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RESUMO  

 

Compostos organoestânicos (OTs), como o tributilestanho (TBT), são poluentes ambientais 

e a principal via de exposição humana ocorre por ingestão de mariscos contaminados. Estes 

agentes químicos atuam como desreguladores endócrinos em invertebrados marinhos e 

também em roedores, afetando, principalmente, a função reprodutiva e o metabolismo de 

lipídios e carboidratos. OTs podem acumular-se na placenta e são transferidos aos fetos. No 

entanto, ainda não há um modelo de biotransferência dos OTs para mamíferos, e os dados 

sobre o período gestacional e prole são escassos. O objetivo deste estudo foi avaliar a 

gênese e os mecanismos envolvidos nas alterações reprodutivas e do estado energético em 

ratas adultas, na disfunção placentária e nos prejuízos aos fetos de ambos os gêneros 

induzidos pela exposição direta e por herança multigeracional materna de ingestão de 

moluscos contaminados com OTs. Ratas Wistar de 3 meses de idade foram divididas em 

três grupos: tratadas diariamente com veículo (água destilada, controle, CON), com os 

gastrópodes Leucozonia nassa sem OTs (LNN, 600 mg/dia, coletados na Praia de Aracruz, 

Espírito Santo, área sem contaminação com OTs) ou Leucozonia nassa imposexados (LNI, 

600 mg/dia, coletados na Praia da Ilha do Frade, Vitória, Espirito Santo, área contaminada 

com OTs), por 15 dias, via gavagem. Parte das ratas foram utilizadas para a avaliação da 

morfofisiologia reprodutiva e a outra parte foi alocada com machos controle para o 

acasalamento e posterior cesariana no 20º dia gestacional, para a análise de parâmetros 

gestacionais e a coleta da placenta e dos fetos. Ratas adultas LNI apresentaram aumento 

da concentração sérica de estanho, evidenciando a transferência dos OTs a partir da 

ingestão de moluscos contaminados. Essas fêmeas LNI desenvolveram irregularidade no 

ciclo estral; elevação nos níveis séricos de estrogênio, progesterona e testosterona; 

distúrbios na foliculogênese ovariana e deposição de colágeno perifolicular; hipertrofia e 

pontos de pseudoestratificação de epitélio luminal, processo inflamatório, aumento na 

deposição de colágeno e maior expressão de ERα uterino. Na fertilidade do grupo LNI, foi 

observado o atraso no estabelecimento da gestação, redução na frequência de ninhadas, 

diminuição do número de implantações e consequente aumento de perdas pré-implantação 

embrionária. Grávidas LNI exibiram aumento do perfil lipídico, com acúmulo hepático de 

vacúolos lipídicos redondos, de limites nítidos e tamanhos variáveis. Placentas LNI 

apresentaram aumento do peso e da porcentagem de células de glicogênio, associado a 

maior expressão de GLUT1 e de transferência de glicose pelo cordão umbilical; acúmulo de 

lipídios (triglicerídeos e colesterol total), com maior fornecimento de colesterol aos fetos; 

processo inflamatório; maior expressão das proteínas reguladoras IRβ, p-Akt e p-mTOR. Os 

fetos LNI, de ambos os gêneros, mostraram maior peso corporal; aumento de 



 
 

megacariócitos, lipídios e estresse oxidativo hepáticos. Estes achados conferem às ratas 

expostas diretamente aos OTs, por meio da ingestão de moluscos contaminados, 

características de síndrome do ovário policístico, e tal desregulação endócrina  prejudica a 

formação da placenta e a expressão dos transportadores de nutrientes placentários, 

resultando em distúrbios antropométrico e hepático fetais, decorrentes de respostas 

adaptativas à influência materna. 

 

Palavras-chave: biotransferência dos OTs, desregulador endócrino, reprodução, placenta, 

herança multigeracional.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT  

 

Organotin compounds (OTs) such as tributyltin (TBT) are environmental pollutants, with 

human exposure occurring mainly through the ingestion of contaminated shellfish. These 

chemical agents act as endocrine disruptors in marine invertebrates and also in rodents, 

affecting mainly the reproductive function and the lipids and carbohydrates metabolism. OTs 

can accumulate in the placenta and be transferred to fetuses. However, there is still no 

biotransfer model of OTs for mammals and rather few data on the gestational period and 

offspring. This study aims to evaluate the genesis and mechanisms involved in the 

reproductive and energy status alterations in adult female rats, placental dysfunction and 

fetal impairment in both genders, induced by direct exposure and maternal multigenerational 

inheritance through the ingestion of OTs-contaminated molluscs. Three-months-old female 

Wistar rats were divided into three groups: daily treated with vehicle (distilled water, control, 

CON), with Leucozonia nassa molluscs without OTs (LNN, 600 mg / day collected at Aracruz 

Beach, Espirito Santo, area without OTs contamination), or Leucozonia nassa with imposex 

(LNI, 600 mg / day, collected at Ilha do Frade Beach, Vitória, Espirito Santo, area 

contaminated with OTs), for 15 days, via gavage. Some of the animals were used for the 

evaluation of reproductive morphophysiology, with the remaining ones being allocated with 

control males for mating and subsequent cesarean section on the 20th gestational day, for 

the analysis of gestational parameters and collection of the placenta and fetuses. Adult LNI 

rats showed increased serum tin concentration, evidencing the transfer of OTs through the 

intake of contaminated molluscs. LNI rats developed irregularities in the estrous cycle; 

elevation of estrogen, progesterone and testosterone levels; ovarian folliculogenesis 

disorders and deposition of perifollicular collagen; hypertrophy of the luminal epithelium with 

pseudostratified areas, inflammatory process, increased collagen deposition and increased 

expression of uterine ERα. Regarding fertility parameters of the LNI group, we observed 

delays in establishing pregnancy, reduction in litter frequency, decrease in the number of 

implantations and consequent increase in pre-implantation embryo losses. Pregnant LNIs 

showed increased lipid profile, with hepatic accumulation of round lipid vacuoles with clearly-

defined boundaries and variable sizes. Placentas from LNIs displayed increases in weight 

and percentage of glycogen cells, which is associated with higher expression of GLUT1 and 

with glucose transfer through the umbilical cord; accumulation of lipids (triglycerides and total 

cholesterol), with higher cholesterol supply to the fetuses; inflammatory process; higher 

expression of the regulatory proteins IRβ, p-Akt and p-mTOR. LNI fetuses of both genders 

exhibited higher body weight, increased megakaryocytes, lipids and oxidative stress in the 

liver. According to these findings, female rats directly exposed to OTs through the ingestion 



 
 

of contaminated molluscs revealed features of polycystic ovary syndrome. This endocrine 

disruption impairs placental formation and the expression of placental nutrient transporter, 

resulting in fetal anthropometric and hepatic disorders, due to adaptive responses to 

maternal influence. 

 

Key words: OTs biotransfer, endocrine disruptor, reproduction, placenta, multigerational 

inheritance. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

1.1 Compostos organoestânicos  

 

Desde a antiguidade, o estanho (Sn) metálico tem sido importante para a 

humanidade. Devido à sua capacidade de endurecer o cobre, a liga de Sn-cobre (bronze) foi 

utilizada para produzir armas e utensílios (OMAE, 1989; RUDEL, 2003). No entanto, o 

primeiro estudo sobre os compostos orgânicos de Sn (OTs- organoestânicos; do inglês 

organotins) foi realizado por Edward Frankland, que em 1853 sintetizou o diiodeto de 

dietilestanho e, em 1859, o tetraetilestanho (BLUNDEN; EVANS, 1990). Desde então, outras 

descobertas foram realizadas e atualmente são conhecidos mais de 800 OTs, sendo a 

maioria deles, de origem antropogênica (GUARD; COBERT; COLEMAN, 1981). 

 

Após a primeira síntese, os OTs não tiveram muita notoriedade por quase 90 anos, 

devido à inexistência de aplicações comerciais. No entanto, em 1940 a indústria de plásticos 

iniciou a sua expansão, especialmente com a produção de cloreto de polivinila (PVC). Este 

polímero tornava-se instável sob a influência de luz e calor, resultando na descoloração e 

enfraquecimento do material, e a adição de OTs promovia uma poderosa ação estabilizante. 

A partir de então, os OTs foram introduzidos com este propósito nos Estados Unidos, no 

final dos anos 40, e na Europa, em meados dos anos 50, quando a produção mundial de 

OTs era inferior a 5000 toneladas/ano (BLUNDEN; EVANS, 1990; GODOI; FAVORETO; 

SANTIAGO-SILVA, 2003; HOCH, 2001).  

 

Paralelamente, as propriedades biocidas dos OTs, principalmente de espécies de 

OTs trissubstituídos como o tributilestanho (TBT) e trifenilestanho (TPhT), foram 

descobertas na Holanda e estes compostos passaram a ser utilizados também como anti-

fúngicos, algicidas, pesticidas, conservantes de madeira, repelentes de roedores e agentes 

anti-incrustantes em tintas usadas na pintura de cascos de navios, para evitar a colonização 

e o crescimento de uma grande diversidade de organismos (como algas, cracas, fungos, 

mexilhões e esponjas) em superfícies submersas (HOCH, 2001; LUDGATE, 1987). 

 

Na década de 1980, os OTs chegaram a revestir 90% dos cascos dos navios em 

operação no mundo (FENT, 2003; FERNANDEZ; PINHEIRO, 2007). Por causa de sua 

utilização, o intervalo entre docagens aumentou de 1 para cerca de 7 anos. Assim, os custos 

de manutenção com as embarcações diminuíram significativamente e o lucro das indústrias 

navais aumentou (HOCH, 2001; MENG; LIN;LIU, 2009). Em 1990, a produção de OTs era 
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estimada em cerca de 35.000 toneladas/ano, sendo que 20% da produção total anual de 

OTs correspondia a compostos com ação biocida (BENNETT, 1996). No início dos anos 

2000, estimativas já apontavam para 50.000 toneladas/ano (GODOI; FAVORETO; 

SANTIAGO-SILVA, 2003).  

 

 1.1.1 Propriedades químicas 

 

Os OTs apresentam a fórmula geral RnSnX4-n, onde R é um grupo alquila ou arila 

(dependendo do número desses grupos, os compostos são classificados em 

Monossubstituídos, Dissubstituídos, Trissubstituídos ou Tetrassubstituídos), X é uma 

espécie aniônica, como cloreto, óxido, hidróxido ou outro grupo funcional, e n varia de 1 a 4 

(HOCH, 2001), como observado na Figura 1. 

 

 

 

Figura 1: Fórmula estrutural química dos OTs mais descritos na literatura. OTs 

trissubstituídos (TBT e TPhT), dissubstituídos (dibutilestanho - DBT e difenilestanho - DPhT) 

e monossubstituídos (monobutilestanho - MBT e monofenilestanho - MPhT). Adaptado de 

(SANTOS et al., 2011). 

 

 

Devido às cadeias orgânicas, os OTs são hidrofóbicos e este é, de fato, o principal 

parâmetro para a bioconcentração desses compostos (FENT, 1996). A ligação Sn-carbono é 

estável na presença da água, oxigênio atmosférico e calor (estável até 200ºC), podendo ser 

quebrada através de radiação ultravioleta, ácidos fortes e agentes eletrofílicos. Além disso, o 

número dessas ligações tem um grande efeito sobre as propriedades dos OTs, já tendo sido 

proposto que a ação tóxica máxima ocorre nos OTs trissubstituídos, principalmente, no TBT 

(HOCH, 2001). 
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 1.1.2 Toxicidade em invertebrados marinhos   

 

O primeiro registro dos efeitos nocivos do TBT foi obtido após observações na Baía 

de Arcachon, uma baía fechada na costa atlântica francesa com abundantes instalações de 

cultivo de ostras. A produção de ostras foi gravemente afetada na década de 1970 e início 

de 1980 devido a graves problemas de crescimento, que foram seguidos por uma completa 

falta de reprodução e o surgimento de anomalias de calcificação (ALZIEU, 2000).  

 

Na mesma época, BLABER (1970) registrou o surgimento de pênis nas fêmeas do 

gastrópode Nucella lapillus coletado em Plymouth Sound, no Reino Unido. A gravidade 

dessa condição foi maior dentro dos portos, mas o agente causador não foi identificado. Um 

ano depois, SMITH (1971) também notou o aparecimento de pênis e ducto deferente em 

fêmeas Nassarius obsoletus nos Estados Unidos. Ele denominou o fenômeno de imposex, 

mas na época a causa ainda era desconhecida. Várias pesquisas foram conduzidas e com o 

trabalho de SMITH (1981A,B), a relação causal entre o imposex e o TBT foi finalmente 

estabelecida. Mais tarde, essa relação foi confirmada por Bryan e colaboradores por meio 

de uma série de experimentos de laboratório e de campo usando N. lapillus (BRYAN et al., 

1987). 

 

O imposex é definido como o desenvolvimento sexual anormal e irreversível 

caracterizado pelo surgimento de órgãos sexuais masculinos em fêmeas de gastrópodes 

(FENT, 1996) e é considerado o melhor exemplo de perturbação endócrina na vida 

selvagem (MATTHIESSEN, 2013). Essa masculinização de gastrópodes é utilizada para o 

monitoramento da contaminação por TBT devido a facilidade na análise e quantificação 

(GARAVENTA et al., 2006; GIBSON; WILSON, 2003; TERLIZZI et al., 2004). Além disso, os 

gastrópodes caracterizam-se como excelentes bioindicadores da poluição pelo TBT, uma 

vez que possuem mecanismos limitados para metabolizar e excretar os OTs, e por isso, 

desenvolvem o imposex estando expostos a apenas alguns nanogramas de TBT por litro 

(ABIDLI et al., 2012; ALZIEU et al., 1991; BRYAN; GIBBS, 1991; BRYAN et al., 1986; 

OBERDÖRSTER et al., 1998). 

 

Diversas hipóteses têm sido propostas para definir possíveis mecanismos pelos 

quais o TBT causa imposex. Entre elas, tem-se a de elevação da testosterona livre 

(SPOONER et al., 1991), decorrente da inibição de enzimas, como o citocromo P450 

aromatase-dependente, que converte testosterona em estradiol, ou o acil coenzima 

A:aciltransferase (ATAT), que é o responsável pela manutenção da homeostase da 
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testosterona a partir da transformação do hormônio livre em ésteres de ácidos graxos 

(GOODING; LEBLANC, 2001; MORCILLO; PORTE, 1998); a de ação neurotóxica do TBT, 

que causaria um aumento da secreção de neuro-hormônios que contribuem para a 

diferenciação sexual masculina em gastrópodes, como o neuropeptídeo APGWamida, um 

fator morfogênico do pênis (SANTOS et al., 2006); e a de atuação do TBT como um 

agonista do receptor X retinóide (RXR), pelo qual poderia se ligar e ativar diretamente o 

RXR ou agir indiretamente através da inibição de ATAT (STENBERG et al., 2010). Até o 

momento, nenhuma das especulações foi completamente comprovada. No entanto, já existe 

a confirmação da relação direta entre o imposex e o TBT, demonstrando que este é o 

agente químico indutor de tal distúrbio reprodutivo em invertebrados (BRYAN et al., 1986). 

 

Estudos mostram que o imposex afeta mais de 260 espécies de gastrópodes 

(STERNBERG et al., 2010; TITLEY-O’NEAL; MUNKITTRICK; MACDONALD, 2011) e é um 

fenômeno mundial, sendo relatado na Europa, América do Norte e do Sul, Ásia, África, 

Austrália, e mesmo em locais remotos como o Ártico e a Antártida (GIBSON; WILSON, 

2003; HORIGUCHI, 2012; NEGRI; MARSHALL, 2009; SHI et al., 2005; STRAND; 

GLAHDER; ASMUND, 2006; TALLMON, 2012). 

 

 1.1.3 Regulamentações para o uso de OTs 

 

 Com base nas pesquisas sobre a toxicidade dos OTs, regulamentos foram 

elaborados para evitar a continuidade da poluição ambiental provocada por estes biocidas. 

A primeira iniciativa restritiva foi adotada pela França em 1982, com a proibição do uso de 

TBT nas tintas aplicadas em pequenas embarcações (menores que 25 metros). Quatro anos 

depois, o Reino Unido proibiu a venda dessas tintas para pequenas embarcações e 

estruturas de aquicultura (ALZIEU, 1998). Restrições semelhantes foram adotadas por 

outros países, como EUA e Nova Zelândia em 1988, Austrália, Canadá e União Europeia 

em 1989, e Japão em 1990 (ALZIEU, 1998; BLANCK; DAHL, 1998; EVANS; LEKSONO; 

MCKINNEL, 1995; MINCHIN et al., 1995; REES; BRADY; FABRIS, 2001). 

 

No entanto, vários relatórios descreviam que os níveis de imposex e TBT em torno 

dos portos não estavam diminuindo (BAILEY; DAVIES 1989; MINCHIN et al., 1995; 

MORGAN; MURPHY; LYONS, 1998; SMITH, 1996) e que a poluição do TBT não se 

restringia a áreas portuárias, atingindo inclusive populações do oceano aberto e de áreas de 

alto mar (BARREIRO et al., 2001; MENSINK et al., 1996; MICHEL et al., 2001). Com isso, a 

Organização Marítima Internacional (OMI) adotou, em 2001, uma proibição total do uso de 
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tintas anti-incrustantes à base de TBT, durante a ''Convenção Internacional sobre o Controle 

de Sistemas Anti-incrustantes Nocivos em Navios'' (Convenção AFS), e tal regulamentação 

passaria a valer a partir de 2003. Esta convenção, no entanto, só poderia entrar em vigor um 

ano depois que 25 estados, representando 25% da tonelagem mundial de navios mercantes, 

a ratificassem. Em 17 de setembro de 2008, a convenção AFS entrou em vigor e, a partir 

dessa data, os OTs foram banidos das formulações de tintas anti-incrustantes. Contudo, a 

produção e aplicação dessas tintas à base de TBT ainda é possível em alguns países que 

não são membros da OMI ou que possuem fiscalização inadequada (YI et al., 2012). 

 

No Brasil, a Marinha suspendeu o uso de TBT em seus navios em 2003, e 

promulgou o regulamento NORMAM 23 (Normas da Autoridade Marítima para o Controle de 

Sistemas Anti-incrustantes Danosos em Embarcações), em 2007, para restringir o uso de 

OTs como um sistema anti-incrustante (DPC, 2007). Apesar da restrição, os níveis de OTs 

em alguns compartimentos ambientais ainda não estão definidos na legislação brasileira. A 

exceção é a Resolução CONAMA 357 (Conselho Nacional do Meio Ambiente), de 2005, que 

prescreve diretrizes para os níveis de TBT nas amostras de água. No entanto, devido ao seu 

comportamento hidrofóbico, os OTs são geralmente associados a sedimentos, partículas 

suspensas e organismos no ambiente aquático. Portanto, as medições feitas apenas na 

coluna d’água podem produzir concentrações subestimadas de OTs no ambiente e, por isso, 

estes compostos continuam sendo um risco para toda a biota (CONAMA, 2005). 

 

Além de ainda ocorrer a produção e utilização das tintas contendo TBT, os prejuízos 

relacionados ao uso desse biocida ainda são evidentes também devido a sua deposição nos 

sedimentos e lenta degradação no ecossistema aquático. Em ambientes de baixa 

salinidade, o tempo de meia-vida do TBT nos sedimentos (que varia entre 6 semanas e 5 

meses) pode aumentar, particularmente sob condições anaeróbicas, onde a persistência 

estimada pode atingir dezenas de décadas (ANTIZAR-LADISLAO, 2008), como verificado 

por SCRIMSHAW e colaboradores (2005), que detectaram OTs em sedimentos profundos 

datados de 30 anos. 

 

 

1.2 Transferência trófica dos OTs e a exposição de humanos  

 

Após a introdução no meio aquático, os OTs podem entrar na cadeia alimentar, 

atingindo assim mamíferos e, inclusive, os seres humanos. Associado a essa 

biotransferência, os OTs também sofrem um processo de biomagnificação, isto é, a 
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concentração de OTs aumenta ao longo da cadeia alimentar, com maiores níveis nos 

predadores de topo do que nos animais no fundo da cadeia trófica (GODOI; FAVORETO; 

SANTIAGO-SILVA, 2003). STRAND e JACOBSEN (2005) analisaram as concentrações de 

OTs em espécies de algas marinhas, invertebrados, peixes, aves e mamíferos marinhos, 

obtidos de águas costeiras dinamarquesas, e confirmaram a bioacumulação em diferentes 

níveis tróficos, tendo sido detectado níveis de OTs mais elevados em linguado (peixe), patos 

e botos. Em humanos, estudos epidemiológicos avaliam os possíveis riscos à saúde 

decorrentes da exposição aos OTs através do consumo de mariscos contaminados, que é a 

via mais importante de exposição e acumulação destes agentes (RANTAKOKKO et al., 

2006; TOYODA et al., 2000). Outras fontes de exposição incluem ingestão de água oriunda 

de tubulação de PVC (FORSYTH; JAY, 1997; FRISTACHI et al., 2009;) e de outros 

alimentos, como vegetais, frutas e carne (QUNFANG et al., 2004; RANTAKOKKO et al., 

2006; SCHER, 2006); exposição direta e/ou com a poeira proveniente da degradação de 

vários produtos de consumo que contém OTs, como roupas, calçados, implantes mamários 

e itens de casa, como papel de parede, cortina e travesseiro (FROMME et al., 2005; 

KANNAN et al., 2010; SANTILLO; JOHNSTON; BRIGDEN, 2001; SCHER 2006; SOUSA et 

al., 2014); e a exposição de profissionais que realizam a manutenção de embarcações 

revestidas à base de TBT, para os quais os principais problemas à saúde registrados são 

inflamação crônica da pele, problemas respiratórios, dores de cabeça e no estômago, 

lacrimação e resfriados frequentes (REID, 1986). 

 

A detecção de OTs em humanos foi registrada pela primeira vez por KANNAN e 

FALANDYSZ (1997) durante uma pesquisa de monitoramento realizada na costa polonesa 

do mar Báltico, em amostras de fígado, coletadas por necrópsia. Posteriormente, outros 

estudos corroboraram tal descoberta: KANNAN; SENTHILKUMAR e GIESY (1999) 

demonstraram que 70% das amostras de sangue proveniente de adultos na região central 

de Michigan, EUA, apresentavam concentrações próximas de 85 ng.mL-1 de TBT; NIELSEN 

e STRAND (2002) verificaram níveis de 0,3–4,7 e 0,8‐28,3 ng.g-1 de MBT e DBT, 

respectivamente, no fígado de dinamarqueses; e RANTAKOKKO e colaboradores (2008) 

observaram, em amostras de sangue de pescadores finlandeses e suas famílias, níveis 

relativamente baixos para a maioria dos OTs, no entanto, foi possível notar que o consumo 

de peixe estava associado aos níveis de TPhT. 

 

Segundo a Agência de Proteção Ambiental Americana (EPA-USA, 1997), a ingestão 

diária aceitável (IDA), que é a dose de exposição ao TBT considerada segura ou tolerável 

para humanos, é de 300 ng/kg por dia. Para chegar a essa dose foi feita a avaliação da 
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toxicidade do composto e a caracterização da exposição a qual o indivíduo é submetido. 

