 2017). Inflamacdo crénica de baixo grau esta
claramente ligada a doencas metabdlicas. A conexdo obesidade / DM2 e inflamagdo foram
firmemente estabelecidas quando, em 1993, um relato foi publicado demonstrando que a
expressdo de TNF-a no tecido adiposo em camundongos estava aumentada durante o
desenvolvimento da obesidade, mas ao bloquear o TNF-a, a IR foi atenuada (Hotamisligil et
al., 1993). Posteriormente, determinou-se que 0 TNF-o suprimia a sinalizagdo da insulina,
inibindo a atividade da tirosina quinase do receptor de insulina (Hotamisligil et al., 1996),
atenuando, assim, as mudancas na funcdo e no metabolismo celular induzidas pela insulina.
Experimentos posteriores mostraram que 0s &cidos graxos competem com a glicose pela
oxidacdo do substrato e foi especulado, entdo, que um aumento na oxidacdo de gordura pode

ser responsavel pelo acimulo de glicose e pela resisténcia a insulina.

NoOs também investigamos a expressdo da proteina PDX-1, um importante fator de
transcrigdo envolvido no desenvolvimento da por¢do enddcrina do pancreas e da funcéo das
células B. A PDX-1 é importante durante o desenvolvimento perinatal do péancreas e esta

envolvida na regulacdo da expressdo do gene da insulina, GLUT2 e da glicoquinase (Meulen
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et al., 2015). Observamos reducfes de até 50% nos niveis proteicos de PDX-1 em ratos
expostos ao DEHP e ao DBP, com efeitos mais proeminentes no sexo masculino, embora os
resultados ndo tenham sido estatisticamente significativos. Alteracoes de PDX-1 em humanos
(Hansen et al., 2000) e roedores (Brissova et al., 2002) estdo relacionadas a secrecdo de
insulina prejudicada, e a exposicdo a ftalatos também foi associada a uma redugdo nos
transcritos de mRNA de PDX-1 (Lin et al., 2011). Condigdes de hiperglicemia podem regular
negativamente a expressdo da PDX-1 ao nivel poés-traducional, mesmo quando ndo ha
alteracdo nos niveis de mRNA (Shu et al., 2011). Atualmente evidéncias sugerem que a
glicose pode agir como estimulo para a expansao de massa da célula B, o que € um importante
mecanismo adaptativo em situagdes de alta demanda de insulina, mas também pode agir como
um fator de estresse, culminando em disfuncdo e morte celular (Carlessi et al., 2017). A
hiperglicemia crénica ou “toxicidade da glicose” prejudica a secrecdo de insulina ¢ estd
associada a niveis reduzidos de PDX-1 (Brissova et al., 2002; Lin et al., 2011; Shu et al.,
2011; Semache et al., 2014). Portanto, alteracfes na expressdo da PDX-1 podem ser uma
consequéncia direta das exposicdes ao ftalato e/ou uma alteracdo secundaria induzida pela
hiperglicemia. Em nosso estudo, os animais foram acompanhados por aproximadamente até
90 dias e é possivel que a hiperglicemia persista e se agrave com o envelhecimento, levando a
mudangas mais severas na expressao da PDX-1 e na deficiéncia de insulina.

Existe uma grande probabilidade de que os produtos finais da glicacdo avancada
(AGES) reduzam a estabilidade da proteina PDX-1. Um trabalho realizado por Shu, et al
(2011), demostrou que AGES podem diretamente alterar a fung¢do de células B por inibigdo
da sintese de insulina e esses efeitos foram atribuidos & redugdo na expressdo do principal
fator de transcri¢do do gene da insulina, PDX-1. Neste trabalho foi concluido que a redugéo
na expressao da proteina PDX-1 ndo se deve a inibicdo da sua transcricdo como é fortemente
estudada, mas sim a reducdo da estabilidade da sua proteina via Forkhead box protein O1
(FOXO01), um importante fator de transcricdo envolvido na regulacdo da sinalizacdo de

insulina.

