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“Devemos fazer o desenvolvimento para o homem e 

não condicionar o homem à sua prática. A grande 

revolução a que aspiramos, a qual, ao nosso 

entender, precede a do próprio progresso econômico, 

é a educação do povo.” 
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RESUMO 

O cádmio (Cd) é um metal pesado tóxico conhecido por ser um importante 

desregulador endócrino. Contudo, poucos estudos exploram os efeitos da 

exposição ao Cd no desenvolvimento de características da síndrome do ovário 

policístico (SOP) e da falência ovariana prematura (FOP). Neste estudo, 

avaliamos se a exposição subaguda ao Cd a uma dose similar à de exposição 

ocupacional resulta em anormalidades no eixo hipotálamo-hipófise-gônada 

(HPG) e alterações relacionadas a SOP e FOP. Ratas Wistar foram expostas a 

CdCl₂ (100 ppm em água por 30 dias) e os níveis de Cd no soro, eixo HPG e 

útero foram avaliados. Além disso, avaliamos fatores metabólicos, função do 

eixo HPG, morfofisiologia do trato reprodutivo, inflamação, estresse oxidativo e 

fibrose. A exposição ao Cd elevou seus níveis no soro, no eixo HPG e útero. As 

ratas Cd apresentaram danos metabólicos, redução da adiposidade, dislipidemia 

e resistência à insulina (RI). O Cd também causou o funcionamento inadequado 

no eixo HPG. Constataram-se irregularidades no ciclo estral, expressão de 

mRNA hipotalâmica anormal com superexpressão de Kisspeptina 1 (Kiss1), 

receptor de androgênio (AR) e proteína alvo mecanístico da rapamicina (mTOR) 

e menor expressão dos receptores de Kiss1 (Kiss1R) e de leptina (LepR) e do 

fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), altos níveis do hormônio luteinizante (LH), 

baixos níveis do hormônio anti-Mülleriano (AMH) e desenvolvimento folicular 

ovariano anormal, redução da reserva ovariana e do número de folículos antrais 

foram observados, sugerindo depleção ovariana. Além disso, a exposição ao Cd 

causou diminuição na espessura da camada da granulosa e do número de 

corpos lúteos juntamente com um aumento de folículos císticos e atrésicos. A 

exposição ao Cd aumentou a inflamação, estresse oxidativo e o remodelamento 

no trato reprodutivo. Finalmente, correlações positivas foram identificadas entre 

os níveis de Cd sérico e no trato reprodutivo com resistência à insulina, 

dislipidemia e duração do ciclo estral, folículos císticos, atrésicos, níveis de LH e 

inflamação. Assim, esses dados sugerem que a exposição subaguda ao Cd com 

dose similar à de exposição ocupacional altera a função do eixo HPG, levando a 

características da SOP e FOP, além de anormalidades metabólicas em ratas. 

Palavras-chave: Cádmio, desregulador endócrino; eixo hipotálamo-hipófise-

ovário; síndrome do ovário policístico; falência ovariana prematura. 



ABSTRACT 

Cadmium (Cd) is a toxic heavy metal known to be a major endocrine disruptor. 

However, few studies have explored the effects of Cd exposure on developing 

polycystic ovary syndrome (PCOS) features and premature ovarian failure (POF). 

In this study, we evaluated whether subacute exposure to Cd at a dose similar to 

that of occupational exposure results in damage to the hypothalamic-pituitary-

gonadal (HPG) axis and abnormalities related to PCOS and FOP. Wistar rats 

were exposed to CdCl₂ (100 ppm in water for 30 days), we evaluated the levels 

of Cd in the blood, HPG axis and uterus. In addition, we evaluated metabolic 

factors, HPG axis function, reproductive tract morphophysiology, inflammation, 

oxidative stress and fibrosis. Exposure to Cd raised its levels in serum, HPG axis 

and uterus. The Cd rats presented metabolic damage, adiposity reduction, 

dyslipidemia and insulin resistance (IR). Cd also caused the HPG axis to 

malfunction. Irregularities in the estrous cycle, abnormal hypothalamic mRNA 

expression with overexpression of Kisspeptin 1 (Kiss1), androgen receptor (AR) 

and rapamycin mechanistic target protein (mTOR) and lower expression of Kiss1 

(Kiss1R) and leptin receptors (LepR) were observed and tumor necrosis factor 

alpha (TNF-a), high levels of luteinizing hormone (LH), low levels of anti-Müllerian 

hormone (AMH) and abnormal ovarian follicular development, reduced ovarian 

reserve and follicle number antral were observed, suggesting ovarian depletion. 

