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RESUMO

O 4-nonilfenol (NP) é proveniente da degradacdomaio aquoso, do nonilfenol
etoxilato, composto de massiva producdo mundiasente em formulagbes de tintas,
detergente, pesticidas e estabilizantes de pl4sti©oNP é considerado um desregulador
enddcrino, pois é capaz de atuar como mimetizadastiégeno. O periodo da vida em que
ocorre a exposicao aos desreguladores endocricasc@al para determinar a extensdo dos
efeitos, pois organismos em desenvolvimento sée saisiveis e 0s danos causados podem
ser mais graves. O NP é um poluente mundial, erammtfrequentemente na populacao
humana, em amostras de sangue, gordura corpat@lmaterno e fluido folicular. O objetivo
deste trabalho foi verificar alteracbes em diversagimetros reprodutivos em fémeas de
camundongos Balb/C tratadas com NP a dosagem degi@ de peso corporeo, durante 21
dias, periodo em que atingiram a maturidade seAdls o tratamento, um grupo de fémeas
passou por duas tentativas de acasalamento, afge dnalisar o efeito sobre os filhotes. O
NP ndo causou alteracdes no peso dos animais dwdrdtamento, nem no dia da abertura
vaginal e na taxa de fecundidade das fémeas. @snptmos de numero de filhotes vivos
nascidos, peso destes no primeiro dia de vidagoptéo de fémeas da ninhada também néo
foram alterados pelo NP. O peso relativo dos osarigtero, figado, rins e baco,
independentemente da idade da fémea, foram seneshgpara todos 0S grupos
experimentais. A proporcao de foliculos ovarianaisags, pré-antrais e degenerados nao foi
alterada pelo tratamento com NP, assim como né@onfabservadas alteracdes morfoldgicas
ou patoldgicas, inclusive na ultraestrutura. Adeede que o NP disponivel ou acumulado
durante o periodo de maturacdo sexual das fémeaalecancou niveis que produzissem uma

alteracao significativa nos parametros analisaalgsins dias depois de cessada a exposicao.

Palavras-chave:desreguladores enddcrinos, interferente endocalmuilfenol, toxicologia

reprodutiva, foliculo ovariano.



ABSTRACT

4-Nonylphenol (NP) is the product of the aqueougraegation of nonylphenol
ethoxylate, a widely used substance present intpadetergents, pesticides and plastic
stabilizers. NP is considered an endocrine disrugte to its capacity to interact with the
endocrine system, mimicking estrogen activity. pleeod of life in which exposure occurs is
crucial for determining the extension of effectsN#® on living organisms, since developing
organisms are usually more sensitive to endocriiseujgtors. NP is a global pollutant,
frequently found in human populations in samplesbtifod, body fat, breast milk and
follicular fluid. The objective of this study wae tvaluate changes in several reproductive
parameters in female Balb/C mice treated with NBGaing/kg body weight during 21 days,
period in which they reach sexual maturity. Afteratment, a group of animals passed by two
chances of mating, for analysis of some effecittermate. NP had no effect on body mass
during treatment, nor did it alter the day of vadiaopening and the fertility index of females.
Also the number of liveborn offspring, the weiglitpoips on the first day of life and the sex-
ratio on littermates were not affected by NP. Takative weights of ovaries, uterus, liver,
kidneys and spleen, independently of the anima) agee similar between the experimental
groups. The proportion of preantral, antral andethegated ovarian follicles was not modified
by treatment with NP, and no morphological or plipal alterations were observed, even
in the ultrastructure of follicles. It is suggestibat NP available or accumulated during the
period of sexual maturation did not reach levelgatde of producing significant alterations

on the analyzed reproductive parameters.

Key-words: endocrine disrupting chemicals, alkylphenol, rejuiciive toxicology, ovarian

follicle.
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1. Introducéo

1.1 Desreguladores enddcrinos

A partir da Revolugdo Industrial, disseminada pelondo no século XIX, o
homem vem criando e produzindo em larga escalat&ubas que s&o liberadas no meio
ambiente (Petret al., 2012a). Essa producdao se intensificou apés ansegGuerra Mundial,
guando novas técnicas possibilitaram uma expangétictiva da industria quimica, com o
desenvolvimento de novas moléculas. Um exemploadesgnitude foi a produgédo de 205
bilhdes de quilogramas de substancias sintéticagatados Unidos, em 1992 (Colbetral.,
2002). Dessa forma, o0s organismos vivos atualmes#iio expostos a uma maior
concentracdo e variedade de compostos. Essas rauastgpodem ser detectadas no ar
(Onofrio et al., 2011), no solo (Covaet al., 2002), na agua de rios e oceanos (Joseftson
al., 2011) e em tecidos animais (Yiegal., 2002; Jaspergt al., 2006), incluindo humanos
(Covaciet al., 2008).

A maioria desses compostos néo foi investigadaupdE#Fmente quanto aos seus
efeitos nos seres vivos. Os dados toxicolégicosodiveis para muitos compostos quimicos
comercializados sdo escassos. Por exemplo, do® 8diipostos quimicos produzidos em
grande volume (mais de 453.592,37 kg/ano), apettapassaram por um conjunto de seis
testes toxicologicos basicos e 43% desses compodtopassaram por nenhum deles (Rudel
& Perovich, 2009). Como resultado dos poucos régsigpara a regulamentacdo, acdes
adversas de muitos compostos sdo descobertas soa@dg sua liberacdo no mercado e
ampla utilizacao pelos consumidores (Rudel & Petgv2009; Knez, 2013).

Algumas dessas substancias sado conhecidas comegulesiores enddcrinos
(DE) (em inglésendocrine disrupting chemicals), pois possuem a capacidade de interferir na
sintese, funcdo, armazenamento e/ou metabolismioodednios (Petraet al., 2012a). A
Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA define degeslpr enddcrino como “agente
exdgeno que interfere na sintese, secrecao, tndespaetabolismo, ligacdo ou eliminacao
dos hormdnios naturais, transportados pelo sangesentes no organismo e responsaveis
pela homeostase, reproducao e desenvolvimento®(@008).

O sistema enddcrino tem fun¢des fundamentais ngsnmmos, atuando,
juntamente com o sistema nervoso, na coordenag@mmenicacdo das diversas partes do
corpo, garantindo assim a homeostase. Os horméegotam desde a presséo sanguinea e a

concentracdo de ions no sangue até o funcionandengistema imunoldgico, incluindo o
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crescimento, o desenvolvimento sexual e a cong@ado comportamento e da inteligéncia
(Colbornet al., 2002; Costanzo, 2004).

Algumas pesquisas identificadoras de DE abrangeriusive produtos
considerados inertes, como o plastico (Satal., 1991). A pesquisa com essas substancias
ganhou notoriedade desde que Colbaral. (1994) publicaram a primeira revisao sobre esse
assunto. Relatos em seres humanos e estudos conmaismelacionam diversos DE a
inimeros problemas, tais como, baixa contagem deermestozoides, infertilidade,
deformacdes nos 6rgdos genitais, canceres, desongemnologicas em criancas e problemas
de desenvolvimento e reproducdo em animais sibegtierbseet al., 1971; McLachlaret
al., 1975; Bustet al., 1986; Nesst al., 1993; Wilcoxet al., 1995). Essas substancias podem
contribuir para a queda de fertilidade global otaresnteragindo com outros fatores
relacionados a esta, como a dieta (Peitab., 2012a).

Exemplos de substancias suspeitas ou comprovadseeyel® DE sdo: pesticidas,
como o diclorodifeniltricloroetano (DDT), metoxicloro (MXC), vinclozolina e atrazina
(Bretveldet al., 2006); bifenilos policlorados (PCBs), tais codioxinas (Chung & Clemens,
1999; Mandal, 2005); retardantes de chama @ @é., 2003); parabenos (Darbre & Harvey,
2008); compostos perfluorados (Jensen & Leffer9)8R0 plastificantes, como fitalatos
(Lovekamp-Swan & Davis, 2003); bisfenol A (BPA) (IAfeonset al., 2006); alquilfendis,
por exemplo, octilfenol e nonilfenol (Nagabal., 2001); e ainda compostos naturais, como
0S estrégenos vegetais genisteina e coumesteraimelz & Zachow, 2007). O uso ou
fabricacdo de alguns desses desreguladores emmkjocimmo PCBs (Vorhees, 2001); éteres
difenil-polibromados (PBDES) (Alleat al., 2007); e organoclorados, como DDT (Settal.,
1994) e metoxicloro (Gupta & Ali, 2008), ja fordmnidos ou restritos nos Estados Unidos
ou Unido Europeia. Contudo, estes compostos cartinsendo encontrados no ambiente
(Soarest al., 2008).

Uma caracteristica preocupante dos DE para osistayeas é o fato de muitos
desses compostos possuirem meia-vida longa, guséejpersistentes no ambiente (Bergeron
et al., 1994). A maioria deles também ¢é lipofilica, aclando-se no tecido adiposo,
alcancando as maiores concentracbes em animaipdalé cadeia alimentar (Brevigtial.,
2005). Em mamiferos, os DE podem ser transmitidsseanbrides em desenvolvimento no
Gtero, pois tém a capacidade de transpor a bapkicentarigBarr et al., 2007). Também
podem ser repassados a prole através do aleitanj@mfoe, nesse periodo, o tecido adiposo
da mée é metabolizado e os DE ali acumulados saulirados para o leite materno,

contaminando os neonatos (\M&sl., 2003; Darbre & Harvey, 2008). Como o ambiente pr
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natal tem um papel determinante na fisiologia e pmtamento adulto, os DE possuem
habilidade de agir ndo s6 nos animais expostos,emageracdes subsequentes (Dumesic
al., 2007; Gore, 2008).

Os DE podem interagir com qualquer horménio do masspo, inclusive os
sexuais. Destes, existem 0s que possuem potestiagj@énico e androgénico (Colbatral.,
2002). Embora possuam, em geral, um potencial g&tico menor que 0s estrégenos
naturais, muitas vezes estao mais biodisponivemm do que os hormdnios naturais, pois
nao possuem afinidade com proteinas de ligacad@amgue, as quais se ligam ao estrogeno
natural tornando-o indisponivel (Déchaetdal., 1999; Nagekt al., 1999). Devido a estes
aspectos, os DE podem permanecer ainda por moifmoteo ambiente e na cadeia alimentar,
atravessando geracdes, apesar dos esfor¢cos ppea bslocais contaminados e para evitar o
uso de DE conhecidos ou suspeitos (Plahak, 2002).

