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RESUMO

Ftalatos sdo substancias quimicas empregadas em varios produtos industrializados
e sdo suspeitos de induzir uma série de alteragBes reprodutivas em animais e
humanos. O presente trabalho teve como objetivo o estudo da influéncia do di-
2(etilexil) ftalato (DEHP) no trato reprodutivo masculino em dois periodos distintos,
neonatal e pubertal, com énfase nas implicacdes do estresse oxidativo e das
alteracdes hormonais no desenvolvimento reprodutivo nestas fases. Desta forma,
em um primeiro experimento, fémeas de ratos Wistar foram expostas, por via oral,
ao DEHP (500 mg/kg/dia) isolado e associado a substancias com propriedades
antioxidantes (vitamina C e resveratrol) do 7° dia de gestacéo ao 2° dia de lactacéo.
Foram avaliados no segundo dia pés-natal dois descendentes machos de cada
ninhada, em relacdo ao peso corporal, peso relativo do figado e encéfalo e distancia
anogenital (DAG). Adicionalmente, os testiculos foram removidos e submetidos a
dosagem de testosterona, analise histologica e imuno-histoquimica e o figado a
avaliacdo de indicadores de estresse oxidativo. A vitamina C e o resveratrol
isoladamente ndo afetaram as variaveis reprodutivas e n&o induziram estresse
oxidativo. A exposicdo das progenitoras ao DEHP isolado e associado a
antioxidantes resultou em hepatomegalia nos descendentes, bem como aumentou
significativamente a ocorréncia de gondcitos multinucleados nas cordas seminiferas
dos ratos neonatos. A testosterona e a DAG apresentaram uma tendéncia a reducéo
nos grupos expostos ao DEHP e a andlise imuno-histoquimica qualitativa para
proteina StAR ndo revelou diferencas entre os grupos. A atividade da catalase
aumentou apenas nos grupos expostos ao DEHP associado a antioxidantes,
enquanto a atividade da GST mostrou-se reduzida em todos 0s grupos expostos ao
DEHP. A lipoperoxidacdo demonstrou aumento apenas no grupo exposto ao DEHP
associado a vitamina C. Numa segunda etapa experimental, ratos Wistar machos de
21 dias receberam, por via oral, DEHP nas doses de 0, 250, 500 e 750 mg/kg/dia
durante 30 dias. Ao final do tratamento, observou-se redugéo no peso relativo dos
orgaos dependentes de testosterona, tendéncia ao atraso na separacdo prepucial e
reducdo da testosterona sérica com a maior dose de DEHP. A relacdo entre a dose
de DEHP e o colesterol sérico revelou um efeito bifasico. A concentracdo de
colesterol no soro foi reduzida significativamente na dose de 250 mg/kg/dia de
DEHP, porém retornou aos valores normais na dose de 750 mgkg/dia. Os niveis de
colesterol no tecido testicular aumentaram com a exposi¢cdo ao DEHP e os niveis
séricos de T4 nao foram afetados em nenhuma das doses testadas. Os resultados
obtidos a partir destes experimentos indicam que os efeitos distintos do DEHP sobre
o colesterol sérico e testicular podem refletir diferentes acdes do DEHP na sintese e
utilizacdo do colesterol pelas células esteroidogénicas e que a associacdo do DEHP
com substancias antioxidantes pode ndo ser benéfica para a preservacéo da funcéo
reprodutiva, podendo, em algumas situacoes, resultar em uma exacerbagdo do
estresse oxidativo.

Palavras-chave: di (2-etilexil) ftalato; DEHP; estresse oxidativo; vitamina C;
resveratrol; colesterol; ratos machos.
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ABSTRACT

Phthalates are chemicals employed in several industrial products and there is a
growing body of evidence demonstrating that they induce numerous adverse effects
on the reproductive system of animals and humans. This study was carried out to
assess the influence of di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP) on male reproductive
system at two distinct periods, neonatal and pubertal, emphasizing the implications of
oxidative stress and hormonal balance in that developmental phase. In a first step,
pregnant Wistar females were exposed by oral route to DEHP (500 mg/kg/day) alone
and associated to antioxidants (vitamin C and resveratrol) from gestational day 7™ to
lactational day 2™. Two male pups per litter were randomly selected and necropsied
on post natal day 2. The brain and liver were removed and weighed and anogenital
distance (DAG) was measured. Additionally, the testicles and liver were removed and
submitted to analysis of testosterone levels, histopatology, imunohistochemistry and
biomarkers of oxidative stress. Vitamin C and resveratrol alone did not affect the
reproductive endpoints and did not induce oxidative stress. Exposure of dams to
DEHP alone and associated to antioxidants resulted in hepatomegaly in offspring,
and increased significantly the incidence of multinucleated gonocytes in seminiferous
cords. Testosterone and DAG presented a trend to decrease on DEHP exposed
groups and the qualitative imunohistochemical analysis for StAR protein expression
did not reveal any differences between groups. Catalase activity increased only in
groups exposed to DEHP associated to antioxidants, though GST activity decreased
in all DEHP exposed groups. The levels of hydroperoxides increased only in group
exposed to DEHP associated to vitamin C. In a second step, Wistar rats aged 21
days received DEHP by oral route at 0, 250, 500 and 750 mg/kg/day for 30 days and
were examined for different reproductive endpoints. At the end of the treatment,
significant decreases in relative weight of testosterone-dependent organs, delayed
preputial separation and low serum testosterone were observed at the highest DEHP
dose. The plot of the relationship between DEHP dose and serum cholesterol
revealed a biphasic effect. The concentration of cholesterol in serum was significantly
reduced at DEHP 250 mg/kg/day, but then returned to control values at 750
mg/kg/day. Cholesterol levels measured in testicular tissue increased with DEHP
treatment. Serum T4 levels were not affected by DEHP at any dose, indicating
absence of a link between thyroid hormone status and phthalate effects on
cholesterol levels. These results indicate that effect observed in serum and testicular
cholesterol levels may reflect distinct effects of DEHP on cholesterol synthesis and
usage by steroidogenic cells. Furthermore, the association of DEHP to antioxidants
was unable to ameliorate DEHP-induced reproductive changes, and the
coadministration of DEHP and these antioxidants might even contribute to an overall
increase in oxidative stress.

Key words: di(2-ethylhexyl)phthalate; DEHP; oxidative stress; vitamin C; resveratrol;
cholesterol; male rats.



1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

Varias substancias quimicas lancadas no ambiente tém sido enumeradas
como causadoras de desequilibrios orgéanicos, agindo particularmente sobre o
sistema endocrino dos animais e do homem. Dentre estas substancias, os poluentes
ambientais capazes de provocar desequilibrios nos niveis de hormoénios e,
consequentemente, de suas funcbes recebem o nome de desreguladores
endocrinos.

Os desreguladores enddcrinos causam uma grande variedade de efeitos
sobre o0 sistema endoécrino incluindo problemas de desenvolvimento,
carcinogenicidade e mutagenicidade (LEE, 2003). Dentre estas substancias, os
ftalatos, aditivos encontrados em inumeros produtos utilizados no cotidiano tais
como plasticos e cosméticos, tém se apresentado como fonte de varias pesquisas
no campo da toxicologia ambiental. Como estas substancias sdo constantemente
liberadas para o ambiente, especialmente a partir dos produtos plasticos, elas estao
amplamente distribuidas no ecossistema e tém sido descritas como o poluente
ambiental mais abundante produzido pelo homem (LATINI, 2005). O di(2-etilexil)
ftalato (DEHP) (figura 1) desperta particular interesse por ser dentre os ftalatos, o
mais comumente empregado na industria dos plasticos produzidos a partir do

policloreto de vinila (PVC).



Formula Co4H3504

Sindnimos Di (2-etilexil) ftalato (DEHP), dioctil
ftalato, 1,2-acido benzenodicarboxilico,

bis (2-etilexil) éster
CHy —Cllg

|
GO0 — CH, — CH — CHy— CGH,— CHy—CH,

GO0 — CHy— CH— UHy— CH, —UHp— SHy
|

CHy — CH,

N° de registro-CAS 117-81-7

Peso molecular 390.56

Ponto de fuséo -50°C

Ponto de ebulicao 387°C

Solubilidade 45 ug/L em agua a 20°C
Densidade 0.99 g/mL

Figura 1. Propriedades fisico-quimicas do DEHP.
(fonte: JAMES, J. T. e J S CENTER, 2004)

Os estudos a respeito dos ftalatos sdo numerosos e promissores, porém
ainda carecem de muita informacéo sobre o modo de acdo destas substancias nas
diferentes etapas do desenvolvimento dos animais e seres humanos e,
principalmente sobre como os efeitos nocivos sobre estes processos podem ser
suprimidos ou minimizados.

Dados previamente publicados a respeito da toxicologia dos ftalatos (incluindo
o DEHP) indicam baixa toxicidade geral. Entretanto, sob condi¢cées apropriadas, o
DEHP tem demonstrado apresentar efeitos significativos em uma variedade de
sistemas biolégicos (PARKS et al., 2000). Disfun¢des no trato reprodutivo masculino
sdo exemplos classicos destes efeitos, sendo que a toxicidade testicular do DEHP
tem sido reconhecida ha muitos anos (GRAY e BUTTERWORTH, 1980). LIU et al.
(2005) estudaram as bases das alteragbes testiculares induzidas pela exposicao

intra-uterina aos ftalatos e relataram que os efeitos do DEHP no trato reprodutivo




masculino se devem, em parte, ao decréscimo na sintese de testosterona resultante
da reducdo na expressdo de genes envolvidos no transporte de colesterol e na
esteroidogénese. Entretanto, é improvavel que apenas a reducdo da sinalizacéo
pelos androgenos possa explicar toda a gama de efeitos que os ftalatos apresentam
sobre os testiculos em desenvolvimento.

Existem varias substancias como a Flutamida que atuam como
antiandrogénios classicos, interferindo na sinalizacdo hormonal e induzindo
alteracdes reprodutivas como o criptorquidismo inguinal, epispadias e reducdo no
peso de glandulas acessérias (FOSTER e HARRIS, 2005). Poréem, o DEHP né&o se
encaixa neste grupo de substancias, uma vez que seus efeitos ndo podem ser
totalmente correlacionados com a sinalizacdo androgénica. Um exemplo disso € a
alta incidéncia de criptorquidismo abdominal e da ocorréncia de gondcitos
multinucleados nas cordas seminiferas de animais expostos aos ftalatos (McKINNEL
et al., 2005; MAHOOD et al., 2007), efeitos que ndo sdo observados com a
exposicdo a antiandrogénios classicos e, portanto ndo podem ser atribuidos
somente a este mecanismo de agéo.

Varias pesquisas ja demonstraram a interacdo de tOxicos ambientais com
receptores esterdides e consequente interferéncia no desenvolvimento e funcdo do
trato reprodutivo masculino, entretanto a inducdo de espécies reativas do
metabolismo do oxigénio (ERMO) e o estresse oxidativo associado também
desempenham um papel importante na infertilidade masculina (SARADHA e
MATHUR, 2005).

Existem duas abordagens principais no combate aos efeitos dos poluentes
ambientais sobre os organismos vivos: o controle das quantidades utilizadas destes

contaminantes langcados no meio ambiente ou até mesmo a proibicdo do uso de



alguns deles quando a exposicdo ndo pode ser evitada, e o combate dos efeitos
nocivos dos toxicos com o emprego de outras substancias. LEE (2003) ressaltou que
a quimioprevencdo dos efeitos de desregulacdo enddcrina, assim como a
empregada no combate ao cancer através da interferéncia com 0s mecanismos
toxicos, representa uma abordagem promissora ao problema.

Pesquisas em busca de substancias que reduzam a formacdo de radicais
livres e a ocorréncia de processos oxidativos deletérios ao organismo tém gerado
resultados positivos na supressdo de eventos inflamatorios, na protecédo vascular e
no tratamento de neoplasias. Alguns estudos tém se concentrado na
quimioprevencao dos efeitos dos ftalatos na reproducéo através do uso de vitaminas
e outras substancias com propriedades antioxidantes como a curcumina e kolaviron
(ISHIHARA et al. 2000; FAROMBI et al. 2007). O presente estudo visa a obtencao
de informacdes acerca dos efeitos do DEHP sobre certos aspectos reprodutivos em
animais imaturos, bem como avaliar a agdo da vitamina C e do resveratrol como
antioxidantes nos efeitos do DEHP sobre o trato reprodutivo masculino em

desenvolvimento.

1.1 Efeitos ambientais e legislagao

REYS (2001), em estudo sobre as implicacdbes ambientais dos
desreguladores enddécrinos, lembrou a dificuldade da investigacdo dos mecanismos
de acao e da regulamentacao do uso destas substancias. O autor citou como fatores
complicantes a grande variacdo na concentracdo dos hormoénios, em relagcdo ao
sexo, a idade e a fase do ciclo em que o individuo analisado se encontra; a diferenca

de potencial entre os horménios naturais e 0s sintéticos; e os efeitos sinérgicos ou



antagonicos que podem ocorrer em um organismo. Adicionalmente, o progresso dos
conhecimentos cientificos no dominio da desregulacdo endocrina provocada por
toxicos ambientais costuma ser lento devido ao elevado niumero de toxicos a estudar
e as dificuldades de estabelecer metodologia adequada e padronizada para o
respectivo estudo experimental. Pode-se ainda ressaltar que muitos dos efeitos
induzidos pela exposicdo perinatal a desreguladores endoécrinos podem se
manifestar apenas tardiamente, dificultando, desta forma, o reconhecimento da
origem do problema.

O Brasil prevé, em sua Constituicdo, politicas para o gerenciamento de
substancias toxicas ou com potencial de causar danos as pessoas e ao meio
ambiente. O artigo 225, paragrafo 1 e inciso V da Constituicdo Brasileira (1988), em
seu Capitulo VI, determina: “Controlar a producédo, a comercializacdo e a aplicacédo
de técnicas, métodos e substancias que trazem risco a vida em todas as suas
formas, a qualidade de vida e ao meio ambiente”.