Furthermore, exposure to Cd decreases the granulosa layer thickness and the 

corpora lutea counting and increases the cystic and atretic follicles. Cd exposure 

increased inflammation, oxidative stress, and remodeling in the reproductive 

tract. Finally, positive correlations were observed between serum and 

reproductive tract Cd levels with insulin resistance, dyslipidemia and estrous 

cycle duration, cystic and atretic follicles, LH levels and inflammation. Thus, these 

data suggest that subacute exposure to Cd at a dose similar to that of 

occupational exposure alters the function of the HPG axis, leading to PCOS and 

FOP features besides metabolic abnormalities in female rats. 

Keywords: Cadmium, endocrine disruptor; hypothalamic-pituitary-gonadal axis; 

polycystic ovary syndrome; premature ovarian failure. 
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1. INTRODUÇÃO 

Em 1817 na Prússia, após suspeita de contaminação por Arsênio na 

produção de óxido de zinco (Zn), muito utilizado na indústria farmacêutica, o 

professor alemão Friedrich Strohmeier identificou um óxido amarelado composto 

de um novo metal. Alguns nomes foram sugeridos para o novo elemento como 

klaprothium e melinum, mas prevaleceu o nome proposto por Strohmeier, 

cádmio (Cd), do latim cadmia, um termo genérico referente a minerais a base de 

Zn (NORDBERG, 2009; TARAKINA; VERBERCK, 2017). 

Segundo a classificação química o Cd é um metal de transição de número 

atômico 48. Assim como outros metais não é encontrado no ambiente em sua 

forma pura, mas sim formando diferentes complexos com outros metais como 

Zn, cobre (Cu), chumbo (Pb), além de carbonatos e até mesmo com poluentes 

emergentes como os microplásticos (MASSOS; TURNER, 2017; OLGUN; 

YILDIZ; ŞAHIN, 2020). É um metal branco prateado, consideravelmente macio 

e maleável, sendo encontrado em concentrações entre < 5 e 110 ng/L nos 

oceanos e em concentrações que variam entre 0,1-0,5 ppm na crosta terrestre 

(OLGUN; YILDIZ; ŞAHIN, 2020; VALLERO, 2014). 

As concentrações de Cd no solo e na água dependem de fatores que 

resultem na mobilidade dos compostos contendo esse metal, podendo ser de 

origem natural como os observados nas atividades vulcânicas, na dispersão de 

aerossóis de sais marinhos e no natural desgaste de rochas. Contudo, existem 

fatores de origem antropogênica, ou seja, aqueles derivados de atividades 

humanas, os quais contribuem com cerca de 80-90 % de dispersão do Cd e de 

seus compostos (BARRAZA et al., 2017). 

As fontes antropogênicas chegam a inserir de 3-10 vezes mais Cd na 

atmosfera do que as fontes naturais. As indústrias dependendo do seu tipo de 

atividade acabam por gerar resíduos com diferentes concentrações desse metal 

na forma de vapores e poeira. As principais atividades que liberam esses 

resíduos são a produção de reagentes corrosivos, estabilizantes de PVC, 

pigmentos para tintas, baterias recarregáveis de níquel-cádmio (Ni-Cd), 

formação de ligas, galvanoplastia, uso de fertilizantes fosfatados e queima de 

combustíveis fósseis (BULAT et al., 2009; GENCHI et al., 2020; TURNER, 2019; 

ZHAO, Y. et al., 2020). 
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Uma vez acumulado no solo o Cd é absorvido por diversos tipos de 

vegetais, seu acúmulo é observado principalmente em regiões onde se faz o uso 

de fertilizantes fosfatados e também em plantios localizados nas proximidades 

de regiões com atividade petrolífera. Altas taxas de absorção de Cd são notadas 

em plantas como o tabaco (utilizado na produção de cigarros e charutos), o 

cacau (principal ingrediente de chocolates), cereais (principalmente o arroz), e 

inúmeros vegetais folhosos como as verduras. (A.T.S.D.R., 2012; BARRAZA et 

al., 2017). 

Em humanos a principal rota da exposição ao Cd é a ingestão, podendo 

ocorrer pelo consumo de alimentos/água contaminados para não fumantes e 

trabalhadores não ocupacionais. Entretanto, além da contaminação por 

ingestão, a fumaça do cigarro e a inalação do ar em áreas de indústrias de 

metais, são também fontes importantes de exposição, logo, os fumantes e 

trabalhadores de setores da indústria metalúrgica são os principais expostos e 

consequentemente os mais afetados (GENCHI et al., 2020; SATARUG et al., 

2013). 