Nos vertebrados, o desenvolvimento da capacidgo®detiva quando adultos
depende da correta organizacdo da rede hipotalaroicgrebro, que é sensivel a esteroides
no periodo do desenvolvimento. Sua formacao ogcuwréém da vida embrionéria e inicio da
pos-natal, em mamiferos (Gore, 2008). Muitos estuddicam que a exposicdo perinatal a
DE influencia a func&o reprodutiva neuroenddcrina diferentes niveis (Gore, 2008). Por
exemplo, o coumestrol (estrégeno vegetal encongatlsementes e 6leo de girassol e brotos
de alfafa) administrado a ratos machos em desenvehto reduziu o numero de coberturas e
de ejaculagcbes, assim como, quando administradoféemeas, inibiu o comportamento
reprodutivo de lordose (Whitten & Naftolin, 1992pWki et al., 2005). Da mesma forma, a
ingestao diaria de isoflavonas de soja (outro sitdgieno) a dosagem de 20 mg/kg de peso
corpéreo por coelhos, durante a gestacdo e maiseB@nas de vida, diminuiu a massa
corporea, a ingestdo de comida e o volume de s@@adoso & Bao, 2007).

Paket al. (2003) mostraram que a administracdo de horm&@xogenos, como
estradiol e testosterona, a roedores imaturos gldara progressédo da puberdade, sugerindo
que a época de exposicao é um fator determinanfgtimcial dos efeitos. Camundongos
machos tratados com dietilestilbestrol (DES) tiaeraexpressdo génica de DNA
metiltransferases, enzimas envolvidas na regulat@ometilacdo do DNA, alterada no
epididimo (Satcet al., 2006). Da mesma forma, outros estudos mostraiana exposi¢ao
pré-natal a DE causa altera¢des no padrdo de g&etido DNA, resultando em infertilidade
masculina, canceres em 6rgaos reprodutivos e odisaisncdes que sao transmitidas para

multiplas geracdes da linhagem paterna (Anetay., 2005; Anway & Skinner, 2006).
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Ainda, estudos recentes tém demonstrado efeite@sieeguladores enddcrinos no
circuito neural hipotalamico, na morfologia do hidamo, no fendtipo de células
hipotalamicas e na expressao de receptores de hmsnésteroides (Shibutaei al., 2005;
Patisaulkt al., 2006, 2007). Crewat al. (2007) mostraram que comportamentos reprodutivos,
como a preferéncia de parceiros e a atratividadedleiduo, podem ser alterados na terceira
geracdo de animais expostnsitero a desreguladores endocrinos.

Existem regides no cérebro relacionadas com o cdarmpento sexual adulto,
como o0 nucleo periventricular anteroventral (AVRY¥p nucleo sexualmente dimorfico da
area pré-optica (SDN-POA), que apresentam dimodisexual, ou seja, sdo diferentes de
acordo com o sexo do individuo (Patisa&tilal., 2006; Gore, 2008). Essas regides sao
diferenciadas pela influéncia de horménios endogiersendo protegidas da acdo dos
estrogenos maternos petafetoproteina, e podem ter o seu tamanho manipufzla
castracdo ou pela administragdo de horménios erdgd@akkeret al., 2006). Essas regides
sdo mais um alvo dos desreguladores enddcrinoss Egto afetam somente as regides
dimérficas sexualmente, mas também a expressdo edeptores hormonais e de

neurotransmissores que Sao expressos nas regééptmas hipotalamicas (Gore, 2008).

1.2 Estrégenos

A classe de hormdnios estrégenos, juntamente conhoosidnios cortisol,
aldosterona, progesterona e testosterona, integrapm dos hormonios esteroides, derivados
da molécula de colesterol, que € modificada pedaokilagdo ou aromatizacdo no nucleo
esteroide. O estradiol, estrogeno mais importanigroduzido pelo ovéario das fémeas, mais
precisamente pelas células da granulosa dos fosi@varianos. As células da teca sintetizam
testosterona e esta se difunde para as célulasadalgsa, que possuem a enzima aromatase,
responsavel pela conversao de testosterona grastiadiol (Simpsomt al., 2000; Costanzo,
2004).

Os estrogenos promovem o crescimento e o desemait® do sistema
reprodutor feminino por meio da regulacdo da pecdi€do celular e expressdo de alguns
genes no trato reprodutor feminino, hipdéfise e dldas mamarias. Eles atuam na maturacédo e
na manutencdo do Utero, das tubas uterinas, deceénerina e da vagina; desenvolvimento
das mamas; sensibilizacdo dos receptores de peogeste LH; desenvolvimento das
caracteristicas sexuais secundarias femininas; reiteracdo da gravidez (Soéb al. 1991,
Costanzo, 2004).
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Os estrogenos agem no eixo hipotalamo-hipéfisedmnaxercenddeedback
positivo ou negativo no hipotadlamo, controlando radp¢do e secrecdo dos hormdnios
luteinizante (LH) e foliculo-estimulante (FSH) (€arszo, 2004, Junqueira & Carneiro, 2004).
No entanto, para exercer seu papel biologico, @Hgnos devem interagir com seus
receptores e, entdo, modular a expressdo de algemss. Existem dois receptores de
estrogeno (ER) conhecidos: &R ERB (Couse & Korach, 1999).

Embora considerado um horménio tipicamente femini@o presenca de
estrogenos nas gonadas masculinas ja é conhedda dee foi relatada por Zondek (1934),
em seu trabalho com cavalos. Sabe-se que hormi@nidsinos sdo um dos fatores paracrinos
ao testiculo que podem exercer papéis no processgmkermatogénese, bem como regular o
namero de células tronco germinativasdiLal., 1997; Carreau & Levallet, 2000; Simpssin
al., 2000). Os estrogenos sao necessarios para ovdésmento da fertilidade masculina,
como foi demonstrado em estudos com camundongosficaodds que nao expressam
receptores de estrégeno (knock out ERn), embora camundongos que nao expressam
receptores de estrogefo(knock out ERB) apresentem desenvolvimento normal das células
germinativas e sejam férteis (Couse & Korach, 1999)

Alteracdes nas taxas de fertilidade na espécie hamalacionados com
estrogenos também foram relatadas. Puwetvad. (1975) encontraram uma correlacdo entre a
concentracdo de estradiol no plasma seminal e @ride células germinativas, assim como,
Cheng & Boettcher (1981) notaram que @-Estradiol foi capaz de estimular a mobilidade

de espermatozoides humanos.

1.3 Nonilfenol

Dentre os compostos que mimetizam estrogeno ereseato 4-nonilfenol (NP),
cuja estrutura quimica é representada na Figueanlgcomparacdo com a molécula d§-17
estradiol. O NP é produzido pela degradacao ddfeonl etoxilato (NPE) em meio aquoso
(Soneet al., 2004). O NPE pertence ao grupo dos alquilfe(grnspo abrangendo também os
octilfendis etoxilatos), cuja producédo anual foiiraada em 154.200 toneladas nos Estados
Unidos e 73.500 toneladas na Unido Europeia (Sebats 2008).

NPE é vastamente utilizado na indastria de swafdes n&o i6nicos,
lubrificantes, antioxidantes, detergentes, tintasgticidas e herbicidas, além de ser um
estabilizador de polimeros plasticos (Oliveira-&i#h al., 2005; Riveraet al., 2008). Devido

a auséncia de tratamento dos residuos dessasriasllisti dos residuos domeésticos, o NPE
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atinge os corpos d'agua, contaminando-os (MaguiB99). Estudos mostram que este
poluente é encontrado em esgotos, sedimentos, fguiass e na agua potavel (Tsudaal.,
2000; Berrymaret al., 2004; Shacet al., 2005). Os alquifendis etoxilatos aumentam sua
toxicidade apoOs o processo de degradacdo ambiept@ahdo sdo transformados em 4-n-
octilfenol e 4-n-nonilfenol (Knez, 2013). A via dietoxicacdo humana mais provavel é a
ingestao, seguida da inalacao e da via transdé¥itison et al., 2001).

OH
OH J’/ﬁ\‘ ey
S - -‘H'-._ 3 ”
CoHyg ' ,U /,,[ H___/.}

4-nonilfeno 17B-estradic

Figura 1: Estruturas quimicas das moléculas dendlfanol e 1B-estradiol. Fonte disponivel
em: http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/alid/290858?lang=pt&region=BR e
http://www.cyberlipid.org/simple/simple0008.htm

Embora o NP seja de 1.000 a 1.000.000 vezes meneste que o 1Festradiol,
sua acao estrogénica € descrita para diversosgammais, como aves (Razaal., 2006),
peixes (Rivercet al., 2008) e mamiferos (Chapah al., 1999; Tagaket al., 2004).Isso se
deve ao fato de que as moléculas sinalizadoras sttégenos sdo bem conservadas
evolutivamente, assim, compostos semelhantes paedgmem diversos taxons (Colboeh
al., 2002). Por exemplo, em hepatdcitos de trutaveaalos, NP estimula a producdo de
vitelogenina, processo dependente de estrogenoge(\@lal., 1994). Assim como, NP em
uma concentracdo de apenas 10 uM induz a proliflereglular e a expressao de receptores
de progesterona em células de cancer de mama aisrasi@strogeno, linhagem MCF-7 (Soto
etal., 1991).

Um estudo feito na Suécia revelou a presenca dendfenol (NP) em diversos
itens alimentares humanos, obtendo um céalculo dsuroo diario igual a 0,37g/kg de peso
corporeo/dia (Gyllenhammaat al., 2012). A ingestdo diaria para adultos em Taivi@n
estimada em 31,40g/dia (Luet al., 2007). A ingestédo diaria de NP também foi cadal
para criancas, sendo de 0,01 a 0,08 pg/kg de pegoreo para bebés até 12 meses de idade
e de 0,04 a 0,05 pg/kg de peso corporeo para asathe 1 a 3 anos (Raecletral., 2011).
Gyllenhammauet al. (2012) detectaram a presenca de NP no sanguelldierss em periodo
de lactacdo em 43% das participantes do estudaaat@Ademollcet al. (2008) detectaram
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uma concentracdo média de NP no leite materno degB8L, sendo o alquilfenol mais
abundante entre os mensurados. Estudos com tedidosa mostram uma concentracao
média de 57 ng/g de tecido em amostras do sul panBa (Lopez-Espinosa al., 2009) e
122 ng/g de tecido em amostragem feita na Italiarr@fa et al., 2011). Embora a
concentracdo varie de acordo com a regido estwgadahabitos alimentares da populacao, o
NP mostra-se um poluente mundial, frequente nalpo@a humana e presente em diversos
tecidos corporeos.

El-Dakdoky e Helal (2007) calcularam a dose letabb0% da populacéo (B
do NP administrado intraperitonealmente em 170 ggle massa corplrea para
camundongos machos adultos. NP foi capaz de reduzxpressdo do gene do receptor de
estrogeno, nos tecidos da placenta e fetos deegpastas a uma dose de 50 mg/kg de peso
corporeo, quando gravidas, tanto por via oral, tuarraperitoneal (ter Veldt al., 2009).

Estudos com enfoque na fertilidade do macho mostyaenratos tratados por 50
dias com NP a 250 mg/kg de peso corporeo por \aj apresentaram reducdo na massa
relativa do epididimo, enquanto a massa relativarde do figado aumentaram. A densidade
de esperma na cabeca do epididimo e o nivel distegtna diminuiram ao mesmo tempo em
que o nivel de LH e FSH aumentaram. Analises ligichs e ultraestruturais de secc¢des do
testiculo mostraram células menos compactas e amj@irregular das mesmas, assim como
uma maior presenca de vacuolos e lisossomos nakélos animais tratados, de forma
dose-dependente. Também foi encontrado um maiorerirde células apoptoticas nos
testiculos (Harmt al., 2004).