Dessa forma, estudos de dose-resposta são comumente realizados para se conhecer os 

parâmetros de NOAEL (do inglês No Observed Adverse Effect Level) e LOAEL (do inglês 

Lowest Observed Adverse Effect Level) de cada composto químico, ou seja, as doses de 

referências máxima e mínima, respectivamente, que podem ser administradas sem que haja 

efeitos adversos no indivíduo exposto ao contaminante. Países europeus, como Portugal e 

Itália, e a Coréia mostraram exposição ao TBT excedente à IDA (KEITHLY; CARDWELL; 

HENDERSON, 1999). No Brasil, estudos de biomonitoramento costeiro têm mostrado altos 

níveis de OTs em várias espécies de gastrópodes, como Stramonita haemastoma 

(Fortaleza, Ceará; FERNANDEZ et al., 2002), Leucozonia nassa (Vitória, Espírito Santo; 

COSTA et al., 2014) e Thais deltoidea (Vitória, Espírito Santo; COSTA et al., 2008A). Além 

disso, estimativas de possíveis riscos à saúde de humanos em decorrência da ingestão de 

frutos do mar contaminados com OTs foram feitas baseando-se na frequência, na duração e 

na taxa de ingestão de mariscos, assim como na concentração dos OTs nos moluscos, na 

IDA e no peso corporal dos humanos, e foram encontrados valores próximos ao limite de 

risco (FERNANDEZ et al., 2005). 

 

 

1.3 Toxicidade dos OTs em mamíferos roedores 

 

 Além dos prejuízos reprodutivos detectados inicialmente nos organismos marinhos, 

anormalidades morfofuncionais sistêmicas também foram evidenciadas em diferentes 

espécies de mamíferos roedores (GROTE et al., 2004; KEITHLY; CARDWELL; 

HENDERSON, 1999). Com todos estes achados negativos em diversos animais, os OTs 

foram incluídos na classificação de desreguladores endócrinos. A EPA-USA define como 

desregulador endócrino “um agente exógeno que interfere com a síntese, secreção, 

transporte, ligação, ação ou eliminação de hormônios naturais do corpo, que são 

responsáveis pela manutenção da homeostase, reprodução, desenvolvimento e 

comportamento” e desta forma, o desregulador endócrino tem o potencial de alterar o 

funcionamento do sistema endócrino como um todo (COLBORN; VOM SAAL; SOTO, 1993; 

EPA-USA, 1997). Em mamíferos, os OTs induzem alterações morfológicas e funcionais em 

diversos tecidos envolvidos no controle do metabolismo endócrino, como hipotálamo, 

hipófise, pâncreas, gônadas, adrenal e tecido adiposo (SANTOS-SILVA et al., 2017; VOS et 

al., 2000; WADA et al., 1982). 
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 Distúrbios endócrinos e metabólicos causados por OTs podem ocorrer por 

mecanismos centrais e periféricos (BRTKO; DVORAK, 2015; GRUN, 2014). Há evidências 

de que alterações morfofuncionais nos tecidos adiposos e no sistema nervoso central 

podem contribuir para os efeitos deletérios dos OTs relacionados à obesidade e às 

complicações da síndrome metabólica (KANAYAMA et al., 2005; PENZA et al., 2011; YANIK 

et al., 2011). As vias centrais envolvem neurotoxicidade, com aumento de espécies reativas 

de oxigênio e dano oxidativo associado à redução de reservas antioxidantes no sistema 

nervoso exposto aos OTs (MITRA et al., 2013), e também mudanças no controle neuro-

hormonal do metabolismo de alimentos, com aumento na expressão de neuropeptídeo Y 

(NPY) no cérebro e redução nos níveis circulantes de leptina, promovendo aumento da 

ingestão de alimentos e à diminuição do gasto energético (BO et al., 2016; HE; ZHANG; 

CHEN, 2014; ROBERTSON; LEINNINGER; MYERS, 2008). Em relação aos mecanismos 

periféricos envolvidos no efeito obesogênico, está bem descrita a associação entre OTs e 

adipogênese, através da sinalização entre o RXR e o receptor ativado por proliferador de 

peroxissoma gama (PPARγ) (GRUN et al., 2006; KIRCHNER et al., 2010; LE et al., 2009). 

Além disso, sabe-se que os OTs afetam as funções exócrina (HARA; YOSHIZUKA; 

FUJIMOTO, 1994) e endócrina do pâncreas (CHEN et al., 2017; OGINO et al., 1996; ZUO et 

al., 2014). Assim, propõe-se que o comprometimento da homeostase da glicose ocorra 

provavelmente devido à capacidade dos OTs de reduzir a secreção e/ou sinalização da 

insulina, por inibição da proliferação de células β e aumento da apoptose, associadas ao 

estresse oxidativo local (BERTULOSO et al., 2015; CHEN et al., 2017; OGINO et al., 1996; 

ZUO  et al., 2014). 

 

 OTs também exercem sua toxicidade no eixo hipotálamo-hipófise-adrenal e geram 

inflamação na zona fasciculada da adrenal, prejudicando o funcionamento das enzimas 

participantes na síntese dos hormônios corticóides, elevando, assim, os níveis de cortisol 

(MERLO et al., 2016). Além disso, sabe-se que os impactos no controle neuroendócrino 

causados por OTs também interferem na função reprodutiva, levando a alterações 

morfológicas nos ovários e testículos (GROTE et al., 2004; OGATA et al., 2001), 

esteroidogênese anormal (SI et al., 2015), irregularidade na ciclagem estral (PODRATZ et 

al., 2012; SENA et al., 2017) e comprometimento da fertilidade (EMA et al., 1997; ITAMI et 

al., 1990). Esses danos reprodutivos nas fêmeas podem ocorrer simultaneamente e, assim, 

caracterizar síndromes complexas, como a Síndrome do Ovário Policístico (SOP), cujo 

diagnóstico baseia-se na detecção de hiperandrogenismo, ciclos reprodutivos anormais e 

ovulação irregular (AZZIZ, 2006). 
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1.4 Sistema endócrino reprodutivo feminino 

 

 1.4.1 Eixo hipotálamo-hipófise-ovários 

 

 Entre as glândulas que compõem o sistema endócrino, o eixo hipotálamo-hipófise-

ovários é que controla diretamente a reprodução e a fertilidade de mulheres ou animais 

fêmeas. Esta regulação envolve a produção do hormônio liberador de gonadotrofinas 

(GnRH) pelo núcleo arqueado do hipotálamo, que através do sistema porta hipotalâmico-

hipofisário atinge a hipófise anterior e regula a síntese e liberação das gonadotrofinas: 

hormônio folículo estimulante (FSH) e hormônio luteinizante (LH). Estes hormônios atuam 

nos ovários, ajustando o processo de maturação dos gametas (oogênese) e a produção dos 

hormônios sexuais (andrógenos, estrógenos e progestinas). Eles também são responsáveis 

pela manutenção da estrutura glandular. O controle do eixo através do feedback negativo 

possibilita a modulação das etapas de síntese e liberação destes hormônios e, 

consequentemente, suas ações locais e sistêmicas  (BULUN; ADASHI, 2010). 

 

 1.4.2 Ciclo reprodutivo de ratas 

 

 As ratas são um importante modelo experimental para estudos reprodutivos de 

mamíferos, uma vez que apresentam ovulação espontânea, evoluem com perfil de 

variações de gonadotrofinas e esteroides gonadais semelhantes ao da mulher, apresentam 

um ciclo estral de curta duração e anatomia que facilita os procedimentos experimentais 

(FREEMAN, 1994). 

  

 O ciclo reprodutivo em roedores é chamado de ciclo estral e tem duração média de 

quatro ou cinco dias. É caracterizado por quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro, 

as quais podem ser determinadas pelos tipos celulares observados no esfregaço vaginal. O 

proestro caracteriza-se pela predominância de células epiteliais nucleadas; o estro é 

indicado pela presença de células epiteliais queratinizadas abundantes; o metaestro 

apresenta proporções equivalentes de leucócitos, células epiteliais nucleadas e 

queratinizadas, enquanto o diestro é caracterizado pela predominância de leucócitos 

(LONG; EVANS, 1922; MANDL, 1951), como observado na Figura 2. 

 

 O proestro dura de 12 a 14 horas, associado à maturação dos folículos e precede o 

estro (25 a 27 horas), único período em que a fêmea é receptiva ao macho. Se não há 

concepção, após o estro há um período de recuperação denominado metaestro, cuja 
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duração é de 24 a 48 horas, seguido pelo diestro, que dura cerca de 24 horas, quando a 

secreção de hormônios ovarianos é reiniciada para o próximo ciclo (FRANCI; ANSELMO-

FRANCI, 2012).  

 

 Durante o ciclo estral, o LH e o FSH permanecem baixos e aumentam na tarde do 

proestro. O pico plasmático de LH é fundamental para o processo ovulatório, e a 

concentração de FSH apresenta um pico secundário no estro, que pode estar relacionado 

com o recrutamento de folículos para o próximo ciclo (SZAWKA; ANSELMO-FRANCI, 2004). 

As concentrações de estradiol começam a aumentar no metaestro, alcançando 

concentrações de pico durante o proestro e retornando para a linha de base no estro. A 

secreção de progesterona também aumenta durante o metaestro e diestro, diminuindo logo 

após para depois alcançar seu maior pico no fim do proestro (MILLER; TAKAHASHI, 2014), 

como verificado na Figura 2. 

 

 

 

Figura 2: Variações hormonais e esfregaço vaginal das quatro fases do ciclo estral. 

Representação das flutuações séricas de FSH, LH, progesterona e estradiol ao longo do 

ciclo reprodutivo de ratas; e imagens representativas do esfregaço vaginal nas fases de 

proestro, estro, metaestro e diestro (Coloração Hematoxilina e Eosina - H&E). Adaptado de 

(LING et al., 2017; MILLER; TAKAHASHI, 2014). 
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 1.4.3 Esteroidogênese ovariana 

 

 A síntese de hormônios nos ovários ocorre, predominantemente, nas camadas de 

células da teca e da granulosa dos folículos. A porção interna da teca é altamente 

vascularizada, e após estimulação pelo LH, converte colesterol em androgênios. Estes se 

difundem para a camada da granulosa adjacente, onde serão convertidos em estrogênio, 

como verificado na Figura 3. Parte do estrogênio permanece no folículo, para a formação do 

antro ou para a estimulação da proliferação da granulosa, e outra parte do estrogênio é 

secretada na corrente sanguínea (BULUN; ADASHI, 2010). 

  

 

Figura 3: Esteroidogênese ovariana. O colesterol é transportado para a célula da teca 

pela StAR, onde se encontra a CYP11A1, que participa da conversão do colesterol em 

pregnenolona. Esta, por meio da CYP17A1 e HSD3B, será convertida em DHEA e 

progesterona, respectivamente, e, em seguida, em androsteneidiona, que seguirá duas vias: 

migrará para a célula da granulosa e será convertida em estrona por meio da CYP19A1 (e a 

estrona em estradiol, pela HSD17B) ou será convertida em testosterona pela HSD17B. A 

testosterona migrará para a célula da granulosa por meio da CYP19A1, que também 

participará da conversão em estradiol. StAR: Proteína reguladora aguda esteroidogênica; 

CYP11A1: colesterol desmolase; CYP17A1: 17α-mono-oxigenase de esteroide ou 17α-

hidroxilase; HSD3B: 3β-hidroxiesteróide desidrogenase; HSD17B: 17β-Hidroxiesteróide 

desidrogenase; CYP19A1: aromatase. Adaptado de (HANNON; FLAWS, 2015). 

 

 A regulação do estrogênio é feita via genômica através de receptores de estrogênio α 

(ER-α) e β (ER-β), e não-genômica, por meio da ligação ao receptor de estrogênio acoplado 

a proteína G (GPER) (GUSTAFSSON, 2003; KUIPER et al., 1996; REVANKAR et al., 2005). 

Já a progesterona tem ação modulada pelo receptor de progesterona (PR) (LEMALE et al., 
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2008). GPER é uma proteína expressa na superfície celular. Com a ligação de agonistas, 

ocorre a ativação da proteína G, seguida de uma cascata de reação de proteínas 

reguladoras e efetoras (FILARDO et al., 2002; PROSSNITZ, 2004; RAVANKAR et al., 2005). 

Já os receptores nucleares, recebem a ligação de hormônios específicos, sofrem rearranjos 

conformacionais, levando à formação de homo ou heterodímeros. Quando em atividade, 

interagem diretamente com regiões específicas do material genético (elementos responsivos 

do estrogênio ou da progesterona), levando a um estímulo positivo e/ou negativo na 

expressão gênica de sua célula-alvo (LEMALE et al., 2008). 

 

 1.4.4 Foliculogênese ovariana  

 

 A foliculogênese pode ser definida como o processo de formação, crescimento e 

maturação folicular. Os tipos de folículos ovarianos podem ser classificados em primordial, 

primário, pré-antral, antral e pré-ovulatório, além do corpo lúteo (FIGUEIREDO et al., 2008). 

O folículo primordial é constituído por um oócito imaturo, circundado por uma simples 

camada de células da pré-granulosa de formato pavimentoso (HUTT; MCLAUGHLIN; 

HOLLAND, 2006). Quando o oócito é circundado por uma camada completa de células da 

granulosa de formato cúbico, o folículo é classificado como primário. A multiplicação das 

células da granulosa dos folículos primários leva à formação de várias camadas dessas 

células ao redor do oócito, formando o folículo pré-antral. Com a intensa proliferação das 

células da granulosa, uma área preenchida por fluido folicular é identificada na camada 

granulosa e, a partir de então, os folículos passam a ser classificados como antrais. A partir 

desse estágio, o diâmetro folicular aumenta acentuadamente, devido ao crescimento do 

oócito, multiplicação das células da granulosa, da teca e aumento da cavidade antral 

(folículo pré-ovulatório), como verificado na Figura 4. Após a ovulação, o remanescente do 

folículo se transforma em uma glândula endócrina, o corpo lúteo, que secreta quantidades 

consideráveis de progesterona e estradiol (PARROTT; SKINNER, 2000). 

 

 O desenvolvimento folicular nas fêmeas de roedores é muito semelhante ao de 

humanas. Uma diferença ocorre na formação dos folículos primordiais. Nas mulheres, estes 

folículos estão presentes desde a vigésima semana de vida fetal, enquanto nas fêmeas de 

roedores, formam-se nos primeiros três dias de vida após o nascimento. Além disso, em 

relação ao recrutamento e seleção do folículo antral, múltiplos folículos tornam-se 

dominantes a cada ciclo estral em roedores, porém na mulher, normalmente, somente um 

torna-se dominante para ovular (HIRSHFIELD, 1991). 
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 O desenvolvimento dos folículos ovarianos é dividido nas fases folicular e lútea. Na 

fase folicular, o FSH atua nas células da granulosa promovendo seu crescimento. 

Posteriormente, os níveis de LH sobem, enquanto a secreção ovariana de estradiol se inicia. 

A elevação do nível sérico de estradiol é acompanhada por uma diminuição de FSH e induz 

a liberação do pico pré-ovulatório de LH, que promove a maturação do oócito e a 

consequente ruptura folicular. O pico pré-ovulatório de estradiol está relacionado com a 

rápida maturação folicular, refletindo no aumento da atividade funcional do folículo maduro, 

destinado a ovular (MAGIAKOU et al., 1997). Na fase lútea, as células foliculares estão 

luteinizadas - sofrem hipertrofia, têm sua capacidade de síntese hormonal aumentada, 

apresentam aumento de grânulos lipídicos - e o folículo pós-ovulatório se torna cada vez 

mais vascularizado, transformando-se no corpo lúteo. O LH é necessário para a 

sobrevivência e manutenção das funções normais do corpo lúteo durante o ciclo reprodutivo. 

Há um discreto aumento no nível de estradiol. A característica mais importante desse 

período é o aumento acentuado da progesterona secretada pelo corpo lúteo, que ocasionará 

o declínio de LH e FSH durante a maior parte da fase lútea. Porém, o FSH começa a elevar-

se no final da fase lútea para iniciar o crescimento folicular do ciclo seguinte (FILICORI et 

al., 1986).  

  

 

  

Figura 4: Imagem ilustrativa da organização e estrutura dos folículos ovarianos. Nota-

se a sequência evolutiva, desde os folículos primordiais até a formação da cavidade antral e 

ovulação. Adaptado de (GUERREIRO et al., 2015). 
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 1.4.5 Fertilidade e implantação embrionária 

 

 A fertilidade de animais fêmeas depende do desenvolvimento adequado das 

gônadas, da maturação do oócito, da proliferação e diferenciação das células da granulosa 

e da interação entre os fatores endócrinos, autócrinos e parácrinos que coordenam as 

alterações cíclicas do ovário durante a foliculogênese (ELVIN; MATZUK, 1998). 

 

 A implantação embrionária bem-sucedida requer a sincronização entre a ativação do 

blastocisto, que passa a expressar muitas microvilosidades na superfície e acúmulo de 

grânulos de glicogênio no citoplasma, associada ao estado receptivo no endométrio uterino, 

envolvendo alterações na expressão de citocinas pró-inflamatórias e fatores 

imunossupressores que regulam a transformação endometrial propícia à sobrevivência e 

crescimento embrionário (DEY et al., 2004; WANG; DEY, 2006). Esses dois eventos 

fundamentais para a implantação são precisamente regulados pelos hormônios maternos, 

em particular, o estrogênio e a progesterona (CONNEELY et al., 2002), como observado na 

Figura 5. A secreção de estrogênio é alta anteriormente ao surto do LH. Em seguida, a 

progesterona aumenta a partir do final do proestro. Se o acasalamento for bem sucedido, o 

corpo lúteo recém-formado, estimulado pelo comportamento de acasalamento, secretará 

progesterona a partir do 3º dia. No dia 4, uma pequena onda de estrogênio coopera com a 

progesterona para induzir a receptividade uterina. O implante de blastocisto ocorre à meia-

noite do dia 4 (ZHANG et al., 2013A). 

 

 O crosstalk entre o blastocisto e o útero só pode ocorrer durante um breve período 

chamado de "janela de implantação" (MA et al., 2003; YOSHINAGA, 1980). Em roedores, 

esse período é limitado ao 4º dia gestacional (DG) (WANG; DEY, 2006). O útero não pode 

iniciar a implantação antes desse período (dias 1-3). Imediatamente após o estado 

receptivo, o útero entra espontaneamente em uma fase refratária (dia 5 em diante), onde o 

ambiente uterino é hostil à sobrevivência do blastocisto (CARSON et al., 2000; 

YOSHINAGA, 1988). Em resposta à implantação, ocorre a diferenciação dos fibroblastos do 

estroma uterino em células deciduais, processo conhecido como decidualização, para 

acomodar o crescimento embrionário e a invasão, e altos níveis de progesterona são 

necessários nesta e nas etapas seguintes de placentação e conclusão da gestação (LIM; 

WANG, 2010), como verificado na Figura 5. 
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Figura 5: Controle hormonal e adaptação uterina para a implantação de embriões em 

roedores. (A) Padrões de hormônios esteroides ilustrados durante a fase de proestro, a 

receptividade uterina e o início de gravidez. Secreção de estrogênio (curva vermelha) e de 

progesterona (curva azul). (B) Diagramas mostrando secções transversais do útero pré-

implantação (Dia 1, Dia 4) e locais de implantação (dia 5, dia 8). No dia 1, o epitélio luminal 

do útero não receptivo é altamente ramificado. No dia 4, o útero é receptivo com o epitélio 

luminal que se fecha ao redor de um blastocisto implantado. No dia 5, o trofectoderma mural 

do blastocisto se liga ao epitélio luminal antimesometrial. As células estromais subjacentes 

ao embrião invasor proliferam e se diferenciam para formar uma zona decídua avascular 

primária (PDZ) na tarde do dia 5. As células estromais próximas à PDZ continuam a 

proliferação e diferenciação para formar uma zona decidual secundária bem vascularizada 

pelo dia 8. Adaptado de (ZHANG et al., 2013A). 

 

 

 As evidências moleculares e genéticas indicam que a integração entre os hormônios 

ovarianos e as moléculas de sinalização produzidas localmente, incluindo citocinas, fatores 

de crescimento, fatores de transcrição, mediadores lipídicos e genes morfogênicos, 

promovem o complexo processo de implantação (DEY et al., 2004). A decídua induzida 

localmente fornece um feedback positivo para apoiar a sobrevivência do embrião, e está 

envolvida na troca de gases, nutrientes, catabólitos, secreção de hormônios, fatores de 
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crescimento e citocinas que ajudarão a manter a gestação. Além disso, a decídua funciona 

como uma barreira contra as respostas imunológicas maternas ao embrião, e por ser um 

tecido transiente que se mantém até a instalação funcional da placenta, irá regredir em 

decídua basal e capsular, funcionando como uma barreira seletiva que protege o embrião 

(LIM; WANG, 2010), conforme Figura 6. 

 

 

 

Figura 6: Decidualização e placentação em roedores. (A) No 4º DG, o blastocisto está 

em processo de implantação, aderido ao epitélio uterino. No lado antimesometrial do 

estroma inicia-se a resposta decidual. (B) No 7º DG, o embrião é maior e o cone 

ectoplacentário vai em direção mesometrial, rica em vasos sanguíneos. Nesta fase, a 

diferenciação decidual atinge quase todo o sítio implantacional. (C) No 13º DG, a placenta já 

está desenvolvida e a decídua aparece contituída apenas por uma faixa de células em volta 

da placenta (decídua basal) e do embrião (decídua capsular). DG: dia gestacional. Adaptado 

de (LIM; WANG, 2010). 

 

 

1.5 Placenta: órgão endócrino temporário 

 

 A placenta é um órgão endócrino temporário que atua como a interface entre a mãe 

e os embriões/fetos em desenvolvimento (JAYABALAN et al., 2017). Desempenha várias 

funções ao longo da gestação, como a de fornecer nutrientes para o feto, permitir a troca de 

gases (oxigênio / gás carbônico), remover produtos residuais durante o desenvolvimento 

embrionário, mediar a tolerância imunológica materna e produzir hormônios 

metabolicamente importantes (BAUER et al., 1998). Em roedores, já foi verificada a 

produção placentária de leptina (PELLEYMOUNTER et al., 1995) e grelina (TSCHOP; 

SMILEY; HEIMAN, 2000), hormônios que suprimem e estimulam o apetite, respectivamente, 

e também regulam outros processos metabólicos; GHRH, hormônio liberador de GH 

(hormônio do crescimento) (BAIRD et al., 1985); lactogênios placentários (LINZER; FISHER, 

1999), que atuam através do receptor de prolactina e podem mediar várias adaptações 

maternas que são atribuídas à prolactina, como desenvolvimento mamário e lactogênese 
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(GOFFIN et al., 2002); e em estudos in vitro foi obervada a produção e metabolização de 

androgênios (CHAN; LEATHERN, 1977; REMBIESA; MARCHUT; WARCHOL, 1972). 