O Pefrfil nacional da gestdo de substancias quimicas, segundo o Ministério
Brasileiro do Meio Ambiente (2003) demonstra que, no Brasil, apesar da existéncia e
disponibilidade qualitativa e quantitativa de informacédo referente a gestdo de
substancias quimicas, esta possui trés caracteristicas principais: mostra-se
insuficiente, ndo apresentando dados para uma grande quantidade de substancias
qgue circulam e sdo manipuladas no pais; ndo é sistematica, com lacunas na
disponibilidade e na distribuicdo; é disseminada por muitas institui¢cdes, dificultando a
sua localizagéo e, em alguns casos, criando duplicagbes e contradi¢cdes.

A legislacdo brasileira em Vigilancia Sanitaria, através da Resolucdo

n°105/99, regulamenta o uso de embalagens e equipamentos plasticos em contato

com alimentos. Entre os plastificantes, conforme a lista positiva de aditivos para



materiais plasticos, estdo autorizados os seguintes ftalatos: butila e benzila, dibutila,
diciclohexila, dietila, diisodecila, di-2-etilexila (DEHP), dioctila. No caso do DEHP,
existe uma condicdo para seu uso: somente podera ser usado na proporcao de no
maximo 3% da matéria plastica (PVC) para que seja possivel seu contato com
qualquer tipo de alimento, especialmente com alimentos gordurosos, como queijos,
carnes gordurosas, entre outros. Entretanto, FREIRE et al. (2006) analisaram
recentemente a concentracdo de DEHP e outros plastificantes em amostras de
filmes plasticos utilizados para acondicionar alimentos comercialmente disponiveis
no Brasil. Nos resultados obtidos, a propor¢cdo de DEHP presente nas amostras
variou de 15 a 44% do peso total.

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) divulgou nota técnica
afirmando que, segundo a avaliacdo do IARC — International Agency for Research
on Cancer, 6rgao ligado a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), em fevereiro de
2000, o DEHP, assim como o DEHA (adipato de di-2-etilexil) foram classificados
como substancias do grupo 3, (risco cancerigeno para seres humanos néo
classificavel), isto é, risco ainda néo evidenciado para seres humanos. No entanto, o
Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS) relacionou o DEHP
e o DEHA ao desenvolvimento de cancer de figado e problemas de fertilidade em
testes com animais (ANVISA, 2000).

GANGI (1999) revelou a presenca de DEHP em niveis elevados, em uma
amostra de 46 produtos médicos em PVC comercializados em 12 paises, inclusive
no Brasil. Da mesma forma que em brinquedos, produtos médicos de PVC flexivel
facilmente liberam o DEPH para os fluidos circunvizinhos. Isto ocorre em dispositivos
como bolsas com solugdes para uso intravenoso. WEUVE et al. (2006) enfatizaram

que a estimativa de exposicdo de criancas ao DEHP a partir de materiais e



componentes utilizados em unidades de terapia intensiva (UTIs) excede a exposicéo
diaria tipica de um adulto (3-30 pg/kg de peso corporal/dia) por uma ou duas ordens
de magnitude, aproximando-se do menor nivel onde ja se observam efeitos adversos
em estudos com animais (14-23 mg/kg de peso corporal/dia). Adicionalmente, a
suscetibilidade de neonatos nas UTIs a altas exposicoes ao DEHP pode ser
associada a reducéo na habilidade de eliminacéo dos ftalatos.

Muitos paises ja tomaram medidas preventivas para restringir o uso do DEHP
e outros ftalatos em brinquedos de PVC devido a preocupacdes quanto a exposicao
de criancas de pouca idade. A industria de brinquedos americana interrompeu
voluntariamente o uso de DEHP em brinquedos que podem ser levados a boca em
1986 (ASTM, 1986). Recentemente, a Unido Européia proibiu a comercializacao de
brinquedos contendo DEHP e outros ftalatos considerados toxicos para o
desenvolvimento reprodutivo (EUROPEAN COMMISSION, 2005).

Em suméario executivo do Relatério do Greenpeace sobre substancias
guimicas tdéxicas na poeira de lares e ambientes de trabalho no Brasil, foi
documentada a presenca de dez dos doze ftalatos testados em todas as seis
amostras de poeira coletadas (quatro de residéncias e duas de escritorios ou
ambientes de trabalho) (COSTNER et al., 2004).

KOCH et al. (2003a) avaliaram a exposicdo ao DEHP de criancas de dois a
seis anos de idade em relagdo a seus pais e professores. O estudo trouxe
evidéncias de maior suscetibilidade das criangcas aos ftalatos toxicos, assim como
um aumento significativo do metabolismo oxidativo nas criangcas expostas. Os
autores, com base nos dados obtidos, ressaltaram a necessidade urgente de

maiores pesquisas a respeito da toxicologia dos ftalatos.



1.2 Ftalatos e DEHP: exposicéo e toxicidade

Diésteres do acido ftalico, comumente referidos como ftalatos, s&o
amplamente utilizados na induastria e no comeércio; sendo encontrados em
cosmeéticos (p.ex. maquiagem, shampoos e sabonetes), plasticos, tintas e algumas
formulacbes de pesticidas (SWAN et al., 2005). Estas substancias sdo comumente
adicionadas aos produtos industrializados para agregar cor ou fragrancia, conferir
uma camada ou filme, tornar certos plasticos mais maleaveis ou, no caso de
produtos farmacéuticos, para garantir liberacéo gradativa do principio ativo (BARR et

al., 2003).

KATO et al. (2004) citaram que a populagdo em geral esta exposta ao DEHP
através da agua, dos alimentos e do ar, por meio da inalacdo e da ingestéo.
Entretanto, as pessoas que sdo submetidas a tratamentos meédicos como
transfusbes e didlises estdo mais expostas ao DEHP do que a populacdo em geral

devido ao intimo contato com equipamentos ou materiais hospitalares plasticos.

O DEHP, apds ingerido, é hidrolisado pelas lipases intestinais a MEHP e 2-
etilhexanol (2EH), portanto, pouco DEHP livre, quando administrado em doses
moderadas, € excretado por qualquer espécie. Apos a exposi¢do oral em roedores,
a maior parte do DEHP ¢é absorvido na forma de MEHP, seu metabdlito ativo, devido
a sua rapida hidrolise pelas lipases intestinais (JAMES, J. T. e J S CENTER, 2004).
Uma observacdo chave sobre a absor¢cdo do DEHP é que, em primatas, incluindo
humanos, uma quantidade muito menor de uma dose oral de DEHP (em miligramas
por quilograma de peso corporal) é absorvida e hidrolisada a MEHP do que em

roedores (SCHMID e SCHLATTER, 1985; RHODES et al., 1986)



Um vasto numero de evidéncias tem sido apresentado nos ultimos anos
indicando, consistentemente, varios efeitos adversos de contaminantes ambientais
sobre a saude humana. A diminuicdo da fertiidade masculina em termos de
contagem e qualidade espermatica, associada a outras alteracdes reprodutivas em
machos, incluindo malformacdes congénitas e cancer testicular em humanos e
distarbios similares em animais de vida livre, tém sido correlacionadas a exposicao a

toxicos do ambiente (SARADHA e MATHUR., 2005).

Existem varios estudos apontando os efeitos dos ftalatos no sistema
reprodutivo masculino, porém seu mecanismo de acdo ainda ndo esta
completamente elucidado. A ocorréncia de baixo peso dos testiculos, evidéncias
histopatoldgicas de injuria tecidual testicular e de glandulas acessorias, disturbios na
espermatogénese e alteracfes nos niveis de horménios sexuais sdo comuns em
pesquisas in vitro e in vivo com concentracdes variadas de diferentes ftalatos
(GANGOLLI, 1982; THOMAS et al., 1982; AGARWAL et al.,, 1986; GRAY e

GANGOLLI, 1986; HALLMARK et al., 2007).

Segundo WILSON et al. (2004), alguns ftalatos demonstraram capacidade de
induzir alteragdes na diferencia¢éo e no desenvolvimento sexual de ratos através da
inativacdo do gene insl3 (insulin-like factor 3). Durante a diferenciacdo sexual, 0
testiculo fetal produz trés hormonios criticos para que 0 processo ocorra
normalmente. Dois destes, o hormoénio anti-Mdlleriano (HAM), produzido pelas
células de Sertoli e a testosterona, produzida pelas células de Leydig do feto, sédo
utilizados como modelo no estudo de lesdes induzidas genética e quimicamente.
Nos ultimos anos, o fator insI3, foi identificado como um terceiro hormdnio testicular
e parece exercer um papel singular na diferenciagdo sexual, interferindo no

desenvolvimento do guberniculo e, consequentemente, na posi¢do dos testiculos.
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Uma vez que uma pequena porcentagem destas anomalias pode ser diretamente
relacionada a disturbios genéticos, o aumento da incidéncia de malformacbes
reprodutivas tem sido atribuido a exposicdo a poluentes quimicos ambientais

(WILSON et al., 2004).

Varios estudos tém identificado quimicos ambientais que apresentam
atividade antiandrogénica através de mecanismos de acdo multiplos. Estudos
anteriores ressaltavam a acdo dos pesticidas como antagonistas de receptores
androgénicos, mas recentemente, tornou-se evidente que este ndo era o Unico
mecanismo enddcrino pelo qual estes compostos afetavam as vias de sinalizacao
androgénicas. A exposicdo aos ftalatos reduz a expressdo de RNAmM (RNA
mensageiro) de enzimas-chave na esteroidogénese e também do hormonio insl3 nas
células de Leydig fetais. Desta forma, tanto tecidos androgeno-dependentes como

tecidos insl3-dependentes séo afetados (WILSON et al., 2008).

Existem vérias evidéncias da alteracdo de desenvolvimento de tecidos
dependentes do insI3 e da testosterona induzida pela administracdo de ftalatos
durante o periodo de diferenciacdo sexual intra-uterina. Ja foi demonstrado que a
administracdo de alguns ftalatos como o DEHP e o DBP a ratas no terco final da
gestacdo, induziu alteracdes do gene insl3, acarretando lesées no gubernaculo das
ninhadas (MYLCHREEST et al.,, 1999; GRAY et al.,, 2000). Uma vez que o
gubernaculo esta envolvido na descida transabdominal do testiculo, alteragfes na
expressao do insl3 podem explicar a ocorréncia de criptorquidismo abdominal em

ratos expostos a ftalatos ativos como o DEHP, o DBP e o BBP.

SWAN et al. (2005) acompanharam 134 criancas do sexo masculino com
idade média de 16 meses, avaliando a correlagdo entre a distancia ano-genital e a

exposicdo pré-natal a ftalatos. A associacdo entre o desenvolvimento genital das
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criancas e a exposicdo aos toxicos, foi positivamente relacionada a sindrome de

virilizacao incompleta induzida por ftalatos, a qual tem sido relatada em roedores.

Estudos que avaliam a exposicdo aos ftalatos demonstraram que animais
machos em desenvolvimento demonstraram-se mais sensiveis a toxicidade testicular
gue animais sexualmente maduros (STOBERG et al., 1986; DOSTAL et al., 1988).
KOCH et al. (2003b) também apresentaram evidéncias da acdo dos ftalatos em
exposicao ambiental sobre varios parametros espermaticos humanos.

Todos os ftalatos tém demonstrado baixa toxicidade aguda, porém alguns séo
suspeitos de apresentarem efeitos crénicos. Alguns dos efeitos antiandrogénicos
dos ftalatos como a reducdo da distancia anogenital (DAG), retencdo de mamilos,
hipospadias, criptorquidismo, agenesia epididimaria e baixas contagens
espermaticas tém sua provavel origem na reducdo da producdo de testosterona
observada nos machos no final da gestacdo (PARKS et al., 2000; SHIROTA et al,
2005; BORCH et al., 2006). LAHOUSSE et al. (2006) encontraram indicios sugerindo
gue o0 mecanismo inicial de injuria testicular fetal e pés-natal induzido pelos ftalatos é
similar, uma vez que tém como alvo os mesmos genes envolvidos no metabolismo
do colesterol e da esteroidogénese.

AlteracOes na esteroidogénese sédo de fundamental importancia, uma vez que
os horménios sexuais regulam o desenvolvimento fetal assim como o inicio da
puberdade. A diferenciacdo sexual masculina € criticamente dependente da
secrecdo de testosterona pelas células de Leydig. O desequilibrio na sintese (ou
sinalizacdo) de androgenos afeta adversamente o desenvolvimento sexual pré e

pos-natal (GUNNARSSON et al., 2008).
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A producado de testosterona nas ceélulas de Leydig utiliza o colesterol como
substrato, sendo o0 mesmo absorvido do sangue via receptor LDL (lipoproteina de

baixa densidade) ou sintetizado na propria célula (GRAAF et al., 2004).

Varias pesquisas tém investigado os efeitos dos ftalatos no metabolismo dos
lipidios e suas implicacbes no desenvolvimento sexual de humanos e animais.
Efeitos como a inibicdo da colesterologénese no figado, testiculos e adrenal de ratos
que receberam DEHP na dieta, assim como a inibicdo da colesterologénese no
cérebro e figado de fetos provenientes de fémeas tratadas com DEHP durante a
prenhez ja foram demonstrados (BELL, 1982; XU et al., 2007). A maioria dos
experimentos demonstrou uma reducdo do colesterol plasmatico ou sérico de
animais submetidos ao tratamento com DEHP (OISHI, 1984; NAIR e KURUP, 1986;
POON et al., 1997; MOCCHIUTTI e BERNAL, 1997). Outros efeitos também foram
observados como um aumento no colesterol testicular em ratos tratados com DEHP
2% (g/g na dieta) (OISHI, 1984) e diminuicdo do colesterol sérico em ratos jovens e

adultos tratados com altas doses de DEHP (DOSTAL et al., 1987).

O colesterol modula uma série de funcdes de proteinas de membrana e
participa de varios processos de transporte e sinalizacdo transmembrana (IKONEN,
2008), isto significa que uma alteracdo no suprimento celular de colesterol poderia
estar implicada na diversidade de efeitos causados pela administracdo de DEHP,
além de refletir no comportamento diverso observado quando animais de diferentes
idades sao tratados com o DEHP (AKINGBEMI et al., 2001; GE et al., 2007; CULTY

et al., 2008).