Outro mecanismo de ac¢do implicado na exposic¢ao aos ftalatos e outros desreguladores
metabolicos é a interferéncia com os receptores PPARs. PPARs desempenham um papel
critico na adipogénese e metabolismo lipidico (Grun e Blumberg, 2009) e o PPARY ¢ descrito

como um importante regulador da sensibilidade a insulina, desenvolvimento e maturacéo de
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adipocitos (Lehrke e Lazar, 2005; Darbre, 2017). O DEHP e o DBP sao agonistas do PPARy
(Hurst e Waxman, 2003) e estdo associados ao ganho de peso em roedores (Hatch et al.,
2010) e a mecanismos inflamatorios induzidos pela ativacdo do PPARy (Campioli et al.,
2014). Em nossos resultados, redugdes ndo significativas na expressao de PPARy foram
observadas em animais expostos aos ftalatos, em particular ao DEHP 70 e 700 mg/kg/dia e ao
DBP 5 mg/kg/dia. Curiosamente, os agonistas do PPARYy, como as tiazolidinedionas, tém sido
utilizados clinicamente para aumentar a sensibilidade a insulina e melhorar a funcdo das
células B. No entanto, os ftalatos podem estar atuando como moduladores seletivos do
PPARy, induzindo interagdes co-regulatorias seletivas e/ou alterando a expressdo de genes
alvo e, portanto, causando diferentes efeitos (Feige et al., 2007). Também & interessante notar
que alguns efeitos relatados no presente estudo, como reducdo da sensibilidade a insulina no
ITT e diminuicdo da secrecdo de insulina em ilhotas isoladas, foram observadas apenas em
ratos expostos ao DEHP, cujo metabdlito principal, MEHP, é considerado mais potente
agonista de PPARY do que o de DBP (Hurst ¢ Waxman, 2003). Estudos recentes sugerem que
a ativagao de PPARYy ¢ parcialmente responsavel pelos efeitos inflamatorios induzidos pelo
tratamento com MEHP e que a estimulagdo sustentada de PPARy por MEHP pode resultar em
degradacdo proteica devido a estimulacdo de fatores inibitérios como resultado da
desregulagdo do metabolismo lipidico (Manteiga e Lee, 2017).

A teoria de que o MEHP é capaz de interferir com vias regulatérias enddgenas é
recentemente baseada na hipotese de promocdo de um estado inflamatorio no organismo,
interrompendo principalmente a regulacdo metabdlica em adipdcitos. Essa desregulacdo
resulta no aumento do efluxo de AGL, ativando macrofagos residentes localmente e assim
aumentando o ambiente pré-inflamatério (Suganami et al., 2005). Adicionalmente a isso,
Manteiga e colaboradores (2017) demonstraram aumento na expressdo de citocinas pro-
inflamatorias (TNF-a e IL-6) e quimiocinas em células tratadas com MEHP, bem como,
aumento nos niveis de AGL, como &cido palmitico (o que é similarmente encontrado em
células tratadas com TNF-0). De forma complementar, o mesmo estudo demonstra que

antagonistas de PPARy atenuam a expressdo dos produtos pro-inflamatorios gerados.

In vivo é de se supor que eventos autocrinos e paracrinos entre adipocitos e células
inflamatorias se somariam ao ambiente de citocinas, sustentando uma realimentacdo pro-

inflamatoria sistémica. Desta forma, a exposicao prolongada ao MEHP poderia definir o
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cenario para a inflamacéo cronica. Testar este resultado potencial justifica um estudo mais
aprofundado, e provavelmente requererd experiéncias de exposicdo em longo prazo usando
doses baixas e avaliando os marcadores de inflamacéo, bem como levando em consideragédo
mecanismos de alteracbes epigenéticas como a metilagdo do DNA promovida por

desreguladores enddcrinos.