A absorção do Cd pelo organismo humano varia de acordo com a via de 

exposição. A inalação principalmente por consumo de cigarro chega a cerca de 

25 % (5-50 %). Consumir um único cigarro aumenta as concentrações séricas 

de Cd  em cerca de 0,1-0,2 μg/L visto que cada cigarro pode conter de 0,5-2 μg 

desse metal dependendo da origem do tabaco e o grau de utilização de 

fertilizantes fosfatados (A.T.S.D.R., 2012; BERNHARD; ROSSMANN; WICK, 

2005). 

A absorção por via oral, seja por ingestão de alimentos ou água 

contaminada, tem absorção estimada em 5 % (1-10 %), contudo, a absorção por 

água contaminada é maior do que por alimentos contaminados. Alguns dos 

primeiros estudos de absorção de Cd em animais observaram que esse 

processo ocorre na porção superior do intestino delgado, sendo um processo 

mediado por carreadores (ANDERSEN et al., 1994; JACOBO-ESTRADA et al., 

2017; SORENSEN; NIELSEN; ANDERSEN, 1993; US EPA IRIS, 1989). 

A exposição ao Cd por ingestão leva a uma taxa de absorção de 1 a 6 % 

como demonstrado em modelos roedores e primatas. Em humanos, a taxa média 
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de absorção intestinal fica em torno de 4,6 a 6 %. Estudos apontam que os níveis 

de Cd no sangue total são maiores em mulheres não fumantes do que em 

homens não fumantes como mostra uma investigação realizada com 328 

indivíduos de pares gêmeos, sendo 61 pares monozigóticos e 103 pares 

dizigóticos com idade média de 68 anos demonstrou que mulheres não fumantes 

apresentavam níveis mais elevados Cd no sangue do que homens não fumantes. 

Outro estudo com 7377 participantes, sendo 3700 mulheres e 3677 homens 

mostrou em várias faixas etárias que vão de 20 a ≥65 anos níveis mais elevados 

no sangue total de Cd nas mulheres do que nos homens (BJÖRKMAN; VAHTER; 

PEDERSEN, 2000; FRIBERG et al., 2019; JÄRUP et al., 1998; KIM et al., 2014). 

Em investigações animais identificou-se que a deficiência nutricional com 

baixa ingestão de ferro (Fe), Zn, cálcio (Ca2+) e proteínas pode aumentar 

consideravelmente a absorção de Cd. Em humanos principalmente em mulheres 

a absorção é elevada dependendo das reservas de ferro do organismo. Pessoas 

com baixas reservas de Fe, chegam a apresentar níveis de Cd quatro vezes 

superiores aos níveis de pessoas com reservas normais. A maior captação de 

Cd em mulheres com baixo estoque de Fe tem relação com a expressão do 

transportador de metal divalente (DMT1) nos enterócitos humanos, uma vez que 

o Cd compete pelo transportador com o Fe. Deste modo, uma vez que baixos 

níveis de ferro e normalmente com baixa ferritina são encontrados em mulheres 

em idade fértil, é razoável que se observe maiores taxas de absorção 

gastrointestinal de Cd em mulheres do que em homens (ANDERSEN; NIELSEN; 

NORDBERG, 2004; CHANEY et al., 2004; FLANAGAN et al., 1978; FRIBERG et 

al., 2019; NORDBERG et al., 2007; TALLKVIST; BOWLUS; LÖNNERDAL, 2001; 

ZALUPS; AHMAD, 2003). 

Embora a ingestão alimentar esteja entre as principais vias de exposição 

ao Cd, poucos detalhes são conhecidos sobre seu mecanismo de absorção. 

Estudos em roedores demonstraram que o mecanismo de captação celular do 

Cd no intestino delgado consiste na ligação a sítios aniônicos na membrana 

celular seguido por uma internalização dependente da temperatura e limitante 

da taxa de captação, que provavelmente, está relacionada à fluidez da 

membrana. Por fim, o processo de absorção se dá por transporte através da 

membrana basolateral para o fluido intersticial. Esse processo corresponde a 
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apenas 1-2 % da taxa de captação do lúmen (KLAASSEN; LIU; DIWAN, 2009; 

PROZIALECK, 2013; THÉVENOD et al., 2019). 