 

 A placenta de roedores é classificada como hemotricorial, pois apresenta três 

camadas trofoblásticas adjuntas ao endotélio do capilar fetal separando os sistemas 

sanguíneos materno e fetal, e também como discóide, caracterizada por um único disco e a 

interação é confinada a uma área aproximadamente circular (CARTER, 2007; FURUKAWA 

et al., 2011). Histologicamente, a placenta é composta pelas glândulas metriais, a decídua, a 

zona basal e a zona de labirinto (DAVIES; GLASSER, 1968; FURUKAWA et al., 2013; 

SOARES et al., 2012), como observado na Figura 7. As glândulas metriais localizam-se no 

triângulo mesometrial do útero grávido desde o início da gestação e está totalmente 

desenvolvida entre o 10º-12º DG, levando à posterior regressão (FURUKAWA et al., 2013; 

PEEL, 1989). São compostas por células estromais decidualizadas, células natural killer 

uterinas, artérias espinhais, trofoblastos originários de células de glicogênio e fibroblastos 

(CARTER et al., 2006; VERCRUYSSE et al., 2006). A decídua é constituída pelas células 

deciduais mesometriais e desempenha um papel essencial no desenvolvimento da interface 

decidual-placentária vascularizada. A zona basal é composta por três tipos de células 

diferenciadas: espongiostrofoblastos, células gigantes trofoblásticas, e células de glicogênio. 

Os espongiotrofoblastos estão presentes imediatamente acima da camada de células 

gigantes trofoblásticas, localizada na interface placentária materno-fetal e que contém 

grande quantidade de organelas. As células de glicogênio formam múltiplas pequenas 

massas celulares e se desenvolvem até o 10º-12º DG, e, em seguida, a maioria delas 

desaparece (FURUKAWA et al., 2013; PEEL, 1989). Na zona do labirinto, existem três 

camadas de trofoblastos, separando os espaços de sangue materno dos vasos sanguíneos 

fetais (ENDERS; BLANKENSHIP, 1999; TAKATA; FUJIKURA; SHIN, 1997). O 

trofectoderma externo, que entra em contato direto com o sangue materno, é chamado de 

citotrofoblasto com uma superfície microvilosa e é a maior fonte de hormônios luteotróficos e 

lactogênicos, além de promover a ativação das células natural killer uterinas. Sob este 

trofectoderma, existem duas camadas de sinciciotrofoblastos, onde há a expressão de 

proteínas transportadoras de nutrientes que são essenciais para o crescimento e 

desenvolvimento do feto (FURUKAWA et al., 2013; FURUKAWA; KURODA; SUGIYAMA, 

2014; PEEL, 1989). 
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Figura 7: Representação esquemática e histológica da placenta, suas camadas e 

estruturas circundantes ao sítio de desenvolvimento fetal. (A) Ilustração do útero 

grávido, contendo várias placentas. (B) Membrana amniótica envolvendo o feto individual e 

tecidos adjacentes (decídua e cordão umbilical) (C) Seção histológica de baixa magnificação 

da placenta, possibilitando a distinção das suas camadas (coloração: H&E; escala: 2 mm). 

(D) Imagem ilustrativa da zona de labirinto, formada por três camadas trofoblásticas 

(placenta hemotricorial – citotrofoblasto e duas camadas de sinciciotrofoblasto), separando o 

sangue materno do sangue fetal. De: decídua; GM: glândulas metriais; ZB: zona basal; ZL: 

zona labiríntica. Adaptado de (FURUKAWA; KURODA; SUGIYAMA, 2014; SEMMLER-

BEHNKE et al., 2014). 

 

 1.5.1 Crescimento fetal  

 

O crescimento fetal está diretamente relacionado à disponibilidade de nutrientes 

maternos e à capacidade da placenta de transportar esses nutrientes (glicose, aminoácidos 

e lipídios) da circulação materna para o feto (JANSSON; IllSLEY, 1993). A glicose é o 

substrato energético primário necessário para o crescimento do feto e da placenta. A 

gliconeogênese fetal é mínima e o feto é quase inteiramente dependente da glicose da 

circulação materna. O transporte placentário de glicose ocorre por difusão facilitada ao longo 

de gradiente de concentração através de membros da família de transportadores de glicose 

(GLUT) (BAUMANN; DEBORDE; ILLSLEY, 2002). Os aminoácidos desempenham um papel 

crítico no desenvolvimento do tecido fetal e suas concentrações plasmáticas, geralmente, 

são mais altas na circulação fetal do que na materna (CETIN et al., 1992). Os dois sistemas 

de transporte de aminoácidos na placenta são o Sistema A, que é dependente de sódio e 

facilita o transporte de pequenos aminoácidos neutros (JANSSON, 2001), e o Sistema L, 

que é independente de sódio e transporta grandes aminoácidos neutros (VERREY; 

SYSTEM, 2003). Já os lipídios são encontrados na circulação materna principalmente como 

triglicerídeos, fosfolípidos e ésteres de colesterol. Os triglicerídeos não podem atravessar o 

sincíciotrofoblasto e são hidrolisados em ácidos graxos por lipases de triglicerídeos 
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placentários (KING, 2006). Os ácidos graxos são então disponíveis para absorção na 

placenta através de proteínas transportadoras de ácidos graxos (FATP; nomenclatura 

atualizada e unificada para ACSVL: Acil-CoA sintetase da família de cadeia muito longa) 

(LARQUE et al., 2006; MIHALIK et al., 2002; STEINBERG et al., 2000; WATKINS et al., 

2007) e participam do desenvolvimento do cérebro e acúmulo de gordura. O colesterol é um 

componente essencial das membranas celulares e um precursor para os hormônios 

esteróides. O feto pode sintetizar o colesterol, mas a placenta também transporta o 

colesterol da circulação materna para o feto, através de lipoproteínas transportadoras de 

colesterol, como as lipoproteínas de baixa densidade (LDL), as lipoproteínas de alta 

densidade (HDL) e as lipoproteínas de densidade muito baixa (VLDL) (HERRERA, 2002; 

WOOLLETT, 2011).  

 

 1.5.2 Transporte de nutrientes placentários  

  

O transporte de nutrientes placentários depende do tamanho da placenta, da 

morfologia (espessura do tecido), da capacidade/disponibilidade de transportadores de 

nutrientes e do fluxo sanguíneo útero e feto-placentário (FOWDEN et al., 2006; HIGGINS et 

al., 2011). O peso da placenta é um marcador da área de superfície disponível para troca de 

nutrientes materno-fetal e é um importante determinante tanto do peso ao nascer como do 

crescimento fetal (ROLAND et al., 2012), sendo os pesos fetal e placentário correlacionados 

positivamente (WALLACE; HORGAN; BHATTACHARYA, 2012). Se a placenta não 

conseguir atingir um tamanho adequado, pode ser incapaz de suportar o desenvolvimento 

do feto. Pelo contrário, uma associação entre placentas grandes e resultados neonatais 

ruins, incluindo hipóxia (NAEYE, 1987) e macrossomia, que são fetos com peso ou tamanho 

elevados, também foi relatada (WALLACE; HORGAN; BHATTACHARYA, 2012). Além 

disso, as alterações no número, densidade, distribuição ou atividade dos transportadores 

específicos (JANSSON et al., 2006; JOHANSSON et al., 2003) representam um mecanismo 

de controle do crescimento fetal e são reguladas pela disponibilidade de nutrientes na 

circulação materna: há restrição do crescimento quando a nutrição é limitada e aceleração 

quando os nutrientes estão em excesso (JANSSON; POWELL, 2006). 

 

Os mecanismos moleculares responsáveis pelo transporte de nutrientes placentários 

envolvem vias de sinalização da proteína alvo da rapamicina em mamíferos (mTOR), que 

serve como integrador de sinais de oferta materna e demanda fetal e, assim, funciona como 

um sensor de nutrientes (JANSSON; POWELL, 2013). A via de mTOR integra vários sinais 

para regular o crescimento, incluindo fatores de crescimento, estresse, estado energético, 
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oxigênio e aminoácidos (LAPLANTE; SABATINI, 2012). mTOR recebe sinais maternos (por 

exemplo, insulina, leptina, adiponectina) e transmite esta informação para alterar a 

transcrição de genes e a tradução de proteínas, resultando em up/down regulation de 

transportadores de nutrientes implicadas no crescimento fetal (JANSSON et al., 2003). 

mTOR é uma proteína quinase atípica serina / treonina que interage com várias proteínas 

para formar dois complexos mTOR (mTORC): complexo mTOR 1, que atua na detecção de 

nutrientes na placenta, regulando o crescimento celular, a proliferação e o metabolismo, ou 

o complexo mTOR 2, que regula a organização do citoesqueleto. mTOR, via mTORC 1, é 

controlado pelo intermediário Rheb, que é regulado pelo complexo de esclerose tuberosa 1 

e 2 (TSC 1 e 2). Várias quinases efetoras, tais como a proteína quinase B (Akt/PKB) e a 

quinase regulada por sinal extracelular 1/2 (ERK 1/2) atuam no complexo TSC, afetando a 

atividade de mTOR. Por exemplo, fatores de crescimento, como insulina e o fator de 

crescimento semelhante à insulina tipo 1 (IGF1), sinalizam através da via do substrato do 

receptor de insulina/ fosfoinositídeo 3-quinase (IRS/PI3K) e Akt/PKB, que inativa TSC, 

ativando mTORC1 e, assim, promovendo o crescimento, como observado na Figura 8. As 

citocinas pró-inflamatórias, tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNFα), também 

podem conduzir à ativação de mTOR, através de um mecanismo semelhante de inibição de 

TSC. Embora o mecanismo não esteja totalmente elucidado, já foi observado que 

aminoácidos ativam mTOR, independentemente de TSC (LAPLANTE; SABATINI, 2012), e 

que a inativação de mTOR ocorre por AMPK, proteínas quinases ativadas por adenosina 

monofosfato (AMP), e em resposta ao estresse celular e depleção de energia (baixos níveis 

de adenosina trifosfato - ATP) (INOKI; ZHU; GUAN, 2003). 

 

Os efetores a jusante mais bem caracterizados de mTOR incluem duas vias de 

sinalização paralelas envolvidas no controle traducional: a proteína quinase S6 ribossômica 

(S6K) e a proteína de ligação ao fator de iniciação eucariótica 4E (eIF4E) (4E-BP1, 4E- BP2 

ou 4E-BP3) (HAY; SONENBERG, 2004). A fosforilação dependente de mTOR de S6K leva à 

ativação de S6K, que está envolvida na regulação da síntese protéica, do tamanho da 

célula, da progressão do ciclo celular, da homeostase da glicose e da sobrevivência de 

recém-nascidos. A fosforilação dependente de mTOR de 4E-BP1 resulta na dissociação de 

4E-BP1 do fator de iniciação eIF4E e, portanto, na desinibição da última proteína, facilitando 

a regulação positiva da síntese proteica,do  tamanho da célula e da progressão do ciclo 

celular (RUVINSKY; MEYUHAS, 2006). 
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Figura 8: Mecanismo molecular de regulação dos transportadores de nutrientes 

placentários via IR/IGF1R/mTOR. Insulina/IGF1 ligam-se aos receptores, fosforilam Akt, 

que inibe TSC2, liberando assim a inibição de Rheb por TSC 1/2. Rheb ativado estimula a 

sinalização mTORC1. Outras quinases a montante, como ERK 1/2, convergem no TSC 1/2, 

que regula mTOR. A ativação de mTORC1 leva à fosforilação da S6K e à dissociação de 

eIF4E da 4E-BP1, promovendo a síntese proteica. AMPK, em resposta aos baixos níveis de 

energia, fosforila TSC2, e assim inibe mTORC1. IGF1: fator de crescimento semelhante à 

insulina tipo 1; IR: receptor de insulina; IGF1R: receptor do IGF1; IRS: substrato do receptor 

de insulina; PI3K: fosfoinositídeo 3-quinase; Akt/PKB: proteína quinase B; TSC 1 e 2: 

complexo de esclerose tuberosa 1 e 2; Rheb: homólogo Ras enriquecido no cérebro; Ras: 

GTPase descoberta no sarcoma de rato (rat sarcoma); Raf: quinase de fibrossarcoma 

rapidamente acelerado; ERK: quinase regulada por sinal extracelular; AMPK: quinase 

ativada por adenosina monofosfato; mTOR: proteína alvo da rapamicina em mamíferos; 

mTORC1: complexo mTOR 1; DEPTOR: proteína que interage com mTOR contendo 

domínio DEP; RAPTOR: proteína associada-regulatória da mTOR; mLST8: proteína 8 

Sec13 mamífero letal; PRAS40: substrato de Akt rico em prolina, 40 kDa; S6K: proteína 

quinase ribossomal S6; 4E-BP1: proteína de ligação ao fator de iniciação eucariótico 4E 1; 
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eIF4E: fator de iniciação eucariótico 4E. Adaptado de (BRETT et al., 2014; DIMASUAY et 

al., 2016; ROOS; POWELL; JANSSON, 2009; RUVINSKY; METUHAS, 2006; YU; CUI, 

2016). 

 

 

1.6 Estado energético materno: perfis lipídicos e glicêmicos  

 

 Além da morfofuncionalidade placentária, o estado energético materno também 

influencia o desenvolvimento e o crescimento fetal (SOHLSTROM, 1994). Há evidências de 

que a composição corporal materna por si só é um fator predisponente à adiposidade nos 

filhotes (SACKS et al., 2006). Além disso, hiperglicemia e hiperlipidemia maternas 

aumentam o suprimento de glicose e lipídios ao feto (DUBE; ETHIER-CHIASSON; LAFOND, 

2013; KUHL, 1998). Observa-se, portanto, que o frequente aumento da disponibilidade de 

nutrientes na circulação materna estimula a placenta a aumentar o transporte desses 

nutrientes, resultando em supercrescimento fetal (BRETT et al., 2014), enquanto que a 

subnutrição materna freqüentemente resulta em restrição do crescimento intrauterino 

(PRADA; TSANG, 1998). 

 

 Durante a gestação, naturalmente ocorre o aumento da resistência periférica à 

insulina na mãe para garantir o fornecimento de nutrientes para o desenvolvimento do feto 

(KIRWAN et al., 2002; MASTORAKOS; ILIAS, 2003; RYAN; ENNS, 1988). 

Consequentemente, a célula β-pancreática secreta mais insulina. Em roedores, a insulina 

atinge seu pico por volta do 16º DG (BARBOUR et al., 2007; MALAISSE et al., 1969). A 

resistência à insulina gera níveis mais altos de glicose materna, que é transferida para o 

feto. Em resposta, o feto produz sua própria insulina, que então age como um hormônio de 

crescimento, promovendo em aumento do crescimento fetal e adiposidade (MCGOWAN; 

MCAULIFFE, 2010; PEDERSEN, 1977). O perfil lipídico materno também é aumentado 

fisiologicamente durante a gravidez, onde as concentrações de triglicerídeos no plasma 

estão elevadas e acompanhadas por aumentos menores de colesterol e fosfolipídeos. Esses 

lipídios são transferidos para o fígado, para metabolização, e disponibilizados no plasma 

fetal por meio de FATP e de lipoproteínas transportadoras de colesterol na placenta 

(HERRERA et al., 2006). 

 

Apesar da plasticidade da placenta para manter o crescimento fetal normal mesmo 

com alterações metabólicas na mãe, sabe-se que os transportadores placentários de 

nutrientes respondem à oferta materna. Por isso é importante que os níveis de glicose e 

lipídios no sangue materno sejam mantidos dentro das concentrações normais para garantir 
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adequadamente esses nutrientes ao feto (HORAN et al., 2014). Distúrbios no metabolismo 

materno que alteram o suprimento de nutrientes da mãe para o feto podem induzir 

adaptações estruturais e funcionais durante o desenvolvimento fetal, com conseqüências 

duradouras para o crescimento e metabolismo da prole ao longo da vida (AERTS; VAN 

ASSCHE, 2006). 

 

1.7 Toxicidade dos OTs nos sistemas reprodutivo feminino e placentário, estado 

energético materno e transferência de efeitos à prole 

 

OTs são capazes de inibir competitivamente a aromatase, provocando a diminuição 

de estrogênio (OMURA et al., 2001) e aumento nos níveis de testosterona (GROTE et al., 

2004). Tais hormônios modulam a função reprodutiva de mamíferos. EMA e MIYAWAKI 

(2002) reportaram que os OTs diminuem o peso uterino, o ganho de peso materno, a taxa 

de gravidez e o número de implantes em ratas pseudográvidas. Além disso, nosso grupo 

demonstrou que 100 ng/kg de TBT promoveram irregularidade no ciclo estral, atresia 

ovariana, acúmulo de Sn nos ovários e soro, adipogênese ovariana anormal, feedback 

negativo irregular dos esteróides ovarianos (ARAUJO et al., 2018; PODRATZ et al., 2012; 

SENA et al., 2017), associado a resistência à insulina e intolerância a glicose, aumento da 

adiposidade e acúmulo de vacúolos lipídicos no fígado (BERTULOSO et al., 2015). 

 

COOKE e colaboradores (2008) mostraram que o TBT pode se acumular e 

atravessar a placenta. OTs também se acumulam em tecidos fetais, como o fígado (GRUN 

et al., 2006). Na geração F1, a exposição parental a 20 mg/kg de TBT, nos dias 0-19 ou 8-

19 de gestação, diminui o peso corporal (ADEEKO et al., 2003). A redução de 46,1% no 

número de células germinativas é observada nos ovários após 10 mg/kg de TBT, nos dias 8-

19 de gestação (KISHTA et al., 2007). Além disso, CHAMORRO-GARCÍA e colaboradores 

(2013) demonstraram que a exposição pré-natal ao TBT foi capaz de gerar herança 

transgeracional de complicações metabólicas até a 3ª geração, como desenvolvimento de 

obesidade e esteatose hepática em ambos os gêneros de camundongos. 

 

 Dessa maneira, a proposta deste estudo foi avaliar se a biotransferência dos OTs 

entre diferentes espécies poderia comprometer os sistemas reprodutivo e placentário de 

ratas adultas, e os possíveis efeitos herdados pelos fetos. 
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2 JUSTIFICATIVA  

 

A contaminação ambiental provocada pelos OTs, a exposição de humanos a estes 

xenobióticos e a desregulação endócrina que geram em invertebrados marinhos e roedores 

já são estudados ao longo de várias décadas, em diversos países. No entanto, ainda não há 

um modelo de biotransferência dos OTs para mamíferos. Analisar os prejuízos que a 

exposição a soluções individuais de OTs, compradas no mercado, geram em roedores são 

importantes para demonstrar a toxicidade desses compostos e os efeitos sobre órgãos-

alvos. No entanto, a principal via de exposição de humanos se dá com a transferência dos 

OTs provenientes da ingestão de organismos aquáticos contaminados, que contém uma 

mistura de OTs, e assim, apresentam metabolização e propriedades cinéticas diferenciadas. 

Além disso, uma pesquisa na base de dados digital PubMed, realizada em março de 2017, 

revelou apenas 12 artigos relacionando os OTs e placenta de ratas. Nesses estudos, as 

avaliações restringiam-se à dosagem dos OTs na placenta; registro do peso; um estudo 

realizou análise histológica placentária após exposição ao DBT; testes comportamentais 

após aplicação dos OTs na placenta; e avaliação da transferência dos OTs via placenta, 

após exposição das mães e dosagem nos filhotes.  

 

Neste contexto, surgem os seguintes questionamentos: uma vez verificado o 

problema reprodutivo em gastrópodes, decorrentes da contaminação por OTs, poderia haver 

a transferência deste xenobiótico e dos distúrbios gerados nos moluscos, para outras 

espécies, como mamíferos terrestres, por meio da ingestão alimentar? Os possíveis 

prejuízos endócrinos poderiam influenciar o estado energético e o funcionamento 

placentário, e, assim, afetar a gestação? As alterações gestacionais poderiam acarretar 

danos aos fetos?   

 

 Nossa hipótese é de que a exposição aos OTs, por meio da ingestão de moluscos 

contaminados, prejudica a morfofuncionalidade reprodutivo-placentária e os perfis 

energéticos, produzindo respostas adaptativas, que são memorizadas e culminarão em 

distúrbios efêmeros e/ou permanentes nos fetos de ambos os sexos. Sendo assim, este 

estudo é pioneiro na avaliação das vias moleculares de regulação dos transportadores 

placentários de nutrientes após exposição de ratas adultas aos OTs, assim como em 

relação ao tipo de exposição aos OTs pelas ratas, que reflete mais fidedignamente a 

principal via de exposição de humanos. 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Investigar a gênese e os mecanismos envolvidos nas alterações reprodutivas e do 

estado energético de ratas adultas, assim como na disfunção placentária e nos prejuízos 

aos fetos de ambos os gêneros, induzidos pela exposição direta e por herança 

multigeracional materna de ingestão de moluscos contaminados com organoestânicos. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos  

 

a) Determinar as concentrações de estanho no soro das ratas, para confirmar a 

transferência dos organoestânicos via ingestão de moluscos contaminados; 

 

b) Determinar os efeitos da exposição aos moluscos contaminados com 

organoestânicos sobre a morfofuncionalidade dos ovários e úteros de ratas adultas; 

 

c) Determinar os efeitos da exposição aos moluscos contaminados com 

organoestânicos sobre a fertilidade e a implantação embrionária; 

 

d) Determinar os efeitos da exposição aos moluscos contaminados com 

organoestânicos sobre os perfis lipídicos e glicêmicos de ratas adultas e grávidas; 

 

e) Determinar os efeitos da exposição aos moluscos contaminados com 

organoestânicos sobre a estrutura microscópica, o processo inflamatório, a deposição 

lipídica e a expressão proteica na placenta;  

 

f) Determinar os efeitos da exposição materna aos moluscos contaminados com 

organoestânicos sobre parâmetros antropométricos e hepáticos nos fetos de ambos os 

gêneros. 
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4 MÉTODOS 

 

4.1 Descrição do gastrópode  

 

 Neste estudo, os moluscos usados foram da espécie Leucozonia nassa (L. nassa) 

(fotos representativas na Figura 9). Esta espécie pertence à classe Gastrópode, 

característica da zona entre marés, principalmente em regiões abrigadas. Distribui-se no 

Brasil desde o Ceará até Santa Catarina, e em ilhas oceânicas e demais regiões do 

Continente Americano, como Flórida, Texas, Colômbia e Venezuela (THOMÉ et al., 2010). 

Sua concha normalmente apresenta uma linha central branca e um dente no lábio externo 

da abertura da concha. Possui um pé pequeno em relação ao animal, de coloração rosada e 

com manchas brancas. Locomove-se mais à noite e se esconde em fendas e bancos de 

Phragmatopoma sp. durante a baixa-mar. Alimenta-se de outros gastrópodes, poliquetas, 

ostras e cracas. São presas de cefalópodes, como polvos, e crustáceos, que são 

amplamente consumidos por humanos e, portanto, ocorre bioacumulação trófica dos OTs 

(RIOS, 1994). 