13

1.3 Estresse oxidativo e ftalatos: efeitos sobre o sistema endécrino e a

fertilidade

O estresse oxidativo esta envolvido na origem de inimeras alteracdes
patolégicas incluindo inflamacdo, infeccdo, toxicidade alcodlica, doencas
neurodegenerativas, lesdo de isquemia-reperfusdo, criptorquidismo, desregulacao
endocrina por poluentes ambientais e lesdes por radiacdo ultravioleta. Estas
alteracdes podem ser consequentes a excessiva producdo de ERMO, ao potencial
antioxidante insuficiente ou uma associacdo de ambos. As ERMO levam a leséo
tecidual por diferentes mecanismos incluindo injaria ao DNA, peroxidacao lipidica,
oxidacdo protéica, deplecdo de antioxidantes celulares e ativacéo da liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias (DIEMER et al., 2003).

As enzimas da via esteroidogénica, em condicbes fisiologicas, produzem
radicais livres como resultado de uma perda de elétrons decorrente da interacao
com os esterdides produzidos ou ainda de outros substratos com estas enzimas
(PELTOLA et al., 1996). Pelo fato do estresse oxidativo nos testiculos ser um dos
maiores fatores que induzem apoptose de células germinativas, este 6rgao tem
concentracOes relativamente altas de antioxidantes, como a glutationa na forma
reduzida (GSH), &cido ascérbico e vitamina E. Estas substancias protegem as
células germinativas contra danos ao DNA e desempenham fun¢des importantes na
espermatogénese (KASAHARA et al, 2002). Quando a atividade dos antioxidantes

nao é suficiente, os testiculos tornam-se expostos ao estresse oxidativo.

SARADHA e MATHUR (2005) citaram a influéncia dos contaminantes
ambientais na inducdo de ERMO, causando estresse oxidativo para as ceélulas,

tecidos e orgdos. As ERMO estdo envolvidas em uma variedade de condi¢des
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patolégicas nos testiculos, e 0 estresse oxidativo reconhecidamente inibe a
esteroidogénese. As células de Leydig, localizadas no intersticio testicular, estédo
particularmente suscetiveis a fontes extracelulares de ERMO devido a sua intima
proximidade com os macroéfagos intersticiais (DIEMER et al., 2003).

PELTOLA et al. (1995) estudaram a relacéo entre a posi¢ao dos testiculos em
ratos e a peroxidacao lipidica nestes 6rgaos e os resultados obtidos sugerem que o
alto nivel de hidroperoxidos lipidicos nos testiculos criptorquidas ndo é apenas uma
consequéncia da lesédo testicular. Ao invés disto, os resultados indicam que a
posicdo abdominal dos testiculos esta associada com o estresse oxidativo ao qual
estes orgaos ficam expostos durante a vida fetal.

A formacdo de radicais livres in vivo tem sido demonstrada apds a exposicao
a varios toxicos, incluindo os ftalatos (KADIISKA et al., 1998; RUSYN et al., 2001).
Substancias que induzem a proliferacdo de peroxissomas, como o DEHP, tém sido
responsabilizadas pelo surgimento de tumores hepéticos e outras anormalidades
secundérias ao estresse oxidativo em roedores, embora os mecanismos pelos quais
os ftalatos exercem estes efeitos e o risco para a saude humana permanegam
controversos (RUSYN et al., 2001; POGRIBNY et al., 2008).

Os ftalatos séo capazes de produzir radicais livres por varios processos como
a ativacdo de macrofagos hepaticos receptor-independente e a agdo no receptor
ativado por proliferadores de peroxissomas a (PPAR a) (RUSYN et al., 2001). Cabe
ressaltar que existem importantes diferencas espécie-especificas na expressédo e
ativacdo destes receptores. A expressao génica e a transativagdo ocorrem com
menores concentragdes do agonista e resultam em expressao do gene alvo com
maior eficiéncia nos de roedores quando comparado com os humanos. Porém, a

toxicidade testicular do DEHP ocorre na auséncia de expressao de PPAR a, sendo
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considerada um efeito independente da ativacdo destes receptores (RUSYN et al.,
2006).

O estresse oxidativo induzido por ftalatos parece afetar principalmente a
funcdo mitocondrial e ha evidéncias de que os ftalatos aumentam a producédo de
ERMO no figado antes que as oxidases peroxissomais sejam induzidas (RUSYN et
al, 2001; KASAHARA et al., 2002).

DIEMER et al. (2003) chamaram atencao para o papel desempenhado pelas
mitocondrias na biossintese de horménios esterdides. A primeira e limitante etapa
deste processo nas adrenais e nas gbnadas € a transferéncia do colesterol atraves
do espaco interno da membrana mitocondrial, e isto ocorre na dependéncia da
proteina regulatoria aguda da esteroidogénese (StAR). Estudos prévios a respeito
dos efeitos do estresse oxidativo sobre a esteroidogénese indicaram que um dos
efeitos das ERMO nas células produtoras de esterdides € a alteracdo da funcéo da
proteina StAR, afetando o transporte de colesterol nas mitocondrias e reduzindo os
niveis de testosterona.

Muitos estudos demonstram resultados conjuntos de efeitos adversos
enddcrinos e oxidativos de contaminantes ambientais, levando a hip6tese da
existéncia de varias outras associacfes entre estes dois bem estabelecidos
mecanismos de ac¢do. Estudos adicionais sdo necesséarios para a confirmacao
experimental desta proposicdo, que devera esclarecer varios efeitos adversos de

contaminantes cujo mecanismo ainda nao esta estabelecido (SARADHA e

MATHUR, 2005).
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1.4 Antioxidantes

Os antioxidantes atuam em diferentes niveis de protecdo no organismo,
podendo impedir a formacdo de radicais livres, interceptar aqueles gerados pelo
metabolismo celular ou por fontes exdgenas ou através do reparo das lesdes
causadas no organismo (BIANCHI e ANTUNES, 1999).

Com a finalidade de protecéo contra a acdo dos radicais livres, a célula possui
um sistema de defesa que pode atuar em duas linhas. Uma delas atua como
detoxificadora do agente antes que ele cause lesédo, sendo constituida por glutationa
reduzida, superoxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e vitamina E. A
outra linha de defesa tem a funcéo de reparar a lesdo ocorrida, sendo constituida
pelo acido ascérbico, pela glutationa redutase e pela glutationa peroxidase, entre
outros. Existem varias evidéncias da atividade protetora dos componentes do
sistema antioxidante. As lesdes de reperfusdo pos-isquemia de coragéo, rim, figado
e intestino sdo minimizadas pela superéxido dismutase, pela catalase e pelo
alopurinol, sendo este ultimo um bloqueador da producdo de ERMO pela via da
xantina-oxidase (FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

Substancias quimicas como os ftalatos, pesticidas como o lindano e o
metoxicloro e o herbicida dioxina-TCDD tém sido associados ao estresse oxidativo
testicular em modelos experimentais com roedores. Pesquisas adicionais sao
necessarias para determinar a necessidade de suplementacdo com antioxidantes, a
combinacdo e a dose que proporciona maxima protecao contra o estresse oxidativo
(TREMELLEN, 2008).

O é&cido ascoérbico ou vitamina C (figura 2) ha tempos esta associado a

fertilidade e esta presente em altas concentracfes nos tecidos da hipéfise, glandula
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adrenal e gbnadas (LUCK et al., 1995). Isolado ou associado a vitamina E, tem sido
empregado como antioxidante na prevencéao do efeito deletério de varios compostos
toxicos como o Cadmio (ACHARYA et al., 2008), o dioxido de enxofre (ZHAO et al.,

2008) e o cromo hexavalente (HEMMATI et al., 2008).

CH,OH
HC—OH
0
0
H ——
OH OH

Figura 2: Estrutura quimica da vitamina C.
(fonte: adaptado de NCBI on line, 2009)

Além das vitaminas antioxidantes, outras substancias como as fitoalexinas,
naturalmente presentes em algumas plantas, vém sendo estudadas com relagcédo ao
seu potencial antioxidante e suas propriedades terapéuticas. O resveratrol (figura 3),
um polifenol encontrado principalmente na uva e seus derivados, possui atividade
antioxidante e vasorrelaxante, além de modular o metabolismo de lipoproteinas,
inibir a agregacao plaquetaria e exercer acfes quimiopreventiva e terapéutica no

tratamento do cancer (JUAN et al., 2005).
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OH

HO N

OH

Figura 3: Estrutura quimica do resveratrol
(fonte: adaptado de NCBI on line, 2009)

Em recente estudo dos efeitos do resveratrol na reprodu¢cao masculina, SHIN
et al. (2008) relataram que o resveratrol induziu um efeito concentracao-dependente
de relaxamento do corpo cavernoso pré-contraido com fenilefrina, além de provocar
aumento na testosterona sérica e na contagem e motilidade espermética, sem
causar deformidades espermaticas.

JIANG et al. (2008) estudaram algumas atividades do resveratrol na terapia
da infertilidade masculina e descobriram aplicagfes deste antioxidante na reducéo
da disospermia induzida por toxinas ambientais e quimioterapicos. Os autores
reforcaram a necessidade de estudos relacionados a esses efeitos protetores nas

alteracdes reprodutivas quimicamente induzidas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

» Avaliar o grau de estresse oxidativo induzido em ratos machos recém-
nascidos cujas progenitoras foram expostas ao DEHP, suas implicacfes para
o trato reprodutivo e a influéncia da suplementacdo com os antioxidantes
vitamina C ou resveratrol nestes parametros;

» Relacionar as variaveis de desenvolvimento reprodutivo aos niveis de

colesterol e testosterona de ratos machos expostos ao DEHP na puberdade.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Experimento resveratrol e tetracloreto de car  bono

Este experimento foi realizado com a finalidade de treinar técnicas de manejo

dos animais e andlises laboratoriais a serem empregadas nos experimentos

subseqguentes.

2.2.2 Experimento DEHP e antioxidantes

» Quantificar os efeitos do DEHP isolado ou associado a antioxidantes na

inducdo de estresse oxidativo celular, através da andlise dos seguintes

indicadores: atividade das enzimas glutationa S transferase e catalase, e

niveis de hidroperoxidos lipidicos;
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» Analisar o impacto da exposicdo de ratas gestantes ao DEHP isolado e
associado a antioxidantes no trato reprodutivo dos descendentes machos
recém-nascidos através da avaliacdo da distancia anogenital e da analise

hormonal, histologica e imuno-histoquimica (proteina StAR) dos testiculos.

2.2.3 Experimento DEHP e desenvolvimento pubertal

» Avaliar a influéncia de diferentes concentracbes de DEHP no
desenvolvimento pubertal de ratos machos, por meio da analise de
caracteristicas de desenvolvimento sexual;

» Estudar o impacto do DEHP em alguns aspectos endocrinos de ratos
sexualmente imaturos através da mensuracdo dos niveis séricos de tiroxina

total (T4) e dos niveis testiculares e séricos de colesterol e testosterona.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Substancias e reagentes utilizados

Di(2-etilexil) ftalato (DEHP), pureza 99% (Sigma-Aldrich - Steinheim,
Germany); Resveratrol (trans-3,5,4-triildroxystilbeno) (Resvetrol® -  Attivos
Magisttrais - Sdo Paulo, Brazil); vitamina C (DEG - Séo Paulo, Brazil); reagente de
Bradford (Bio-Rad Laboratories — Hercules, CA), CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno
97%) (Sigma-Aldrich - Steinheim, Germany), GSH (Glutationa reduzida 98-100%)
(Sigma-Aldrich - Steinheim, Germany), BHT (Hidroxitolueno butilado) (Sigma-Aldrich
- Steinheim, Germany), Sulfato de ferro amoniacal (Vetec - Rio de Janeiro, Brazil),
Xylenol laranja (Sigma-Aldrich - Steinheim, Germany). As demais substancias

utilizadas foram de grau analitico.

3.2 Protocolos experimentais

Os protocolos realizados nas diversas etapas experimentais foram

desenvolvidos com base nas diretrizes éticas preconizadas pelas agéncias de

protecdo ambiental e aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal

(CEEA) da Instituicdo (nimeros de protocolo: 175 e 259).

3.2.1 Experimento resveratrol e tetracloreto de car  bono

Foram utilizados 30 ratos Wistar machos, adultos, provenientes do biotério da

Universidade Federal do Parana, com peso médio de 270 g. Os animais foram
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alojados em caixas coletivas de polipropileno, receberam agua e racdo comercial a
vontade e foram submetidos a um ciclo claro / escuro de 12 horas.
Os animais foram divididos em seis grupos (n=5), conforme 0s seguintes

tratamentos:

1- Controle: veiculo (Tween 80 1%) (10 dias) + Oleo de canola (10°dia)

2- Tetracloreto de carbono (CCIl ,): veiculo (Tween 80 1%) (10 dias) + CCl, (10°
dia)

3- Vitamina C (VC): Vitamina C (200 mg/kg) (10 dias) + CCl, (10°dia)

4- Resveratrol 2 (R2): Resveratrol* (2 mg/kg) (10 dias) + CCl, (10°dia)

5- Resveratrol 10 (R10): Resveratrol (10 mg/kg) (10 dias) + CCl, (10°dia)

6- Resveratrol 20 (R20): Resveratrol (20 mg/kg) (10 dias) + CCl, (10°dia)

Os animais foram tratados com uma solucdo de Tween 80 a concentracdo de
1% (grupo controle) ou com os antioxidantes (vitamina C e resveratrol) durante 10
dias. No décimo dia, os animais receberam tetracloreto de carbono diluido em 6leo
de canola, na concentracdo de 20% (LIN et al., 2008). Todas as substancias foram
administradas por via oral através de gavage, em um volume de 5 mL/kg.

A vitamina C foi utilizada na dose de 200 mg/kg (ZHAO et al., 2008), como
controle positivo da fungéo antioxidante do resveratrol por ser uma substancia com
potencial j& amplamente descrito para esta finalidade. O tetracloreto de carbono foi
utiizado em uma Udnica administragdo a fim de induzir estresse oxidativo a ser

avaliado de forma aguda.