Machos tratados com uma dose menor de NP (42,5gnag/lpeso corpireo) por
via intraperitoneal, por 35 dias, apresentaram émbma reducdo na massa do epididimo e
do testiculo, além de uma diminuicdo na contageraspermatozoides e na motilidade dos
mesmos. No mesmo estudo, foram identificados tamhdmativos de estresse oxidativo e
reducdo dos niveis das enzimas antioxidantes gngatreduzida (GSH) e superoxido
redutase (SOD) no testiculo (El-Dakdoky & HelalpZp

1.4 Desenvolvimento folicular
Os foliculos primordiais se formam ainda na viddeamaria. O feto ou neonato

ja possui sua reserva de foliculos que poderacapwduirante toda a vida adulta (Uzumcu &

Zachow, 2007). Alguns trabalhos sugerem a exiséédei células tronco germinativas no
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ovario e/ou medula 6ssea de fémeas adultas de damgym, contudo essa descoberta ainda
nao é amplamente aceita (Johneoal., 2004, 2005).

A fase de formacdo dos foliculos primordiais € laga por fatores de
crescimento paracrinos e concentracfes locais denGmios esteroides, com pouca
participacdo das gonadotrofinas, FSH e LH, assimoca transicdo do foliculo primordial
para o primario, chamada de ativacao do foliculonllr et al., 2004; Uzumcu & Zachow,
2007). A transicdo inicia o crescimento de algumigcdilos, enquanto outros permanecem
dormentes por meses ou anos.

O foliculo continua o desenvolvimento, com a peshdo das células da
granulosa e da teca e o surgimento da cavidadal.afs células da granulosa e da teca, séo
importantes na manutencéo da viabilidade do faigobis sdo responsaveis pela entrega de
nutrientes ao ovoécito e também estabelecem umagéalig&ntre este e o tecido ovariano
adjacente (Scaramuzet al., 2011). O foliculo se torna dependente de FSHHephara
continuag&o do processo de maturagao (Huwentar, 2004). A partir de entdo, o crescimento
do foliculo é controlado, principalmente, pelo hénio FSH, cuja producdo é modulada pela
secrecdo de estradiol e inibina A (Pettal., 2012a). Durante a maturacao final, ainda no
interior do foliculo, o nucleo e o citoplasma doocito passam por mudangas a fim de
preparé-lo para a fertilizacdo. O ovocito quieseam profase | da primeira divisdo meidtica
retoma o processo de divisdo, apds o pico de LldHadhse de metafase da segunda divisao
meidtica, quando atinge a maturidade (Scaranmetizti, 2011).

Para o desenvolvimento de um ovoécito competente, iftéracdes entre
componentes celulares do foliculo, horménios eréstale crescimento, que devem estar em
harmonia. Dessa forma, o foliculo ovariano é carsido um microambiente fragil (Petb
al., 2012b). DE podem comprometer a sobrevivénciawideito e o crescimento normal do
foliculo interferindo diretamente no foliculo oudiretamente, agindo no eixo hipotalamo-
hipofise (Petroet al., 2012a). Exposi¢cdes moderadas a DE no ambielitailés podem
diminuir a qualidade do ovocito ou mesmo prejudicatesenvolvimento do futuro embrido
(Petroet al., 2012a).

Estudos identificaram em fluido folicular ovariahamano a presenca de DE,
como bisfenol A (lkezukiet al., 2002), diversos congéneres de PCBs, e vestiigos
pesticidas, como hexaclorobenzeno e hexacloro@ghntos, além de um metabdlito do DDT
(Meekeret al., 2009; Jirsovét al., 2010; Petraet al., 2012b). Outros trabalhos relataram a
incapacidade de ovécitos cultivados vitro de atingirem a completa maturacdo, quando

expostos a altas concentragcbes de DE (&lal., 1998; Krogenaedt al., 1998; Pocaet al.,
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2001a). Outras alteracbes foram observadas, pampae complexos cumulus-ovécito
(COC) de bovinos, quando expostos a Aroclor 125&t(ma de PCBs comercialmente
disponivel) durante o processo de maturdgaatro, apresentaram o comprimento alterado
da cauda poli-A dos RNA mensageiros transcritos gkrses conexina 32, conexina 43,
proteina de choque térmico 70, transportador deggitipol e placofilina, podendo interferir
no mecanismo de regulagéo temporal da ativacaoNdd [Rocaret al., 2001b). Da mesma
forma, durante a fertilizacéo, a dispersao dosujodncorticais foi atrasada, provocando uma
falha na reacéo cortical, resultando em maior glayoliespermia (Pocat al., 2001a).
Outro estudo com COC expostos a PCB mostrou um myeentual de maturagdo dos
complexos, quando comparados aos ovécitos isolguss, sugerindo um papel importante
das células deumulus oophorus na mediacdo da toxicidade induzida por PCB, darant

maturacao dos foliculos ovarianos (Pagta., 2005).
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2. Justificativa

Na natureza, uma série de substancias produzidashpeaem podem confundir
os receptores celulares dos horménios no organistesferindo nas mensagens bioquimicas
naturais. Eles podem mimetizar ou bloquear a adeddos horménios naturais, além de
serem capazes de alterar a forma como 0s hormé@niesus receptores proteicos sao
elaborados e metabolizados (Marketyal., 2003). Essas substancias quimicas, conhecidas
como desreguladores enddcrinos, podem causar maglao@adrao reprodutivo, assim como
na qualidade da prole, acarretando um desequilitariestrutura das populacdes e levando a
alteracdes na dindmica da comunidade e em todo loeate, jA que muitos animais de
reproducdo sexuada podem ser atingidos. A populaga@mna também esta suscetivel aos
efeitos destes poluentes. Muitas substancias nzatkitas de estrogenos afetam
negativamente a salde humana por meio da agudirgm®, do ar e da contaminacao pela
pele (Riveroet al., 2008). Essas substancias, em razdo de se degradauito lentamente,
espalharam-se por todo o planeta tanto pelo arpquetas aguas e, ao integrar os tecidos
Vivos, continuardo a existir na natureza por désapais esses compostos biomagnificam,
alcangando as maiores concentragdes no topo daGdoieentar, onde estdo seres como 0s
humanos e outros carnivoros (Marlatwl., 2003).

Mais estudos precisam ser feitos abordando esta, temglobando quais
compostos afetam a funcéo reprodutiva, em que igiaaet, qual 0 mecanismo de acgao e
como contornar este problema. Este estudo procueader como uma substancia produzida
pelo homem pode afetar a fisiologia reprodutivantgmiferos, utilizando o camundongo
como modelo experimental. Dessa forma, objetiveasgém alertar para a modificacdo do
ambiente por meio de interacdes quimicas e auxi@amprevencao dos efeitos negativos
produzidos por estas substancias na fisiologianepoadamento dos animais, incluindo os

seres humanos.



3. Objetivos

3.1 ObjetivoGeral

O presente estudo se propds a avaliar os efeitogl-donilfenol (NP)
parametros reprodutivos em fémeas de camundongtsjds antes da puberdade.

3.2 Objetivos Especificos

Para tal, foram estabelecidos os seguintes obgeispecificos:
e Avaliar a fertilidade das fémeas tratadas;

¢ Analisar morfologicamente os foliculos ovarianos;

e Analisar os niveis séricos dos hormoénios sexuadéraeas;
e Avaliar o peso relativo dos ovarios, utero, figaomgo e rins;

e Determinar a ocorréncia de efeitos nos filhotes.
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4. Materiais e Métodos

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no Aisimal do Instituto de
Ciéncias Biologicas da Universidade de Brasiligjsteado sob o numero 98076/2012. P-
nonilfenol (technical grade, CAS 84852-15-3) e tragBol (1p-estradiol, CAS 50-28-2)
foram obtidos da empresa Sigma-Aldrich. O 6leo dkarioi obtido comercialmente.

Cento e vinte e nove camundongos Balb/C, sendé@®@éds e 32 machos, foram
obtidos do Centro de criacdo de animais de labwoafGecal) da Fundacdo Oswaldo Cruz
logo apds o desmame (com 21 dias de vida) e mantiddiotério do Instituto de Ciéncias
Biolégicas, com temperatura controlada, agua eoragdibitum e ciclo claro/escuro de 12

horas.
4.1 Delineamento experimental

Aos 25 dias de vida, as fémeas foram divididas eatrq grupos, de acordo com
os tratamentos: (1) controle negativo (animaishrer@n apenas agua), contendo 26 animais;
(2) controle do veiculo (animais tratados apenas @eo de milho), contendo 28 animais; (3)
animais tratados com NP diluido em 6leo de millibr{ty/kg de peso corpéreo em 0,05 ml de
0leo de milho) (Nagaet al., 2001; Kimuraet al., 2007), contendo 22 animais; (4) controle
positivo [tratados com 1 mg/kg de peso corpéret@eestradiol (E)] (ter Veldet al., 2009),
contendo 21 animais.

Nesta idade, ainda juvenis, as fémeas iniciarammatementos, por via oral (com
auxilio de uma agulha de gavagem), de acordo colew grupo. O tratamento foi
administrado aos animais diariamente, durante 2%, dempo necessario para que todas
atingissem a maturidade sexual (Paval., 2005). As fémeas foram pesadas semanalmente
durante todo o tratamento e observadas, a partiridio do tratamento, para determinacéo do
dia da abertura vaginal, um indicativo da maturag@ual. Apos o fim do tratamento, as
fémeas de cada grupo experimental foram separadasioés subgrupos experimentais,

nuliparas e prenhes.
4.2 Fémeas nuliparas

Um grupo de oito fémeas de cada tratamento (exxejnupo veiculo que teve

n=10) ndo teve contato com machos. Essas fémeas foantidas em gaiolas coletivas até o
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15° dia apés o término do tratamento, ou seja,d&lUe vida (data provavel do inicio da
gestacdo das outras fémeas), quando foram eutdasisidntes da eutanasia, amostras de
sangue dos animais foram coletadas para a medagg@mideis dos hormoénios FSH, LH e
estradiol. Posteriormente, tiveram figado, ringohaitero e ovarios coletados e pesados. O

peso relativo de cada 6rgdo, em gramas, foi calouda acordo com a seguinte formula:

Peso do 6rgao

x 100
Peso do animal

Destes animais obtiveram-se os dados dos niveisidmais e a andlise da
morfologia e ultraestrutura dos ovarios antericagsrenhez, ou seja, uma analise de como

estariam os foliculos e os ovécitos que viriamrdesgindados.