 

L. nassa mostrou ser uma boa espécie bioindicadora da poluição por TBT na costa 

do Espírito Santo por apresentar-se altamente sensível à exposição por esse poluente, 

registrando elevados índices de imposex em fêmeas e anomalias em pênis de machos, 

principalmente em regiões próximas a portos e marinas. Tal fator, associado à facilidade de 

coleta de exemplares, à presença de grandes populações e sua ampla distribuição ao longo 

do litoral brasileiro, a selecionam como uma espécie sentinela para a presença desses 

compostos, sendo adotada em programas de biomonitoramento costeiro (PEDRUZI, 2009; 

COSTA, 2012). 
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Figura 9: Gastrópode Leucozonia nassa. (A) Espécime com concha; (B) Fêmea normal, 

G.C.: glândula da cápsula, v: vulva; (C) Fêmea imposexada, v.d: vaso deferente, p.p: pré-

pênis; (D) Macho, p: pênis. Fotos fornecidas pela Drª. Mércia Barcellos da Costa.  

 
 

4.2 Coleta dos moluscos e análise do Imposex  

 

Espécimes (n=100) de L. nassa imposexadas foram coletados na Praia da Ilha do 

Frade, Baia de Vitória, ES, Brasil (77°54’S, 36°63’O), que exibe altos níveis de imposex (95 

± 2%, avaliação entre 2007 e 2011), associados com a poluição de OTs nos sedimentos 

marinhos, como demonstrado na Figura 10. COSTA e colaboradores (2014) realizaram a 

dosagem de OTs neste sedimento e encontrou as concentrações (ng/g sedimento): MBT 

(296 ± 26), DBT (276 ± 8,6), TBT (398 ± 9). Devido ao alto valor detectado de TBT (acima de 

300 ng/g sedimento), esse sedimento é considerado altamente contaminado, de acordo com 

um critério de qualidade estabelecido por WAITE e colaboradores (1991). Outros indivíduos 

de L. nassa (n=100) não-imposexados foram coletados na Praia de Aracruz, anteriormente à 

contaminação pela lama de rejeitos resultante do rompimento da barragem de Mariana, 

Minas Gerais, no dia 5 de novembro de 2015, e portanto, tratava-se de uma região livre de 

contaminação com OTs e sem atividade marítima (área controle, 19°49’S, 40°16’O).  



50 
 

 
 

 
 

Figura 10: Localização da área de coleta das amostras de L. nassa imposexadas. (A) 

Representação no mapa da área de coleta das amostras de L. nassa contaminadas com 

OTs na Praia da Ilha do Frade, baía de Vitória, Espírito Santo, Brasil. (B) Foto representativa 

do ponto de coleta em dia de maré baixa. (C) COSTA e colaboradores (2014) demonstraram 

que entre os anos de 2007 e 2011, na Praia da Ilha do Frade - ES, a % de imposex de L. 

nassa foi de 95.2 ± 2.1% e a concentração de TBT no sedimento foi de 398 ± 9 ng/g de 

sedimento, que segundo WAITE e colaboradores (1991), caracteriza-se como um sedimento 

altamente contaminado.  

 

Após a coleta, os gastrópodes foram mantidos em aquários aerados, contendo água 

do mar das estações de coleta. A narcotização dos animais foi feita por imersão em uma 

solução de cloreto de magnésio a 4% em água do mar e água destilada (1:1). As conchas 

foram quebradas com auxílio de uma morsa e após a remoção da parte mole, o sexo foi 

determinado baseado na presença das glândulas de cápsulas, de albúmen e de ingestão de 

esperma em fêmeas e da próstata em machos. O comprimento do pênis foi medido em 

fêmeas imposexadas (COSTA et al., 2008B; 2013; 2014). Posteriormente, os moluscos 

fêmeas não-imposexados (coletados em Aracruz) ou imposexados (coletados na Praia da 

Ilha do Frade) foram utilizados na preparação do extrato não-contaminado e contaminado, 

respectivamente, através da maceração das partes corporais moles. A coleta dos moluscos 

e análise do imposex foram gentilmente realizadas pelo Laboratório de Malacologia da 

UFES (coordenado pela Drª. Mércia Barcellos da Costa). 
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4.3 Dosagem de Sn nos extratos 

  

 Para a confirmação da contaminação dos gastrópodes com OTs, realizamos, além 

da caracterização biológica com a verificação do imposex, a análise química de 

quantificação do Sn nos homogenatos. As concentrações de Sn nos extratos não-

contaminado e contaminado com OTs foram avaliados utilizando espectrometria de massa 

por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, NexIon 300-D, Perkin Elmer, Alemanha). As 

amostras foram digeridas com peróxido de hidrogênio a 30% (m/m) e ácido nítrico ultra puro 

(Elga-Purelab, Marlow, UK) utilizando um forno microondas equipado com vasos de PTFE 

(microondas Multiwave 3000, Anton Paar, Graz, Áustria), e, posteriormente, analisadas por 

ICP-MS. O nível de detecção para Sn determinado por ICP-MS foi de 4,0 ng/g e foi 

determinado para cada análise realizada (MOSER; MCGEE; EHMAN, 2009). A dosagem 

de Sn nos extratos foi gentilmente realizada pelo Laboratório de Espectrometria Atômica da 

UFES (coordenado pela profª. Drª. Maria Tereza Carneiro). 

 

4.4 Animais e grupos experimentais  

 

Ratas Wistar (Ratus norvergicus albinus) adultas (± 230g, com 12 semanas de idade) 

foram fornecidas/mantidas pelo Centro de Ciências da Saúde da Universidade Federal do 

Espírito Santo (UFES), com umidade e temperatura controladas, sob um ciclo de 

claro/escuro de 12/12 horas, e água e ração ad libitum. Todos os procedimentos 

experimentais foram aprovados pela Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da 

UFES (registros 047/2010 e 01/2017). As fêmeas foram expostas aos seguintes 

tratamentos: G1: CON (controle, expostas a 0,6 mL de água destilada – mimetizar a 

gavagem, n = 31); G2: LNN (tratadas com extrato de Leucozonia nassa não contaminado 

com OTs, n = 31); G3: LNI (tratadas com extrato de Leucozonia nassa imposexada - 

contaminada com OTs, n = 31). Os grupos 2 e 3 receberam 600 mg do respectivo 

extrato/dia/animal, via gavagem, durante 15 dias. Esta dose de extrato escolhida equivale à 

ingestão de frutos do mar por comunidades ribeirinhas brasileiras (200 g/dia/70 kg), e foi 

obtida de estudo que avalia os riscos a saúde humana decorrentes da exposição aos OTs 

(FERNANDEZ et al., 2005). Posteriormente, as ratas foram destinadas aos protocolos 

experimentais, conforme a Figura 11. 
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Figura 11: Modelo esquemático dos tratamentos e dos protocolos experimentais 

realizados em ratas adultas, grávidas e fetos. Sn: estanho, TSI: teste de sensibilidade 

insulínica, TTG: teste de tolerância à glicose, MPO: mieloperoxidase, NAG: N-acetil-β-D-

glicosaminidase, H&E: hematoxilina e eosina; DG: dia gestacional. 
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 Neste estudo, foram utilizadas 93 ratas (CON = 31, LNN = 31, LNI = 31). Após os 15 

dias dos tratamentos específicos, 15 fêmeas de cada grupo foram destinadas ao Set 1, para 

avaliação dos parâmetros reprodutivos e perfil energético nas adultas. As outras 16 ratas de 

cada grupo foram alocadas com machos controle para acasalamento e foi considerado o DG 

0 (zero) quando ocorreu a visualização de espermatozóides no lavado vaginal. 

Posteriormente, 8 fêmeas grávidas de cada grupo foram destinadas ao Set 2, para 

avaliação do perfil glicêmico e do protocolo de fertilidade; e as outras 8 grávidas de cada 

grupo foram destinadas ao Set 3, para análise de implantação embrionária, e coleta do 

sangue, do fígado, das placentas e dos fetos. 

 

Para as avaliações do Set 3, as 8 fêmeas grávidas de cada grupo, no 20º DG a 

tarde, foram decapitadas (sem anestesia, devido a coleta de sangue da região cervical para 

a dosagem sérica de lipídios, e após 12 horas de jejum, devido as análises de glicose no 

sangue umbilical) (ZENG; XU; ZHANG, 2016). Rapidamente, foi feita a cesariana, por 

incisão longitudinal na região da linha alba, para exposição do útero e dos ovários. O útero 

foi retirado, com todo o seu conteúdo, e, com o auxílio de tesoura com ponta boleada, a 

parede uterina foi aberta e as membranas amnióticas foram rompidas. As placentas, cordão 

umbilical e os fetos foram cuidadosamente separados dos cornos uterinos. Foram coletados 

os dados antropométricos e, imediatamente, os fetos foram decapitados. Posteriormente, os 

fígados fetais foram dissecados (DAMASCENO et al., 2008). Das grávidas, também foram 

coletados os fígados.  

 

4.5 Avaliação do ciclo estral nas adultas (Set 1) 

 

Diariamente, foi coletado, durante os 15 dias de tratamento, entre 8 e 9 horas da 

manhã, o lavado vaginal das fêmeas, por meio da injeção de 10 μL de salina (NaCl 0,9%). 

Este material foi depositado em lâminas de vidro, fixado com metanol e corado com H&E, 

para análise dos tipos celulares no microscópio óptico (fluorescente de EPI L3001) 

(NELSON et al., 1982). 

 

4.6 Protocolo de TSI e TTG nas adultas e grávidas (Set 1 e 2) 

 

No 13º dia de tratamento das ratas adultas (Set 1) e no 18º DG das grávidas (Set 2) 

(KISS et al., 2012), pela manhã, as fêmeas, em estado alimentado, receberam a aplicação 

intraperitoneal (ip) de 0,75U de insulina/kg de peso corporal. Receberam um pequeno corte 
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na ponta da cauda, para coleta de uma gota de sangue e verificação da glicemia nos 

tempos de 0, 15, 30, 60 e 90 minutos (TSI - teste de sensibilidade insulínica).  

 

As mesmas fêmeas, no 14º dia de tratamento (ratas adultas – Set 1) e no 19º DG 

(grávidas – Set 2), após jejum de 12 horas, receberam a aplicação ip de 2g de glicose/kg de 

peso corporal. Receberam um pequeno corte na ponta da cauda, para coleta de uma gota 

de sangue e verificação da glicemia nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos (TTG - teste de 

tolerância a glicose). O aparelho utilizado para leitura glicêmica dos testes foi o Accu-Chek® 

Advantage (Roche) (SANTOS et al., 2010). 

 

4.7 Avaliação dos níveis séricos hormonais e de Sn nas adultas (Set 1), dosagem de 

lipídios nas adultas e grávidas (Set 1 e 3), e de glicose e colesterol no sangue do 

cordão umbilical (Set 3) 

 

 Após os 15 dias de tratamento, as fêmeas adultas (Set 1) foram decapitadas na fase 

de metaestro-diestro, sem anestesia, devido à coleta de sangue da região cervical para a 

dosagem de hormônios sexuais, que são influenciados por ação dos anestésicos (LEE et al., 

2000), de Sn e de lipídios (triglicerídeos e colesterol total). As grávidas (Set 3) foram 

decapitadas, sem anestesia, no 20º DG, para a coleta de sangue da região cervical para a 

dosagem de lipídios.  

 

 Após a decapitação, as amostras de sangue foram recolhidas e imediatamente 

centrifugadas, para se obter o soro, que foi utilizado para medições dos níveis de estradiol, 

progesterona e testosterona (ratas adultas - Set 1) por ELISA (Estradiol-2693, Progesterone-

1561, Testosterone-1559, EIA, Diagnostic Systems Laboratories, Saronno, Italy) (MOYSÉS; 

BARKER; CABRAL, 2001). A dosagem de Sn no soro das ratas adultas (Set 1) foi 

realizada de forma semelhante à análise de Sn nos extratos, por ICP-MS (tópico: 4.3 

Dosagem de Sn nos extratos) (MOSER; MCGEE; EHMAN, 2009). O mensuramento dos 

níveis séricos de triglicerídeos e colesterol total (ratas adultas e grávidas - Set 1 e 3) foi 

realizado de acordo com as instruções do fabricante de kits colorimétricos (Bioclin, MG, 

Brasil) (LIU et al., 2014). 

 

 No sangue do cordão umbilical (Set 3), verificamos a glicemia com o aparelho de 

leitura glicêmica Accu-Chek® Advantage (Roche), e amostras de sangue do cordão foram 

recolhidas para dosagem de colesterol total por kit (Bioclin). 
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4.8 Análise dos pesos corporal e dos órgãos (Set 1 e 3) 

 

 O ganho de peso corporal das ratas ao longo do tratamento e no período gestacional 

(Set 3) foi obtido pelo registro semanal do peso. Após as eutanásias, verificamos o peso dos 

ovários, útero, hipófise, fígado e adiposidade (tecido parametrial, abdominal, retroperitoneal 

e perirrenal) das adultas (Set 1); placenta, fígado e adiposidade das grávidas (Set 3) e peso 

corporal e do fígado fetais (Set 3). 

 

4.9 Análises histomorfométricas 

 

 4.9.1 Avaliação histológica dos ovários, útero e fígado das adultas (Set 1), da 

placenta e fígado das grávidas e dos fetos (Set 3) 

 

 Após a remoção, os órgãos foram fixados em paraformaldeído 4% tamponado, pH 

7,4, por um período entre 24 e 48 horas à temperatura ambiente. Após a fixação, os tecidos 

foram desidratados em etanol, clarificados em xilol e banhados em parafina a 60ºC. 

Posteriormente, os blocos de parafina contendo os tecidos foram cortados em um 

micrótomo (Leica RM 2125 RTS). Foram obtidas 5 secções/animal, em cortes de 5 μm, com 

50 μm de distância entre elas. Inicialmente, foram coradas com H&E e fotografadas pelo 

programa AxioVision Rel. 4.8, na câmera AxioCam ERc5s acoplada ao microscópio 

Olympus AX70 (PODRATZ et al., 2012).  

 

 A classificação e contagem de folículos ovarianos (primordial, primário, pré-antral e 

antral) e corpo lúteo foi realizada de acordo com BORGEEST e colaboradores (2002), e dos 

folículos císticos e atrésicos, conforme SHI e colaboradores (2009), pelo qual folículos 

atrésicos apresentam células da granulosa desorganizadas, com núcleos picnóticos, 

ovócitos degenerados e deslocamento da membrana basal, e os folículos císticos foram 

definidos como dilatados, cheios de líquido folicular e revestidos com células da granulosa 

redondas ou achatadas. Assim, classificamos como folículo cístico, os folículos atrésicos 

sem antro, apenas para diferenciar atresia em estágios iniciais ou tardios. Para a 

morfometria uterina, foi mensurada a espessura do epitélio luminal, do miométrio e do 

endométrio. Nos fígados foram realizadas análises qualitativas de detecção de células 

inflamatórias e vacúolos lipídicos, caracterizados por serem redondos, de limites nítidos e 

tamanhos variáveis. Na placenta, foi quantificada a porcentagem de células de glicogênio na 

zona basal, obtida pelo cálculo: (área de células de glicogênio/área total) x 100. 
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 4.9.2 Avaliação da deposição de colágeno no ovário e útero das adultas (Set 1) 

 

 Cortes de ovários e útero foram corados com Picro-sirius red. Foram obtidas 

fotomicrografias com a objetiva 4x, de forma a capturar todo o tecido. As fotos foram 

agrupadas pela função photomerge, do Photoshop, para se ter a área total. Para a 

quantificação de colágeno foi utilizado o programa ImageJ. Os resultados foram expressos 

com porcentagem de área marcada com a coloração (SENA et al., 2017). 

 

 4.9.3 Avaliação de mastócitos nos úteros das adultas (Set 1) 

 

 Cortes de útero foram corados com Alcian Blue (Sigma-Aldrich Co, LLC). Foram 

obtidas fotomicrografias com a objetiva 4x, de forma a capturar todo o tecido. 

Posteriormente, as fotos foram agrupadas pela função photomerge, do Photoshop, para se 

ter a área total. O número de células com coloração positiva (células contendo grânulos 

citoplasmáticos roxos) no tecido foi avaliado e expresso por unidade de área (mm2) 

(BERTULOSO et al., 2015). 

 

 4.9.4 Avaliação da deposição de lipídios no fígado dos fetos (Set 3) 

 

Os fígados dos fetos foram dissecados, embebidos em Tissue-Tek OCT (Fisher 

Scientific), congelados e cortados na espessura de 7 μm usando um criostato (Jug CM1800; 

Leica). Os tecidos foram montados em lâminas e coradas com Oil Red O (Sigma-Aldrich). 

Gotículas de lipídios foram quantificadas pelo programa ImageJ. A área das gotículas de 

lipídios (µm2)  foi expressa pela área de fígado analisada (µm2) (BERTULOSO et al., 2015). 

 

4.10 Avaliação da atividade de MPO (Mieloperoxidase) – presença de neutrófilos – nos 

úteros das adultas (Set 1) e placenta (Set 3) 

 

Os órgãos foram pesados, homogeneizados em tampão pH 4,7 (0,1 M NaCl, 0,02 M 

NaPO4 e 0,015 M NaEDTA) e centrifugados. Os pellets foram suspensos em tampão NaPO4 

0,05 M com brometo de hexadeciltrimetilamônio 0,5%, seguido por 3 ciclos de congelamento 

e descongelamento usando N2(l) e centrifugados. Atividade de MPO no sobrenadante das 

amostras foi avaliada pela medida da mudança de absorção ótica (OD) em 450 nm usando 

tetrametilbenzeno (1,6 mM) e H2O2 (0,3 mM). A reação foi terminada pela adição de 50 µL 

de H2SO4 (4 M). Os resultados foram expressos como mudança de OD/μg de proteína 

(ARAÚJO et al., 2010). 
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4.11 Atividade de NAG (N-acetil-β-D-glicosaminidase) – presença de macrófagos – nos 

úteros das adultas (Set 1) e placenta (Set 3) 

 

 Os órgãos foram homogeneizados em salina 0,9% contendo Triton X-100 0,1% 

vol/vol (Promega) e depois centrifugados. Uma amostra do sobrenadante foi incubada por 

10 minutos com 100 µL de p-nitrofenil-n-acetil-β-d-glicosamida (Sigma-Aldrich Co, LLC) que 

foi preparada em tampão citrato/fosfato (0,1M ácido cítrico e 0,1 M Na2HPO4; pH 4,5) para 

atingir uma concentração final de 2,24 mM. A reação foi terminada adicionando 100 µL de 

tampão de glicina 0,2 M (pH 10,6). Hidrólise do substrato foi determinado pela mensuração 

da absorção em 400 nm. Os resultados foram expressos como nmol/μg de proteína 

(BARCELOS et al., 2005). 

 

4.12 Avaliação proteica, por western blot, dos ovários e útero (Set 1), placenta e 

fígado dos fetos (Set 3) 

  

As amostras foram homogeneizadas em tampão de lise contendo os inibidores de 

protease, a 0ºC com um homogeneizador Potter, com 10 incursões por amostra e, 

posteriormente, centrifugadas a 10000×g por 20 minutos. O sobrenadante foi utilizado para 

a quantificação de proteínas totais (LOWRY et al., 1951). Após as dosagens, retiramos o 

volume necessário de cada amostra para uma concentração de 100 μg/μL de proteínas 

totais, em um volume final de 15 μL, após adição de água e tampão de amostra, contendo β- 

mercaptoetanol. As proteínas foram desnaturadas a 100 ºC, por 5 minutos. O SDS-PAGE 

(polyacrylamide gel electrophoresis usando dodecilsulfato de sódio) foi preparado usando 8-

10% de SDS e poliacrilamida (acrilamida e bisacrilamida) (para proteínas de alto peso 

molecular, 220 kDa, foram utilizados géis de 8%; para as demais, foram géis de 10%). A 

corrida de eletroforese teve duração de 1 hora e 30 minutos a 120 Volts. Em seguida, as 

proteínas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA). Após 

a transferência por 2 horas a 100 Volts, as membranas foram lavadas com tampão tris-

salina 0.05% e tween 20 (TBS-T), e bloqueadas com leite em pó desnatado 5% em solução 

de TBS-T por 1 hora a 4 ºC. As membranas foram novamente lavadas com TBS-T por 10 

minutos e incubadas com seus respectivos anticorpos primários, conforme a Tabela 1  

(diluídos em leite em pó desnatado 3% em TBS-T, durante toda a noite a 4 ºC). As 

membranas foram lavadas em TBS-T e incubadas com o anticorpo secundário (IgG 

conjugado a fosfatase alcalina, diluído em leite em pó desnatado 3% em TBS-T, por 1 hora 

a 4 ºC). O resultado do western blotting foi visualizado usando uma reação colorimétrica 

com os reveladores NBT (nitroblue tetrazolium chloride) e BCIP (5-bromo-4-chloro-3-
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indolylphosphate p-toluidine salt) (sc24981; SCBT, Inc). As bandas foram analisadas por 

densitometria, utilizando o Programa Image J. Expressão relativa foi normalizada pela 

divisão dos valores da proteína de interesse pelo valor do controle interno correspondente 

(SENA et al., 2017).   

 

   Tabela 1: Anticorpos usados na avaliação da expressão proteica  

Anticorpo para Código Diluição Órgão / Anticorpo 1º 

ERα sc-542, SCBT 1:500 Ovários e útero adultas (Set 1) 

ERβ sc-8974, SCBT 1:500 Ovários e útero adultas (Set 1) 

PR sc-538, SCBT 1:500 Útero adultas (Set 1) 

IRβ sc-57342, SCBT 1:500 Placenta (Set 3) 

p-Akt sc-135650, SCBT 1:500 Placenta (Set 3) 

Akt sc-55523, SCBT 1:500 Placenta (Set 3) 

p-ERK 1/2 9101, Cell 

Signaling 

1:500 Placenta (Set 3) 

ERK 1/2 9102, Cell 

Signaling 

1:500 Placenta (Set 3) 

p-mTOR sc-293132, SCBT 1:500 Placenta (Set 3) 

mTOR sc-293089, SCBT 1:500 Placenta (Set 3) 

GLUT 1 sc-377228, SCBT 1:500 Placenta (Set 3) 

ACSVL 4 sc-393309, SCBT 1:500 Placenta (Set 3) 

PPARγ sc-7273, SCBT 1:500 Fígado fetos (Set 3) 

GAPDH sc-25778, SCBT 1:1000 Útero (RP – Set 1), placenta e 

fígado fetos (Set 3) 

β-actin sc-130656, SCBT 1:1000 Ovários e útero adultas (Set 1) 

IgG anti-coelho + 

fosfatase alcalina 

A3687, Sigma-

Aldrich 

1:1000 ERα, ERβ, RP, p-Akt1, p-ERK 

1/2, ERK 1/2,  GAPDH, β-actin 

IgG anti-camundongo 

+ fosfatase alcalina 

A3562, Sigma-

Aldrich 

1:1000 IRβ, Akt1, p-mTOR, mTOR, 

GLUT 1, ACSVL 4, PPARγ 
 

ERα: receptor de estrogênio alfa; ERβ: receptor de estrogênio beta; PR: receptor de 

progesterona; IRβ: receptor de insulina beta; Akt: proteína quinase B; p-Akt: Akt fosforilada; 

ERK 1/2: quinase regulada por sinal extracelular; p-ERK 1/2: ERK 1/2 fosforilada; mTOR: 

proteína alvo da rapamicina em mamíferos; p-mTOR: mTOR fosforilada; GLUT1: 

transportador de glicose tipo 1; ACSVL4: Acil-CoA sintetase da família de cadeia muito 

longa tipo 4; PPARγ: receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama; GAPDH: 

gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; β-actin: beta-actina; IgG: imunoglobulina G; SCBT: 

Santa Cryz Biotechnology, INC.  
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4.13 Avaliação da fertilidade (Set 2) 

 

Como as ratas grávidas (Set 2) não abortaram e não apresentaram qualquer 

anormalidade na gestação após os TSI e TTG, foram destinadas a avaliação da fertilidade. 