! Resvetrol® (Attivos Magistrais)
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Os animais foram mortos por meio de decapitacio em guilhotina,
transcorridas 48 horas da administracdo de CCl,, Em seguida, o sangue foi colhido,
coagulado em repouso (5 minutos) e centrifugado a aproximadamente 1000 rpm (10
minutos) para a separacao do soro. O soro foi aliquotado e armazenado em freezer -
20C. Os orgaos (figado, rins, testiculos, epididimos, vesicula seminal vazia e
prostata ventral) foram dissecados e pesados. Os figados e os testiculos foram
acondicionados em embalagens individuais, identificados e armazenados em freezer

—70°C para as provas enzimaticas.

3.2.2 Experimento DEHP e antioxidantes

Foram utilizadas ratas Wistar fémeas, adultas, provenientes do biotério da
UFPR, com peso médio de 250 g. Os animais foram alojados em caixas coletivas de
polipropileno, receberam &gua e ragdo comercial a vontade e foram submetidos a
um ciclo claro / escuro de 12 horas.

As fémeas foram acasaladas diariamente na proporcdo de quatro fémeas
para cada macho adulto, durante a fase escura do ciclo de luz (12 horas), para a
obtencdo das progenitoras. Foram obtidos esfregagcos vaginais das fémeas, no
periodo da manha, para verificar a presenca de espermatozéides e confirmar a
cOpula, sendo este dia considerado como dia zero de gestacao (gd 0) e as 24 horas
seguintes como dia um de gestacao (gd 1).

As fémeas com prenhez confirmada foram separadas das nao prenhes e
distribuidas em caixas coletivas (4 animais/caixa), onde foram mantidas até o 18° dia
de gestacado (gd 18). ApOs esta data, foram colocadas em caixas individuais, sendo

o dia do parto designado como dia um pdés-natal (pnd 1). Os tratamentos iniciaram
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no 7° dia de gestacdo (gd 7) e se estenderam até o 2° dia de lactacdo (Id 2),

conforme o protocolo a seguir:

1- Controle: Veiculo 1 (tween 80 1%) + veiculo 2 (6leo de canola)

2- Vitamina C (VC): Vitamina C (200 mg/kg diluida em tween 80 1%) + veiculo 2

3- Resveratrol 2 (R): Resveratrol (10 mg/kg diluido em tween 80 1%) + veiculo 2

4 - DEHP® (DEHP): DEHP (500 mg/kg diluido em 6leo de canola) + veiculo 1

5 — DEHP + Resveratrol (D+R): DEHP (500 mg/kg diluido em Oleo de canola) +
Resveratrol (10 mg/kg diluido em tween 80 1%)

6 — DEHP + Vitamina C (D+V): DEHP (500 mg/kg diluido em 6leo de canola) +

Vitamina C (200 mg/kg diluida em tween 80 1%)

A dose de DEHP foi determinada baseada em estudos que demonstram que
este ftalato na dose de 500 mg/kg/dia produz alteragcbes reprodutivas significativas
nos descendentes do sexo masculino sem provocar toxicidade materna ou reduzir o
tamanho das ninhadas (GRAY et al.,, 2000; SHIROTA et al., 2005) Todas as
substéancias foram administradas na quantidade de 2,5 mL/kg e todos os animais
receberam duas gavages, totalizando o volume de administracao de 5 mL/kg.

A massa corporal de cada fémea gestante foi registrada diariamente desde o
inicio da gestacdo até o ultimo dia de tratamento. Durante este procedimento foi
também realizado o exame fisico dos animais em busca de sinais de toxicidade dos
tratamentos (diarréia, piloerecéo, tremores, salivagéo, convulsées, etc.).

A partir do 18° dia de gestacao, cada fémea foi examinada duas vezes ao dia

para averiguar o nascimento das ninhadas e registrar o tempo de gestacdo. Apos o

2 Resvetrol® (Attivos Magistrais)
3 Di-2-etilexil ftalato em solucéo 99%
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parto, foram analisadas as demais variaveis, como o numero de filhotes nascidos e a
proporcao de filhotes nascidos vivos.

As fémeas que nao pariram até o 24° dia de gestacédo (gd 24) foram mortas
por decapitacdo e submetidas a contagem de implantes uterinos para avaliacdo das
perdas pds-implante, cuja técnica consiste na observacdo a olho nu e contagem
direta dos sitios de implantacdo placentaria.

As variaveis citadas foram determinadas conforme recomendado pela
Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (Environmental Protection
Agency - EPA, 1996):

a) Indice de nascimento (%) = numero de filhotes nascidos vivos (x 100)

numero de filhotes nascidos
b) Perdas poés-implantes (%) =

numero de implantes — numero de filhotes nascidos vivos (x 100)

namero de implantes

Foram selecionados aleatoriamente dois descendentes machos de cada
ninhada, quando presentes, e estes foram mortos por decapitagdo no segundo dia
pds-natal. Foram tabulados os dados macroscépicos como peso de 6rgaos (figado e
encéfalo) e distancia ano-genital (figura 4) em milimetros, mensurada com o
emprego de paquimetro digital* (figura 5). Os testiculos (figura 6) foram coletados
para a dosagem de testosterona e analise histolégica e imuno-histoquimica. O
figado foi armazenado em freezer -70°C para analise dos marcadores de estresse

oxidativo.

*TCM (Hamburg, Germany)
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Figura 4. Referéncias anatdomicas (indicadas pelas setas) para a mensuracdo da

distancia anogenital, definida como a distancia entre o centro do anus e o centro da

prega genital.

" “mmiinchmm

A

B

Figura 5: Paquimetro digital utilizado para a mensuragéo da distancia anogenital dos

machos (pnd 2) (A) e mensuracao da distancia anogenital sendo realizada (B).
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Figura 6: Posicdo dos testiculos nos machos (pnd 2).

3.2.3 Experimento DEHP e desenvolvimento pubertal

Foram utilizados ratos Wistar machos em idade pré-pubere (21 dias),
provenientes do biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal do
Parana. Os animais foram alojados em caixas coletivas de polipropileno, receberam
agua e racao comercial a vontade e foram submetidos a um ciclo claro / escuro de
12 horas.

Foi administrado o DEHP através de gavage, nas doses de 250, 500 e 750
mg/kg/dia conforme o grupo experimental, sendo estabelecido o volume de
administracao de 5 mL/kg/dia.

Cada caixa alojou um animal de cada grupo (4 grupos, n=15), sendo estes

escolhidos aleatoriamente e mantidos durante todo o periodo do experimento. O
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tratamento iniciou-se no 21° dia pds-natal e foi repetido diariamente durante os 30

dias seguintes, conforme o protocolo abaixo:

1 — Controle: Veiculo (6leo de canola)
2 — DEHP 250: DEHP (250 mg/kg diluido em éleo de canola)
3 — DEHP 500: DEHP (500 mg/kg diluido em 6leo de canola)

4 — DEHP 750: DEHP (750 mg/kg diluido em 6leo de canola)

Os animais foram pesados diariamente e submetidos a exame fisico geral. Foi
observada também a ocorréncia de separacdo prepucial (figura 7), acontecimento
caracteristico da puberdade em ratos (GRAY et al., 2004). Esta variavel foi avaliada
mediante inspecao visual e classificada como inexistente, incompleta ou completa
conforme sua apresentacao.

Os animais foram mortos por meio de decapitagdo em guilhotina,
transcorridas 24 horas apés o ultimo tratamento, Em seguida, o sangue foi colhido,
coagulado em repouso (5 minutos) e centrifugado a aproximadamente 1000 rpm (10
minutos) para a separagao do soro. O soro foi aliquotado e armazenado em freezer -
20C para a dosagem de testosterona, colesterol e tiroxina séricos.

Na sequéncia, as seguintes estruturas foram removidas e pesadas: figado,
rins e adrenais (avaliagdo da toxicidade dos tratamentos), vesiculas seminais vazias,
prostata ventral, testiculos, epididimos e musculo elevador anal/bulbocavernoso
(estruturas andrégeno-dependentes). Os testiculos foram armazenados em freezer -

70°C para serem submetidos as dosagens de colesterol e testosterona.
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A B

Figura 7: Avaliacdo da ocorréncia de separacdo prepucial através da retracao do

prepucio e exposicao da glande. Separacao prepucial incompleta (A) e completa (B).

3.3 Andlises laboratoriais

3.3.1 Histologia e imuno-histoquimica testiculares

Os testiculos dos animais neonatos do experimento 3.1.2 foram removidos e
submetidos a andlise histolégica e imuno-histoquimica, conforme o protocolo a
seqguir:

Histologia: O testiculo esquerdo de um animal de cada ninhada selecionado
conforme descrito anteriormente foi fixado em solugéo de Bouin durante duas horas.
Apos a fixacédo, o orgdo foi mergulhado em solucdes alcodlicas de concentragéo
crescente por 90 minutos cada, para a desidratacdo e, posteriormente, mantido

durante 40 minutos em solugdo de etanol e xilol absolutos na proporgéo de 1:1.

ApOs isto, os orgdos receberam mais trés banhos de xilol absoluto (dois de 20
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minutos e um de 5 minutos) e foram emblocados em parafina. Estas amostras foram
trimadas, seccionadas em microtomo e as laminas permanentes foram preparadas
através da adesdo dos cortes a laminas de vidro com albumina liquida. As amostras
foram desparafinizadas, coradas com hematoxilina e eosina para analise
histopatologica (WOLF et al., 2002). A histopatologia testicular foi realizada com o
objetivo de quantificar os gondcitos multinucleados (GMN) (figura 8), através da

avaliacdo de 50 seccbOes de cordas seminiferas de seis animais de ninhadas

distintas por grupo tratado (SHARPE et al., 2007).

Figura 8: Fotomicrografia de corte histol6gico do testiculo de um animal (pnd 2) cuja
progenitora foi exposta ao DEHP na dose de 500 mg/kg/dia, do 7° dia de gestacéo
ao 2° dia de lactacdo. Notar a presenca de gondcitos multinucleados (indicados
pelas setas) nas cordas seminiferas. Coloragdo HE, aumento de 400x.
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Imuno-histoquimica: Para a realizacdo da imuno-histoquimica, os 6rgdos seguiram a

mesma sequéncia de preparacao histoldgica do item anterior (BORCH et al., 2006).
Os cortes de tecido processados rotineiramente foram colocados sobre laminas
previamente silanizadas. A recuperacdo antigénica pelo método do calor umido foi
realizada em panela a vapor, a temperatura de 95C por 20-30 minutos. A incubacao
com os anticorpos primarios foi realizada durante toda a noite (anticorpo policlonal
para proteina StAR®). Para amplificacdo e revelacéo da reacao foi utilizado o sistema
Advance®. A coloracao foi feita com 3,3-diaminobenzidina (DAB) e a contracoloragéo
com hematoxilina de Harris. Cabe ressaltar que a reativacdo antigénica, 0s
anticorpos secundarios e seus respectivos tempos e diluicdes seguiram as
recomendacdes do laboratorio fornecedor do kit.

Foram escolhidos, ao acaso, dois animais de cada grupo e as laminas foram
analisadas sob microscopia optica. A intensidade da coloracdo pela reacdo imuno-
histoquimica refletem a expressdo da proteina StAR no tecido testicular dos

diferentes grupos experimentais.

3.3.2 Dosagem de testosterona

Foram realizadas dosagens de testosterona nos testiculos direitos dos
animais selecionados no 2° dia pods-natal (experimento 3.1.2) e no plasma e
testiculos dos animais tratados com diferentes concentracbes de DEHP

(experimento 3.1.3).

® Affinity Bioreagents®, Rockford, IL, USA
® Dako® Glastrup Denmark
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O sangue coletado apds a decapitacdo dos animais foi centrifugado e o soro
foi separado e mantido a —20°C até o dia da analise. Os orgaos utilizados para as

dosagens hormonais e ensaios enzimaticos foram mantidos em freezer -70°C

A extracdo dos esterdides para a mensuracao da testosterona testicular foi

realizada segundo o seguinte protocolo:
Neonatal:

As amostras (testiculo inteiro) foram homogeneizadas manualmente com 200
uL de tampéao fosfato em tubos tipo eppendorff, com o auxilio de bastdo metalico.
Foram adicionado 500 pL de éter dietilico a cada tubo e as amostras foram
novamente homogeneizadas em vortex por 30 segundos e centrifugadas a 1000 x 4

giros a temperatura de 4.

ApOs a centrifugacéo, cada tubo foi submetido individualmente a imersédo em
nitrogénio liquido até que a fase aquosa estivesse congelada e o sobrenadante (fase
etérea) foi entdo transferido para outro tubo. A extracdo com éter foi repetida trés
vezes e 0s tubos contendo o extrato etéreo foram colocados para evaporacdo em
capela de fluxo laminar a temperatura ambiente. O conteddo residual foi
ressuspendido em 500 puL de tampéao fosfato e mantido em freezer -70C até a

analise hormonal (WOLF et al., 2002).

Pubertal:

Dois fragmentos de 0,2 gramas de tecido testicular obtidos de cada animal foram
acondicionados em microtubos do tipo eppendorfs e dessecados (24 horas em

dessecador a vacuo a temperatura controlada de 45€C). O tecido desidratado foi
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pulverizado manualmente e as amostras foram transferidas para tubos de vidros, em
cada qual foi adicionado 0,75 mL de metanol 90%. Os tubos foram submetidos a 30
minutos de agitacdo a temperatura ambiente e, em seguida, centrifugados a 1500 X
g durante 15 minutos. O sobrenadante foi removido e o procedimento de extracéo
com metanol foi repetido para a fracdo sdlida resultante. Ao final do processo, os
sobrenadantes obtidos em cada extracdo foram combinados, resultando em um total
de 3 mL de extrato (NEUBAUER et al., 2004).

O método de quantificacdo de testosterona empregado para os extratos foi o
mesmo utilizado para a testosterona sérica, sendo que as curvas padrdo ja se
encontram validadas. Varias diluicbes de misturas de plasmas produzem curvas
paralelas em relacédo ao padréao validando o teste. Diluicbes seriais de amostras do
extrato produziram curvas de deslocamento paralelas as da testosterona padréo
(BOARETO, et al.,, 2008). Estas analises foram realizadas em parceria com o
laboratério de Fisiologia da Reproducdo do Departamento de Fisiologia da

Universidade Federal do Parana.