4.3 Fémeas prenhes

Subgrupos experimentais de cada tratamento forémoamos em coabitacdo com
machos da mesma idade durante 15 dias, para estiabehto de prenhez. Duas fémeas do
mesmo grupo experimental e um macho foram mantidasesma gaiola e receberam agua e
racdoad libitum. Essa disposicdo dos animais permite o monitoraoméa fertilidade do
macho. Apoés esse periodo, as fémeas foram coloeadamiolas individuais e a ocorréncia
de prenhez foi observada. Quando confirmada a peengsperou-se o parto natural dos
filhotes e os mesmos foram pesados no primeirdali@da. Os animais foram mantidos até o
13° dia de vida dos filhotes, quando estes tivesamsexo identificado.

As fémeas que nao obtiveram prenhez foram colscadsamente em gaiolas
com machos, respeitando-se a proporcao de um npachaluas fémeas, por mais 15 dias (22
tentativa de acasalamento). ApOs esse periodopbfeérvada novamente a ocorréncia de
prenhez e aguardado o parto natural dos filhoteprd@edimento com os filhotes foi o
mesmo descrito anteriormente. Todos os animaisnf@atanasiados no 13° dia de vida dos
filhotes e as maes tiveram o0 sangue e os 6rgdetados da mesma forma que o grupo de
fémeas nuliparas. A ninhada foi analisada quantamtanero de filhotes vivos, peso no
primeiro dia de vida, proporcao de machos e féraeaorréncia de alguma malformacéo.

A taxa de fecundidade foi calculada pela proporgédofémeas que obtiveram
prenhez em relacao ao total de fémeas que acasaldma taxa de fecundidade foi calculada

para cada tentativa de prenhez, uma vez que osw@n@stavam com idades diferentes.
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4.4 Eutanasia, coleta de sangue e analises dos isVv®rmonais

As fémeas foram anestesiadas com cetamina (80 rdg/lkgso corpdreo por via
intraperitoneal) e xilazina (10 mg/kg de peso copdpor via intraperitoneal) e tiveram o
sangue coletado por puncado cardiaca. Posteriorjmenden eutanasiadas por deslocamento
cervical e tiveram ovarios, Utero, figado, rins &d coletados e pesados. Os machos
utilizados no experimento e os filhotes nascidoanoeutanasiados com uma superdose de
anestesia composta de cetamina e xilazina.

O sangue coletado foi centrifugado em tubos cowteyed separador a 1.150 g
durante quatro minutos para obtencdo do soro. Eyuids esse soro foi levado ao Sabin
Laboratério Clinico para determinacdo dos valodesmaticos dos hormonios FSH, LH e

estradiol, por meio do método de quimioluminesanci

4.5 Andlise histoldgica e ultraestrutural

Para a andlise histologica, o ovario direito deacathimal foi fixado em
paraformaldeido (4%) com tampao fosfato (0,1 M, pH), desidratado em uma série de
concentracdes crescente de alcool etilico, diaddeizom xilol e incluido em parafina, com o
auxilio do histotécnico Oma DM-40 (protocolo apreado no Anexo A). Foram feitos cortes
de 5 um de espessura, de forma seriada a cada 2t pnofundidade, no micrétomo Leica
RM 2235. Os mesmos foram corados com hematoxiliséra (protocolo apresentado no
Anexo B), para andlise dos foliculos ovarianos tuarocorréncia de alteracées morfoldgicas
e classificacdo dos foliculos (Silva, 2010). As il#as histolégicas foram analisadas ao
microscopico de luz Axioskop 2 e as imagens obtidas o programa Zen lite 2011.

Foram observados aproximadamente 200 foliculosian@s de cada animal,
considerando apenas os foliculos que apresentavacitm e células da granulosa, nao
necessariamente exibindo o nucleo do ovdcito. Ediesilos foram classificados em pré-
antrais, antrais e degenerados, sendo considedstmnerados os foliculos com ovocitos
possuindo citoplasma retraido ou sem contato cornéhsas da granulosa. A média da
proporcao de cada tipo de foliculo foi calculadeapada grupo experimental.

Trés animais do grupo controle negativo e seisrdpatratado com 4-nonilfenol
tiveram o Utero processado para analise histolGpgaindo o protocolo descrito acima. Os

cortes de 5 um de espessura foram obtidos da pamg#o proxima do ovario de um dos
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cornos uterinos. As laminas foram coradas com heatiaia-eosina e observadas utilizando o
microscépio de luz citado anteriormente.

O ovario esquerdo dos animais foi utilizado patadesda ultraestrutura. Para tal,
foi feita a fixacdo dos orgaos utilizando-se o dicaKarnovsky (2% de paraformaldeido, 2%
de glutaraldeido, 3% de sacarose e 5 mM de cldetilcio em tampédo cacodilato de sédio
a 0,1 M, pH 7,3), pos-fixacdo em tetréxido de 6saenid, ferricianeto de potassio a 0,8% e 5
mM de cloreto de calcio, contrastacdo com aceatataranila a 0,5%, desidratacdo em um
gradiente de concentracdes crescente de acetona {B0%) e inclusdo em resina Spurr
(protocolo apresentado no Anexo C). Finalmenteprggios foram seccionados em cortes
ultrafinos de 60 nm de espessura com o ultramigrotheica EM UC 7 e analisados ao
microscopio eletrénico de transmissdo JEOL JEM IMdgalhdest al., 2009; Silva, 2010).
A ultraestrutura dos foliculos foi avaliada quan#o aspectos como, caracteristicas
citoplasmaticas do ovécito e das células da graaulpresenca e distribuicdo de organelas,
aspectos da membrana plasmatica e do nucleo. Agemadoram obtidas com o programa
Gatan Digital Micrograph 1.84.1282.

4.6 Andlises estatisticas

Os dados obtidos de cada tratamento com fémegsarad foram comparados
entre si, os dados de cada tratamento com fémeakgq® na primeira tentativa comparados
entre si, e aqueles obtidos das fémeas prenhegoada tentativa comparados entre si.

Os dados obtidos de peso dos animais duranteamiato, nimero de filhotes
nascidos vivos, peso dos filhotes no primeiro diavidla, proporcdo de fémeas da ninhada,
peso relativo dos 6rgdos das fémeas tratadas erpémpde foliculos de cada tipo tiveram as
médias de cada grupo calculadas, com desvio padsies dados foram submetidos ao teste
de normalidade (teste de Kolmogorov-Smirnov owetest Shapiro-Wilk) para a definicdo do
teste estatistico adequado. Se comprovada a ndedalidos valores, utilizaram-se testes
paramétricos, neste caso, andlise de variancia ¥ Ce, nas situacbes em que foram
detectadas diferencas entre os tratamentos, ficadpl 0 pos-teste, teste de Tukey, ambos ao
nivel de significancia de 5%. Quando ndo foi compda a normalidade dos dados, os
mesmos foram analisados pelo teste ndo-paramétedéruskal-Wallis, juntamente com o
pos-teste de Dunn, ambos ao nivel de significatei&%. Essas analises estatisticas foram

feitas utilizando-se o programa GraphPad Prism.5.00
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Os dados relativos a idade em que 50% das fémeagugo experimental ja
haviam atingido a maturidade sexual, de acordo egrarametro de abertura vaginal, foram
analisados pelo teste de Mantel-Cox, ao nivel gleifgiancia de 5%, realizadas com auxilio
do programa GraphPad Prism 5.00.

As taxas de fecundidade nas diferentes tentatieaprdnhez para cada grupo
experimental foram analisadas usando o procedimed®ISTICA do programa SAS v.9.3

usando o teste de chi quadrado, ao nivel de signifia de 5%.
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5. Resultados

5.1 Peso dos animais durante o tratamento

A Figura 2 mostra a média do peso dos animais die gaipo experimental antes
e durante as trés semanas de tratamento. No prigieilde tratamento (dia 1), 0 peso médio
dos animais do grupo controle negativo era de 15,030 g, o do grupo tratado com veiculo
era 14,48 + 1,50 g, o do grupo 4-nonilfenol er®Q4; 1,45 g e o do grupo f-éstradiol era
13,69 + 1,71 g. Apos sete dias de tratamento (gdiasBanimais do grupo controle pesavam
17,79 £ 0,95 g, os do grupo veiculo 17,50 + 1,2@syo grupo 4-nonilfenol 18,02 + 1,18 g e
os do grupo 1ff~estradiol 17,60 + 0,82 g. No 15° dia de tratam@estanimais pesavam 18,81
+1,27 g; 18,38 £1,64 g; 18,77 £ 1,49 g e 18,6044 g para os grupos controle, veiculo, 4-
nonilfenol e 1PB-estradiol, respectivamente. Apo6s o0 término doatn@nto (dia 22), os
animais do grupo controle pesavam 19,58 + 1,21ggupo veiculo 19,23 + 1,47 g, 0 grupo 4-
nonilfenol 19,39 = 1,44 g e o grupo ftéstradiol 19,09 + 1,15 g. Houve diferenca
significativa apenas entre os grupos controle eHenol em relacdo ao grupo tratado com
17B-estradiol no primeiro dia de tratamento, o quéetefque ndo houve efeito do tratamento

no crescimento dos animais.

B Controle negativo
B Veiculo
I 4-nonilfenol

B 17B-estradiol

Dal Dia8 Dia 15 Dia22
Tempo de tratamento (em dias)

Figura 2. Peso dos animais antes e durante assém@mnas de tratamento. Testes de
normalidade: Kolmogorov-Smirnov ou Shapiro-Wilk. @A com poés-teste de Tukey,=
0,05. Letras diferentes indicam diferenca estadistntre os valores.
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5.2 Maturidade sexual

A abertura vaginal é uma caracteristica que podeusiizada para inferir a
maturidade sexual de fémeas (Figura 3). O tempad#eem que 50% dos animais do grupo
se encontravam maduros foi de 31, 30, 30 e 29d#iasda, respectivamente, para 0S grupos
controle, veiculo, 4-nonilfenol e p+stradiol. A curva de abertura vaginal, analispei®
teste estatistico de Mantel-Cox, ndo apresenteueti€a entre os grupos (Figura 4).

Figura 3: Observacdo do parametro de abertura alagimdicando a maturacdo sexual das
fémeas de camundongos. A foto da esquerda mostaafémea antes da abertura vaginal,
enquanto a foto da direita mostra uma fémea apdedura, quando se observa a vulva mais
protuberante (seta) e o limen do canal vaginal.

100-
< '_E. —— Controle negativo
° r
rf 80+ ] -= Veiculo
% i — 4nonilfenol
Sl I I ~ 17B-estradiol
g 40-

=
S S

0 L} L ) L )
26 28 30 32 34

Idade (em dias)

Figura 4: Curva da abertura vaginal das fémeageT®rntel-Cox. A linha tracejada indica a
ocorréncia da abertura vaginal em metade das fédwegiipo experimental.
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5.3 Taxa de fecundidade

A taxa de fecundidade das fémeas na primeira teatdé prenhez foi de 38,9%
para o grupo controle, 38,9% para o grupo veiclgl% para o grupo 4-nonilfenol e 61,5%
para o grupo 1¥estradiol. Apds a segunda tentativa de prenhéaxade fecundidade das
fémeas foi de 81,8% para o grupo controle, 90,94 payrupo veiculo, 100,0% para o grupo
4-nonilfenol e 40,0% para o grupofté&stradiol. Ndo houve diferenca significativa (j85),

entre os tratamentos para as taxas de fecundiBiagieds 5 e 6).