Para isso, foram mantidas com machos controles (12 semanas de idade e com separação 

prepucial) em gaiolas de reprodução contínua. Seis fêmeas grávidas por grupo (dezoito 

fêmeas no total) foram mantidas com três machos CON (nove machos no total) (2 fêmeas e 

1 macho/gaiola). As gaiolas foram verificadas diariamente e as avaliações incluíram a 

freqüência das ninhadas e o tamanho das ninhadas, sendo que, a frequência de ninhadas 

foi determinada pelo registro de cada nova ninhada produzida durante 120 dias (NOVAIRA 

et al., 2014). Após o nascimento dos filhotes da primeira gestação, por parto normal, no 21º 

DG, estes foram retirados das gaiolas e decapitados, uma vez que a amamentação pode 

interferir na receptividade da fêmea ao macho e assim alterar o tempo de ocorrência da 

próxima gestação. Esta conduta de retirada dos filhotes foi repetida após todas as 

gestações.   

 

4.14 Avaliação dos fetos e das implantações embrionárias (Set 3) 

 

 Após a eutanásia, os fetos foram pesados e examinados a fresco para a 

determinação do sexo pela distância anogenital que, no macho, é aproximadamente duas 

vezes maior do que na fêmea (DAMASCENO et al., 2008). 

 

 Após a retirada dos fetos, o útero materno foi submetido ao processo que revela os 

sítios em que ocorreram implantações (método de Salewski). O útero foi imerso em solução 

de sulfeto de amônio a 10% por 10 minutos, lavado em seguida em água corrente. Depois, 

foi imerso por 10 minutos em solução constituída por partes iguais de ácido clorídrico a 1% e 

solução de ferrocianeto de potássio a 20%. Os sítios de implantação apareceram como 

pontos negros facilmente visíveis (DAMASCENO et al., 2008), como observado na Figura 

12. 

 

 Os ovários das grávidas também foram removidos, para a contagem de corpos 

lúteos gravídicos, que são bem maiores e indicam o número de óvulos fecundados 

(DAMASCENO et al., 2008), como verificado na Figura 12. 
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Figura 12: Imagens representativas do útero e ovários obtidos de ratas grávidas após 

cesariana, no 20º DG. (A) Útero contendo os sítios de implantação embrionária (setas), 

após coloração pelo método de Salewski. (B) Corpos lúteos gravídicos nos ovários (B). DG: 

dia gestacional. 

 

 

  Cálculo das perdas de implantação embrionária (DAMASCENO et al., 2008) 

 

 A proporção de mortes embrionárias durante o período que antecede a implantação 

é denominada porcentagem de perdas pré-implantação: 

 

n° corpos lúteos gravídicos – n° implantações  x 100 

n° corpos lúteos gravídicos 

 

 A proporção de mortes embrionárias após a implantação é denomidada 

porcentagem de perdas pós-implantação: 

 

n° implantações – n° fetos vivos  x 100 

n° implantações 

 

4.15 Avaliação de triglicerídeos e colesterol total na placenta e fígado dos fetos (Set 3) 

 

Amostras de placenta e fígado dos fetos (Set 3) foram homogeneizadas com salina, 

na proporção de 1:4 (g/mL), e submetidas à extração de lipídios totais pelo método de Folch 

modificado (FOLCH; LEES e SLOANE-STANLEY,1957). Para isso, foi adicionado TCA 50%, 

seguido de centrifugação a 4000 rpm e, ao pellet, adicionamos clorofórmio-metanol (2:1), 

para a coleta da fase inferior, composta por clorofórmio e lipídios. Esta etapa foi repetida 3 

vezes, e o clorofórmio foi evaporado. Os lipídios foram ressuspensos com salina-1% de 

albumina, e então, foi realizada a dosagem de colesterol total e de triglicerídeos com kit 

colorimétrico (Bioclin, MG, Brasil) (LIU et al., 2014). 
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4.16 Avaliação da peroxidação lipídica pela detecção de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) na placenta e fígado dos fetos (Set 3) 

 

 Foram pesados 150 mg de cada uma das amostras de placenta e fígado dos fetos, 

aos quais foi acrescentado 1 mL de PBS 1x, para homogeneização. Adicionamos 100 µL da 

solução TBA + BHT (ácido tiobarbitúrico + butil-hidrotolueno) e 50 µL de ácido fosfórico a 

7%, com posterior incubação a 100°C, por 15 minutos. Imediatamente após este tempo de 

aquecimento, as soluções foram colocadas em gelo durante 10 minutos, para interromper a 

reação, e foi acrescentado 750 µL de butanol. Após homogeneização, as amostras foram 

centrifugadas por 5 minutos, a 2000 rpm. O sobrenadante foi utilizado para a determinação 

da peroxidação lipídica, com leitura na absorbância de 532 nm e, descontando-se a 

absorbância da amostra a 600 nm, para eliminar interferentes (PIRES et al., 2014). 

 

4.17 Avaliação dos níveis de glutationa reduzida (GSH) na placenta e fígado dos fetos 

(Set 3) 

 

 Foram pesados 150 mg de cada uma das amostras de placenta e fígado dos fetos, 

aos quais foi acrescentado 100 µL de PBS 1x e 300µl de TCA (ácido tricloroacético) a 

12,5%. As soluções foram centrifugadas por 15 minutos, a 3000 rpm. O sobrenadante foi 

utilizado para a leitura na absorbância de 630 nm (PIRES et al., 2014). 

 

4.18 Análise estatística 

 

 Para esta análise, foi utilizado o programa estatístico GraphPad Prism 5. Todos os 

dados foram expressos como a média ± EPM (erro padrão da média). O teste de 

normalidade usado foi o D’Agostino-Pearson omnibus. Para valores Gaussianos foi 

empregado o ANOVA de uma via (post hoc Tukey). Para dados não Gausianos, foi usado o 

teste de Kruskal-Wallis (seguido pela comparação múltipla de Dunn). As diferenças foram 

consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05. 
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5 RESULTADOS   

 

5.1 Aumento dos níveis de Sn nos gastrópodes e no soro das ratas LNI 

 

 Na análise das concentrações de Sn na água (CON) e nos extratos de L. nassa (LNN 

e LNI), o grupo CON apresentou valores menores ou iguais ao nível de detecção pela 

análise de ICP-MS, que foi de 4,0 ng/g. No extrato LNN, foi encontrado concentração de Sn 

de 108,7±0,2 ng/g (n=3, Figura 13A). Em contraste, no extrato LNI (molusco imposexado) foi 

detectado níveis elevados de Sn (844,3±7,0 ng/g, n=3, p<0,001), o que permite sugerir 

exposição a alta concentração de OTs. Além disso, para confirmar a transferência deste 

xenobiótico dos gastrópodes para os roedores, foi analisada a concentração do Sn no soro 

das ratas. Nas fêmeas CON e LNN, foi observado níveis de Sn de 4,0±1,0 e 7,0±2,0 ng/g 

(n=6), respectivamente. Já no soro das ratas LNI, os valores de Sn encontrados foram de 

37,0±2,0 ng/g (n=6, p<0,05) (Figura 13B). Estes achados podem ser atribuídos aos altos 

níveis de OTs bioacumulados pelos gastrópodes utilizados na preparação do extrato LNI. 

 

 

 

Figura 13: Dosagem de Sn nos extratos de moluscos (A) e no soro das ratas (B). LOD: 

nível de detecção = 4,0 ng/g. Extratos (n=3) e soros (n=6). Valores expressos como a média 

± desvio padrão. *p<0,05 vs CON; #p<0,05, ###p<0,001 vs LNN. 

 

 

5.2 Ratas LNI apresentaram irregularidade no ciclo estral 

 

 Em decorrência da exposição aos OTs, por meio da ingestão de moluscos 

contaminados, foi observado prejuízos funcionais ovarianos nas ratas LNI. Fêmeas dos 

grupos CON e LNN exibiram ciclos estrais regulares (Figura 14A), com comprimento do ciclo 

de 4,2±0,3 e 4,3±0,2 dias (n=10), respectivamente (Figura 14B). Porém, nas ratas LNI, foi 
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verificado ciclagem estral anormal, com comprimento total do ciclo de 6,1±0,5 dias (n=10, 

p<0,01, Figura 14B) e prolongamento da fase de metaestro-diestro (CON: 2,0±0,1; LNN: 

2,0±0,1; LNI: 4,0±0,5 dias, n=10, p<0,01) (Figura 14A e 14B). 

 

 

 

Figura 14: Avaliação do ciclo estral. (A) Ciclagem estral diária das ratas CON, LNN e LNI 

durante os 15 dias de tratamento. (B) Número de dias em cada fase do ciclo estral e a 

duração de cada ciclo (n=10). Proestro (P), Estro (E), Metaestro-Diestro (M-D). Valores 

expressos como Média ± EPM. **p<0,01 vs CON; ##p<0,01 vs LNN. 
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5.3 OTs aumentaram os níveis séricos de estrogênio, progesterona e testosterona  

 

 OTs não alteraram o peso da hipófise, assim como os níveis basais das 

gonadotrofinas LH e FSH (Figura 15A, 15B e 15C). Também não foi verificado diferença no 

peso dos ovários (Figura 15D) e dos úteros (Figura 15E) entre os três grupos de estudo. No 

entanto, apesar de não ocorrer modificação ovariana macroscópica, o grupo LNI 

demonstrou aumento nos níveis séricos de estrogênio (CON: 9,91±1,53; LNN: 7,8±0,69; LNI: 

33,40±1,79 pg/mL, n=7, p<0,001) (Figura 15F), progesterona (CON: 4,91±0,30; LNN: 

4,12±0,42; LNI: 6,94±0,69 ng/mL, n=7, p<0,01) (Figura 15G) e testosterona (CON: 

0,155±0,010; LNN: 0,149±0,008; LNI: 0,195±0,004 ng/mL, n=7, p<0,05) (Figura 15H).  

 

 
 

Figura 15: Análise de peso dos órgãos reprodutivos femininos e dos hormônios 

gonadotróficos e sexuais. (A) Peso da hipófise. (B) Níveis séricos de FSH e, (C) LH. (D) 

Peso dos ovários e (E) Peso do útero. (F) Níveis séricos de estrogênio, (G) progesterona e, 

(H) testosterona (n=7). Valores expressos como Média ± EPM. *p<0,05, **p<0,01, 

***p<0,001 vs CON; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 vs LNN. 
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5.4 OTs induziram atresia ovariana, aumento de folículos primário, atrésico, císticos e 

de corpo lúteo, e maior deposição de fibras colágenas nos ovários  

 

 Além do prejuízo funcional ovariano, o grupo LNI também apresentou anormalidades 

morfológicas e distúrbio na foliculogênese (Figuras 16). Ovários dos grupos CON e LNN 

exibiram estrutura microscópica normal, com folículos preservados, oócito intacto, camadas 

celulares organizadas e dispostas uniformemente (Figura 16A – 16F), além de semelhança 

na proporção de folículos e corpos lúteos (Figura 16J –16L). No entanto, foi observado nos 

ovários de ratas LNI aumento de 144% na presença de folículos císticos (CON: 1,21±0,11; 

LNN: 1,15±0,06; LNI: 2,93±0,22 n°/mm2, n=5, p<0,01) (dado não mostrado – imagem 

representativa na Figura 16G), folículo antral atrésico com oócito vacualizado e com células 

apoptóticas na camada da granulosa e no espaço antral (Figura 16H), e células apoptóticas 

no corpo lúteo (Figura 16I). 

 

 Na análise do processo de formação, crescimento e maturação folicular, foi 

encontrado elevação no número de folículos primários no grupo LNI (CON: 1,14±0,11; LNN: 

1,18±0,08; LNI: 1,8±0,13 n°/mm2, n=5, p<0,01) (Figura 16J), assim como de folículos 

atrésicos (CON: 0,75±0,10; LNN: 0,97±0,18; LNI: 1,67±0,30 n°/mm2, n=5, p<0,01) (Figura 

16K) e corpos lúteos (CON: 0,81±0,09; LNN: 0,96±0,13; LNI: 1,27±0,13 n°/mm2, n=5, 

p<0,05) (Figura 16L). A contagem de folículos primordiais (CON: 1,64±0,14; LNN: 1,62±0,13; 

LNI: 1,88±0,12 n°/mm2, n=5), pré-antrais (CON: 0,93±0,11; LNN: 0,77±0,14; LNI: 0,82±0,17 

n°/mm2, n=5) e antrais (CON: 0,91±0,10; LNN: 0,91±0,16; LNI: 1,16±0,12 n°/mm2, n=5) não 

diferiu entre os grupos (dados não mostrados). 

 

 Em adição à microscopia ovariana, fibras colágenas foram observadas ao redor dos 

folículos nos ovários de ratas LNI (Figura 16H), e com a análise da deposição de colágeno 

nos espaços corticais e medulares, realizada pela coloração de Picrosírius red, constatou-se 

aumento no grupo LNI (CON: 2,59±0,30; LNN: 3,30±0,41; LNI: 10,80±0,77%, n=5, p<0,01) 

(Figura 16M – 16P). 
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Figura 16: Análise histológica nos ovários, contagem dos folículos e corpo lúteo, e 

quantificação da deposição de colágeno. Seções ovarianas dos grupos CON (A, B, C), 

LNN (D, E, F) e LNI (G, H, I), coradas com H&E, demonstrando a organização das células, 

folículos e corpos lúteos. Quantificação dos folículos primário (J), atrésicos (K), e corpos 

lúteos (L) ovarianos expressos por unidade de área (n°/mm2). Seções ovarianas coradas 

com Picrosírius red demonstrando a deposição de colágeno nos ovários de CON (M), LNN 

(N) e LNI (O) e a representação gráfica da quantificação (P) (n=5). Imagens A, D, G, M, N e 

O (barra: 400 µm); B, C, E, F, H e I (barra: 100 µm). CL: corpo lúteo; At: folículo atrésico; Oo: 

oócito intacto; seta preenchida: folículo antral; ponta de seta preenchida: folículo cístico; seta 

vazia: célula apoptótica; ponta de seta vazia: fibras colágenas; asterisco: oócito vacualizado. 

Valores expressos como Média ± EPM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs CON; ##p<0,01 vs 

LNN. 

 

 

5.5 OTs geraram o espessamento e pontos de pseudoestratificação no epitélio 

luminal, inflamação e deposição de colágeno nos úteros  

 

 A análise microscópica uterina demonstrou diferenças entre os grupos CON, LNN e 

LNI (Figura 17A, 17B e 17C). No epitélio luminal dos úteros LNI, foi verificado espessamento 

(CON: 14,44±0,80; LNN: 16,71±0,65; LNI: 19,75±1,05 µm; n=5, p<0,05) (Figura 17D) e 
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ponto de pseudoestratificação (Figura 17C1, seta). Não foi encontrada diferença nas 

espessuras do endométrio e miométrio (Figuras 17E e 17F). Foi observado a presença de 

células inflamatórias nos úteros LNI (Figura 17C, em destaque) e tal achado foi confirmado 

com análise bioquímica de MPO - que sugere presença de neutrófilos (CON: 0,296±0,038; 

LNN: 0,263±0,043; LNI: 0,507±0,078 OD/mg tecido úmido, n=6, p<0,01) (Figura 17G), de 

NAG - que sugere presença de macrófagos (CON: 0,335±0,048; LNN: 0,273±0,024; LNI: 

0,698±0,099 OD/mg tecido úmido, n=6, p<0,01) (Figura 17H), e pela coloração de Alcian 

blue – que detecta mastócitos (CON: 0,758±0,110; LNN: 0,749±0,053; LNI: 1,107±0,060 

células/mm2, n=6, p<0,05) (Figuras 17I – 17L). Pela coloração de Picrosírius red, foi 

verificado o aumento da superfície de fibras colágenas nos úteros LNI (CON: 2,903±0,159; 

LNN: 2,656±0,116; LNI: 4,392±0,120 %, n=6, p<0,001) (Figuras 17M - 17P). 

 

 
 

Figura 17: Histomorfometria uterina, detecção de células inflamatórias e quantificação 

da deposição de colágeno nos úteros. Seções uterinas dos grupos CON (A), LNN (B) e 

LNI (C e C1), coradas com H&E, demonstrando as camadas uterinas, a presença de células 

inflamatórias (em destaque) e epitélio luminal com pseudoestratificação (seta, C1). 

Morfometria do epitélio luminal (D), endométrio (E) e miométrio (F) (n=5). Atividade de MPO 

(G) e NAG (H) no útero (n=6). Seções uterinas coradas com Alcian blue demonstrando 

mastócitos nos grupos CON (I), LNN (J) e LNI (K) e a representação gráfica da quantificação 

(L) (n=6). Cortes corados com Picrosírius red demonstrando a deposição de fibras 
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colágenas nos úteros de CON (M), LNN (N) e LNI (O) e a representação gráfica da 

quantificação (P) (n=6). Imagens A, B, C, I, J, K, M, N, O (barra: 100 µm); C1 (barra: 25 µm); 

fotos em destaque (barra: 20 µm). L: lumen; EL: epitélio luminal; END: endométrio; MIO: 

miométrio; MPO: mieloperoxidase; NAG: N-acetil-β-D-glicosaminidase. Valores expressos 

como Média ± EPM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs CON; #p<0,05, ###p<0,001 vs LNN. 

 

 

5.6 OTs aumentaram a expressão do ERα no útero  

 

 Não houve diferença na expressão dos ERα (Figura 18A) e ERβ (Figura 18C) nos 

ovários, assim como do ERβ (Figura 18D) e PR (Figura 18E) no útero. No entanto, úteros 

LNI exibiram aumento de 30% na expressão do ERα (CON: 1,00±0,02; LNN: 1,03±0,07; LNI: 

1,34±0,15, n=5, p<0,05) (Figura 18B). 

  

 
 

Figura 18: Análise proteica por western blot dos receptores de estrogênio e 

progesterona. (A) ERα nos ovários. (B) ERα no útero. (C) ERβ nos ovários. (D) ERβ no 

útero. (E) PR no útero (n=5). ER: receptor de estrogênio; PR: receptor de progesterona. 

Valores expressos como Média ± EPM. *p<0,05 vs CON; #p<0,05 vs LNN. 
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5.7 OTs promoveram dislipidemia e o aumento da deposição de triglicerídeos e 

colesterol total no fígado das ratas grávidas 

 

 Não foi encontrada alteração no ganho de peso corporal das ratas adultas ao longo 

dos 15 dias de tratamento e das grávidas, desde a alocação com machos para o 

acasalamento até o 20º DG, quando foi realizada a cesariana (Figura 19A). Neste 

acompanhamento, foi verificado maior extensão da curva do peso corporal das grávidas LNI, 

embora os pesos não sejam diferentes. Isso ocorreu porque a gestação no grupo LNI foi 

definida posteriormente. O tempo entre a alocação com machos e o 20º DG nas fêmeas 

CON foi de 23,667±2,186 dias (n=7) e nas ratas LNN, 22,000±1,000 dias (n=7). Em 

contrapartida, este tempo nas fêmeas LNI foi de 44,250±5,250 dias (p<0,05, n=7) (Figura 

19A). 

 

 Na avaliação do perfil glicêmico, por meio do TSI e TTG, não foi verificada alteração 

no metabolismo da glicose entre os grupos, ao longo dos 120 minutos de avaliação do TSI 

nas ratas adultas (Figura 19B) e grávidas (Figura 19D), assim como nos 90 minutos do TTG 

nas ratas adultas (Figura 19C) e grávidas (Figura 19E).  

 

 Não foi encontrada alteração na adiposidade (soma dos pesos dos tecidos adiposos 

parametrial, abdominal, retroperitoneal e perirrenal) nas ratas adultas (Figura 19F) e 

grávidas (Figura 19H), assim como no peso do fígado das adultas (Figura 19G) e das 

grávidas (Figura 19I). Na avaliação dos níveis lipídicos séricos, não foi encontrada diferença 

nos níveis de triglicerídeos e colesterol total nas ratas adultas (Figuras 19J e 19K, 

respectivamente). No entanto, além do aumento normal destes lipídios nas ratas grávidas, a 

elevação nas ratas LNI foi superior à dos demais grupos, tanto para os níveis séricos de 

triglicerídeos (CON: 531,340±40,409; LNN: 496,026±85,764; LNI: 853,642±114,964 mg/dL, 

p<0,05, n=7) (Figura 19L), quanto para o colesterol total (CON: 96,544±1,325; LNN: 

96,341±3,966; LNI: 116,858±4,452 mg/dL, p<0,05, n=7) (Figura 19M). Na avaliação 

histológica do fígado, que realiza a metabolização dos lipídios, foi observada organização e 

padrão celular normais próximo a veia centrolobular nos grupos CON e LNN das ratas 

adultas (Figura 19N e Figura 19O, respectivamente), assim como das grávidas CON (Figura 

19R) e LNN (Figura 19S). No entanto, nas adultas LNI, foi detectado infiltrado inflamatório 

próximo a veia centrolobular (Figura 19P) e granuloma próximo ao espaço-porta (Figura 

19Q). Já nas grávidas LNI, além das células inflamatórias, também foi verificado deposição 

lipídica bem evidente, caracterizada por vacúolos redondos, de limites nítidos e tamanhos 

variáveis (Figura 19T e Figura 19U).  
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Figura 19: Análise de ganho de peso corporal e perfis glicêmicos e lipídicos das ratas 

adultas e grávidas. (A) Peso corporal das adultas e grávidas (até o 20º DG). (B) TSI das 

adultas. (C) TTG das adultas. (D) TSI das grávidas. (E) TTG das grávidas. (F) Adiposidade 

das adultas. (G) Peso do fígado das adultas. (H) Adiposidade das grávidas. (I) Peso do 

fígado das grávidas. (J) Triglicerídeos das adultas. (K) Colesterol total das adultas. (L) 

Triglicerídeos das grávidas. (M) Colesterol total das grávidas. Seções coradas com H&E do 

fígado das adultas CON (N), LNN (O) e LNI (P-Q), e das grávidas CON (R), LNN (S) e LNI 
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(T-U) (n=7). Imagens N-U (barra: 100 µm); imagens em destaque (barra: 50 µm). TSI: teste 

de sensibilidade insulínica; TTG: teste de tolerância à glicose. Valores expressos como 

Média ± EPM. *p<0,05, **p<0,01 vs CON; #p<0,05 vs LNN. 

 

5.8 OTs reduziram a frequência de ninhadas 

 

 Redução na frequência de ninhadas durante 120 dias foi observada em ratas LNI 

(CON: 2,667±0,211; LNN: 2,750±0,250; LNI: 1,333±0,333 ninhadas, n=6, p<0,05) (Figuras 

20A e 20B), sem alteração na média de filhotes por ninhada (Figura 20C).  