Os niveis séricos e testiculares de testosterona foram quantificados por meio
de EIA (Enzyme Immunoassay). O principio deste ensaio estd baseado na
competicdo entre a testosterona da amostra e a testosterona conjugada utilizada
como reagente para uma quantidade constante de anticorpo antitestosterona. Os
anticorpos (policlonais antitestosterona R 156/7, diluicdo 1:7500) foram obtidos de
Coralie Munro’. O anticorpo R 156/7 apresenta reacéo cruzada com testosterona
100,0%, 52-diidrotestosterona 57,4%, androstenediona 0,27%, e androsterona,

deidroepiandrosterona (DHEA), colesterol, estradiol, progesterona e pregnenolona <

" Universidade da Califérnia, Davis, CA, USA
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0,05%. As amostras foram testadas em duplicatas, a sensibilidade do ensaio foi de

2,3 pg/poco. As placas foram lidas com um filtro de 405nm em leitor de microplaca.

3.3.3 Dosagem de colesterol

O plasma e os extratos testiculares foram submetidos a dosagem de
colesterol através de teste enzimatico colorimétrico utilizando-se espectofotdmetro e
kit especifico para dosagem de colesterol total®. Nesta técnica, os ésteres de
colesterol sédo hidrolisados pela colesterol esterase a colesterol livre e acidos graxos.
O colesterol livre é oxidado pela colesterol oxidase a colest-4-enona e peroxido de
hidrogénio. Na presenca de peroxidase e peroxido de hidrogénio, o fenol e a 4
aminoantipirina sdo oxidadas formando a antipirilqguinonimina que tem absortividade

maxima em 500 nm. A sensibilidade analitica foi 1,0 mg/dL.

3.3.4 Dosagem de tiroxina (T4)

Os niveis séricos de T4 foram determinados com a finalidade de pesquisar
indicios de disturbios da tiredide que pudessem alterar secundariamente 0s niveis
séricos de colesterol. A andlise foi realizada por um método automatizado de
imunoensaio por quimioluminescéncia de microparticulas®, seguindo as instrucées

do fabricante. A sensibilidade analitica foi 1,0 pg/dL.

8 Colesterol liquiform Cat. 76 (Labtegt)
® ARCHITECT total T4 (TT4) assay (Abbot Laboratories, lllinois, USA)
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3.3.5 Indicadores de estresse oxidativo

As amostras congeladas de figado (experimentos 3.1.1 e 3.1.2) e testiculo
(experimento 3.1.1) foram homogeneizadas em tampdo fosfato pH 6,5 (1:10
massa/volume), com o auxilio de homogeneizador automético'® e centrifugadas a
1000 x 10 giros a 4°C por 30 minutos. O sobrenadante foi dividido em aliquotas e
utiizado para a determinacdo da atividade da catalase (CAT), glutationa-S-

transferase (GST), lipoperoxidacdo (LPO) e concentracao de proteina.

Atividade da catalase: O sobrenadante foi diluido na proporcdo 1. 10
(volume/volume) e a atividade enzimética da catalase foi determinada através do
procedimento descrito por AEBI (1984). O decréscimo na absorbancia a 240 nm a
partir da adicdo de uma solucdo de peroxido de hidrogénio (H.O,) a concentracdo de
30% foi monitorado a cada 15 segundos durante 60 segundos em
espectrofotdmetro™. Este método consiste na mensuracéo da atividade da catalase

pelo consumo de H,0,, gerando O, e H,0.

Atividade da Glutationa-S-transferase (GST): O sobrenadante foi diluido na

proporcao 1:100 (figado) e 1:20 (testiculo) (volume/volume) e a atividade enzimatica
da GST foi mensurada a partir do procedimento descrito por HABIG et al. (1974).
Este método estd baseado no fato do composto formado pelo 1-cloro-2,4-
dinitrobenzeno (CDNB) e pela glutationa reduzida (GSH) absorver luz a 340 nm mais

intensamente que a GSH ou o CDNB isoladamente.

10 Potter-Elvejhem
1 UV Visible, Ultrospec 2000
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Lipoperoxidacao: Foi realizada uma nova suspensdo do sobrenadante em metanol

PA (1:2 volume/volume), sonicado por 2 minutos e centrifugado a 1000 x 10 g a 4C
durante 10 minutos. O novo sobrenadante foi utilizado para a mensuracdo da
concentracdo de hidroperoxidos lipidicos através do procedimento de FOX, descrito
por JIANG et al. (1992). Este método se baseia na oxidac&o rapida do Fe** mediada
por hidroperéxidos, sob condicdes de acidez. O Fe*" forma um croméforo em

associacao ao xilenol laranja que absorve luz fortemente a 560 nm.

Concentracdo proteica: Todos os resultados foram referidos com base na

concentracdo proteica da amostra, mensurada através do método de BRADFORD
(1976). O reagente de Bradford contém como seu principal componente o corante
Coomassie Brilliant Blue G-250 em solucéo acida que, ao se ligar as proteinas, tem
sua absorbéancia alterada de 465 nm para 595 nm. Os resultados sdo comparados
com uma curva padrédo, com valores de concentracdo proteica conhecidos. As
leituras dos resultados da atividade de GST, da lipoperoxidagéo e da concentracao

protéica das amostras foram realizadas em espectrofotémetro de microplaca®?.

Estudo in vitro da atividade sequestradora de radicais livres (DPPH): A reatividade

do resveratrol (concentragfes de 10 a 200 pg/mL) com o radical livre estavel 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) foi determinada através de medidas de alteracdo da
absorbancia a 517 nm, de acordo com o método de CHEN et al (1999) modificado. O
sistema de reacdo foi constituido de 750 pL de solugéo teste (EHS e EHSp) e 250
uL de solucdo metandlica de DPPH (1mg em 25 ml). Ap6s 5 minutos, o decréscimo

da absorbancia foi medido. A solugcdo do agente redutor, acido ascérbico (50 pg/ml),

2 Sunrise — TECAN
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foi utilizada como controle positivo do teste e como controle negativo foi utilizado

tampao Tris.

3.4 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram tabulados e submetidos a analise estatistica. As
variaveis foram submetidas ao teste de distribuicdo normal e homocedasticidade e,
por serem variaveis paramétricas, foi aplicada a andlise de variancia (ANOVA). As
diferencas entre os grupos foram determinadas pelos testes de Dunnett ou Tukey.
Para as variaveis relacionadas aos dados da prenhez e da ninhada foi utilizada a

fémea como unidade estatistica.
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4. RESULTADOS

4.1 Experimento resveratrol e teteracloreto de carbono

N&o houve diferenca significativa entre os pesos dos animais (figura 9) e
pesos relativos dos orgaos analisados (figuras 10 a 15), sugerindo auséncia de

toxicidade sistémica dos tratamentos.

400+
— Controle veiculo
@ 3004 I T ——1 Tetracloreto de carbono 20% (CCl4)
3 — [ - [0 CCl4 + Vitamina C
g - EEN CC| 4 + Resveratrol (2 mg/kg)
8 200 CCl4 + Resveratrol (10 mg/kg)
@
@ CCl4 + Resveratrol (20 mg/kg)
= 1004 | g 5 5 5 X /
0
C CCl4 V R2 R10 R20
+ CCl4
Tratamentos

Figura 9: Massa corporal média (g) de ratos Wistar machos submetidos ao
tratamento com tetracloreto de Carbono isolado ou precedido de tratamento com
vitamina C ou diferentes doses de resveratrol. O niumero de animais de cada grupo
esta indicado dentro das barras.

Os resultados expressam média + erro padréo. Nivel de significancia p < 0,05

(ANOVA).
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5_
;\3 C— Controle veiculo
S 4 - —— — Tetracloreto de carbono 20% (CCl4)
o] T T — o —— . .
g - T § T CCI4 + Vitamina C
= g BN CCl4 + Resveratrol (2 mg/kg)
3 CCl4 + Resveratrol (10 mg/kg)
.g 2 CCl4 + Resveratrol (20 mg/kg)
IS
[
Q 14 s
a 5 5 5 5 \ /
o

0

C CCl4 \% R2 R10 R20
+ CCl4
Tratamentos

Figura 10: Valores dos pesos do figado em relacdo ao peso corporal (g/g %) de ratos
Wistar machos submetidos ao tratamento com tetracloreto de Carbono isolado ou
precedido de tratamento com vitamina C ou diferentes doses de resveratrol. O
namero de animais de cada grupo esta indicado dentro das barras.

Os resultados expressam média + erro padréo. Nivel de significancia p < 0,05
(ANOVA).

0.4+ T
S T - - . - — Controle veiculo
\u-; — Tetracloreto de carbono 20% (CCl4)
g 031 § [T CCl4 + Vitamina C
%)
_8 EEEE CCl4 + Resveratrol (2 mg/kg)
S 0.2 CCl4 + Resveratrol (10 mg/kg)
% CCl4 + Resveratrol (20 mg/kg)
2 %1 15| & Al - X %
[a

0.0

C CCl4 \% R2 R10 R20
+ CCl4
Tratamentos

Figura 11: Valores dos pesos dos rins em relagéo ao peso corporal (g/g %) de ratos
Wistar machos submetidos ao tratamento com tetracloreto de Carbono isolado ou
precedido de tratamento com vitamina C ou diferentes doses de resveratrol. O
namero de animais de cada grupo esta indicado dentro das barras.

Os resultados expressam média = erro padrédo. Nivel de significAncia p < 0,05
(ANOVA).
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Figura 12: Valores dos pesos dos testiculos em relacdo ao peso corporal (g/g %) de
ratos Wistar machos submetidos ao tratamento com tetracloreto de Carbono isolado
ou precedido de tratamento com vitamina C ou diferentes doses de resveratrol. O
namero de animais de cada grupo esta indicado dentro das barras.

Os resultados expressam média = erro padrdo. Nivel de significancia p < 0,05
(ANOVA).
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I il —
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5 5 k) 5
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C CcCl4 \% R2 R10 R20
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Tratamentos

Figura 13: Valores dos pesos dos epididimos em relacdo ao peso corporal (g/g %)
de ratos Wistar machos submetidos ao tratamento com tetracloreto de Carbono
isolado ou precedido de tratamento com vitamina C ou diferentes doses de
resveratrol. O nimero de animais de cada grupo esta indicado dentro das barras.

Os resultados expressam média + erro padrdo. Nivel de significancia p < 0,05
(ANOVA).
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% = L I / I CCl4 + Resveratrol (2 mg/kg)
o
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Figura 14: Valores dos pesos da prostata em relacdo ao peso corporal (g/g %) de
ratos Wistar machos submetidos ao tratamento com tetracloreto de Carbono isolado
ou precedido de tratamento com vitamina C ou diferentes doses de resveratrol. O
namero de animais de cada grupo esta indicado dentro das barras.

Os resultados expressam média + erro padrdo. Nivel de significancia p < 0,05
(ANOVA).
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Figura 15: Valores dos pesos da vesicula seminal em relacdo ao peso corporal (g/g
%) de ratos Wistar machos submetidos ao tratamento com tetracloreto de Carbono
isolado ou precedido de tratamento com vitamina C ou diferentes doses de
resveratrol. O numero de animais de cada grupo esta indicado dentro das barras.

Os resultados expressam média + erro padréo. Nivel de significancia p < 0,05
(ANOVA).
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A avaliacdo da atividade especifica de GST hepéatica demonstrou diferenca
significativa entre o grupo controle e os grupos pré-tratados com vitamina C e
resveratrol na dose de 10 mg/kg associados ao tetracloreto de carbono (figura 16),

sendo que nestes observou-se uma reducao na atividade enzimatica.

- _
I‘S 750 C— Controle veiculo
g —|— —1 Tetracloreto de carbono 20% (CCl4)
£ J_ T CCl4 + Vitamina C
§ “.‘C 500+ I CCl4 + Resweratrol (2 mg/kg)
% é —_ _*_ * — CCl4 + Resveratrol (10 mg/kg)
g UZJ I % CCl4 + Resveratrol (20 mg/kg)
@) 250+ — T
®)
5 5| B3 |5 B \ %
o
0
C CCla Y, R2 R10 R20
+ CCl4
Tratamentos

Figura 16: Atividade especifica da GST hepética de ratos Wistar machos submetidos
ao tratamento com tetracloreto de Carbono isolado ou precedido de tratamento com
vitamina C ou diferentes doses de resveratrol. O niumero de animais de cada grupo
esta indicado dentro das barras.

Os resultados expressam média + erro padrdo. * p < 0,05 em relagdo ao grupo
controle (ANOVA — teste de Tukey).

N&o houve diferenca significativa na atividade especifica da GST testicular

entre os diferentes tratamentos, conforme demonstrado na figura 17.
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Figura 17: Atividade especifica da GST testicular de ratos Wistar machos
submetidos ao tratamento com tetracloreto de Carbono isolado ou precedido de
tratamento com vitamina C ou diferentes doses de resveratrol. O nimero de animais
de cada grupo esta indicado dentro das barras.

Os resultados expressam média = erro padrdo. Nivel de significancia p < 0,05
(ANOVA).

A atividade antioxidante in vitro do resveratrol foi avaliada através de sua
acao sequestradora do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) por meio do
decréscimo da absorbancia a 517 nm. Houve diferenca significativa em relacado ao

controle negativo em todas as doses testadas (figura 18).
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Figura 18. Atividade sequestradora do radical livre DPPH pelo resveratrol. Como
controle negativo, foi utilizado o diluente, Tampéao Tris, representado por C. Como
controle positivo, foi utilizado o acido ascorbico, representado no grafico como AA.
Os valores 10, 20, 50, 100 e 200 representam as concentra¢cdes de resveratrol, em
png/mL.

Os resultados expressam meédia * erro padrédo. ** p < 0,01 em relacdo ao controle
(ANOVA — teste de Dunnett).

4.2 Experimento DEHP e antioxidantes

4.2.1 Dados da gestacéo

Nao houve diferenca significativa entre os tratamentos com relagédo a indice
de nascimentos, perdas pos-implante, tamanho da ninhada e peso médio da
ninhada. Os dados da gestacédo apresentaram-se pouco uniformes, como resultado
da perda de alguns individuos em decorréncia de problemas no parto ou
canibalismo, fato que também contribuiu para reduzir o nimero de machos neonatos

Nnos grupos.
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Tabela 1. Dados referentes a gestacdo de fémeas de ratos Wistar submetidas ao

tratamento com DEHP isolado e associado a vitamina C ou ao resveratrol, do 7°dia

de gestacédo ao 2°dia de lactacao.