12 tentativa

17B-estradiol x
controle negativo

4-nonilfenol x
controle negativo

Veiculo x controle
negativo

0 > . 6 5 0
Razéo das probabilidac

Figura 5: Taxa de fecundidade das fémeas prentes 48 e 60 dias de vida. O gréfico
mostra que probabilidade destas taxas de fecuralmamrerem entre 0os grupos € a mesma.

22 tentativ

17p-estradiol x
controle negativo

4-nonilfenol x .
controle negativo

Veiculo x controle &
negativo

o 2E132 4E132 BE132 BE132 1E133 1.2E133

Razao das probabilidac

Figura 6: Taxa de fecundidade das fémeas prentes &h e 98 dias de vida. O gréfico
mostra que probabilidade destas taxas de fecuralmamrerem entre 0s grupos € a mesma.
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5.4 Parametros analisados nos filhotes

A média do numero de filhotes nascidos vivos apQgsriaeira tentativa de
prenhez (nascidos entre 48 e 60 dias de vida da pa&a os grupos controle (3,29 * 1,25),
veiculo (5,14 + 1,22), 4-nonilfenol (3,88 + 1,46)1&3-estradiol (4,86 = 1,95), analisada
estatisticamente por ANOVA, ndo se mostrou sigaifiamente diferente entre os grupos

(Figura 7).

1* tentativa
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Figura 7: Numero de filhotes nascidos vivos en®ee460 dias de vida da mae. Teste de
normalidade: Shapiro-Wilk. ANOVA com pos-teste dekdy, o = 0,05. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre os valores.

As médias do numero de filhotes nascidos vivos ap&egunda tentativa de
prenhez (nascidos entre 84 e 98 dias de vida datardbém foram analisadas por ANOVA.
O grupo controle teve 6,78 * 2,44 filhotes, o gruptulo teve 7,33 + 2,65, enquanto 0 grupo
4-nonilfenol teve 8,33 + 3,27 e o grupopigstradiol teve 8,50 £ 0,71 filhotes. O numero de
filhotes provenientes de cada grupo experimentldi@riu (Figura 8).

Os animais nascidos entre 48 e 60 dias de vidad@atireram uma média de peso
no primeiro dia de vida de 1,63 = 0,24 g para ggroontrole; 1,55 + 0,16 g para 0 grupo
veiculo; 1,56 + 0,24 g para o grupo 4-nonilfend!,82 + 0,20 g para o grupo fEéstradiol.
Estes dados nédo tiveram uma distribuicdo normgbogtanto, foi utilizado o teste né&o-
paramétrico de Kruskal-Wallis para analisar a difigea estatistica entre os valores. O peso

meédio dos filhotes no primeiro dia de vida ndo ewfalteracdo devido ao tratamento aplicado

nas maes (Figura 9).
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Figura 8: Numero de filhotes nascidos vivos en#ee898 dias de vida da mae. Teste de
normalidade: Shapiro-Wilk. ANOVA com pos-teste dekéy, o = 0,05. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre os valores.
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Figura 9: Peso dos filhotes no primeiro dia de vitscidos entre 48 e 60 dias de vida das
maes. Kruskal-Wallis com pos-teste de Duars; 0,05. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica entre os valores.

Os filhotes nascidos entre 84 e 98 dias de vidadka (apés a segunda tentativa
de prenhez) tiveram a média de peso no primeiraeigida de 1,47 + 0,21 g para o0 grupo
controle; 1,46 £ 0,17 g para o grupo veiculo; #3913 g para o grupo 4-nonilfenol e 1,55 +
0,10 g para o grupo pB+estradiol. Estes dados também foram analisadas feste de
Kruskal-Wallis. O peso dos filhotes foi significaaimente maior no grupo B-&stradiol
(Figura 10).

A porcentagem de fémeas entre os filhotes naseidive 48 e 60 dias de vida da
mae foi de 54,8 + 23,7% no grupo controle, 59, 4% para o grupo veiculo, 51,0 + 32,9%

para o grupo 4-nonilfenol e 54,0 £ 27,0% para qgrlP-estradiol. Estes dados tiveram
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uma distribuicdo normal e foram analisados por AMO¥ue mostrou que ndo ha diferenca
significativa entre a porcentagem de fémeas nasaids diferentes grupos (Figura 11).

2" tentativa
2.0

1.51

Peso (g)
?

0.5+

0.0-

P ' da}O éd 4
< $‘ f
& g .

‘}0

&

Figura 10: Peso dos filhotes no primeiro dia deayvitascidos entre 84 e 98 dias de vida das
maes. Kruskal-Wallis com pés-teste de Dumrs 0,05. Letras diferentes indicam diferenca
estatistica entre os valores.
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Figura 11: Porcentagem de fémeas entre os filhwdssidos entre 48 e 60 dias de vida da
mae. Teste de normalidade: Kolmogorov-Smirnov. AMOsbm poés-teste de Tukey, =
0,05. Letras diferentes indicam diferenca estatistntre os valores.

A porcentagem de fémeas entre os filhotes nasedws os dias 84 e 98 dias de
vida da mée foi de 56,2 + 22,4% no grupo contrd&0 + 16,6% no grupo veiculo, 55,0
7,1% no grupo 4-nonilfenol e 58,3 + 11,8% no grapp-estradiol. A diferenca estatistica
entre os grupos foi analisada pelo teste ndao-paramée Kruskal-Wallis, que apontou que
nao houve diferenca significativa entre os grugogura 12). Os dados de porcentagem de
fémeas entre os filhotes apontam que n&o houve tagdia dos compostos estrogénicos,
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aplicados nas fémeas durante a maturacdo sexumk sodesenvolvimento do sexo dos

filhotes.
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Figura 12: Porcentagem de fémeas entre os filhwdssidos entre 84 e 98 dias de vida da
mae. Kruskal-Wallis com poés-teste de Dunrs 0,05. Letras diferentes indicam diferenca

estatistica entre os valores.

5.5 Niveis hormonais das fémeas

Apbés a eutandsia das fémeas nuliparas, foi realizadquantificacdo dos
horménios estradiol, FSH e LH pelo Sabin Laboratddlinico. Quanto ao horménio
estradiol, apenas alguns animais tiveram valorestificaveis, acima do limite de deteccéo
de 11,80 pg/ml. No grupo controle, quatro resukafdoam obtidos e variaram entre 13,89 e
46,10 pg/ml. No grupo veiculo, apenas um resulfadobtido no valor de 27,22 pg/ml. No
grupo 4-nonilfenol, seis resultados foram obtidasjando de 15,17 a 66,70 pg/ml. Ja no
grupo 1B-estradiol, dois resultados foram obtidos e tiverahores préximos, 80,31 e 91,57
pg/mi.

Quanto ao horménio FSH, nenhum animal teve valdeisctaveis acima do
limite de deteccéao de 0,30 mlU/ml. O mesmo ocooc@u a quantificagdo do hormonio LH,
em gue nenhum animal ultrapassou o limite de datede 0,07 mlU/ml. Dessa forma, néo
foi possivel fazer uma relacdo entre os horméreasias, nem uma inferéncia sobre o ciclo
estral desses animais.

Os mesmos hormonios foram quantificados para asd8mue obtiveram prenhez
na primeira e na segunda tentativa. O numero deaasique tiveram resultados superiores ao

limite de deteccédo e a amplitude dos valores obthzontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1: Quantificacdo dos hormonios estradiokl [ESLH para as fémeas que obtiveram
prenhez.

Hormoénios
Grupos Estradiol (pg/ml) FSH (mlU/ml) LH (mIU/ml)

Prenhez na primeira tentativa N Amplitude N Amplitude N Amplitude

Controle negativo 5 14,87 -58,28 2 0,31-0,36 2 0,1
Veiculo 5 1380-27,07 1 1,06 1 0,1
4-nonilfenol 6 2194-66,86 4 0,32-1,00 2 0,1
17p-estradiol 4 1190-3598 2 0,51-1,31 2 0,1
Prenhez na segunda tentativa

. 0,10-0,20
Controle negativo 3 15,24-435,78 4 0,45-0,80 3
Veiculo 9 1554-86,36 3 0,62-0,82 3 0,10-020
4-nonilfenol 5 18,82-129,16 1 0,30 1 0,10
17B-estradiol 2 16,07-23,03 2 0,30-0,48 - -

N = niimero de resultados obtidos, acima do limételeteccéo.

5.6 Peso relativo dos 6rgaos

As médias dos pesos relativos dos 6rgdos das féméparas submetidas a cada
tratamento sdo mostradas na Tabela 2. Os valoeegpgasentaram distribuicdo normal foram
analisados por ANOVA, enquanto os que nao tiveratrilouicdo normal foram analisados
pelo teste de Kruskal-Wallis. Nota-se que o grupdatlo com 1fF-estradiol teve o peso
relativo do baco inferior, em relacdo ao grupo mmat Também se pode observar que o
desvio padrdo do peso relativo do utero dos anitnatiados com 4-nonilfenol foi elevado,
inclusive sendo maior que a média do grupo. Es$te fl@ovavelmente deve-se a trés animais,
de um total de oito, apresentarem o Utero visivetelipertrofiado em relagdo aos outros do
grupo (Figura 13). Estes trés animais tiveram uradiande peso relativo do utero de 2,35 g,
enguanto o restante do grupo possui média de 0,45 g

A Tabela 3 mostra as médias do peso relativo dy#odrdas fémeas eutanasiadas
apos a primeira tentativa de reproducado, correspunada cada tratamento. A analise dos
valores se deu da mesma forma que no grupo antbidar foi observada diferenca entre o
peso relativo de nenhum 6rgao nos diversos tratasen

A Tabela 4 traz as médias do peso relativo dosoérgas fémeas eutanasiadas
apos a segunda tentativa de reproducdo. A and@segalores se deu da mesma forma que no

grupo anterior. Nao houve diferenca de peso relai nenhum dos 6rgaos analisados.
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Tabela 2: Peso relativo médio dos 6rgaos das fémeégmaras, em gramas + desvio padréo.

Ovario Ovario Utero Figado Rins Baco
direito esquerdo
Controle 0,11+0,02 0,15+0,03 0,49+0,20 5,64+03Ff 1,42+0,1Ff 0,90+0,08
negativo
Veiculo 0,12+0,08 0,12+0,03% 0,38+0,1% 558+0,49 1,37+0,1¢ 0,80+0,14"

4-nonilfenol  0,15+0,02 0,15+0,05 1,17+150 541+03% 1,43+0,14 0,73+0,07"
17p-estradiol 0,12 +0,08 0,12+0,08 0,33+0,1F 559+0,3¢ 1,41+0,07 0,62+0,2%

Teste de normalidade: Kolmogorov-Smirnov. ANOVA cpas-teste de Tukey ou Kruskal-Wallis com pés-teste
de Dunn (Gtero e rinsy, = 0,05. Letras diferentes indicam diferenca estie#i entre os valores.