 

Figura 20: Avaliação da fertilidade ao longo de 120 dias. (A) Representação 

esquemática temporal da ocorrência de ninhadas (quadrados) e o número de filhotes 

(números acima dos quadrados). (B) Número de ninhadas em 120 dias. (C) Número de 
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filhotes por ninhada (n=6). Valores expressos como Média ± EPM. *p<0,05 vs CON; 
##p<0,01 vs LNN. 

 

 

5.9 OTs reduziram o n° de implantações embrionárias e, assim, aumentaram a % de 

perdas pré-implantação  

 

 Após a cesariana no 20º DG, foi observado similaridade no número de corpos lúteos 

gravídicos nos grupos CON, LNN e LNI (Figura 21E). No entanto, foi verificada menor 

quantidade de implantações embrionárias nas ratas LNI, após coloração pelo método de 

Salewski e visualização de pontos negros bem evidentes nos úteros (CON: 12,500±0,435; 

LNN: 12,750±0,479; LNI: 10,333±0,541 implantações, n=7-8, p<0,05) (Figuras 21A, 21B, 

21C e 21D). Foi calculada a porcentagem de perdas pré-implantação (correlaciona o n° de 

corpos lúteos gravídicos e n° de implantações embrionárias) e foi achado aumento de 208 % 

nas grávidas LNI (CON: 4,776±1,200; LNN: 2,220±2,220; LNI: 14,756±3,316 %, n=7-8, 

p<0,05) (Figura 21G). A quantidade de filhotes na 1ª ninhada não diferiu (Figura 21F). Foi 

calculada a porcentagem de perdas pós-implantação (correlaciona o n° de implantações 

embrionárias e o n° de filhotes na 1ª ninhada) e não foi observada diferença entre os grupos 

CON, LNN e LNI (Figura 21H).  

 

 

 

Figura 21: Avaliação da implantação embrionária. Imagens representativas dos úteros, 

após coloração pelo método de Salewski, com os sítios de implantação embrionária 

(estrutura circular preta) do CON (A), LNN (B) e LNI (C). Parâmetros gestacionais: n° de 

implantações embrionárias (D), nº de corpos lúteos gravídicos (E) e n° filhotes da 1ªninhada 

(F). Com a realização de cálculos, obtivemos a % de perdas pré-implantação (G) e pós-

implantação embrionária (H) (n=7-8). Valores expressos como Média ± EPM. *p<0,05 vs 

CON; #p<0,05 vs LNN. 
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5.10 Caracterização placentária: OTs induziram aumento do peso, da deposição e 

transporte de glicose e lipídios, e de inflamação na placenta 

 

 Na análise macroscópica, foi observado aumento do tamanho e do peso das 

placentas LNI (CON: 0,853±0,013; LNN: 0,821±0,029; LNI: 0,923±0,038 g, n=8, p<0,05) 

(Figuras 22A, 22B, 22C e 22D). Na avaliação histológica, CON e LNN apresentaram as 

camadas placentárias arranjadas de forma uniforme e regular (Figuras 22E e 22F). Em 

contrapartida, as placentas LNI exibiram desorganização celular na zona basal, com células 

gigantes trofoblásticas dispersas pela camada, e também maior quantidade de células de 

glicogênio (Figura 22G), o que foi confirmado pela quantificação (CON: 1,219±0,077; LNN: 

1,221±0,088; LNI: 2,329±0,147 %, n=6, p<0,001) (Figura 22H). Esta maior porcentagem de 

células de glicogênio foi devido o aumento do fornecimento de glicose à placenta, realizado 

pelo GLUT1, cuja expressão proteica mostrou-se elevada nas placentas LNI (CON: 

0,859±0,057; LNN: 0,865±0,060; LNI: 1,074±0,053, n=5, p<0,05) (Figura 22I). Além disso, a 

transferência de glicose ao feto também foi aumentada, uma vez que foi registrada maior 

glicemia no cordão umbilical das placentas LNI  (CON: 41,200±1,781; LNN: 40,917±1,438; 

LNI: 49,133±2,182 mg/dL, n=8, p<0,05) (Figura 22J).  

 

 Além da deposição de glicose na forma de glicogênio, placentas LNI apresentaram 

aumento da concentração de lipídios, como triglicerídeos (CON: 203,901±4,932; LNN: 

195,597±13,284; LNI: 248,029±12,275 mg/dL, n=7, p<0,05) (Figura 22K) e colesterol total 

(CON: 58,102±5,126; LNN: 64,262±3,275; LNI: 74,882±1,230 mg/dL, n=7, p<0,05) (Figura 

22M). A expressão do transportador de ácidos graxos ACSVL4 não diferiu entre os grupos 

(Figura 22L), no entanto, o colesterol foi fornecido em maior proporção aos fetos, como 

verificado pelo aumento do colesterol total no sangue do cordão umbilical (CON: 

17,974±2,511; LNN: 18,818±0,775; LNI: 26,984±2,166 mg/dL, n=8, p<0,05) (Figura 22N). 

Placentas LNI também exibiram processo inflamatório, com aumento na detecção de 

neutrófilos (CON: 2,332±0,552; LNN: 2,922±0,203; LNI: 5,562±0,667 OD/mg tecido úmido, 

n=7, p<0,01) (Figura 22O) e de macrófagos (CON: 1,149±0,072; LNN: 1,390±0,096; LNI: 

1,920±0,123 OD/mg tecido úmido, n=7, p<0,001) (Figura 22P). No entanto, não houve 

alteração nos níveis de GSH (Figura 22Q) e TBARS (Figura 22R). 
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Figura 22: Caracterização placentária. Anatomia das placentas de CON (A), LNN (B) e 

LNI (C), com os respectivos pesos (D), obtidas no 20º DG (n=8). Seções de placenta dos 

grupos CON (E), LNN (F) e LNI (G), coradas com H&E, demonstrando as camadas 

placentárias (ZL, ZB e De) e as células de glicogênio (asterisco), que foram quantificadas 

(H) (n=6). (I) Expressão de GLUT1 na placenta, por Western blot (n=5). (J) Dosagem de 

glicose no sangue do cordão umbilical (n=8). (K) Triglicerídeos na placenta (n=7). (L) 

Expressão do ACSVL4 na placenta, por Western blot (n=5). Dosagem de colesterol total na 

placenta (M) (n=7) e no sangue do cordão umbilical (N) (n=8). Atividade de MPO (O) e NAG 
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(P), e de marcadores de estresse oxidativo GSH (Q) e TBARS (R) (n=7). Imagens A, B e C 

(barra: 1 cm); imagens E, F e G (barra: 100 µm). De: decídua; ZB: zona basal; ZL: zona 

labiríntica; GLUT1: transportador de glicose tipo 1; ACSVL4: acil-CoA sintetase da família de 

cadeia muito longa tipo 4; MPO: mieloperoxidase; NAG: N-acetil-β-D-glicosaminidase; GSH: 

glutationa reduzida; TBARS: substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico. Valores expressos 

como Média ± EPM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs CON; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 vs 

LNN. 

 

5.11 OTs induziram maior expressão placentária do IRβ, p-Akt e p-mTOR 

 

 Placentas LNI apresentaram maior expressão de IRβ (CON: 0,91±0,08; LNN: 

0,91±0,11; LNI: 1,34±0,11, n=5, p<0,05) (Figura 23A), p-Akt (CON: 1,00±0,07; LNN: 

0,93±0,08; LNI: 1,29±0,05, n=5, p<0,05) (Figura 23B) e p-mTOR (CON: 1,00±0,09; LNN: 

1,22±0,06; LNI: 1,61±0,07, n=5, p<0,05) (Figura 23D), sem exibir alteração de Akt (Figura 

23B), p-ERK 1/2, ERK 1/2 (Figura 23C) e mTOR (Figura 23D). 

 

Figura 23: Análise proteica por western blot de proteínas regulatórias via IR/mTOR na 

placenta. Expressão do IRβ (A), p-Akt e Akt (B), p-ERK 1/2 e ERK 1/2 (C), p-mTOR e 

mTOR (D) (n=5). IRβ: receptor de insulina beta; Akt: proteína quinase B; p-Akt: Akt 
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fosforilada; ERK 1/2: quinase regulada por sinal extracelular; p-ERK 1/2: ERK 1/2 

fosforilada; mTOR: proteína alvo da rapamicina em mamíferos; p-mTOR: mTOR fosforilada; 

GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; kDa: quilodalton. Valores expressos como 

Média ± EPM. *p<0,05 vs CON; #p<0,05 vs LNN. 

 

 

5.12 Exposição materna pré-gestacional aos OTs gerou aumento no peso e 

comprimento corporal de fetos  

 

 Após a retirada dos fetos, foi feita a determinação do sexo dos animais pela medida 

da distância anogenital. Não houve diferença entre as porcentagens de fetos fêmeas e 

machos entre os grupos (Tabela 2). Fetos fêmeas LNI apresentaram aumento do peso 

corporal (CON: 3,47±0,06; LNN: 3,31±0,06; LNI: 3,702±0,06 g, n=20, p<0,05), assim como 

os fetos machos LNI (CON: 3,69±0,06; LNN: 3,50±0,01; LNI: 3,95±0,05 g, n=20, p<0,01), 

que também apresentaram maior comprimento corporal (CON: 3,66±0,02; LNN: 3,65±0,03; 

LNI: 3,78±0,03 cm, n=20, p<0,05) (Tabela 2). 

 

Tabela 2: % de fêmeas/machos e dados antropométricos dos fetos  

 

Valores expressos como Média ± EPM (n=20). *p<0,05, **p<0,01 vs CON; 
#
p<0,05, 

##
p<0,01 vs LNN. 

 

 

5.13 Exposição materna pré-gestacional aos OTs promoveu inflamação e aumento de 

megacariócitos hepáticos  

 

 Na avaliação histológica do fígado dos fetos, foi observado muitas células 

inflamatórias próximo à veia centrolobular e aumento de megacariócitos tanto nas fêmeas 

LNI (CON: 0,002±0,0002; LNN: 0,002±0,0001; LNI: 0,004±0,0002 células/mm2, n=8, 

p<0,001) (Figura 24D) quanto nos machos LNI (CON: 0,001±0,0001; LNN: 0,001±0,0001; 

LNI: 0,002±0,0002 células/mm2, n=8, p<0,05) (Figura 24I), sem alteração nos pesos dos 

fígados (Figuras 24E e 24J).  
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Figura 24: Análise histológica dos fígados dos fetos. Seções de fígado dos fetos fêmeas 

CON (A), LNN (B) e LNI (C e C1), coradas com H&E, demonstrando a organização celular 

próxima a veia centrolobular, a presença de megacariócitos (em destaque), que foram 

quantificados (D), e infiltrado inflamatório no grupo LNI (C1). Peso do fígado das fêmeas (E). 

Seções de fígado dos fetos machos CON (F), LNN (G) e LNI (H e H1) demonstrando a 

organização celular próxima a veia centrolobular, a presença de megacariócitos (em 

destaque), que foram quantificados (I), e infiltrado inflamatório no grupo LNI (H1). Peso do 

fígado dos machos (J) (n=8). Imagens A, B, C, C1, F, G, H, H1 (barra: 50 µm); imagens em 

destaque (barra: 20 µm). H&E: hematoxilina e eosina; : fêmeas; : machos. Valores 

expressos como Média ± EPM. *p<0,05, ***p<0,001 vs CON; ##p<0,01, ###p<0,001 vs LNN.  
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5.14 Exposição materna pré-gestacional aos OTs gerou deposição lipídica e estresse 

oxidativo no fígado dos fetos 

 

 Na avaliação dos fígados de fetos fêmeas, não foi observada diferença na 

acumulação de gotículas lipídicas, após a coloração com Oil red O (Figuras 25A, 25B, 25C e 

25D). No entanto, foi encontrado aumento nas concentrações de triglicerídeos (CON: 

204,685±21,560; LNN: 232,468±51,809; LNI: 397,059±21,731 mg/dL, n=6, p<0,05) (Figura 

25E) e de colesterol total hepático (CON: 44,051±2,090; LNN: 40,895±4,661; LNI: 

62,550±7,063 mg/dL, n=6, p<0,05) (Figura 25F). Não houve alteração na expressão do 

PPARγ nos fígados de fêmeas CON, LNN e LNI.  

 

 Na avaliação dos fígados de fetos machos, foi registrado maior acumulação de 

gotículas lipídicas no grupo LNI, após a coloração com Oil red O (CON: 0,060±0,006; LNN: 

0,071±0,008; LNI: 0,099±0,010 µm2/área total, n=6, p<0,05) (Figura 25M). Além disso, foi 

encontrado aumento nas concentrações de triglicerídeos hepático (CON: 236,0,36±23,708; 

LNN: 252,432±9,248; LNI: 365,495±21,452 mg/dL, n=6, p<0,01) (Figura 25N), sem 

modificação nos níveis de colesterol total hepático (Figura 25O). A expressão de PPARγ nos 

fígados dos machos LNI também mostrou-se elevada (CON: 1,00±0,03; LNN: 1,07±0,17; 

LNI: 1,49±0,16, n=4, p<0,05) (Figura 25P). 

 

 Quanto à análise de danos oxidativos hepáticos, foi observado aumento deste 

parâmetro em ambos os gêneros do grupo LNI. Nos fetos fêmeas, foi registrado redução de 

GSH hepática, que previne a peroxidação lipídica, em LNI (CON: 1,386±0,061; LNN: 

1,320±0,030; LNI: 1,165±0,030 mM/mg, n=7, p<0,05) (Figura 25H), e aumento dos níveis de 

TBARS em LNI (CON: 343,633±33,376; LNN: 344,360±33,123; LNI: 414,830±67,214 nmol/g, 

n=7, p<0,05) (Figura 25I). Nos fetos machos, foi encontrado um perfil semelhante, com 

redução de GSH hepática em LNI (CON: 1,366±0,048; LNN: 1,211±0,045; LNI: 1,134±0,089 

mM/mg, n=7, p<0,05) (Figura 25Q), e elevação da concentração de TBARS em LNI 

(371,867±25,686; LNN: 373,416±21,489; LNI: 492,636±38,689 nmol/g, n=7, p<0,05) (Figura 

25R).  
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Figura 25: Análise da deposição lipídica e estresse oxidativo nos fígados dos fetos. 

Seções de fígado dos fetos fêmeas CON (A), LNN (B) e LNI (C), coradas com Oil red O, e a 

quantificação das gotículas lipídicas (D) (n=6). Dosagens hepáticas de triglicerídeos (E) e 

colesterol total (F) no fígado das fêmeas (n=6). Expressão de PPARγ (G) (n=4). Marcadores 

de estresse oxidativo GSH (H) e TBARS (I) no fígado das fêmeas (n=7). Seções de fígado 

dos fetos machos CON (J), LNN (K) e LNI (L), coradas com Oil red O, e a quantificação das 

gotículas lipídicas (M) (n=6). Dosagens hepáticas de triglicerídeos (N) e colesterol total (O) 

no fígado dos machos (n=6). Expressão de PPARγ (P) (n=4). Marcadores de estresse 

oxidativo GSH (Q) e TBARS (R) no fígado dos machos (n=7). PPARγ: receptor ativado por 

proliferador de peroxissoma gama; GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; GSH: 

glutationa reduzida; TBARS: substâncias reativas ao ácido tiobarbitúrico. Imagens A, B, C, J, 

K, L (barra: 50 µm). : fêmeas; : machos. Valores expressos como Média±EPM. 

*p<0,05, **p<0,01 vs CON; #p<0,05, ##p<0,01 vs LNN. 
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6 DISCUSSÃO  

 

 Neste estudo, encontramos evidências de que a ingestão de moluscos contaminados 

com OTs promove o comprometimento dos órgãos reprodutivos e da fertilidade de ratas, 

com reflexos negativos sobre o período gestacional e os fetos da geração F1. A 

transferência dos OTs dos gastrópodes aos roedores resultou no desenvolvimento de 

irregularidade no ciclo estral, elevação nos níveis sérios dos hormônios sexuais, 

degeneração ovariana e inflamação uterina. Estes danos refletiram diretamente em 

prejuízos à implantação embrionária e a quantidade de ninhadas. A exposição pré-

gestacional aos OTs gerou dislipidemia nas grávidas, além de inflamação e acúmulo de 

lipídios na placenta, com maior expressão placentária de GLUT1 e das proteínas 

reguladoras dos transportadores de nutrientes, resultando em aumento do fluxo de glicose e 

também de colesterol no cordão umbilical. Em consequência, os fetos, de ambos os 

gêneros, responderam à desregulação materna com elevação do peso corporal e aumento 

de lipídios e estresse oxidativo hepáticos. 

 

 Agentes químicos que perturbam o sistema endócrino receberam bastante relevância 

nos últimos anos, uma vez que as exposições durante períodos críticos de desenvolvimento 

geram disfunções relacionadas com o estado metabólico, a reprodução, e muitos outros 

sistemas e/ou órgãos, e com isso, promovem o surgimento, em animais, de protótipos de 

doenças humanas. No entanto, pouco desta pesquisa projetou-se para a toxicologia dos 

OTs, por meio do modelo de contaminação dos moluscos e posterior ingestão por 

mamíferos, e um subconjunto ainda menor tem se concentrado na toxicologia reprodutiva-

gestacional. Este estudo nos possibilitou revelar que os OTs, acumulados em gastrópodes, 

são os responsáveis pela desregulação da morfofuncionalidade do sistema reprodutivo e 

placentário de ratas, do estado lipídico das grávidas e do crescimento da prole.  

 

6.1 Validação da contaminação dos moluscos com OTs e a biotransferência aos 

roedores  

 

 Para a determinação do nível de acumulação de OTs nos gastrópodes usados na 

preparação dos extratos LNN e LNI, avaliamos a concentração de Sn nos moluscos. 

Estudos relataram que frutos do mar, como peixes, gastrópodes e moluscos encontrados 

em área contaminada com OTs foram capazes de acumular estes compostos em seus 

tecidos (COSTA et al., 2013; OH, 2009; TSUDA et al., 1995). Nossos resultados corroboram 

com estes achados, uma vez que encontramos maiores níveis de Sn nos moluscos 
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imposexados coletados em região contaminada com OTs, e, portanto, foram utilizados no 

tratamento da ratas LNI. TAKAHASHI e colaboradores (2000) relataram que os níveis de 

OTs total e de Sn total apresentaram o mesmo comportamento em relação à distribuição 

corporal, diferenciação entre espécies costeiras, bem como tendências de agregação em 

mamíferos marinhos coletados da área costeira japonesa. Portanto, sugerimos que a 

acumulação significativa de Sn nos moluscos, associado à condição biológica de imposex, 

são resultantes da exposição aos OTs, especialmente ao TBT, na fonte ambiental. Além 

disso, sabe-se que o fígado está envolvido na biotransformação de xenobióticos em 

produtos solúveis em água, que são excretados no meio extracelular (GRONDIN et al., 

2007). Por exemplo, o TBT é acumulado no fígado de ratos e é metabolizado pelo citocromo 

P450 a DBT> MBT> e iSn (UENO et al., 1994). SENA e colaboradores (2017) reportaram 

que a exposição de ratas a 100 ng/Kg TBT, que é 1/3 da dose considerada segura ou 

tolerável para humanos (EPA-USA, 1997), durante 15 dias, resultou em níveis séricos de 

48,7±9,72 ng/g Sn. Por isso, realizamos a análise de Sn no soro das ratas, para determinar 

o estado de contaminação das fêmeas LNI aos OTs, e observamos que este tratamento 

expôs adequadamente as ratas à contaminação, uma vez que observamos níveis elevados 

de Sn sérico nas ratas LNI. Os valores foram inferiores aos detectados por SENA e 

colaboradores (2017), porém significativos quando comparados às ratas CON e LNN. 

Assim, conduzimos o estudo com a avaliação dos parâmetros reprodutivos. 

 

6.2 Morfofisiologia ovariana e uterina  

 

 A exposição aos OTs não afetou os pesos dos ovários e útero, no entanto, 

prejudicou as funções e as estruturas microscópicas desses órgãos reprodutivos. Ratas LNI 

apresentaram irregularidade no ciclo estral, com prolongamento da fase de metaestro-

diestro. Devido à dificuldade de diferenciação dessas fases nos animais LNI, decidimos 

representá-las juntas, e tal interpretação não afeta as demais análises, uma vez que em 

ambas as fases os níveis dos hormônios sexuais e gonadotróficos são basais. Em 

decorrência desse aumento na fase de M-D e manutenção na duração das outras fases, foi 

observado aumento na duração total do ciclo reprodutivo dos animais LNI. LAWS e 

colaboradores (2000) descreveram que a exposição ao xenobiótico etinilestradiol causou a 

supressão na ciclagem estral, com aumento dos níveis de estrogênio e progesterona. Estes 

hormônios, controlados pela relação endócrina entre o sistema hipotálamo-hipófise e os 

folículos ovarianos, desencadeiam o surto ovulatório de LH pela hipófise e assim, regulam a 

diferenciação das células do epitélio vaginal e a ciclagem reprodutiva (RICHARDS, 2006).  
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 Além da desregulação no ciclo estral, fêmeas LNI apresentaram maiores níveis 

séricos de estrogênio, progesterona e testosterona. A elevação nos níveis dos três 

hormônios esteróides confronta-se com um dos possíveis mecanismos de atuação dos OTs, 

que levaria a inibição da aromatase, que é a enzima que converte os andrógenos a 

estrógenos (COOKE, 2002; HEIDRICH; STECKELBROECK; KLINGMULLER, 2001). No 

entanto, os efeitos dos OTs sobre a atividade da aromatase ainda são controversos, e 

outras enzimas esteroidogênicas também são ativadas/inibidas pelos OTs, como a 

CYP11A1 (ARAUJO et al., 2018), HSD17β (DOERING et al., 2002; GROTE et al., 2006; LO 

et al., 2003) e a HSD3β (MCVEY; COOKE, 2003), e podem estar envolvidas na desarmonia 

da produção e secreção hormonal. Além disso, o estrogênio apresenta um mecanismo auto-

amplificador em sua própria produção e é mediado por fatores intra-foliculares, entre eles o 

IGF-1, produzido pelas células intersticiais e pelas células da granulosa, e atua aumentando 

a ação das gonadotrofinas (VIGUIÉ et al., 2018). Associado aos fatores ovarianos, tem-se 

também a ação do feedback negativo do eixo hipotálamo-hipófise-ovários. Esperávamos a 

redução nos níveis de LH e/ou FSH, visto o aumento nas concentrações séricas dos 

hormônios ovarianos. No entanto, os valores basais das gonadotrofinas não diferiram entre 

os grupos. Este achado caracteriza o prejuízo na resposta de feedback negativo nas ratas 

LNI. Estudos mostram que este dano pode ser devido à alteração da expressão dos ERs e 

PRs na hipófise e hipotálamo (DUBOIS et al., 2015; HE et al., 2017; YEO; HERBISON, 

2014), o que já foi demonstrado ocorrer após exposição ao TBT (SENA et al., 2017). 