Grupos

Variaveis Controle VitaminaC  Resveratrol DEHP DEHP e DEHP e

vitamina C resveratrol
Animais (n) 15 16 13 16 16 16
indice de | 68,3+11,0 46,6 +12,2 56,5+ 13,3 54,3+11,3 55,6 +11,9 69,4+11,4
nascimentos (%)
Perdas poés- | 40,8+10,1 58,8 +11,2 44,8 +13,0 54,7 +10,2 57,6 £+10,1 44,3 +9,88
implante (%)
Tamanho da | 8,47+1,20 6,81 +1,30 7,92 +1,35 6,88 +1,12 5,69+1,12 7,44 +1,11
ninhada
Peso médio da | 579+0,201 5,74+0,207 5,78+0,128 5,23+0,268 5,25+0,192 5,72 +0,800
ninhada (g)

Os valores expressam média + erro padrao.

4.2.2 Dados das fémeas

O ganho de peso das progenitoras néo diferiu entre os grupos, bem como nao

foram observadas alteracbes comportamentais ou clinicas nas fémeas durante o

tratamento. Nenhum tratamento afetou o peso relativo do encéfalo das progenitoras,

porém pode ser detectado um aumento significativo no peso relativo do figado das

fémeas expostas ao DEHP isolado ou associado a vitamina C e ao resveratrol.

Tabela 2. Dados de massa corporal e massa relativa de érgdos (g/g%) de fémeas de

ratos Wistar submetidas ao tratamento com DEHP isolado e associado a vitamina C

ou ao resveratrol, do 7°dia de gestacdo ao 2°dia de lactacao.

Grupos

Variaveis Controle Vitamina C Resveratrol DEHP DEHP e DEHP e

vitamina C resveratrol
Animais 15 16 13 16 16 16
(n)
Massa 271,5+7,06 267,3+7,26 253,2 £6,83 258,6 £5,20 252,9+£4,90 254,9 £ 6,29
corporal
(9)
Utero (%) 0,533+0,112 0,620+0,128 0,397 +0,107 0,614+0,085 0,558+0,093 0,527 +0,077
Encéfalo 0,642 +0,016 0,695+0,020 0,698+0,012 0,761+0,075 0,653+0,051 0,786 +0,088
(%)

Os valores expressam média + erro padrao.

O peso relativo do figado apresentou diferenca significativa entre os

tratamentos conforme demonstrado na figura 19.
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Figura 19: Valores do peso do figado em relagcdo ao peso corporal (g/g %) de
fémeas de ratos Wistar submetidas ao tratamento com DEHP isolado e associado a
vitamina C ou ao resveratrol, do 7° dia de gestacdo ao 2° dia de lactagdo. Os
resultados expressam média + erro padrdo. (ANOVA — teste de Tukey). * p<0,05,**

p<0,01 em relacéo ao controle.

4.2.3 Dados dos descendentes machos no 2° dia pés-n  atal (pnd 2)

Os resultados a seguir se referem aos dados dos machos selecionados (1 ou
2 por ninhada, 7 a 10 ninhadas por grupo), conforme o desenho experimental
proposto.

Os animais do grupo tratado com DEHP associado a vitamina C
apresentaram uma menor massa corporal quando comparados aos grupos tratados
somente com a vitamina C e o resveratrol, mas ndo quando comparados ao grupo
controle (figura 20), sendo que 0 mesmo ocorreu com a distancia anogenital (figura
21).

O peso relativo do encéfalo foi similar em todos os grupos (figura 22) e o peso
relativo do figado, como ocorreu nas progenitoras, apresentou-se aumentado em

todos os grupos expostos ao DEHP (figura 23).
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Figura 20: Valores de massa corporal (g) de ratos Wistar machos (pnd2) cujas méaes
foram submetidas ao tratamento com DEHP isolado e associado a vitamina C ou ao
resveratrol, do 7°dia de gestacdo ao 2°dia de lac tacdo. Os resultados expressam
meédia + erro padrdo e as linhas de conexao entre as barras expressam o nivel de

significancia das diferencas entre os grupos. (ANOVA — teste de Tukey).
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Figura 21: Valores de distancia anogenital (mm) de ratos Wistar machos (pnd2)
cujas maes foram submetidas ao tratamento com DEHP isolado e associado a
vitamina C ou ao resveratrol, do 7° dia de gestagcdo ao 2° dia de lactagdo. Os
resultados expressam média + erro padrédo e as linhas de conexao entre as barras
expressam o nivel de significancia das diferencas entre os grupos. (ANOVA - teste
de Tukey).
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Figura 22: Valores do peso do encéfalo em relacdo ao peso corporal (g/g %) de ratos
Wistar machos (pnd2) cujas maes foram submetidas ao tratamento com DEHP
isolado e associado a vitamina C ou ao resveratrol, do 7°dia de gestagéo ao 2°dia
de lactacdo. Os resultados expressam média + erro padrdo. (ANOVA). Nivel de

significancia p< 0,05.
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Figura 23: Valores do peso do figado em relagdo ao peso corporal (g/g %) de ratos
Wistar machos (pnd2) cujas maes foram submetidas ao tratamento com DEHP
isolado e associado a vitamina C ou ao resveratrol, do 7°dia de gestacdo ao 2°dia
de lactacdo. Os resultados expressam média + erro padrdo. (ANOVA - teste de

Tukey). ** p< 0,01 em relagéo ao controle.

Histologia

Todos o0s grupos, exceto o grupo tratado apenas com vitamina C,
apresentaram GMNs nas cordas seminiferas. A exposi¢cdo ao DEHP isolado ou em
associacdo a antioxidantes resultou em um aumento significativo na ocorréncia de

GMNSs, quando comparado aos grupos que nao receberam DEHP (figura 24).



50

10.04
1 Controle
% *k% 1 Vitamina C (200 mg/kg)
% ~ 7.5+ *hK gk 10 Resveratrol (10 mg/kg)
s T B DEHP (500 mg/kg)
c 2 5 04 DEHP + Vitamina C
% = DEHP + Resveratrol
n O x /
@
o 2.5+
o
@)
0.0

C Vv R D DV DR

Tratamentos

Figura 24: Ocorréncia de gondcitos multinucleados nas secc¢des avaliadas de cordas
seminiferas de ratos Wistar machos (pnd2) cujas maes foram submetidas ao
tratamento com DEHP isolado e associado a vitamina C ou ao resveratrol, do 7°dia
de gestacdo ao 2°dia de lactacdo. Os resultados ex pressam média + erro padréo.
(ANOVA — teste de Tukey). *** p< 0,001 em relac&o ao controle.

Imuno-histoquimica

Foram analisadas de forma qualitativa as laminas pertencentes a dois animais
de cada grupo, sendo trés secgOes testiculares de cada animal. Todos os grupos
apresentaram coloracdo caracterizada pela imunomarcacdo da proteina StAR no

tecido testicular, conforme observado na figura 25.
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Figura 25: Fotomicrografias representando seccdes testiculares dos diferentes

grupos experimentais submetidas a analise imuno-histoquimica. As regides de

coloracdo castanha correspondem as areas imunomarcadas para a proteina StAR.

Aumento de 400 X.
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Avaliacdo hormonal

Os niveis intratesticulares de testosterona néo reduziram significativamente
nos grupos expostos ao DEHP quando comparados ao grupo controle, porém o
grupo tratado com vitamina C apresentou niveis mais elevados de testosterona
testicular quando comparado ao grupo que recebeu DEHP associado ao resveratrol,

conforme observado na figura 26.
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Figura 26: Niveis intratesticulares de testosterona de ratos Wistar machos (pnd2)
cujas maes foram submetidas ao tratamento com DEHP isolado e associado a
vitamina C ou ao resveratrol, do 7° dia de gestacdo ao 2° dia de lactacdo. Os
resultados expressam média * erro padrédo e as linhas de conexdo entre as barras
expressam o nivel de significancia das diferencas entre os grupos. (ANOVA - teste
de Tukey).



53

Indicadores de estresse oxidativo

A atividade da catalase foi significativamente maior do que no grupo controle
nos grupos expostos ao DEHP em associacdo com antioxidantes. O mesmo nao
ocorreu no grupo exposto ao DEHP isolado, apesar de haver uma tendéncia ao
aumento. Todos os grupos expostos ao DEHP apresentaram uma maior atividade da
catalase quando comparados aos grupos tratados apenas com vitamina C e
resveratrol. O grupo que recebeu o DEHP associado a vitamina C exibiu aumento na

atividade da catalase quando comparado ao DEHP isolado (figura 27).
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Figura 27: Atividade especifica da catalase no figado de ratos Wistar machos (pnd2)
cujas maes foram submetidas ao tratamento com DEHP isolado e associado a
vitamina C ou ao resveratrol, do 7° dia de gestacdo ao 2° dia de lactagdo. Os
resultados expressam média + erro padrédo e as linhas de conexado entre as barras
expressam o nivel de significancia das diferencas entre os grupos. (ANOVA - teste

de Tukey). *p<0,01, ***p< 0,001 em relacéo ao controle.
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Todos os grupos expostos ao DEHP apresentaram uma reducao na atividade
da GST quando comparados ao grupo controle. O grupo que recebeu apenas
resveratrol apresentou uma maior atividade de GST em relacdo a ambos 0s grupos

tratados com DEHP em associacéo a antioxidantes (figura 28).
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Figura 28: Atividade especifica da GST hepatica de ratos Wistar machos (pnd2)
cujas maes foram submetidas ao tratamento com DEHP isolado e associado a
vitamina C ou ao resveratrol, do 7° dia de gestacdo ao 2° dia de lactacdo. Os
resultados expressam média + erro padrédo e as linhas de conexao entre as barras
expressam o nivel de significancia das diferencas entre os grupos. (ANOVA — teste
de Tukey). **p<0,01, **p< 0,001 em relacéo ao controle.

O nivel de hidroperéxidos lipidicos foi elevado significativamente apenas no
grupo que recebeu DEHP em associacao a vitamina C, quando comparado ao grupo
controle. O mesmo grupo também apresentou uma maior lipoperoxidacdo

comparado aos grupos expostos ao DEHP e a vitamina C isoladamente (figura 29).
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Figura 29: Concentracdo de hidroperéxidos lipidicos no figado de ratos Wistar

machos (pnd2) cujas maes foram submetidas ao tratamento com DEHP isolado e

associado a vitamina C ou ao resveratrol, do 7° dia de gestacdo ao 2° dia de

lactacdo. Os resultados expressam média + erro padrdo e as linhas de conexao

entre as barras expressam o nivel de significAncia das diferencas entre os grupos.

(ANOVA — teste de Tukey). **p<0,01 em relacdo ao controle.

4.3 Experimento DEHP e desenvolvimento pubertal

Nao houve diferenca significativa entre os pesos dos animais e peso meédio

relativo de figado, rins e adrenais, sugerindo auséncia de toxicidade sistémica dos

tratamentos.
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Tabela 3. Dados referentes a massa corporal e peso relativo dos 6rgaos (g/g%) de
ratos Wistar machos expostos ao DEHP em trés diferentes doses durante 30 dias

consecutivos.
Variaveis Grupos

Controle DEHP 250 mg/kg/dia DEHP 500 mg/kg/dia DEHP 750 m g/kg/dia
Animais (n) 15 15 14 15
Figado (%) 5,12 +0,63 5,16 £0,11 5,31+0,09 5,41 £0,07
Rins (%) 0,414 + 0,004 0,405 = 0,006 0,405 = 0,004 0,415 + 0,006
Adrenais (%) 0,009 = 0,001 0,009 + 0,001 0,009 £0,001 0,009 + 0,001

Os valores expressam média + erro padrao.

Foi observada uma reducédo significativa nos pesos relativos dos testiculos
(figuras 30 e 31), vesicula seminal (figura 32) e musculo elevador
anal/bulbocavernoso (figura 33), assim como um aumento no peso relativo dos

epididimos (figura 34) nos animais expostos a maior concentracdo de DEHP.
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Figura 30: Valores do peso dos testiculos em relacdo ao peso corporal (g/g %) de
ratos Wistar machos em idade pubertal (pnd 51) submetidos ao tratamento com
diferentes doses de DEHP durante 30 dias consecutivos. Os resultados expressam

meédia + erro padrdo. (ANOVA — teste de Dunnett). * p< 0,05 em relagcéo ao controle.
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Figura 31: Fotografia dos testiculos de um animal do grupo controle (indicado pela

letra C) e um animal do grupo da maior dose de DEHP (750 mg/kg) (indicado como
D750). Notar a diferenca de tamanho, evidenciando a interferéncia no

desenvolvimento testicular induzida pelo DEHP.
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Figura 32: Valores do peso da vesicula seminal em relagdo ao peso corporal (g/g %)
de ratos Wistar machos em idade pubertal (pnd 51) submetidos ao tratamento com
diferentes doses de DEHP durante 30 dias consecutivos. Os resultados expressam
média + erro padrdo. (ANOVA — teste de Dunnett). * p< 0,05 em relag&o ao controle.
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Figura 33: Valores do peso do musculo elevador anal/bulbocavernoso em relacéo ao
peso corporal (g/g %) de ratos Wistar machos em idade pubertal (pnd 51)
submetidos ao tratamento com diferentes doses de DEHP durante 30 dias
consecutivos. Os resultados expressam média + erro padrdo. (ANOVA — teste de

Dunnett). * p< 0,05 em relacdo ao controle.
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Figura 34: Valores do peso dos epididimos em relacdo ao peso corporal (g/g %) de
ratos Wistar machos em idade pubertal (pnd 51) submetidos ao tratamento com
diferentes doses de DEHP durante 30 dias consecutivos. Os resultados expressam

meédia + erro padrdo. (ANOVA — teste de Dunnett). * p< 0,05 em relagcéo ao controle.
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A idade média para a ocorréncia de separacéo prepucial ndo diferiu entre os
grupos. Porém, houve uma tendéncia ao atraso na separacao prepucial nos animais
tratados com o DEHP como observado nas figuras 35 e 36. O grupo exposto a maior
dose de DEHP apresentou uma maior porcentagem de animais que ndo atingiram a
separacao prepucial completa ao pnd 44 quando comparado ao grupo controle.
Além disso, alguns animais dos grupos que receberam as doses de 500 mg/kg/dia

(n=1) e 750 mg/kg/dia (n=3) completaram a separacao prepucial apés o pnd 48.
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Figura 35: Valores médios de dias para a ocorréncia de separagdo prepucial em
ratos Wistar machos em idade pubertal (pnd 51) submetidos ao tratamento com
diferentes doses de DEHP durante 30 dias consecutivos. Os resultados expressam
meédia + erro padrdo. (ANOVA).
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Figura 36: Porcentagem de animais que apresentaram separacao prepucial
completa. As barras indicam a porcentagem de animais nas diferentes categorias. O

numero de animais encontra-se dentro das barras.