Figura 13: Fotografia dos uteros dissecados, digdalos aos ovarios (setas), das fémeas
nuliparas. A: Utero e ovérios de fémea do grupdrotm B: exemplo de fémea do grupo 4-
nonilfenol com Utero semelhante ao controle. C:ei@ndo grupo 4-nonilfenol com utero
hipertrofiado.
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Tabela 3: Peso relativo médio dos 6rgdos das fémesades com 48 a 60 dias de vida
(primeira tentativa), em gramas * desvio padréo.

Ovaério Ovaério Utero Figado Rins Baco
direito esquerdo
Controle 0,04 + 0,07 0,04+0,008 0,32+0,19 6,76+055 1,16+0,04 0,46+0,17
negativo
Veiculo 0,05 + 0,03 0,05+ 0,02 0,33+0,19 6,54+0,64 1,22+0,1G¢ 0,46+0,1F

4-nonilfenol 0,05 + 0,007 0,05 + 0,02 0,33+0,20 6,64+0,58 1,20+0,06 0,52+0,08
17p-estradiol 0,05+ 0,0F 0,05+0,1F 0,31+0,14 6,54+0,73 1,25+0,05 0,48 +0,09

Teste de normalidade: Kolmogorov-Smirnov. ANOVA cpgs-teste de Tukey ou Kruskal-Wallis com pos-teste
de Dunn (ovario direito, Utero e, bace): 0,05. Letras diferentes indicam diferenca estfa#i entre os valores.

Tabela 4: Peso relativo médio dos 6érgédos das fémeades com 84 a 98 dias de vida
(segunda tentativa) em gramas + desvio padrao.

Ovério Ovario Utero Figado Rins Baco
direito esquerdo
Controle 0,04 £0,008 0,04+0,009 0,24+0,05 6,98+030 1,24+0,12 0,39+0,08
negativo
Veiculo 0,04 +0,0F 0,04 £ 0,07 0,23+0,08 6,76+0,47 1,20+0,05 0,41+0,08

4-nonilfenol 0,04 +0,007 0,04 +0,006 0,24+0,03 6,89+044 1,25+0,07 0,50+0,33
17p-estradiol 0,04 +0,00f 0,03+0,00# 0,20+0,04 6,45+0,23 1,12+0,03 0,34+0,03

Teste de normalidade: Kolmogorov-Smirnov. ANOVA cpas-teste de Tukey ou Kruskal-Wallis com pos-teste
de Dunn (ovério esquerdo, Utero, rins e baga),0,05. Letras diferentes indicam diferenca esttaHi entre os
valores.

5.7 Foliculos ovarianos: morfologia

Foliculos pré-antrais, antrais e degenerados foeacontrados em todos os
animais analisados, independentemente do gruporiexgeal e da idade do animal.
Exemplos desses foliculos sdo mostrados na Figura 1

As fémeas nuliparas tiveram as seguintes porcerggega cada tipo de foliculo:
0 grupo controle apresentou 59,14 + 5,48% dosulalfcno estagio pré-antral, 32,10 + 4,09%
no estagio antral e 8,76 + 2,54% degenerados. fogratado com veiculo apresentou 63,69
+ 2,66% dos foliculos encontrados no estagio ptegar29,71 + 4,58% no estagio antral e
6,60 £ 2,86% degenerados. No grupo tratado comndlfanol, 60,88 + 3,69% dos foliculos
estavam no estagio pré-antral, 31,94 + 3,31% eastava estagio antral e 7,19 + 2,21%
estavam degenerados. Os animais tratados cfrastiiadiol apresentaram 62,60 + 5,19% dos
foliculos no estagio pré-antral, 30,79 * 4,55% siele estagio antral e 6,61 + 1,65% estavam

degenerados. As porcentagens de cada tipo folibmlam comparadas entre os tratamentos
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pelo teste ANOVA ou Kruskal-Wallis, que mostraramegndo houve diferenca entre os
valores obtidos (Figura 15). A porcentagem de fibdbis pré-antrais, antrais e degenerados

encontrados no ovario nao foi alterada pelo tratdme

Figura 14: Diversos tipos de foliculos ovarianos.visao geral do ovario de fémea tratada
com NP prenhe na 12 tentativa. B: visdo geral doiowle fémea do grupo controle negativo,
prenhe na 12 tentativa. C: Foliculo antral encdietram fémea tratada conf Brenhe na 12
tentativa. D: Foliculo degenerado ao lado de umahnb ovario de animal tratado com NP
prenhe na 12 tentativa. E: Detalhe de foliculo deggdo, mostrando que o ovdcito perdeu o
contato com as células da granulosa, encontraddééemaa tratada com NP prenhe na 22
tentativa. A: antro; CG: células da granulosa; €trpo lateo; Cm: células murais; Cu:
células do cumulus; FA: foliculo antral; FD: folicudegenerado; FPA: foliculo pré-antral;
No: nacleo do ovécito; O: ovacito.

Nas fémeas que obtiveram prenhez na primeira iemtat porcentagem de
foliculos se apresenta da seguinte forma. Os asigmitrole tiveram 62,50 + 8,54% dos
foliculos no estagio pré-antral, 29,18 + 5,72% estsigio antral e 8,33 + 4,94% degenerados.
O grupo veiculo teve 57,93 + 2,12% de foliculosssificados como pré-antrais, 32,20 +
4,14% deles classificados como antrais e 9,87 &98,8lassificados como degenerados. No
grupo tratado com 4-nonilfenol, 55,25 + 8,63% ductilos encontrados estavam no estagio
pré-antral, 33,57 + 4,82% estavam no estagio aettdl, 18 + 5,96% estavam degenerados. O
grupo tratado com JPrestradiol teve 61,67 + 8,89% dos foliculos nogist@ré-antral, 24,26
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+ 5,30% no estagio antral e 14,07 + 9,14% degensra®s tipos de foliculo foram
comparados entre os tratamentos recebidos atrav@NOVA. Apenas a porcentagem de
foliculos antrais diferiu entre os grupos 4-nomitiee 1P-estradiol, sendo menor no grupo

tratado com 1ff-estradiol (Figura 16).
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Figura 15: Porcentagem dos tipos foliculares emadns nas fémeas nuliparas submetidas
aos quatro tratamentos. Teste de normalidade: Kgonoe-Smirnov. ANOVA com poés-teste
de Tukey ou Kruskal-Wallis com poés-teste de Duroliglilos antrais)o = 0,05. Letras
diferentes indicam diferenca estatistica entread@rgs.
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Figura 16: Porcentagem dos tipos foliculares emadots nas fémeas prenhes apés a primeira

tentativa, nos diferentes tratamentos. Teste dealatade: Kolmogorov-Smirnov. ANOVA
com pos-teste de Tukey, = 0,05. Letras diferentes indicam diferenca esta#i entre os

valores.

As fémeas que obtiverem prenhez apenas na segemiddivta também tiveram

seus foliculos ovarianos classificados. No grupatrote, 55,97 + 6,66% dos foliculos eram
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pré-antrais, 33,56 + 4,66% dos foliculos eram @tal0,47 + 3,71% dos foliculos eram
degenerados. No grupo veiculo, 57,30 + 8,82% didsufos eram pré-antrais, 29,41 + 5,66
eram antrais e 13,29 * 4,83% eram degeneradosriypm g-nonilfenol, 55,18 + 3,00% dos
foliculos foram classificados como pré-antrais133 6,33% como antrais e 11,70 £ 5,45%
como degenerados. O grupopigstradiol teve 62,27 + 1,29% dos foliculos clésadfos
como pré-antrais, 32,12 + 1,02% como antrais e %,62,31% como degenerados. As
diferentes porcentagens para cada tratamento faaatisadas por ANOVA. Nao foi
constatada diferenca em nenhuma proporcéao dosftipoglares de acordo com o tratamento

do animal (Figura 17).
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Figura 17: Porcentagem dos tipos foliculares emados nas fémeas prenhes apds segunda
tentativa, nos diferentes tratamentos. Teste dmalaade: Kolmogorov-Smirnov. ANOVA
com pos-teste de Tukey, = 0,05. Letras diferentes indicam diferenca estta#i entre os
valores.

Seis fémeas n&o obtiveram prenhez em nenhuma wkasivtas, sendo duas do
grupo controle, uma do grupo veiculo e trés do grijp-estradiol. Estas fémeas também
tiveram seus ovarios analisados quanto a propate&oliculos em cada categoria. A média
dessas proporcdes, independentemente do grupoiregp&l ao qual pertencia a fémea,
foram comparadas com as médias do grupo contratediferentes idades, em busca de uma
explicagdo para a auséncia de prenhez (possieilidside). Ndo foi encontrada diferenca
entre a proporcao de foliculos pré-antrais, antraislegenerados entre o grupo controle e as

fémeas que néo tiveram prenhez (Figura 18).
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Figura 18: Proporcéo dos tipos foliculares dos gsupontrole em diferentes idades e das
fémeas que ndo obtiveram prenhez. Teste de noadatickolmogorov-Smirnov. ANOVA
com poés-teste de Tukey ou Kruskal-Wallis com pésetele Dunn (foliculos antrais), =
0,05. Letras diferentes indicam diferenca estadistntre os valores.

Os ovarios de fémeas nuliparas foram utilizadoa pagdlise ultraestrutural dos
foliculos ovarianos (Figura 19). O grupo veiculd fdilizado como controle para a
microscopia eletrénica de transmisséo. O foliculé-gntral do grupo veiculo apresentou
morfologia normal, com ovécito em contato com delaé da granulosa. O nucleo do ovdcito
mostrou-se grande e claro, apresentando regidesude@matina e heterocromatina e o
envelope nuclear integro (Figura 19A). As mitoc@eslapresentaram-se normais, com cristas
visiveis, e abundantes (Figura 19B). Por sua vezétulas da granulosa apresentaram-se
justapostas e separadas das células do estromanavpor uma lamina basal (Figura 19C).

O foliculo pré-antral do grupo tratado com NP apnésu morfologia diferente do
grupo tratado apenas com veiculo. O ovdcito se nmostormal, com nucleo apresentando
regido de eucromatina e heterocromatina e envelogear integro (Figura 19D). Em relac&o
as mitocondrias, ndo foram observadas diferencasdgucomparado ao controle (Figura
19E). A maior diferenca se percebeu nas célulagrdaulosa, que ndo se apresentaram
justapostas, verificando-se a ocorréncia de lacwerdse elas. Estas células continuam
separadas das células do estroma ovariano poramiaa basal (Figura 19F).
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Figura 19: Microscopia eletronica de transmissadotieulos ovarianos de animal do grupo

veiculo (A, B e C) e grupo NP (D, E e F). A: viggaral do ovécito e células da granulosa. B:
detalhe das mitocondrias. C: detalhe das célulagrataulosa justapostas. D: visdo geral do
ovocito e das células da granulosa. E: maior aumeatregido contendo mitocondrias. F:
detalhe das células da granulosa apresentandoakemtre si. CG: células da granulosa; e:
eucromatina; En: envelope nuclear; Es: estromaianvayr h: heterocromatina; Lb: lamina

basal; M: membrana celular; Mt: mitocéndrias; Ncled; Ng: nlacleo da célula da granulosa;
Ov: ovacito.
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5.8 Histologia do utero

Ap6s a observacdo de uteros anatomicamente hifiedive, foi realizada a
analise histologica dos mesmos, seguindo o mesotoqaio utilizado para os ovarios, para
verificagdo de alguma anomalia (Figura 20). O Utenm alteracdes (Figura 20A) apresenta
um grande limen no centro. Este € revestido porepitelio cilindrico simples que,
juntamente com a camada de tecido conjuntivo quersentra logo abaixo, forma o
endomeétrio, porcao que sofre mais alteracfes dumniclo estral das fémeas. A camada de
tecido conjuntivo contem as glandulas endometr@aig rica em material extracelular,
especialmente fibras reticulares. Estas fibras cgsramn mais abundantes conforme se
distanciam do limen, enquanto as células se tomais raras. Abaixo do tecido conjuntivo,
encontra-se a musculatura. Esta descricdo est&éatdoacom a de Junqueira & Carneiro
(2004) e a de Kierszenbaum (2008).