Além das alteracGes na homeostase da glicose, as duas doses mais elevadas de DEHP e a
menor dose de DBP induziram discreto aumento no peso corporal durante a lactacdo e na
puberdade. Embora o peso corporal na idade adulta ndo diferisse entre animais expostos ao
ftalatos e os animais controle, estudos prévios demonstraram que exposicdes aos ftalatos na
idade adulta ou perinatal agravam o ganho de peso corporal e induzem outras alteragdes
metabolicas quando animais experimentais recebem dieta rica em gordura (Strakovsky et al.,
2015; Chen et al., 2016). Portanto, é possivel que exposicdes a ftalatos como o DEHP e DBP
durante os periodos de desenvolvimento aumentem a suscetibilidade a obesidade e a outros

distdrbios metabdlicos, juntamente com fatores ambientais e de estilo de vida.

Em nosso modelo experimental, também confirmamos o potencial do DEHP e do DPB
em induzir mudancgas no sistema reprodutivo. Descendentes machos expostos a DEHP 700
mg/kg/dia apresentaram reducdo na DAG no DPN 4 e atraso na separacdo prepucial na
puberdade, enquanto as descendentes fémeas expostas a DEHP 70 e 700 mg/kg/dia e as
expostas a maior dose de DBP (500 mg/kg/dia) tiveram atraso na abertura do canal vaginal.
Estudos utilizando condi¢Bes semelhantes de exposicdo demonstraram alteracdes parecidas
(Lehmann et al., 2004; Andrade, Grande, Talsness, Gericke, et al., 2006; Andrade, Grande,
Talsness, Grote, et al., 2006; Grande et al., 2006). De acordo com estes estudos, os ftalatos
ativos, como o DEHP e o DBP, sdo capazes de reduzir a expressdo das enzimas
esteroidogénicas (Akingbemi et al., 2001; Martinez-Arguelles et al., 2013). A reducdo na
DAG e o0 atraso na separacdo prepucial em ratos machos expostos ao DEHP indicam uma
reducdo da androgenizacdo dos tecidos reprodutivos. Previamente ja foi demonstrado em
humanos (Swan et al., 2015) e em animais experimentais (Kita et al., 2016), que a DAG ¢é
influenciada pela exposi¢do aos androgénios durante a vida pré-natal, e a separacdo prepucial
parece ser mais influenciada pela androgenizacdo pos-natal, no entanto, como sugerido por
Martinez-Arguelles (2013), a exposicéo aos ftalatos durante o periodo fetal pode ter marcado

as células-tronco das células de Leydig adultas, que posteriormente podem afetar a formacéo
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de testosterona. A falta de efeitos sobre DAG e a separagdo prepucial apos a exposicdo a
doses equimolares de DBP pode indicar que, em nossa linhagem de ratos, o DEHP pode ser
um anti-androgénico e toxico reprodutivo mais potente. Em apoio a esta visdo, hipospadia e
criptorquidismo foram vistos apenas com a maior dose de DEHP (imagens em ANEXO).
Além disso, € importante reconhecer que, em geral, os efeitos dos ftalatos na DAG s&o menos
proeminentes do que aqueles induzidos por outros antiandrogénicos, como a flutamida. No
entanto, a supressao de testosterona é apenas uma das mdaltiplas alteracdes induzidas por
ftalatos ativos, que também podem incluir a interrupgdo de outros sistemas hormonais (por
exemplo, insl-3 e hormdnios da tireoide) e mudancgas nos processos de desenvolvimento em

diferentes periodos da vida.

Em geral, as ratas fémeas sdo consideradas mais resistentes que os machos aos efeitos dos
ftalatos no desenvolvimento sexual. No entanto, outros estudos também relataram atrasos na
abertura do canal vaginal em ratas expostas a doses de DEHP superiores a 15 mg/kg/dia in
utero e durante a lactacdo. A idade em que ocorre a abertura do canal vaginal é
principalmente dependente do aumento dos niveis de estradiol durante a puberdade e o atraso
em tais processos pode sugerir efeitos anti-estrogénicos dos compostos testados (Grande et
al., 2006; Kloéting et al., 2015). Entretanto, além dos desequilibrios nos horménios esteroides,
outros mecanismos podem estar por tras dos efeitos dos ftalatos no inicio da puberdade de
ratos machos e fémeas, incluindo a interrupcdo dos mecanismos centrais que controlam a
maturagdo sexual (Grande et al., 2006). Outro parametro alterado observado foi 0 aumento do
colesterol plasmatico em machos expostos a DEHP 700 mg/kg/dia. Sabe-se que a alteracdo
das enzimas esteroidogénicas pode resultar no ineficiente transporte de colesterol através da
membrana mitocondrial. Além disso, Lee e colaboradores (2016) relatam o aumento do
colesterol sérico em descendentes expostos ao DEHP em decorréncia da reduzida capacidade
hepética de depuracdo do colesterol.