Os niveis de colesterol foram mensurados apds o tratamento com o DEHP no
soro e tecido testicular e a relacdo entre a dose de DEHP e o colesterol sérico
revelou uma curva dose-resposta bifasica. A concentracdo de colesterol no soro
reduziu significativamente na dose mais baixa de DEHP (250 mg/kg), porém
retornou aos valores do controle na dose de 750 mg/kg (figura 37). Os niveis de
colesterol no tecido testicular (mg/g) aumentaram significativamente com a
exposicao ao DEHP (figura 38). Por outro lado, ndo foram observadas alteracoes
significativas nos niveis de colesterol total testicular (mg por testiculo) entre os
grupos, apesar de haver uma tendéncia a diminuicdo na maior dose de DEHP (750

mg/kg) (figura 39).
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Figura 37: Niveis séricos de colesterol de ratos Wistar machos em idade pubertal
(pnd 51) submetidos ao tratamento com diferentes doses de DEHP durante 30 dias
consecutivos. Os resultados expressam meédia + erro padrdo. (ANOVA - teste de

Dunnett). ** p<0,01 em relag&o ao controle.
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Figura 38: Niveis de colesterol no tecido testicular de ratos Wistar machos em idade
pubertal (pnd 51) submetidos ao tratamento com diferentes doses de DEHP durante
30 dias consecutivos. Os resultados expressam média + erro padrao e a linha de
conexdo entre as barras expressa o nivel de significancia da diferenca entre os

grupos. (ANOVA - teste de Dunnett). **p<0,01 em relacdo ao controle.
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Figura 39: Niveis de colesterol total testicular de ratos Wistar machos em idade
pubertal (pnd 51) submetidos ao tratamento com diferentes doses de DEHP durante
30 dias consecutivos. Os resultados expressam média + erro padrdo. (ANOVA).

Nivel de significancia p< 0,05 em relag&o ao controle.

Os niveis de testosterona foram mensurados no soro e nos testiculos e nao
foram observadas diferencas significativas entre os grupos. Entretanto, foi observada
uma tendéncia a reducdo tanto nos niveis séricos quanto testiculares de
testosterona nos animais expostos a dose de 750 mg/kg de DEHP (figuras 40 a 42).
Quanto aos niveis de T4, ndo houve diferenca significativa entre os grupos

experimentais (figura 43).
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Figura 40: Niveis de testosterona sérica de ratos Wistar machos em idade pubertal
(pnd 51) submetidos ao tratamento com diferentes doses de DEHP durante 30 dias

consecutivos. Os resultados expressam média + erro padrao. (ANOVA).
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Figura 41: Niveis de testosterona no tecido testicular de ratos Wistar machos em
idade pubertal (pnd 51) submetidos ao tratamento com diferentes doses de DEHP
durante 30 dias consecutivos. Os resultados expressam meédia + erro padrao.

(ANOVA).
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Figura 42: Niveis de testosterona total testicular de ratos Wistar machos em idade
pubertal (pnd 51) submetidos ao tratamento com diferentes doses de DEHP durante

30 dias consecutivos. Os resultados expressam média * erro padrao. (ANOVA).
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Figura 43: Niveis de tiroxina (T4 total) sérica de ratos Wistar machos em idade
pubertal (pnd 51) submetidos ao tratamento com diferentes doses de DEHP durante

30 dias consecutivos. Os resultados expressam média £ erro padrao. (ANOVA).
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5. DISCUSSAO

Varios estudos sdo conduzidos com o objetivo de desenvolver técnicas mais
precisas para a avaliacdo dos riscos da exposicdo aos ftalatos, porém este tem se
revelado um problema bastante complexo e permanece um vasto campo para
pesquisas futuras. Os ftalatos apresentam uma multiplicidade de efeitos que variam
de acordo com diferentes fatores, tais como a espécie animal, a dose empregada, a
faixa etaria e a via de exposicdo. Um exemplo desta diversidade € a maior
susceptibilidade de criancas recém-nascidas ao DEHP por possuirem maior
atividade da lipase gastrica, aumentando a sua absor¢cdo e menor potencial de
glicuronidacéo, dificultando a sua eliminacdo (WEUVE et al., 2006). A mensuracéo
da concentracdo de metabdlitos urinarios dos ftalatos em humanos constitui uma
importante ferramenta na avaliacgdo da exposicdo, entretanto a significancia
fisiologica desta andlise ainda ndo est4 bem estabelecida e, portanto, deixa lacunas
a serem preenchidas nas andlises de risco toxicologico (CALAFAT e McKEE, 2006).
Desta forma, quaisquer estudos que objetivem esclarecer aspectos farmacoldgicos e
fisiologicos do mecanismo de acdo dos ftalatos sdo fundamentais para aprimorar o

conhecimento nesta area da toxicologia.

5.1 Experimento resveratrol e tetracloreto de carbo  no

O tetracloreto de carbono é um composto comumente utilizado em estudos de
hepatotoxicidade e estresse oxidativo. Estudos anteriores conduzidos para avaliar a
acdo de alguns compostos na quimioprevencdo de efeitos induzidos pela

administracdo de CCIl4 demonstraram que algumas substancias sdo capazes de
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minimizar os efeitos toxicos decorrentes desta exposicdo. Os resultados obtidos por
MARZI et al. (1980) indicaram que a necrose hepéatica induzida pelo CCl4 pode ser
minimizada pela administragdo de benadril. LIN et al. (2008) demonstraram que a
suplementacdo com extratos de Solanum nigrum Linn reduziu a incidéncia de lesdes
hepaticas e o0 estresse oxidativo em ratos expostos ao CCl4.

A glutationa S transferase é uma enzima pertencente a uma familia
multigénica de isoenzimas que catalisam a conjugacdo de compostos eletrofilicos a
GSH. A familia destas enzimas € caracterizada por ter uma ampla especificidade de
substrato com baixa afinidade. Esta baixa eficiéncia catalitica teve importante papel
na evolucdo das GSTs como agente detoxificador de amplo espectro, tanto de
componentes enddgenos quanto exdgenos (TEW et al., 1999).

Os dados de GST hepatica dos animais submetidos ao CCl4, associado ou
nado a antioxidantes revelaram uma reducdo significativa ou uma tendéncia a
reducdo na atividade desta enzima em comparagdo ao grupo controle tratado
apenas com veiculo. Estes resultados sdo condizentes com outros estudos
realizados com a administracdo de CCI4 por via oral de forma aguda (SHEWEITA et
al., 2001; MANNA et al., 2006) ou subcrénica (LIN et al., 2008). No entanto, néo
houve diferenca significativa entre 0s grupos pré-tratados com vitamina C e
resveratrol em relagédo ao grupo exposto apenas ao CCl4, o que demonstrou que
estas substancias, nas doses utilizadas, ndo foram capazes de prevenir a agao do
CCl4 sobre a GST hepatica. Desta forma, o CCl4 ndo se caracterizou como uma
substancia ideal para a inducdo de estresse oxidativo e para a avaliagdo da
atividade de substancias antioxidantes neste desenho experimental.

A administracdo aguda de CCl4 isolado ou associado ao pré-tratamento com

antioxidantes nao alterou significativamente a atividade de GST testicular. Estudos
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de toxicidade cronica induzidas por substancias como a ocratoxina e a carbendazina
resultaram na reducdo dos niveis de GST testicular em camundongos e ratos
(RAJESWARY et al, 2007; VERMA e CHAKRABORTY, 2008). CASTILLA-
CORTAZAR et al. (2004) demonstraram que a barreira hematotesticular pode ser
alterada pela administracdo crbénica de CCl4. A ndo ocorréncia de alteracdes
significativas na GST testicular no presente experimento pode ter relacdo com a
resisténcia da barreira hematotesticular a uma unica dose oral de CCI4.

A atividade antioxidante in vitro do resveratrol foi comprovada através de sua
acado sequestradora do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) em todas as
doses testadas. HUNG et al. (2000) testaram a atividade sequestradora de DPPH do
resveratrol em diferentes doses e correlacionaram com sua atividade in vivo e
obtiveram resultados promissores para seu uso em lesdes de isquemia e reperfusao,
uma condicao classica de geracao de radicais livres.

Os dados de ganho de peso, massa corporal e massa dos 6rgdos avaliados
ao final do experimento ndo demonstraram diferenca significativa, sugerindo que as
substancias nas doses e tempo de tratamento utilizados nédo foram capazes de
comprometer 0os animais de forma sistémica.

Com base no que foi citado, o protocolo do experimento realizado in vivo ndo
foi eficiente na avaliagdo da agao quimioprotetora do resveratrol. Desta forma, optou-
se por utilizar a dose de 10 mg/kg de resveratrol nos experimentos subsequentes,
uma vez que esta dose é preconizada por outros autores em experimentos in vivo
com estresse oxidativo em ratos (CHANDLER et al., 2005; TOKLU et al., 2006) e no

presente experimento ndo houve diferenca significativa entre as doses testadas.
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5.2 Experimento DEHP e antioxidantes

Os o6rgéaos do trato reprodutivo sdo equipados de uma linha de defesa contra
0 estresse oxidativo mantendo o ambiente celular em equilibrio, uma vez que a
esteroidogénese gera radicais livres sob condi¢fes fisiolégicas (PELTOLA et al.,
1996). Xenobioticos como os ftalatos podem alterar este balanco pelo aumento da
geracdo de ERMO ou por deplecdo das defesas antioxidantes (KASAHARA et al.,
2002). Os resultados obtidos neste trabalho a partir do tratamento de fémeas
prenhes com o DEHP associado ao resveratrol ou a vitamina C demonstraram que
estas combinacbes podem nao ser benéficas para a funcdo reprodutiva dos
descendentes, podendo ainda resultar em uma exacerbacédo do estresse oxidativo
em algumas situacoes.

Varias estratégias para prevenir o estresse oxidativo causado por poluentes ja
foram empreendidas e o emprego de vitaminas antioxidantes constitui a abordagem
mais comum. GUPTA et al. (2004) verificaram que a suplementacdo com vitamina C
e/ou vitamina E minimizou o0 estresse oxidativo e desempenhou funcgdes
fundamentais na co-regulacdo da producdo de esterdides em ratos expostos ao
cadmio. ISHIHARA et al. (2000) observaram que a suplementacdo com as vitaminas
C e E para ratos expostos ao DEHP foi capaz de proteger os testiculos da
ocorréncia de gonadotoxicidade. Recentemente, em um estudo delineado para
avaliar o efeito do resveratrol na protecao testicular aos danos provocados por
toxinas ambientais, os autores concluiram que esta fitoalexina natural pode melhorar
significativamente a disospermia induzida pela 2,5-hexanodiona e restabelecer a

espermatogénese (JIANG et al., 2008).
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No presente estudo, a administracdo de DEHP isolado ou associado a
antioxidantes resultou em hepatomegalia nas progenitoras e nos filhotes avaliados,
entretanto os animais tratados apenas com 0s antioxidantes ndo apresentaram esta
alteracdo. ISHIHARA et al. (2000) observou a ocorréncia de hepatomegalia em
animais tratados com dietas contendo 2% de DEHP em associacdo com as
vitaminas C e E, bem como em animais que receberam apenas a suplementacao
vitaminica. RUSYN et al. (2001) sugeriram que baixos niveis de substancias
oxidantes podem desempenhar uma funcdo em sinalizar a inducédo de proliferacédo
de células do parénquima hepatico expostas a agentes proliferadores de
peroxissomas. Consequentemente, o tratamento concomitante com antioxidantes
pode ndo ser capaz de prevenir esta tipica acdo dos ftalatos no tecido hepéatico e,
em alguns casos, pode ainda funcionar como uma fonte de atividade pro-oxidativa.

A vitamina C possui trés atividades biologicas de particular relevancia a
reproducdo, todas dependentes de seu potencial como agente redutor; ela é
necessaria para a biossintese de colageno, para a biossintese de hormonios
esterdides e peptidicos e previne ou reduz a oxidacédo de biomoléculas (LUCK et al.,
1995). A suplementacédo das progenitoras com vitamina C isoladamente nao afetou
0s paramentros reprodutivos avaliados nas ninhadas. Adicionalmente, ndo houve
evidéncia da inducdo de estresse oxidativo pela administragdo de vitamina C,
evidenciada pelos baixos niveis de catalase e LPO, similar aqueles exibidos pelo
grupo controle.

Pesquisas ja apontaram a func¢do do resveratrol na modulagéo dos sistemas
de resposta estrogénica por exercer atividade mista agonista/antagonista podendo,
portanto, estar envolvido em certos aspectos da reproducdo masculina (BHAT et al.,

2001; JUAN et al., 2005). JUAN et al. (2005) administraram resveratrol por via oral a
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ratos machos adultos, e observaram um aumento das concentracdes séricas de
gonadotrofinas e testosterona. Entretanto HARPER et al. (2007) estudaram a acéo
do resveratrol na supressao do cancer prostatico e ndo observaram alteracées nos
niveis de hormonios sexuais dos animais tratados com o resveratrol, sugerindo uma
modulacdo dos receptores esteréides como mecanismo de quimioprevencédo. No
presente estudo, os filhotes avaliados cujas progenitoras receberam resveratrol nao
demonstraram alteragcbes nos biomarcadores selecionados para avaliar o estresse
oxidativo quando comparados ao grupo controle, assim como o resveratrol néo
revelou nenhuma tendéncia a modificar as variaveis reprodutivas nos machos
recém-nascidos.