 

 Embora as concentrações de LH e FSH não tenham alterado, observamos 

desregulação na foliculogênese das ratas LNI. Estes hormônios desempenham papéis 

importantes no desenvolvimento dos folículos. No entanto, os oócitos também secretam 

proteínas da superfamília do fator de crescimento transformador β (TGF-β), como o fator de 

diferenciação e crescimento 9 (GDF9), proteína morfogenética óssea 15 (BMP15) e fatores 

de crescimento de fibroblastos (FGFs), que funcionam como fatores parácrinos e são 

determinantes na regulação da diferenciação e função das células da granulosa, bem como 

na formação, crescimento e maturação folicular (EMORI; SUGIURA, 2014; HSUEH et al., 

2015). Ratas LNI apresentaram maior quantidade de folículos císticos, primários, atrésicos e 

corpos lúteos. KEZELE e SKINNER (2003) reportaram que o tratamento com estrogênio ou 

progesterona aumentou a porcentagem de folículos primordiais em cultura de células 

ovarianas de ratas, porém a combinação destes dois hormônios não alterou a proporção 

folicular. Além disso, aumento no número de folículos primários, sem qualquer alteração no 

número de folículos primordiais, foi observado no córtex ovariano bovino coletado de fetos 

tratados com dihidrotestosterona (DHT) (YANG; FORTUNE, 2008). O GDF9 tem sido 
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associado a esta maturação do folículo ovariano primário sem influência sobre o 

desenvolvimento dos primordiais (NILSSON; SKINNER, 2002) e, assim como o BMP15, 

também atua como fator anti-apoptótico controlando a atresia folicular (CHU et al., 2018). 

Esta alteração nos folículos é caracterizada principalmente pela apoptose nas células da 

granulosa e decorrente, entre outros fatores, de hiperandrogenemia (MANNERAS et al., 

2007) e, em folículos mais desenvolvidos, também por hiperestrogenemia (HUTZ; 

DIERSCHKE; WOLF, 1990; YAMAJI et al., 1971). A atresia ocorre como um mecanismo de 

eliminação de folículos que iniciaram o crescimento, mas não conseguiram avançar as 

etapas para atingir a ovulação (ARAUJO et al., 2018) Para distinguir a atresia em estágios 

iniciais ou tardios, classificamos como folículo cístico, os folículos atrésicos que não 

apresentavam antro e, portanto, ocorrem no início do desenvolvimento folicular. O aumento 

dos folículos císticos encontrado nos ovários de ratas LNI pode ser considerado uma via 

secundária à maturação dos folículos primordiais ou dos primários, que, por ação de fatores 

intrafoliculares, degeneram e não progridem para primários ou pré-antrais, respectivamente.  

 

 Durante o processo de atresia folicular, pode ocorrer em associação com a 

degeneração do ovócito e a desintegração das células da granulosa, o aumento no tamanho 

e número das células da teca e, assim, o folículo atrésico apresenta-se luteinizado, 

simulando um corpo lúteo (GURAYA, 1972; RUBIN et al., 1963). O corpo lúteo é uma 

glândula endócrina temporária, reconhecida, principalmente, pela habilidade de sintetizar e 

secretar progesterona (FIELDS; FIELDS, 1996), e tem esta função exarcebada sob a ação 

de andrógenos (CARRIZO et al., 1994). Portanto, sugerimos que as elevações séricas de 

estrogênio e testosterona, e o prejuízo no feedback negativo dos hormônios ovarianos 

encontrados nas ratas LNI, associados a possível desregulação de fatores parácrinos nos 

oócitos, resultam na desproporcionalidade e degeneração de folículos, assim como no 

aumento da produção de progesterona. Estes fatores, em especial a hiperandrogenemia, 

também podem estar envolvidos no aumento da deposição de colágeno perifolicular 

encontrada nos ovários de ratas LNI. LEWANDOWSKI e colaboradores (2006) verificaram 

que a secreção excessiva de testosterona perturba o equilíbrio entre metaloproteinases de 

matriz (MMPs), que facilitam a degradação da matriz extracelular, e dos inibidores teciduais 

de metaloproteinases (TIMPs), que suprimem a ativação de MMPs. Além disso, os 

andrógenos promovem o aumento dos FGFs no fluido folicular (ARTINI et al., 2006) e de 

filamentos envolvidos na fibrogênese (MA et al., 2007). Esta proliferação exagerada de 

fibroblastos, associada a um aumento da deposição de matriz extracelular, promove a 

rigidez do tecido e é uma das principais razões para a disfunção ovariana (LEBBE; 

WOODRUFF, 2013). 
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 Estudos mostraram que a exposição a 100 ng/kg de TBT também prejudicou os 

parâmetros ovarianos, porém com alguns perfis diferentes. Os tratamentos durante 15 dias 

(SENA et al., 2017) e 30 dias (ARAUJO et al., 2018) também geraram atresia ovariana e 

aumento das concentrações séricas de testosterona, no entanto, com redução dos níveis de 

estrogênio e associado à diminuição da quantidade de corpos lúteos. Além disso, TBT por 

15 dias reduziu as concentrações de LH basal e de pico e a duração da fase de proestro. 

Tais alterações não foram encontradas neste estudo e também após exposição ao TBT 

durante 30 dias. Desta forma, tornou-se adequado ressaltar que os efeitos e a tolerabilidade 

aos OTs dependem da fonte, da concentração e do tempo de exposição (KANNAN et al., 

2010). 

 

 Além da desregulação ovariana, os OTs, por meio da ingestão de moluscos 

contaminados, também estabeleceram danos uterinos. Ratas LNI apresentaram hipertrofia 

de epitélio luminal, com pontos de pseudoestratificação, e maior expressão do ERα nos 

úteros. O’CONNOR e colaboradores (1996) comprovaram que o aumento da espessura do 

epitélio luminal uterino é um marcador clássico de níveis elevados de estrogênio. Além 

disso, os principais efeitos deste hormônio no útero são mediados pelo ERα, que é isoforma 

predominante e que regula a morfogênese epitelial, a citodiferenciação, o crescimento 

(SCHÖNFELDER et al., 2004) e a proliferação de células epiteliais luminais (ABOT et al., 

2013). Em concordância com os nossos achados, o tratamento com 17β-estradiol recrutou 

ERα para as regiões promotoras no útero e estimulou mitose, alterou a morfologia das 

células epiteliais cuboidais únicas em células epiteliais colunares e aumentou a infiltração de 

células imunes (POLLARD et al., 1987). O útero de ratas LNI apresentou elevados níveis de 

marcadores de inflamação tecidual. Este achado foi caracterizado pela maior atividade de 

enzimas, como MPO, que é uma enzima encontrada nos grânulos de neutrófilos 

(MULLANE; KRAEMER; SMITH, 1985), e NAG, que é uma enzima lisossomal hidrolítica 

predominantemente produzida e liberada por macrófagos ativados (REINER et al., 1981), e 

também pela maior detecção de mastócitos. Estas células possuem grânulos contendo 

histamina, MMPs, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e interleucinas (BURD et 

al., 1989; SELVAN; BUTTERFIELD; KRANGEL, 1994) e, assim, participam do 

remodelamento da matriz extracelular (MORI et al.,1997), angiogênese/neovascularização e 

inflamação (FOLKMAN, 1982; FUKUSHIMA et al., 2001). Lesões inflamatórias repetitivas 

são conhecidas por gerar fibrose (ZHANG et al., 2013B). Os danos causados pela 

inflamação desencadeiam uma reação tecidual complexa, resultando em deposição de 

matriz extracelular nos úteros. A fibrose continua a progredir mesmo após o término do 

processo inflamatório (CADARIO et al., 2002). Portanto, a progressão do processo fibrótico 
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após um ponto crítico torna-se independente da inflamação, apesar da presença de 

inflamação ter precedido a fibrose (ARESU et al., 2012). Neste estudo, além da inflamação, 

também observamos aumento da deposição de colágeno nos úteros de ratas LNI, sugerindo 

que o acúmulo de matriz extracelular ainda enquadra-se em um estágio inicial. Resultados 

semelhantes de inflamação e deposição de colágeno uterinos foram encontrados após os 

tratamentos com TBT 100 ng/kg durante 15 dias (SENA et al., 2017) e 30 dias (ARAUJO et 

al., 2018), porém, com redução da espessura de endométrio devido aos baixos níveis de 

estrogênio.  

 

 Com estes achados reprodutivos no grupo LNI, representados por 

hiperandrogenismo, irregularidade no ciclo estral e aumento de folículos císticos/atresia 

ovariana, verificamos que a exposição aos OTs, por meio da ingestão de moluscos 

contaminados, confere às ratas características da Síndrome do Ovário Policístico (HSU, 

2015).  

 

6.3 Síndrome do Ovário Policístico (SOP) 

 

 O primeiro consenso para o diagnóstico da SOP ocorreu em 1990, em uma reunião 

em Bethesda (EUA), onde o National Institute of Health (NIH) estabeleceu 

hiperandrogenismo clínico ou laboratorial e anovulação como critérios diagnósticos, não 

levando em consideração os achados ecográficos (ZAWADSKI; DUNAIF, 1992). Novas 

pesquisas de ultra-sonografia foram realizadas no intuito de melhorar a eficácia do 

diagnóstico. Em 2003, em Rotterdam (Holanda), no encontro da European Society for 

Human Reproduction e da American Society of Reproductive Medicine, novas regras foram 

sugeridas. Para confirmar o diagnóstico de SOP, dois destes três achados deveriam estar 

presentes: hiperandrogenismo (clínico ou laboratorial), anovulação crônica (oligo ou 

amenorréia) e ovários policísticos (presença ao exame ecográfico de 12 ou mais folículos 

entre 2 e 9 mm de diâmetro médio ou volume ovariano de 10 cm3 ou mais (apenas um 

ovário era suficiente para o diagnóstico) (ROTTERDAM, 2004).  Em 2006, a Androgen 

Excess and PCOS (AE-PCOS) Society definiu que o hiperandrogenismo é o componente 

fundamental para a SOP e, associado a este critério, ao menos um dos outros dois 

(anovulação crônica e ovários policísticos) deveriam ser encontrados (AZZIZ, 2006), como 

demonstrado na Tabela 3.  

 

 Modelos hormonais, nos quais os roedores, os ovinos e os primatas não-humanos 

são tratados com andrógenos (testosterona, DHT ou dehidroepiandrosterona [DHEA]), 
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estrogênios ou inibidores da aromatase, são largamente utilizados na investigação da SOP. 

Embora não haja nenhum animal espontâneo a esta síndrome, os exemplares induzidos 

fornecem oportunidades para estudar a disfunção endócrina. Seu valor, entretanto, depende 

da fidelidade do modelo à fisiologia e doença humanas e à especificidade das perturbações 

(BOGOVICH, 1987; FAMILIARI; TOSCANO; MOTTA, 1985; WALTERS; ALLAN; 

HANDELSMAN, 2012). Porém, é importante notar que existem diferenças fundamentais 

entre a função ovariana humana e de roedores. O ciclo estral das ratas dura apenas 4-5 

dias, comparado com 28 dias em mulheres. Além disso, os roedores são poliovulatórios, 

sugerindo diferenças importantes na seleção do folículo dominante (HUANG-DORAN; 

FRANKS, 2016). Desta forma, os resultados de estudos baseados em roedores (genéticos 

ou hormonais) precisam ser extrapolados com cautela para a SOP humana (FRANKS; 

BERGA, 2012). Ainda assim, podemos sugerir que a exposição aos OTs, por meio da 

ingestão de moluscos contaminados, induz características da SOP. 

 

Tabela 3: Estudos sobre os critérios de SOP em mulheres e roedores

 

: presença; : ausência;  : presença/ausência. Adaptado de (ABRUZZESE et al., 
2016; HSU, 2015; HUANG-DORAN; FRANKS, 2016).  

 

 Além das perturbações reprodutivas, a SOP está associada a fatores de risco 

metabólico, incluindo resistência à insulina/diabetes mellitus tipo 2, obesidade e dislipidemia 

(DUNAIF, 1997; EHRMANN, 2005; ESSAH; NESTLER, 2006; FRANKS, 1995).  
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6.4 Estado energético das adultas e grávidas 

 

 Anormalidades metabólicas podem coexistir e exacerbar as características 

reprodutivas encontradas na SOP, criando um ciclo vicioso (BAPTISTE et al., 2010). 

Mulheres com SOP apresentam hiperandrogenemia e infertilidade associado ao aumento da 

adiposidade (LEGRO et al., 2013; WU et al., 2014). Resistência à insulina também foi 

registrada em aproximadamente 80% das mulheres obesas e 30-40% das magras, ambas 

com SOP (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 1999; KANDARAKI et al., 2011). Embora não 

sejam necessários para o diagnóstico da SOP, a AE-PCOS passou a recomendar os testes 

de tolerância à glicose e sensibilidade à insulina em mulheres com esta síndrome (SALLEY 

et al., 2007), também para incluir/excluir o diagnóstico de diabetes mellitus tipo 2 (MARTINS 

et al., 2006), que atinge cerca de 10% das mulheres com SOP (SIRMANS; PATE, 2013). 

Além disso, a exposição a 100 ng/Kg TBT durante 15 dias gerou aumento de peso corporal 

e adiposidade, hiperinsulinemia, e menores respostas ao TTG e TSI após 15 e 30 minutos, 

respectivamente (SENA et al., 2017). Neste estudo, não encontramos diferença no peso 

corporal ao longo dos 15 dias de tratamento, assim como nas curvas de TTG e TSI, 

demonstrando que o nosso modelo de SOP não abrange determinadas características 

metabólicas geralmente encontradas na síndrome, como a obesidade e as variações 

glicêmicas. ABRUZZESE e colaboradores (2016) induziram características de SOP em 

filhotes de ratas, por meio do tratamento pré-natal com testosterona, e encontraram todos os 

prejuízos reprodutivos necessários para diagnosticar a SOP, porém sem verificar algumas 

comorbidades metabólicas. Sugere-se que este fato, também encontrado no nosso estudo, 

deve-se à diferença de concentração de andrógeno produzido/aplicado para induzir a 

síndrome, uma vez que já se tem estabelecido que doses mais altas de andrógenos 

geraram fenótipos mais semelhantes à SOP, bem como piores distúrbios endócrinos e 

metabólicos (AMALFI et al., 2012).   

 

 Evidências mostram que a SOP também está associada à dislipidemia, que é uma 

condição anormal do perfil lipídico, caracterizada por níveis elevados de triglicerídeos, 

colesterol total, LDL-c e/ou diminuição de HDL-c (BAHCECI; AYDEMIR; TUZCU, 2007; 

CONWAY et al., 1992; MACUT et al., 2001; TALBOTT et al., 1995). WILD e colaboradores 

(2010) encontraram altos níveis de triglicerídeos e LDL-c, bem como baixos níveis de HDL-c 

em mulheres de 18 a 45 anos com SOP. A comorbidade de SOP, dislipidemia e resistência 

à insulina tem sido relacionada à doença hepática gordurosa não-alcoólica (DHGNA), 

principalmente, em obesos (BOUMOSLEH et al., 2017; GAMBARIN-GELWAN et al., 2007; 

LEGRO et al., 2013; SETJI et al., 2006; SHI et al., 2009). A DHGNA é caracterizada pelo 
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acúmulo de lipídios no fígado, histologicamente idêntico à doença hepática alcoólica, em 

indivíduos sem consumo ou consumo mínimo de álcool, e a biópsia do fígado é o padrão 

ouro para diagnóstico e estadiamento da doença (ANGULO, 2002; MATTEONI et al., 1999). 

GAMBARIN-GELWAN e colaboradores (2007) reportaram que 55% das 88 mulheres com 

SOP apresentavam esteatose hepática, cujo diagnóstico requer a detecção de triglicerídeos 

intra-hepático correspondendo a, pelo menos, 5% do peso do fígado (NASSIR et al., 2015). 

Além disso, a exposição a 100 ng/Kg TBT durante 30 dias promoveu aumento nos níveis 

séricos de colesterol total (MERLO et a., 2016) e, o mesmo tratamento durante 15 dias, 

gerou maior acúmulo hepático de gotículas lipídicas (BERTULOSO et al., 2015). Ratas LNI 

na fase adulta não apresentaram alteração nos níveis séricos de triglicerídeos e colesterol 

total e a análise histológica hepática não demonstrou qualquer indício de aumento da 

deposição lipídica, porém observamos infiltrado inflamatório próximo a veio centrolobular e 

presença de granuloma próximo ao espaço-porta. De fato, o fígado é o principal órgão para 

metabolizar e acumular xenobióticos (GRONDIN et al., 2007; WIEBKIN et al., 1982) e vários 

trabalhos tem demonstrado que os OTs geram inflamação hepática (BERTULOSO et al., 

2015; KRAJNC et al., 1984; MERKORD et al., 1997; OZ, 2016), possivelmente devido à 

formação de corpos apoptóticos ou a liberação de constituintes celulares por hepatócitos 

necróticos, que desencadeiam a ativação de células imunes inatas e a produção de 

mediadores pró-inflamatórios (GU; MANAUTOU, 2012). 

 

 Apesar de não termos encontrado variações nas análises glicêmicas e lipídicas na 

fase adulta, é sabido que durante a gravidez ocorrem alterações no anabolismo/catabolismo 

de carboidratos e lipídios para assegurar um suprimento contínuo de nutrientes para o feto 

em crescimento (BUTTE, 2000). Estas variações fisiológicas podem ser o gatilho para 

prejuízos metabólicos nas grávidas com características de SOP e, por isso, realizamos, na 

fase gestacional, as mesmas avaliações já descritas. Não observamos diferença no ganho 

de peso corporal das grávidas, desde a alocação com machos controle até a realização da 

cesariana. Também não houve alteração nas curvas de TTG e TSI, assim como na 

adiposidade e peso do fígado entre os três grupos. No entanto, além do aumento de 

aproxidamente 5 vezes nos níveis de triglicerídeos séricos verificados nas grávidas CON e 

LNN em comparação com as adultas dos grupos respectivos, observamos nas grávidas LNI, 

elevação de quase 9 vezes em relação às adultas LNI. Hipertrigliceridemia é uma condição 

normal em grávidas e valores até cinco vezes maiores do que os valores basais são 

registrados. Isso se deve ao aumento dos níveis de estrogênio e prolactina, que levam à 

maior produção hepática de VLDL-c e ao efeito lipolítico do hormônio lactogênico placentário 

sobre o tecido adiposo (DESOYE et al., 1987; WATTS et al., 1992). Porém, nas grávidas 
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LNI, a elevação de triglicerídeos séricos foi exarcebada e quase 4 vezes maior do que nas 

grávidas CON e LNN. Também registramos aumento de colesterol total sérico nas grávidas 

LNI, em relação às grávidas CON e LNN, caracterizando-se, assim, um quadro de 

dislipidemia, devido à hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia. Essa alteração no perifl 

lipídico tem forte associação com esteatose hepática, sendo já demonstrado que 60% dos 

pacientes com dislipidemia e SOP apresentaram esteatose hepática (MARCHESINI et al., 

2003). 

 

 Na análise histológica, notamos que no fígado das grávidas LNI, além de processo 

inflamatório também já registrado no fígado das adultas LNI, houve o acúmulo de vacúolos 

lipídicos redondos, de limites nítidos e tamanhos variáveis, típico de DHGNA. Em condições 

fisiológicas, no fígado, há um equilíbrio entre a captação e a exportação de ácidos graxos, 

que por sua vez podem ser esterificados ou oxidados (BROWNING; HORTON, 2004; 

KAWANO; COHEN, 2013). No entanto, quando o equilíbrio entre a lipólise e a lipogênese é 

alterado, ou o influxo de ácido graxo para o fígado aumenta, gotículas lipídicas podem 

acumular-se no fígado, levando à DHGNA e a esteatose (DEN BOER et al., 2004; 

KAWANO; COHEN, 2013). Em concordância com o nosso estudo, GRUN e colaboradores 

(2006) relataram que o TBT é lipolítico e altera a expressão de mediadores transcricionais 

críticos da adipogênese e síntese de triglicerídeos, por ação em moléculas sinalizadoras de 

RXR / PPARγ, levando à complicações metabólicas associadas à SOP, como esteatose 

hepática. Além disso, durante o processo inflamatório, que foi encontrado no fígado de 

grávidas LNI, ocorre o aumento da mobilização e concentração de lipídios, com a finalidade 

de suprir as necessidades energéticas dos hepatócitos e também para produzir os 

mediadores inflamatórios (OLIVEIRA, 2005). 

 

 No acompanhamento do peso corporal das ratas, observamos a extensão da curva 

nas grávidas LNI, devido ao retardo no estabelecimento da gravidez. O tempo entre a 

alocação com machos e o 20º DG nas fêmeas LNI aumentou 87% e 101% em relação ao 

CON e LNN, respectivamente. Além da associação com desregulação metabólica, a SOP é 

uma causa comum de infertilidade anovulatória feminina e alto risco de complicações na 

gravidez (FRANKS; STARK; HARDY, 2008; NORMAN et al., 2007). 

 

6.5 Fertilidade e implantação embrionária 

  

 A fertilidade das ratas LNI foi prejudicada pela exposição aos OTs e o 

desencadeamento de características da SOP. Em um período de avaliação de 120 dias, o 
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número de ninhadas das fêmeas LNI reduziu pela metade comparado aos grupos CON e 

LNN, sem alteração na quantidade de filhotes por ninhada. Além disso, a porcentagem de 

perda pré-implantação embrionária nas fêmeas LNI foi 2 vezes maior do que nas fêmeas 

CON e LNN. Estes achados estão em harmonia com a literatura. SENA e colaboradores 

(2017) reportaram que a exposição a 100 ng/Kg de TBT reduz a frequência de ninhadas ao 

longo de 90 dias. Elevada perda embrionária, na fase de pré-implantação, foi verificada em 

ratas expostas a doses de 12,2 e 16,3 mg/Kg de TBT (HARAZONO; EMA; OGAWA, 1996), 

enquanto que perda pós-implantação embrionária foi registrada em ratas tratadas com 33 

mg/kg de DPT (EMA; MIYAWAKI; KAWASHIMA, 1999). O aumento da perda de pré-

implantação embrionária registrada em ratas LNI reflete as mortes embrionárias durante o 

período que antecede a implantação. Este valor é obtido pela relação entre o número de 

corpos lúteos gravídicos, que não alterou entre os grupos, e o número de implantações, que 

reduziu em aproximadamente 18% nas fêmeas LNI, comparado ao CON e LNN. 