Uma importante contribuicdo do presente estudo esta relacionada a investigacdo do perfil de
toxicidade endocrina e metabdlica do DEHP e do DBP em condigdes experimentais
uniformes, incluindo a mesma linhagem de animais, periodo e doses de exposicdo e
procedimentos experimentais. Em geral, ha grande dificuldade na comparacdo do perfil de
toxicidade de ftalatos, pois existe uma grande variabilidade na resposta de animais
experimentais em diferentes condigdes laboratoriais (Wilson et al., 2008; Martino- Andrade et

al., 2009). Por exemplo, enquanto Fisher et al. (2003) relataram uma incidéncia de
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100% de criptorquidismo em ratos Wistar machos expostos in utero a DBP 500 mg/kg/dia,
Mylchreest et al., (1999) encontraram uma incidéncia de apenas 10% em ratos Sprague-
Dawley expostos ao mesmo nivel e periodo de dosagem. Em um estudo realizado por (Culty
et al., 2008) nenhum caso de criptorquidismo foi observado em ratos Sprague-Dawley
expostos in utero ao DEHP em doses de até 750 mg/kg/dia. No nosso estudo, também
observamos uma baixa incidéncia de malformagfes genitais em animais expostos aos dois
ftalatos testados. Contudo, a utilizacdo de trés niveis de doses para cada um dos ftalatos e a
avaliacdo de um grande numero de marcadores anatdmicos e fisiologicos de toxicidade em
condigdes padronizadas, permite uma melhor comparacdo dos perfis de toxicidade. Nesse
contexto, o DEHP apresentou efeitos mais toxicos em relacdo a parametros reprodutivos e
metabolicos, quando comparado ao DBP. Estudos adicionais sao necessarios para desvendar
0s alvos moleculares e as relagbes estrutura-atividade de ftalatos para diferentes tipos de

efeitos toxicos.

6. CONCLUSAO

De maneira geral, nossos resultados sugerem que as exposic¢des in utero e durante a
lactacdo ao DEHP e ao DBP podem induzir uma ampla gama de alteracGes metabodlicas e
reprodutivas em ratos, caracterizados por efeitos antiandrogénicos, atraso no desenvolvimento
puberal e hiperglicemia e resisténcia a insulina. Usamos doses equimolares desses ftalatos e,
para alguns parametros, o DEHP pareceu ser mais efetivo na inducdo de alteracGes
reprodutivas e metabdlicas, como demonstrado pelas alteracdes significativas na DAG,
resisténcia a insulina (ITT) e diminuicdo da secre¢do de insulina em ilhotas isoladas. Embora
a maioria dos efeitos metabolicos e reprodutivos tenham sido induzidos em altas doses, que
ndo sdo ambientalmente relevantes, é importante observar que 0s seres humanos estdo
expostos a multiplos fatores quimicos e de estilo de vida que podem ter efeitos cumulativos.
Pesquisas adicionais sdo necessarias para entender os alvos moleculares envolvidos na
inducdo de efeitos reprodutivos e metabdlicos por diferentes ftalatos. Além disso, outros
estudos sdo necessarios para revelar as consequéncias metabolicas das exposicOes aos ftalatos
durante o envelhecimento, bem como a interagcdo entre exposi¢cdes ao ftalato e fatores

ambientais, inflamatorios e estilo de vida associados a disturbios metabolicos.
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ANEXO 1

Rato macho (DPN 90) exposto a DEHP 700 mg/kg/dia com criptorquidia unilateral.
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ANEXO 2

Rato macho (DPN 90) exposto a DEHP 700 mg/kg/dia com prepucio fendido e hipospadia
distal.
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