A exposicao pré-natal ao DEHP isolado ou associado a antioxidantes resultou
em um aumento significativo na ocorréncia de GMN, de acordo com relatos prévios
deste mecanismo de acédo dos ftalatos (SHIROTA et al., 2005; ANDRADE et al.,
2006; MAHOOD et al., 2007). Desta forma, o tratamento com antioxidantes néo foi
efetivo na protecdo dos gondcitos fetais contra a lesdo induzida pelo DEHP. Houve
um decréscimo nos niveis testiculares de testosterona nos grupos tratados com
DEHP quando comparados com o controle e a mesma tendéncia pdde ser notada
nos valores de DAG, embora para ambas as varidveis ndo tenha havido significancia
estatistica. Existem varios estudos demonstrando efeitos positivos de antioxidantes
como a vitamina C e o resveratrol na reproducdo como o aumento dos niveis de
testosterona e melhorias na qualidade e na contagem espermatica (JUAN et al.,
2005; SONMEZ et al., 2005; SHIN et al., 2008). Apesar disto, no presente trabalho, a
suplementacdo com estes antioxidantes para as progenitoras nao foi capaz de evitar
a ocorréncia de nenhum dos efeitos deletérios do DEHP nos machos recém-

nascidos. BORCH et al. (2006) relataram uma diminuicdo na expresséo da proteina
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StAR com a exposicdo ao DEHP, observada pela diminuicdo na intensidade da
coloracdo pela técnica imuno-histoquimica. Esta analise realizada de forma
qualitativa no presente estudo néo revelou alteracfes entre 0s grupos.

Corroborando relatos anteriores (LAKE et al., 1987; TAMURA et al., 1990), a
exposicdo ao DEHP isoladamente induziu um aumento discreto nos niveis de
catalase hepatica, ndo significativo quando comparado ao grupo controle, mas sim
guando comparado aos grupos tratados apenas com os antioxidantes. Embora esta
enzima tenha sido pouco afetada pelo DEHP, esta linha de defesa antioxidante foi
amplificada com as associa¢cfes a vitamina C e ao resveratrol, refletindo a geracéo
de estresse oxidativo adicional. SEIFRIED et al. (2004) advertiram que antioxidantes
podem comportar-se como pré-oxidantes quando associados a outras substancias,
pois um novo radical livre pode ser gerado a partir desta interacédo. A atividade proé-
oxidante da vitamina C é intensificada quando esta € utilizada em altas doses e na
presenca de um suprimento aumentado de peréxidos, devido a ativacdo da reacao
de Fenton (JEDLINSKA-KRAKOWSKA et al., 2006).

A atividade da GST hepatica foi reduzida com a exposicdo ao DEHP, de
acordo com este ja reconhecido efeito dos proliferadores de peroxissomas
(TAMURA et al., 1990; VOSKOBOINIK et al., 1996) e ndo demonstrou ter sido
afetada pela associagédo com a vitamina C ou com o resveratrol.

O DEHP néo induziu a peroxidacao lipidica, evidenciado pelos baixos niveis
de hidroperéxidos gerados no figado dos grupos expostos ao DEHP isoladamente.
Estes resultados confirmam e estendem relatos anteriores apontando o pequeno
grau de peroxidacao lipidica induzido pelo DEHP, o qual ndo apresenta significado
biologico (KORNBRUST et al., 1984; ELLIOTT e ELCOMBE, 1987). Entretanto, os

niveis de hidroperéxidos aumentaram significativamente quando o DEHP foi
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associado a vitamina C. LAUDICINA e MARNETT (1990) observaram que a adicéo
simultanea de acido ascorbico e hidroperoxidos organicos a microssomas hepaticos
de ratos resultou em uma exacerbacao da lipoperoxidacdo. No presente estudo, o
aumento da concentracdo de hidroperéxidos poderia ser explicado pela
magnificacdo do pequeno grau de peroxidacdo induzido pelo DEHP com a
associacao da vitamina C.

Os ftalatos per se ndo constituem uma fonte de oxidantes, entretanto estes
compostos sdo capazes de induzir a formacdo de radicais livres por diferentes
processos metabdlicos (RUSYN et al., 2001). Esta geracdo de radicais livres
supostamente induz varias condicbes patoldgicas, incluindo o crescimento de
tumores e desordens reprodutivas (KASAHARA et al., 2002; RUSYN et al., 2006). A
utilizacado de antioxidantes para minimizar efeitos deletérios de compostos toxicos é
uma estratégia comum (GUPTA et al., 2004; JIANG et al., 2008), entretanto em
algumas situacbes o0 antioxidante age como um pré-oxidante e agrava a injaria
oxidativa (AVDOGAN et al., 2008). No presente trabalho, foi demonstrado que o
emprego do resveratrol e da vitamina C nao preveniu os efeitos deletérios do DEHP
nos ratos machos recém-nascidos, e sob certas condi¢cbes, promoveu um estresse
oxidativo adicional, enfraguecendo as defesas organicas contra o DEHP. Os
mecanismos que determinam quando um antioxidante torna-se um pro-oxidante séo
amplamente desconhecidos, e precisam ser estabelecidos antes de ser feita
qualguer recomendacéo de intervencdes nutricionais ou farmacologicas (SEIFRIED
et al., 2004). Desta forma, a utilizacdo de antioxidantes na prevencao do estresse
oxidativo induzido por ftalatos ndo deve ser recomendada sem extensa pesquisa

prévia a respeito de suas propriedades farmacolégicas e impacto bioldgico.
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5.3 Experimento DEHP e desenvolvimento pubertal

Os desreguladores endoécrinos estdo entre os poluentes ambientais mais
complexos que se conhecem na atualidade. Suas acdes incluem a mimetizacdo de
horménios naturais, a interacdo com receptores esteroides, a interferéncia com a
proliferacédo e a diferenciacdo de células germinativas e a inducdo de mal-formacdes
reprodutivas (SARADHA e MATHUR, 2005). Embora o DEHP e outros ftalatos ativos
sejam capazes de desregular o sistema enddcrino, seu mecanismo de acdo nao esta
completamente elucidado. Alguns estudos demonstram efeitos paradoxais do DEHP
sobre o metabolismo de esterbides e parametros reprodutivos (DOSTAL et al., 1987;
AKINGBEMI et al., 2001; BORCH et al., 2006) e este comportamento poderia ser
explicado por uma grande diversidade de sitios de interacdo ou pela ocorréncia de
mecanismos compensatorios.

No presente trabalho, a administracdo de DEHP em trés diferentes doses a
animais jovens resultou em um padrdo de efeitos que pode ser usado para
esclarecer sua interacdo com o metabolismo do colesterol e da testosterona. As
alteracdes reprodutivas observadas em animais tratados com a maior dose de DEHP
(750 mg/kg/dia) estdo de acordo com a variedade de efeitos induzidos por ftalatos
ativos (baixo peso de 6érgaos testosterona-dependentes, tendéncia ao atraso na
separacdo prepucial e diminuicdo nos niveis de testosterona sérica e testicular)
(PARK et al., 2002; STROHEKER et al., 2005). Entretanto, os parametros de
desenvolvimento sexual masculino nos grupos expostos ao DEHP 250 e 500
mg/kg/dia ndo diferiram estatisticamente do controle. Adicionalmente, os niveis de
testosterona no soro e nos testiculos ndo foram afetados nestes grupos. Estes

resultados suportam a idéia que os ftalatos exercem efeitos antiandrogénicos
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cronicamente ou em altas doses e que animais adultos e puberes sdo mais
resistentes que fetos e recém-nascidos (THOMAS et al., 1982; AKINGBEMI et al.,
2004; RAIS-BAHRAMI et al., 2004).

A concentracdo de colesterol no soro foi reduzida significativamente na dose
mais baixa de DEHP, em concordancia com os efeitos inibitérios dos ftalatos na
colesterologénese e na interferéncia com enzimas que participam do metabolismo
lipidico (NAIR e KURUP, 1986; HOWARTH et al., 2001; MA et al., 2006; RUSYN et
al., 2006; ITSUKI-YONEDA et al., 2007). Entretanto, os niveis séricos de colesterol
retornaram aos valores normais conforme a dose de DEHP foi aumentada. Este
resultado pode ser explicado pela habilidade do DEHP, em doses maiores, interferir
com a utilizacdo de colesterol pelas células esteroidogénicas, o que também explica
0 aumento nos niveis de colesterol observado no tecido testicular. Estudos
anteriores ja demonstraram que os ftalatos podem reduzir os niveis de colesterol nas
células de Leydig tanto pela diminuicdo da sintese quanto pela captacao das células
através do sangue (BARLOW et al., 2003; THOMPSON et al., 2004). Além disso,
dados os relatos de disfun¢des da tiredide induzidas por ftalatos (POON et al., 1997;
GAYATHRI et al.,, 2004; MEEKER et al., 2007), foi considerada a hipotese que a
auséncia de efeitos do DEHP nos niveis séricos de colesterol nas maiores doses
poderia ser atribuida ao hipotireoidismo, uma condicdo associada a
hipercolesterolemia e que poderia de certa forma contrabalancear os efeitos
hipolipidémicos. Entretanto, o tratamento com o DEHP n&o produziu efeitos
detectaveis no nivel sérico de T4 em nenhuma das doses testadas. Em conjunto,
estes resultados indicam que a curva dose-resposta em U observada para os niveis
séricos de colesterol pode refletir efeitos distintos do DEHP sobre o balanco de

colesterol em doses baixas e altas. Como mencionado acima, a resposta bifasica
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pode estar relacionada aos efeitos de doses altas de DEHP na captacao e utilizacao
do colesterol.

A reducédo da disponibilidade de colesterol para as células esteroidogénicas é
também um componente provavel da supressao de testosterona induzida pelo DEHP
em ratos, embora algumas etapas da via esteroidogénica anteriores a captacéo ou a
sintese de colesterol tém sido apontadas como alvos dos ftalatos (BARLOW et al.,
2003). O fato do colesterol participar de varias rotas bioquimicas implica no fato de
que alteracdes significativas em seus niveis podem estar envolvidas em varios
efeitos causados pela administracdo de DEHP. Isto também pode refletir no
comportamento diverso observado quando animais de diferentes idades sé&o
tratados com doses distintas de DEHP (AKINGBEMI et al., 2001; GE et al., 2007;
CULTY et al., 2008). Adicionalmente, apesar do fato do DEHP assim como outros
ftalatos serem capazes de induzir atrofia testicular severa em doses altas, 0 nUmero
de células de Leydig tem sido relatado como inalterado ou até mesmo aumentado
apos a exposicao a ftalatos (AKINGBEMI et al., 2001; SHIROTA et al., 2005). Isto
indica que reducdes nos niveis de testosterona testicular ndo sdo devidas ao
namero reduzido de células esteroidogénicas, mas a reducéo da eficiéncia da via de
biossintese.

Desta forma, este estudo permitiu a observacéo das alteragdes de colesterol
no soro e testiculos de animais jovens tratados com diferentes doses de DEHP, e a
investigacdo de possiveis relacbes entre estes efeitos e outras alteragbes
enddcrinas como a insuficiéncia de testosterona e o hipotireoidismo. De uma
maneira geral, os resultados obtidos confirmam achados prévios que relatam que
alteracdes no balanco de colesterol podem desempenhar um importante papel na

supressdo da esteroidogénese induzida por ftalatos em ratos. Entretanto, apesar
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destes resultados auxiliarem na compreensdo de alguns aspectos da toxicidade
reprodutiva do DEHP em relacdo a colesterologénese, € importante notar que as

doses empregadas neste estudo estdo acima da exposicdo esperada em humanos.
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6. CONCLUSOES

O presente trabalho resultou nas seguintes conclusdes:

O resveratrol, na forma farmacéutica e nas doses testadas é uma substancia
com propriedades antioxidantes, comprovadas pela acdo sequestradora de
radicais livres in vitro;

O resveratrol, quando administrado por via oral, nas condi¢cdes experimentais
estabelecidas ndo é capaz de provocar nenhum efeito adverso clinicamente
detectavel;

A suplementacdo com vitamina C e resveratrol para ratas gestantes nao
previne a toxicidade hepatica induzida pelo DEHP nestes animais e nos seus
filhotes;

A suplementacdo com vitamina C e resveratrol para ratas gestantes nao
protege os filhotes machos de alteracdes reprodutivas induzidas pelo DEHP,
caracterizadas pelo aumento de gondcitos multinucleados nas cordas
seminiferas e pela tendéncia a redugcdo na distancia anogenital e nos niveis
testiculares de testosterona;

A exposicdo ao DEHP é capaz de induzir estresse oxidativo e a
suplementacdo com substancias antioxidantes pode nao ser capaz de evitar
este efeito e, em certas condi¢des, exacerba-lo;

A exposigao subcronica de ratos machos em idade pubertal a doses altas de
DEHP induz a ocorréncia de alteragBes reprodutivas caracteristicas de
substancias antiandrogénicas;

Os niveis de colesterol sérico e testicular de ratos machos expostos ao DEHP

durante a puberdade podem ser afetados por esta exposicdo e tém um
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padrdao de variacao distinto, podendo refletir diferentes acées do DEHP na
sintese e utilizacdo do colesterol pelas células esteroidogénicas;

A exposicao de ratos Wistar em diferentes etapas de desenvolvimento ao DEHP
em diferentes doses ou associado a antioxidantes demonstrou que este ftalato induz
a ocorréncia de uma variedade de efeitos, cuja manifestacdo depende de multiplos
fatores, tais como a dose utilizada, o periodo de exposicao e a interacdo com outras
substancias. Os resultados obtidos sugerem que a atividade do DEHP no
metabolismo lipidico pode influenciar sua acdo como desregulador enddcrino,
evidenciando a necessidade de estudos adicionais nesta linha de pesquisa. A
administracdo de antioxidantes concomitantemente a exposicdo ao DEHP
proporcionou a observacao dos efeitos adversos deste tipo de terapia em ocasides
nas quais o mecanismo de acdo do agente toxico ndo estd completamente
elucidado. Portanto, o presente trabalho resultou na obtencdo de dados importantes
a respeito das acdoes do DEHP em diferentes aspectos do metabolismo dos
roedores, 0s quais auxiliardo no estudo deste composto com um complexo

mecanismo de acdo e um grande impacto nos sistemas biolégicos.
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