 

 Para que a ovulação e a frequência de ninhadas ocorram de forma bem-sucedida é 

necessário que a ciclagem estral seja regular. Uma alteração da ciclicidade pode, portanto, 

induzir, diretamente, pelo menos a subfertilidade através da ovulação perturbada (retardada 

ou ausente) (VIGUIÉ et al., 2018). Embora não tenhamos verificado variação no número de 

corpos lúteos gravídicos, que correspondem ao número de óvulos fecundados, ratas LNI 

apresentaram o aumento da duração das fases M-D e, consequentemente, a extensão do 

ciclo estral. Este prolongamento reduz a quantidade de picos de LH ocorridos em 

determinado tempo e, assim, diminui a ocorrência de ruptura folicular e liberação dos 

ovócitos. A ovulação nas ratas LNI gera a liberação de uma quantidade regular de ovócitos, 

porém este evento ocorre com frequência reduzida, o que diminui a probabilidade de 

gravidez. ZAID; OTHMAN e KASSIM (2014) mostraram que o tratamento com o 

xenoestrógeno bisfenol A gerou predominância de animais em diestro persistente, aumentou 

o número de folículos antrais de grande tamanho que não atingiram a ovulação e de 

folículos císticos-atrésicos, e diminuiu os folículos pré-antrais, o que, em conjunto, alterou o 

desenvolvimento de folículos pré-ovulatórios e a ovulação. Modificações no comprimento e / 

ou níveis hormonais das diferentes fases do ciclo estral podem impactar na qualidade dos 

oócitos e dos embriões. Portanto, o efeito da ciclicidade precisa ser considerado em relação 

à alteração da ovulação e da fertilidade (VIGUIÉ et al., 2018) 

 

 Estudos mostram que a ovulação espontânea ou a estimulação da ovulação em 

mulheres com infertilidade induzida pelo dano ovariano, não garante a manutenção da 

gestação (JAKUBOWICZ et al., 2002; SAVARIS et al., 2011). Assim, sugere-se que a 
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anovulação não é a única causa de infertilidade, e que o ambiente uterino contribui para as 

anormalidades na implantação de embriões em mulheres com SOP (LI et al., 2016; 

SAVARIS et al., 2011). LI e colaboradores (2016) relataram que fêmeas tratadas com DHEA 

(6 mg/100 g peso corporal/ injetado por 20 dias), um modelo de SOP em ratas,  

apresentaram o comprometimento da receptividade uterina, associada a uma redução na 

taxa de implantação embrionária e desregulação nos genes relacionados à implantação. 

Como já descrito, as ratas adultas LNI apresentaram aumento da deposição de colágeno 

uterino, o que por si só pode dificultar as etapas de receptividade, implantação e 

decidualização e, assim, diminuir a frequência de gravidez (ZHANG et al., 2013A). Além 

disso, ratas adultas LNI mostraram aumento de inflamação uterina, com elevados níveis de 

marcadores para macrófagos, assim como de detecção de mastócitos. Em gestações 

normais, os macrófagos funcionam como um suporte das células para facilitar a invasão do 

trofoblasto e formar a placenta. Em condições patológicas, os macrófagos funcionam como 

uma barreira para a invasão e diferenciação do trofoblasto (REISTER et al., 2001). Já os 

mastócitos têm sido considerados importantes na implantação embrionária, uma vez que 

sua degranulação leva à liberação de fatores, como a histamina, triptase, VEGF, que são 

cruciais para a degradação da matriz extracelular e para a neo-vascularização 

(BOSQUIAZZO et al., 2007). Ainda que o mecanismo de ativação dos mastócitos 

endometriais não seja bem estabelecido, sabe-se que o estrogênio e a progesterona 

regulam a migração e a degranulação dos mastócitos no útero, por meio da modulação da 

produção e a liberação de quimiocinas (JENSEN et al., 2010). Assim, o aumento dos níveis 

dos hormônios ovarianos detectados em ratas adultas LNI podem afetar a implantação 

devido o maior recrutamento de mastócitos.  

 

 A implantação nas ratas adultas LNI também pode ter sido comprometida pelo 

próprio aumento nas concentrações de hormônios gonadais detectado na fase em que, 

normalmente, apresentam-se em níveis basais. Isso porque as flutuações fisiológicas de 

ambos os esteroides são necessárias para a  ativação da secreção de fatores de 

crescimento no útero, a transformação do trofoblasto (PARIA; DAS; DEY, 1998) e a indução 

da decidualização uterina, em resposta do útero à implantação do blastocisto (GLASSER et 

al., 1991). Esses hormônios atuam via seus respectivos receptores. Ratas LNI apresentaram 

aumento do ERα uterino, sem alteração no PR. O ERα desempenha um papel importante na 

diferenciação celular, regulando proteínas-alvo, como o PR. Embora tanto o estroma quanto 

o epitélio expressem o PR, o estrogênio reduz a expressão desta proteína nas células 

epiteliais do lúmen, diminuindo a atuação da progesterona (TIBBETTS et al., 1998). Além 

disso, SAVARIS e colaboradores (2011) demonstraram uma resistência endometrial à 
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progesterona em indivíduos com SOP, devido à redução na expressão de genes regulados 

por progesterona no útero de mulheres com SOP. 

 

 Assim, observamos que os danos estruturais nos ovários e útero, juntamente com a 

irregularidade no ciclo estral e as alterações nos níveis séricos dos hormônios gonadais 

registrados nas fêmeas LNI, são os responsáveis pelos atrasos na ocorrência da gravidez 

devido o prejuízo na ovulação e na implantação embrionária. No entanto, quando estes 

eventos ocorrem nas ratas LNI, não há alteração na proporção de mortes embrionárias após 

a implantação e, assim, a gestação torna-se bem sucedida. Em seguida, a placenta assume 

a responsabilidade de ligar o estado nutricional materno ao crescimento fetal, através do 

transporte de nutrientes (REYNOLDS et al., 2006). 

 

6.6 Placenta 

 

 A placenta é um órgão endócrino temporário alvo da ação dos OTs, tendo já sido 

detectado acúmulo tecidual e transferência de TBT aos fetos (COOKE et al., 2008). 

Portanto, realizamos a cesariana no 20º DG para a coleta e análise deste órgão. Verificamos 

o aumento macroscópico e no peso das placentas de ratas LNI em comparação com CON e 

LNN. Registros de peso placentário mostram variações dependentes do agente químico, da 

dose e do perído de exposição. Ratas com características de SOP, após indução com 0,5 

mg/Kg de testosterona nos DG 15-19, apresentaram redução no peso placentário (HU et al., 

2015). Achado semelhante foi verificado após exposição a 20 mg/Kg de DBT, nos DG 7-9 e 

10-12 (FURUKAWA et al., 2017). COOKE e colaboradores (2008) relataram que ratas 

expostas a 0,25, 2,5 e 10 mg/Kg TBT nos DG 8-20 não apresentaram alteração no peso 

placentário. Em contrapartida e em concordância com os nossos resultados, aumento no 

peso da placenta foi detectado após exposição às doses de 0,25, 2,5, 10 e 20 mg/Kg TBT 

nos DG 0-19 ou 8-19 (ADEEKO et al., 2003), assim como após 5, 9 e 15 mg/Kg TBT nos DG 

7-15 (ITAMI et al., 1990). 

 

 Na avaliação histológica da placenta, verificamos desorganização celular na zona 

basal placentária de ratas LNI, com células gigantes trofoblásticas dispersas pela camada e, 

também, maior quantidade de células de glicogênio. A zona basal tem um papel importante 

no metabolismo de xenobióticos (EJIRI et al., 2001). Assim, essa desestruturação na 

camada pode ser vista como uma adaptação do organismo para remover o agente tóxico 

(AHBAB et al., 2017) que as fêmeas se expuseram antes da gestação e, possivelmente, 

ainda estão circulando na corrente sanguínea. As células de glicogênio foram identificadas 



93 
 

 
 

pela coloração de H&E, pela qual apresentam os citoplasmas claros e os núcleos 

condensados, com a cor mais escura do que aqueles de células de espongiotrofoblastos 

circundantes (WOODING; FLINT, 1994). As células de glicogênio interagem com as células 

natural killer uterinas, estimulando-as a modificar as artérias espiraladas, e também liberam 

os seus componentes intracelulares (glicogênio e hormônios) para o interstício, para servir 

como fonte de energia (CROY et al., 2000). Entre o 16º e 19º DG, os estoques de glicogênio 

diminuem em mais de 3 vezes na placenta de roedores (PICKARD et al., 2003). Em 

seguida, entram em uma fase apoptótica, formando grandes lacunas com glicogênio nas 

proximidades dos seios vasculares, sugerindo que seja uma fonte de energia no final da 

gestação ou talvez influencie no parto (BOUILLOT et al., 2006). O acúmulo de células de 

glicogênio na placenta, no final da gestação, pode refletir o armazenamento para o seu 

próprio uso, a incapacidade de liberar glicose dos estoques de glicogênio, ou pode ser uma 

resposta compensatória à grande oferta nutricional materna, objetivando limitar o excesso 

de glicose que chega ao feto (AKISON et al., 2017). Para a formação destas células com 

estoque de glicogênio, é necessário que a placenta receba a glicose materna, e este 

processo requer a atividade de GLUT1, que é a isoforma responsável pelo transporte de 

glicose entre a mãe e a placenta (ZHOU; BONDY, 1993). Ratas LNI apresentaram aumento 

da expressão proteica de GLUT1 na placenta, confirmando, assim, a maior aquisição de 

glicose placentária. No entanto, além de receber mais glicose materna e armazenar na 

forma de glicogênio, as placentas de ratas LNI também transferem aos fetos uma 

quantidade aumentada desse substrato, visto os altos níveis glicêmicos detectados no 

cordão umbilical. Essa transferência transplacentária de glicose é realizada por GLUT3 

(ZHOU; BONDY, 1993) e este parâmetro bioquímico do sangue do cordão umbilical 

funciona como um espelho, refletindo o estado neonatal (KHAN; SAHA, 2013). 

 

 Deposição lipídica também foi observada nas placentas de ratas LNI, por meio do 

aumento da concentração tecidual de triglicerídeos. Embora a placenta tenha capacidade de 

formar triglicerídeos a partir de glicose ou ácidos graxos (FREINKEL, 1965; ROUX; MYERS, 

1974), é sabido que a deposição lipídica placentária no final da gravidez deve-se, 

principalmente, ao aumento da quantidade de lipídios que chegam à placenta da circulação 

materna (DIAMANT; DIAMANT; FREINKE, 1980). Como os triglicerídeos não podem ser 

transportados pela placenta, são hidrolisados em ácidos graxos e, estes, são 

disponibilizados aos fetos, através de ACSVLs (KING, 2006). Não encontramos alteração na 

expressão proteica de ACSVL4 nas placentas dos três grupos. Esta isoforma localiza-se 

principalmente no sinciciotrofoblasto, na zona labiríntica. Embora não tenha alterado, outras 
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isoformas de ACSVLs estão presentes na placenta e envolvidas na transferência de ácidos 

graxos (O’TIERNEY-GIN et al., 2015), e podem ter tido o funcionamento comprometido. 

 

  Hipercolesterolemia materna durante a gravidez também facilita a disponibilidade de 

lipídios para o feto (SCHAEFER-GRAF et al., 2008)  e pode contribuir para o acúmulo na 

placenta. Ratas LNI apresentaram aumento de colesterol total placentário, assim como no 

sangue do cordão umbilical. Aumento do fornecimento de lipídios à circulação fetal também 

foi registrado após o comprometimento da função placentária global  (ZHU et al., 2010) 

decorrente da produção de citocinas pró-inflamatórias e adipocinas por significativos 

subconjuntos de macrófagos (LAGER et al., 2011). Nas placentas das ratas LNI 

encontramos aumento nos níveis de marcadores inflamatórios que detectam neutrófilos e 

macrófagos, sem dano oxidativo, visto que as concentrações teciduais de GSH e TBARS 

não diferiram. A gravidez, por si só, é um estado inflamatório (STEWART et al., 2007). Em 

gestações associadas a complicações reprodutivas e/ou metabólicas, a inflamação de baixo 

grau, antes da gravidez, inicia uma cascata de eventos que se traduzem em um ambiente 

inflamatório no útero, e posteriormente, na placenta (CHALLIER et al., 2008).  

 

 A expressão dos transportadores placentários é regulada por mecanismos 

moleculares envolvendo mTOR (JANSSON; POWELL, 2013), que é ativado por vias de 

mediadores inflamatórios ou de fatores de crescimento, como a insulina (LAPLANTE; 

SABATINI, 2012). GORDON e colaboradores (1995) mostraram que a insulina aumentou a 

expressão de GLUT1 em células trofoblásticas isoladas. Além disso, insulina regulou 

positivamente a síntese de glicogênio placentário (HIDEN et al., 2009) e aumentou o peso 

da placenta (SUSA et al., 1984). Embora as ratas adultas e grávidas LNI não tenham 

apresentado alteração nas curvas glicêmicas nos testes de tolerância à glicose e 

sensibilidade à insulina, as modificações estruturais e proteicas placentárias, como aumento 

do tamanho e do peso, maior expressão de GLUT1, acúmulo de glicogênio, e elevação no 

fluxo de glicose e lipídios no cordão umbilical, caracterizam uma ativação do sensor de 

nutrientes mTOR, via IR (ACEVEDO et al., 2005). Além disso, DESOYE e colaboradores 

(1994) reportaram que a insulina fetal também atua como um regulador da função 

placentária, atuando como um fator de crescimento para a placenta (HIDEN et al., 2009). De 

fato, observamos o aumento da expressão proteica do IRβ nas placentas de ratas LNI. A 

ligação da insulina ao IR na membrana placentária pode ativar 2 vias de sinalização: a Ras-

ERK-mTOR e a via PI3K-Akt-mTOR (COLOMIERE et al., 2009). Não encontramos alteração 

na expressão de ERK e p-ERK nas placentas LNI, logo, a cascata migraria para a regulação 

de PI3K-Akt-mTOR. Em concordância, observamos o aumento da p-Akt. Esta ativação inibe 
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proteínas inibitórias, resultando na ativação de mTOR (LAPLANTE; SABATINI, 2012), o que 

foi verificado na placenta das ratas LNI, com aumento de 61% e 31% na expressão de p-

mTOR, comparado as ratas CON e LNN, respectivamente. Em condições saudáveis, o 

excesso de nutrientes maternos inibe a via mTOR, potencialmente através de um feedback 

negativo, em um esforço para restringir o transporte excessivo de nutrientes e otimizar o 

crescimento fetal (WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006). No entanto, quando o fluxo 

de nutrientes está constantemente aumentado, a via de sinalização do mTORC1 é ativada, 

contribuindo para o aumento do transporte de nutrientes (GACCIOLI et al., 2013; JANSSON 

et al., 2013). Assim, esta desregulação na mTOR placentária, decorrente de patologias 

durante a gravidez, resulta no crescimento anormal do feto (BRETT et al., 2014). 

 

6.7 Herança fetal 

 

 O crescimento fetal é criticamente dependente dos nutrientes maternos e do 

adequado funcionamento placentário (JANSSON; IllSLEY, 1993). Como esperado, os fetos 

de ambos os gêneros, de mães LNI, apresentaram aumento no peso corporal.  

Supercrescimento fetal está relacionado positivamente tanto com a maior expressão de 

transportadores de nutrientes placentários (JANSSON et al., 2013), quanto com o maior 

peso da placenta (WALLACE; HORGAN; BHATTACHARYA, 2012). Além disso, recém-

nascidos de mães com SOP apresentaram aumento da adiposidade fetal (MALIQUEO et al., 

2009), possivelmente devido a maior disponibilidade de glicose, que é prontamente 

convertida em gordura fetal (ROSARIO et al., 2015), e também são mais propensos a 

desenvolverem alterações metabólicas (RECABARREN et al., 2008).  

 

 O fígado fetal regula as funções metabólicas e é dependente do crescimento do feto. 

Alterações no suprimento de nutrientes placentários promovem mudanças na estrutura e 

função hepática (BURNS et al., 1997; LANE et al., 2002). Além disso, o fígado é um 

importante alvo de acumulação dos OTs. COOKE e colaboradores (2008) demonstraram 

que o TBT atravessa a placenta, e que as concentrações de OTs totais nos fígados fetais 

foram equivalentes aos níveis placentários e muito maiores do que a carga total encontrada 

em filhotes inteiros. Apesar de não termos registrado diferença nos pesos dos fígados fetais, 

a análise microscópica demonstrou aumento de megacariócitos hepáticos nos fetos fêmeas 

e machos de mães LNI. Durante o período fetal, o fígado é o principal órgão hematopoiético 

(MOHAMMADI et al., 2013). Em ratos, a hematopoiese hepática é iniciada no 12º DG e 

atinge seu pico no 17º DG, quando células eritróides e megacariócitos podem ser 

identificados, e encerra-se 2-3 dias após o nascimento (HEBEL; STROMBERG, 1986; 
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TRAVER et al., 2001). Os megacariócitos são facilmente reconhecidos no fígado fetal, por 

serem células grandes, com extenso citoplasma e núcleo irregular e lobulado 

(PAPADANTONAKIS; RAVID, 2009). Estas células são precursoras das plaquetas e a 

produção hepática fetal parece gerar mais plaquetas do que a derivada da medula óssea em 

adultos (MAZHARIAN; WATSON; SÉVERIN, 2009). Aumento de megacariócitos hepáticos 

fetais reflete a maior demanda de plaquetas pelo organismo, possivelmente devido a 

processo inflamatório. As plaquetas são os primeiros corpúsculos celulares que se 

acumulam em um local com dano da parede vascular. Quando ativadas, as plaquetas 

expressam receptores para proteínas adesivas e agregam citocinas e outros mediadores. 

Além disso, fazem contato direto com células endoteliais, granulócitos, monócitos e 

linfócitos.  Através destes contatos, as plaquetas podem estimular ou inibir as funções das 

células na inflamação e auxiliar na migração transendotelial de leucócitos para o tecido 

circundante (KLINGER; JELKMANN, 2002). Em concordância, fetos fêmeas e machos de 

mães LNI apresentaram infiltrado inflamatório hepático próximo a veia centrolobular. 

Estudos têm demonstrado essa associação entre doenças inflamatórias e a trombocitose 

(BJERRE et al., 2000; HEITS et al., 1999; KLINGER; JELKMANN, 2002), e evidências tem 

sugerido o volume médio de plaquetas como um novo marcador de inflamação (FARAH; 

KHAMISY-FARAH, 2015). 

 

 A ativação plaquetária também tem sido observada em pessoas com 

hipertrigliceridemia (SCHNEIDER, 2009). Quando ocorre em fetos, esta dislipidemia gera 

superacumulação de triglicerídeos no fígado fetal (SOFTIC et al., 2012). Corroborando com 

estes dados, verificamos em ambos os gêneros fetais, de mães LNI, o aumento da 

concentração hepática de triglicerídeos. Como o fígado dos fetos apresenta muitos capilares 

sinusoides dilatados, a detecção de acúmulo lípidico microscopicamente, torna-se 

dificultada. Por isso, realizamos a avaliação histológica da deposição lipídica utilizando a 

coloração de Oil red O, que é um corante que se dissolve em lipídios neutros, como 

colesterol, ácidos graxos e triglicerídeos. Por esta técnica, observamos maior acúmulo 

lipídico apenas no fígado de fetos machos. Além disso, aumento na expressão proteica do 

PPARγ, que é um marcador do metabolismo lipídico hepático e indutor de lipogênese 

(CHAMORRO-GARCIA et al., 2013), também só foi verificada nos fígados de fetos machos. 

Em contrapartida, altos níveis de colesterol tecidual só foram registrados no fígado dos fetos 

fêmeas. Esses achados mostram prejuízo de mobilização lipídica nos fígados dos fetos 

fêmeas e machos, com algumas diferenças relacionadas ao gênero. CHAMORRO-GARCIA 

e colaboradores (2013) também relataram diferenças metabólicas entre os fetos expostos 

ao TBT, sendo que machos apresentaram fenótipos mais intensos nas análises dos tecidos 
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adiposos e no perfil de expressão gênica, enquanto que as fêmeas mostraram fenótipo 

hepático mais pronunciado do que os machos, permitindo-lhes sugerir que existe diferenças 

na forma de atuação do TBT entre os tecidos e os gêneros. A concentração de lipídios no 

fígado também favorece a metabolização dos ácidos graxos. Essa oxidação gera peróxido 

de hidrogênio, que produz radicais hidroxila na presença de ferro, sendo ambos espécies 

reativas de oxigênio (RAO; REDDY, 2001). O excesso desses metabólitos esgota os 

antioxidantes naturais, como o GSH, causando o estresse oxidativo e resultando na 

peroxidação lipídica hepática (GARCÍA-MONZÓN et al., 2000; NEUSCHWANDER-TETRI; 

CALDWELL, 2003). Corroborando com esses trabalhos, encontramos níveis aumentados 

dos marcadores de estresse oxidativo no fígado dos fetos fêmeas e machos, representados 

por redução do antioxidante GSH e aumento de TBARS, que detecta os subprodutos da 

peroxidação lipídica. 

 

 A acumulação de lipídios no fígado fetal tem sido relacionada ao desenvolvimento de 

vários distúrbios metabólicos, especialmente na vida adulta (MCCURDY et al., 2009). 

Quando o feto é colocado sob a influência de determinados estímulos durante o 

desenvolvimento embrionário, as respostas adaptativas que ocorrem nesse período podem 

ser fixadas permanentemente, ocasionando um paradigma fisiopatológico. Assim, o feto 

pode ser programado durante o desenvolvimento intrauterino para desenvolver doenças 

efêmeras e/ou permanentes na idade adulta (BARKER et al., 1989). Além disso, quando 

estas disfunções são desencadeadas apenas às gerações F1 e F2, tem-se uma herança 

multigeracional (SKINNER, 2008). No entanto, CHAMORRO-GARCIA e colaboradores 

(2013) demonstraram que a exposição ao TBT gerou efeitos prejudiciais metabólicas até a 

geração F3, sendo, portanto, uma herança transgeracional e permanente (ANWAY; 

SKINNER, 2006; JIRTLE; SKINNER, 2007). 

 

 Desta forma, verificamos que a exposição direta aos OTs, por meio da ingestão de 

moluscos contaminados, confere características da SOP e sub-fertilidade às ratas adultas e 

modificação do perfil lipídico após estabelecimento da gravidez, enquanto que a 

transferência vertical aos fetos da geração F1 resulta em distúrbios lipídicos hepáticos de 

ambos os gêneros, como sintetizado na Figura 26. 

 



98 
 

 
 

 

Figura 26: Esquema sumarizando os efeitos tóxicos dos OTs observados neste 

estudo. A exposição de ratas adultas aos OTs, por meio da ingestão de moluscos 

contaminados, produz efeitos tóxicos sobre o sistema reprodutivo destas fêmeas e gera 

heranças adaptativas ao período gestacional e à formação da placenta, interferindo no 

crescimento dos fetos.  
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7 CONCLUSÃO 

 

Os dados apresentados neste estudo indicam que: 

 

1. Em ratas adultas, os OTs provenientes da ingestão de moluscos contaminados, geram 

disfunções reprodutivas características da SOP, como hiperandrogenismo, irregularidade 

no ciclo estral e aumento de folículos císticos/atresia ovariana, que refletem na redução 

da fertilidade, porém, não há alteração no perfil energético glicêmico e lipídico; 

2. Quando engravidam, as ratas expostas aos OTs no período pré-gestacional, passam a 

apresentar hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia e deposição lipídica hepática; 

3. A formação da placenta de ratas expostas aos OTs é diferenciada, com desorganização 

da zona basal, acúmulo de lipídios e inflamação, além de superexpressão do GLUT1 e 

das proteínas reguladoras IRβ, p-Akt e p-mTOR; 

4. O estado lipídico materno e as modificações placentárias refletem no maior crescimento 

dos fetos de ambos os gêneros, e em danos à estrutura do fígado, que apresenta maior 

concentração de lipídios, inflamação e estresse oxidativo. 

 

Assim, este trabalho gerou conhecimento sobre parâmetros reprodutivos, energéticos, 

placentários e de herança aos fetos do 1º modelo de biotransferência dos OTs para 

mamíferos. 
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9 ANEXOS  
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9.2 Outras produções 
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