Figura 20: Analise histolégica do Utero. A: anirdal grupo controle apresentando todas as
camadas do Utero normais. B: animal tratado com &liRy Utero tinha o peso relativo
considerado normal, demonstrando espessamentodumnétrio. C e D: animais do grupo
tratado com NP, com peso relativo do Utero acimenédia, se mostraram histologicamente
semelhantes ao controle, embora com glandulas menlitbem amplo (D). Cn: tecido
conjuntivo; En: endométrio; Ep: epitélio; G: glatahy L: lamen; M: musculatura.



43

Uma fémea tratada com NP, cujo peso relativo dm (fté considerado normal,
apresentou alteracdes morfoldgicas em relacdo @mogrontrole. O epitélio se encontrava
baixo, a regido do endométrio muito espessa e ertan 6rgdo reduzido (Figura 20B). Ja os
animais que tiveram o peso relativo do uUtero camamb anormal, ndo apresentaram
alteracdes histologicas significativas, em relagéacontrole (Figura 20C e D). Exceto um
animal, que apresentou glandulas com o limen ne@iorelacdo aos outros, o que pode ter

contribuido para o aumento no diametro do 6rgagufii 20D).
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6. Discussao

O periodo de vida em que ocorre a exposicdo agegldadores endocrinos é
crucial para avaliar a extensao do dano. Os te@dosgesenvolvimento sdo mais sensiveis a
sinalizacdo enddcrina, de forma que a desreguldedsa sinalizacdo pode resultar em dano
permanente a estrutura ou funcdo do tecido, fazemmio que exposi¢cdes durante o
desenvolvimento i utero, neonatos e imaturos) possam ter consequéncias gnaves
(Markey et al., 2003; Rudel & Perovich, 2009). Considerando ¢as®, 0 presente estudo
visou analisar se o NP administrado em fémeas apdesmame, durante o periodo de
desenvolvimento sexual, induz efeitos prejudicaisncao reprodutiva das mesmas.

Devido a caracteristica lipofilica do NP, a suaacagade de acumulo nos tecidos
e biomagnificacdo na cadeia tréfica, trabalhou@® cm cenario de exposicao superior a
encontrada em humanos. Outra razdo para utilizdeéte cenério foi que, para obter uma
margem de seguranca em humanos, estudos com adievais) sempre extrapolar a dose, a
fim de obter uma dose minima em que o efeito adveosle ser observado. Dessa forma, a
dose de 50 mg/kg de peso corporeo/dia foi escqlkidto que esta foi utilizada em diversos
trabalhos e tem se mostrado a dose limiar em qobssvam os efeitos estrogénicos do NP
(Nagaoet al., 2001; Greemt al., 2003).

Além disso, a exposi¢do humana néo esta limitaggenas um toxico, mas a uma
combinacdo de desreguladores enddécrinos (Knez,)2@EL FEsta interacdo, ainda pouco
estudada, pode potencializar os efeitos adversisegleompostos quimicos, além da simples
adicdo dos efeitos, devido & complexidade da gmglio enddcrina (Kortenkamp, 2007).
Estes efeitos potencializados precisam ser conbepadra que possam ser remediados.

O peso dos animais nao foi alterado durante ontextéo em relacdo ao grupo
controle negativo e veiculo, um indicio de que oodilfenol e o 1B-estradiol néo
apresentaram toxicidade geral para as fémeas, se atbministrada. Embora o grupg317
estradiol tenha iniciado o tratamento com peso megoe 0S outros grupos, estes animais
logo na primeira semana ganharam peso e se mamtivey padrao considerado normal.

Kim et al. (2002) afirmam que o NP altera o ciclo estrogémim ratas, podendo
acarretar em uma maturagdo sexual precoce. A egmsral ao NP, continua por trés
geracoes de ratas, indicou atividade estrogénasderando a abertura vaginal em dois dias
para o grupo exposto a 650 ppm de NP (30 — 100gragkpeso corporeo/dia) e em seis dias
para o grupo exposto a 2000 ppm de NP (100 — 33Rgnlg peso corporeo/dia) em todas as
geracdes. No mesmo estudo, o ciclo estral das Erhdwadesregulado, apenas no grupo
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tratado com a maior dose (Chamhal., 1999). Porém, no presente estudo, ndo houve
diferenca significativa entre o dia de aberturainagdas fémeas expostas ao NP. Esta
divergéncia entre os estudos, provavelmente, se aeose administrada.

O NP nao se mostrou um impedimento para o acasalameefecundacéao, visto
gue a taxa de fecundidade de todos os grupos foilasi A primeira tentativa de
acasalamento teve sucesso menor que a segundsto(paca o grupo Prestradiol), devido
as fémeas serem mais novas, entre 48 e 60 diagl@eevestarem no inicio de sua vida
reprodutiva, logo apds a puberdade. Enquanto nandagentativa, as fémeas ja tinham entre
84 e 98 dias de idade, e assim, estavam plenameadaras sexualmente (Choriéi al.,
2007).

O NP também néo teve influéncia no nimero de #ifativos nascidos apos as
duas tentativas de acasalamento, nem no pesoraegisto primeiro dia de vida. Nagetoal.
(2001), em seu estudo com duas geracdes de redtado machos e fémeas com NP a
dosagem de 50 mg/kg de peso corpdreo, ndo encodifierenca significativa na taxa de
fertilidade e no numero de filhotes da geracédomalregguando comparada ao controle. Da
mesma forma, machos tratados com NP a 42,5 mg/kpesie corpdreo, via intraperitoneal,
por 35 dias, quando colocados para acasalar coreamao-tratadas, obtiveram taxa de
prenhez, numero de implantagbes, nimero de feiass,vpeso dos fetos e ocorréncia de
anormalidades externas igual ao grupo controlesaape observados outros efeitos adversos
nos testiculos e espermatozoides (El-Dakdoky & IH2G07).

A diferenciacédo sexual em machos, em mamiferosséntadeada pela expressao
do gene Sry presente no cromossomo Y. O gene 8uyg inma cascata genética que leva a
formacao de testiculos (Hackatral., 1995). Os testiculos, por sua vez, iniciam apcéo de
horménios, entre eles o esteroide testosterona pemideo antimulleriano, que sao
responsaveis pelo crescimento e diferenciacdo dowsl de Wolf e atrofia dos ductos de
Muller, levando ao desenvolvimento do fendtipo maieo (Costanzo, 2004). Acredita-se
gue o ovario se desenvolva na auséncia do gene &msequente auséncia de testosterona e
peptideo antimulleriano (Costanzo, 2004; Majdic &ét, 2011).

Embora o sexo genético, determinado pelos cromassopresentes, seja
considerado o fator mais importante para o desemwehto das diferencas sexuais, sabe-se
que a maior parte delas pode ocorrer devido aetif@s de exposicdo a hormonios sexuais
durante o desenvolvimento (Majdic & Tobet, 2011)ém disso, sabe-se que o ambiente
intrauterino e a concentracdo de hormoénios sexaiaisie os fetos estdo expostos podem

modular diferengas sexuais, especialmente o delsémemto cerebral e caracteristicas
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comportamentais (vom Saetlal., 1999). Dessa forma, este estudo avaliou se @sepgo de
fémeas ao NP, enquanto jovens, seria capaz daraiteexo de seus filhotes. Esse efeito n&o
se mostrou presente, ja que a proporcao de féméasos filhotes, independente da idade da
mae, foi semelhante entre os grupos. Esse resuliaaita que a dose de 50 mg/kg de peso
corpéreo de NP administrado as fémeas durante &l rdio foi suficiente para que o NP
acumulado no corpo da mée produzisse efeito ruosds.

O NP influenciou o ciclo reprodutivo das espécim®dificando os niveis do
horménio luteinizante (LH) e do horménio foliculstienulante (FSH) em ratas (Nagetal .,
2001). No presente trabalho n&o foi possivel detesdsas modificagdes. No caso das fémeas
nuliparas, nenhuma teve concentracao dos hormbBSiHsou LH acima do nivel de detecgéo,
0 que tornou impossivel fazer uma relacédo entieégshormaonios a fim de inferir o periodo
do ciclo estral em que as fémeas se encontravavaliaraalteracbes nos niveis hormonais
produzidas pelo tratamento. Entre as fémeas comhereentre 48 e 60 dias de vida, mais
resultados foram obtidos, porém, apenas quatro asitiveram as medidas de todos os
horménios. Da mesma forma, entre as fémeas queeddtn prenhez entre 84 e 98 dias de
vida, apenas duas tiveram resultados para todesrognios analisados.

A falta de valores de referéncia destes hormonems, camundongos, nas
diferentes fases do ciclo estral, assim como a #sipdidade de determina-los através dos
animais do grupo controle deste experimento, deamdaixo nimero de resultados, foram
dificuldades encontradas para analise desses dadssa forma, ndo foi possivel concluir se
o NP na dose de 50 mg/kg de peso corpéreo afatéves dos hormonios estradiol, FSH e
LH em camundongos fémeas. Uma forma de possibéitaralise dos valores seria monitorar
o ciclo estral das fémeas, através do lavado vagmedronizar o dia da coleta de sangue de
acordo com o periodo do ciclo. Como o ciclo estralcamundongos dura, em média, 4 a 5
dias, a oscilac&o diaria nos niveis hormonais gedsignificativa (Chorillet al., 2007).

O efeito toxico mais consistente, encontrado emtaaurabalhos com NP, € a
mineralizacdo dos rins em ratos machos, emboraumgadiferenca das doses em que este
efeito foi observado (Greest al., 2003). NP foi capaz de produzir aumento da masatva
do rim e do figado e reducéo na massa do timo echosala geracéo parental tratada com 50
mg/kg de massa corporea de NP (Naghal., 2001), enquanto alteracbes na estrutura e
massa do rim de machos também foi observada ers duseres, de 30 — 350 mg/kg de peso
corporeo/dia (Chapiet al., 1999). Entretanto, no presente trabalho, no fguam analisados
somente os 6rgaos das fémeas, nao foram encontliéel@ncas no peso relativo dos ovarios,

do utero, do figado ou dos rins entre os tratanseimdependentemente da idade da fémea na
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eutanasia. Embora Nagabal. (2001) tenham observado uma diminuicdo no pesaovddo
de ratas, administrando a mesma dose, isso poée-se\a diferenca de animal experimental
ou ao tempo de exposicao.

Apenas nas fémeas nuliparas houve uma reducéo soorekativo do baco no
grupo tratado com JPfestradiol em relagdo ao grupo controle negatiwsekefeito pode ser
devido a capacidade do estradiol, e de alguns gldadores endocrinos, de inibir a
proliferacdo de linfocitos isolados do baco (Sakaehal., 2002). Esse efeito também foi
observado em cachorros tratados com estrogeno, 88®0). Em idades mais avancadas, 0s
animais ndo apresentaram esse efeito, possivelpentema recuperacdo do 6rgao depois de
finalizada a exposi¢éo a droga.

Durante o ciclo ovariano de desenvolvimento fohcuho periodo de maturacao
final do foliculo, a quantidade de estrogeno cantd aumenta, ativando o mecanismo de
feedback negativo na hipdfise, que diminui a secrecdo dél,H$ormonio que atua na
maturacdo dos foliculos. Dessa forma ha uma irgeém no desenvolvimento dos foliculos
menos maduros (Zeleznik, 2004). Assim, com a aditnagédo de estrogeno exodgeno, espera-
se que o mecanismo deedback seja ativado e haja uma interrupcdo continua no
desenvolvimento folicular. Consequentemente, unmaingdiicdo da proporgcdo de foliculos
antrais e aumento da proporgdo de pré-antrais egperada (Zeleznik, 1981). Entretanto, o
NP néo foi capaz de alterar a proporcéo entrepos tntrais, pré-antrais e degenerados. Esse
efeito sO foi observado no grupo tratado corfi-&3tradiol nas fémeas prenhes depois da 12
tentativa de acasalamento, e ndo foi muito promacidivergiu apenas do grupo tratado
com 4-nonilfenol). Da mesma forma, ndo foram olm#ag alteracbes ou deformagdes nos
foliculos ovarianos dos animais de nenhum trataper@m no ovoécito, nem nas células da
granulosa.

Mehranjani et al. (2010) concluiram que os filhotes de ratas suitio®tao
tratamentojn utero e apés o nascimento, com 250 mg/kg de peso carpimeNP via oral
apresentam reducdo do numero de foliculos antrgiséevulatérios e um aumento no
namero de foliculos atrésicos. Mais uma vez, aeliga de dose e periodo de exposi¢cdo ao
toxico explica a diferenca entre os resultados.

Em todos os grupos experimentais, exceto no tratadoNP, ocorreram fémeas
gue nao obtiveram prenhez em nenhuma das tentafivasséncia de prenhez nao pode ser
explicada por alteracdes no numero de foliculagpwvijue néo foi encontrada diferenca entre
a proporcado de foliculos pré-antrais, antrais ogederados entre o grupo controle e as

fémeas que nao tiveram prenhez, independentemamtdade do animal.
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A microscopia eletrbnica de transmissdo mostrou @ueiculo utilizado para
administracdo do NP, 6leo de milho, ndo causouaaiies na ultraestrutura do foliculo
ovariano, nem nas células da granulosa, nem noitoy@gie permaneceu com 0 nhucleo
intacto e as mitocondrias com aparéncia normal.n@uaos foliculos ovarianos do grupo
tratado com NP, esses também n&o apresentaram l@somaprincipal diferenca, quando
comparado ao grupo tratado com veiculo, foi a piggsede lacunas entre as células da
granulosa. Entretanto, essas lacunas devem-sgvalowente, ao crescimento, proliferacdo e
reorganizacao das mesmas (Junqueira & Carneird, Kd€rszenbaum, 2008). Apesar desses
espacos entre as células da granulosa, pode-sbpergue elas ndo perderam o contato com
0 ovocito.

Os achados histologicos no Utero dos animais nafiric@am efeitos adversos que
possam ter sido causados pelo NP. Ao contrarioy@&os com pesos relativos discrepantes
em relagcdo ao restante do grupo se mostraram dggtamente semelhantes ao Gtero
controle. A Unica alteracdo observada foi o aumelai® glandulas secretoras na regido do
endométrio, o que pode ser caracterizado comaedsitogénico, visto que o estrégeno atua
no desenvolvimento e proliferacdo do endométriaindge(Junqueira & Carneiro, 2004;
Kierszenbaum, 2008). Porém, mais estudos precisameifos para confirmar se este efeito é
prejudicial ao animal. O efeito no aumento do pasaitero ja foi relatado na dose de 100 e
200 mg/kg de peso corpéreo, em ratas. Este efeitcdmparavel ao efeito do DES, um
conhecido desregulador endocrino (Ketral., 2002). Embora no presente estudo ndo tenham
sido observadas anomalias, NP foi capaz de pronmfoges de metaplasia na mucosa do
endométrio e glandulas uterinas, quando administidadante 14 dias na dose de 40 mg/kg de
peso corpéreo em porquinhos-da-india (Daezal., 2002). A diferenca entre os estudos
pode ser devida ao animal experimental utilizadggtowque ha variacdes na susceptibilidade
das espécies ao composto.

NP é rapidamente absorvido em ratos. Apds admagétr de NP a 10 mg/kg de
peso corpéreo em dose Unica, 0 pico de sua coacéntno sangue ocorre em 30 minutos,
em machos, e em 1 hora, em fémeas. A eliminac@cailar parte desse composto ocorre, em
meédia, 48 horas apO0s a aplicacdo de dose uUnica, [s® via oral ou intravenosa,
predominantemente nas fezes (Grekeal., 2003). Porém, apds uma aplicacdo de 10 mg/kg
de peso corpéreo por via intravenosa, aproximadaaretto da dose permanece acumulada
nas carcacas em machos e 10% em fémeas, enqua#iod8, dose permanece no tecido

adiposo decorridos sete dias da aplicacdo (Geeah, 2003). A meia-vida deste composto
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nao € alterada pelo aumento da dose (10 ou 100gnugkpeso corpéreo), em machos.
Entretanto, em fémeas, a meia-vida para a mai@ élomatro vezes aumentada.

Quando submetidos a um tratamento por 14 diaspeeotracdo plasmatica de
NP dobra e a concentracdo no tecido adiposo auntgratio a cinco vezes durante 0s
primeiros sete dias. Depois deste periodo, elang®cem constantes, mostrando que 0s
animais atingem um estado de estabilidade apdslisetele tratamento (Greehal., 2003).

Greenet al. (2003) sugerem que a atividade estrogénica domNiRo descrita em
doses de 50 mg/kg de peso corpéreo ou maiores, seltago do aumento da
biodisponibilidade do NP que ocorre ap0s a satorap@tabdlica. No presente estudo,
acredita-se que o NP disponivel ou acumulado deiranperiodo de maturacdo sexual das
fémeas de camundongo Balb/C, ndo alcancou nivees pgroduzissem uma alteracéo

significativa nos parametros analisados, dias deg@icessada a exposicao.
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7. Concluséao e Perspectivas

O desregulador endocrino 4-nonilfenol, na dose @eng/kg de peso corpéreo,
administrado em fémeas de camundongos Balb/C, @uogperiodo de maturacao sexual, nao
produziu alterac6es nos parametros reprodutivolésadas. Acredita-se que o NP disponivel
ou acumulado no corpo das fémeas durante o pededmaturacdo sexual (21 dias de
tratamento) nédo foi capaz de alterar os paramegm®dutivos quando estas, efetivamente
iniciaram sua vida reprodutiva.

As pesquisas com desreguladores enddcrinos, partieente o 4-nonilfenol,
ainda séo contraditérias. Desse modo, estudosokigdo necesséarios para melhor avaliar a
seguranca da exposicdo a esse composto, explorands doses, tempos de exposicao,
periodo de vida, e, especialmente, utilizando mastude compostos quimicos, o0 que
representa um cendrio mais realista da exposic§oeahumanos e outros animais estao

submetidos.
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ANEXO A — PROTOCOLO DE PROCESSAMENTO HISTOLOGICO.

Solucéo

Tempo

Fixador: paraformaldeido a 4% + tampao fosfato K0,pH 7,4)

24 horas

Alcool etilico a 70%

No minimo, 1 hors

|

Alcool etilico a 80% 1 hora
Alcool etilico a 90% 1 hora
Alcool etilico a 100% 1 hora
Alcool etilico a 100% 1 hora
Alcool etilico a 100% 1 hora
Alcool etilico a 100% e Xilol a 100% (na proporcEa v/v) 1 hora
Xilol a 100% 45 minutos
Xilol a 100% 45 minutos
Parafina histolégica 45 minutos
Parafina histolégica 45 minutos

Emblocamento
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ANEXO B — PROTOCOLO DE COLORACAO HEMATOXILINA-EOSIN A.

Solucéao Tempo
Xilol a 100% 3 minutos
Xilol a 100% 3 minutos
Alcool etilico a 100% e Xilol a 100% (na proporcEia v/v) 2 minutos
Alcool etilico a 100% 2 minutos
Alcool etilico a 95% 2 minutos
Alcool etilico a 70% 2 minutos
Agua destilada 2 minutos
Hematoxilina de Harris 2 minutos
Agua destilada 2 minutos
Eosina Y (amarelada) 4 minutos
Agua corrente 20 segundos
Agua destilada 20 segundos
Alcool etilico a 70% 20 segundos
Alcool etilico a 95% 20 segundos
Alcool etilico a 100% 20 segundos
Xilol a 100% 20 segundos
Xilol a 100% 20 segundos
Montar laminula com solucéao de Entellan e Xilo08%
(na proporgéao 1:1 viv)

Adaptado de: Junqueira & Junqueira, 1983.



ANEXO C - PROTOCOLO DE PROCESSAMENTO DO OYARIO PARA
MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO.

63

Solucéo

Tempo

Fixador Karnovsky a 0,01 M

Overnight, a 4°C

Lavar duas vezes com tampéao cacodilato de
sodioa 0,1 M

Ferrocianeto de potassio a 0,8% e tetroxido d

O0smio a 1% (propor¢do 1:1 v/v)

1 hora, protegido da luz

Lavar trés vezes com agua destilada

Acetato de uranila a 0,5%

Overnight, protegidowta & 4°C

Lavar trés vezes com agua destilada

Acetona a 30% 15 minutos
Acetona a 50% 15 minutos
Acetona a 70% 15 minutos
Acetona a 90% 15 minutos
Acetona a 100% 15 minutos
Acetona a 100% 15 minutos
Acetona a 100% e Resina (proporcao de 2:1 y/v) Uylet

Acetona a 100% e Resina (proporcao de 1:1 y/v) otash

Acetona a 100% e Resina (proporcao de 1:2 y/v) Uylet

Resina 7 horas

Polimerizacédo da resina

48 horas, a 37°C