Sabe-se que o transporte de Cd do intestino delgado é também facilitado 

por outros mecanismos como o já mencionado DMT1, além de transportadores 

de outros metais como Zn, através do ZIP8 e ZIP14, canais de cálcio, 

transportadores de aminoácido (como conjugados de Cd-cisteína), por 

endocitose de complexos Cd-metalotioneína (Cd-MT) e por outras formas 

(Figura 1). As metalotioneínas (MTs) são um grupo de proteínas de baixo peso 

molecular produzido pelo epitélio intestinal, apresentam como função primária o 

armazenamento e regulação da concentração intracelular de Zn, além disso, 

atuam na neutralização de radicais livres gerados localmente. O Cd é capaz de 

estimular a produção de MTs, e como estas possuem capacidade de ligação a 

metais pesados, tendem sequestrar parte do Cd ingerido. Animais experimentais 

e trabalhadores expostos de forma ocupacional apresentam níveis de MTs até 

dez vezes maiores que indivíduos sadios. Após a absorção o Cd é distribuído 

pela circulação sistêmica para vários órgãos ligado à albuminas e outras 

biomoléculas reativas contendo grupos tiol no plasma, porém, em menor 

quantidade na forma de Cd-MT (KLAASSEN; LIU; DIWAN, 2009; PROZIALECK, 

2013; THÉVENOD et al., 2019). 

Uma vez absorvido pelas células teciduais por ação de transportadores 

similares aos que se encontram nos enterócitos, o Cd se acumula em vários 

órgãos por vários meses e em alguns casos por décadas. No sangue, em 

exposições agudas ou recentes, a meia vida do Cd pode ser de três a quatro 

meses, enquanto, um acúmulo tecidual de longo prazo pode levar a uma meia 

vida de cerca de 30 anos. Estima-se que a meia vida do Cd nos rins seja de 6 a 

38 anos, no fígado 4 a 19 anos, e por fim, em outros tecidos seja de 9 a 47 anos. 

Isso acontece pois no citosol o Cd acaba sendo quelado por biomoléculas que 

tem sua produção estimulada pela presença do metal. Em humanos cerca de 

50% da carga corporal de cádmio é encontrada nos rins, mas outros órgãos ou 

tecidos de bioacumulação importantes e que contribuem para a carga corporal 

são fígado (15%) e músculo (20%). A quantidade de cádmio no osso é pequena 

se comparada a outros órgãos. (A.T.S.D.R, 2002; ORGANIZATION OF THE 
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UNITED NATIONS WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2011; RAFATI 

RAHIMZADEH et al., 2017; THÉVENOD et al., 2019). 

 

Figura 1: Fontes de exposição ao Cd e formas de absorção no intestinal.  MTD1: 

transportador de metal divalente. MT: metalotioneína. Baseado em Klaassen; Liu; Diwan, 2009; 

Prozialeck, 2013; Thévenod et al., 2019 (KLAASSEN; LIU; DIWAN, 2009; PROZIALECK, 2013; 

THÉVENOD et al., 2019). 

A contaminação ambiental com Cd é de particular preocupação, já que 

esse metal tem como características formar compostos não biodegradáveis e de 

alta toxicidade para muitos organismos. Além disso, algumas formas do Cd têm 

alta solubilidade em água, logo, é facilmente absorvido por produtores primários 

e pode entrar na dieta humana via cadeia trófica. A contaminação ambiental pelo 

Cd não traz apenas efeitos ambientais adversos, mas também riscos para a 

saúde humana (BARRAZA et al., 2017; BOLAN et al., 2014). 

Estima-se que a exposição ambiental a produtos químicos leve a custos 

que excedam aproximadamente 10 % do produto interno bruto (PIB) global, valor 
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esse que considerando o PIB global de 2021, seria de 9,6 trilhões de dólares 

americanos, aproximadamente seis vezes mais que o PIB brasileiro do mesmo 

ano, que foi de 1,6 trilhões de dólares ou 8,9 bilhões de reais. Não há 

informações específicas com relação aos gastos em saúde pública com 

complicações atribuídas diretamente ao Cd para o Brasil ou de forma global na 

literatura. Casos de osteoporose atribuídas ao Cd foram investigados em três 

países europeus, Bélgica, França e Espanha, utilizando os níveis urinários do 

metal em investigações realizadas nesses países. Os custos absolutos com 

fraturas variaram entre 0,12 (menor estimativa na Bélgica) e 2,6 bilhões de euros 

(maior estimativa na França) em mulheres com mais de 55 anos, sendo que 

cerca de 23 % dos casos foram atribuídos à exposição ao Cd (OUGIER et al., 

2021) 

Os danos à saúde causados pelo Cd não são um assunto atual. O 

conjunto de casos de uma doença que viria a ser chamada de itai-itai (“doloroso” 

na tradução simples do japonês) que ocorreu na cidade de Toyama no Japão a 

partir de 1910, acendeu o alerta para os riscos da contaminação com Cd. A 

cidade possuía uma das principais minas de metais no mundo que abastecia o 

desenvolvimento tecnológico da época e chegou a fornecer material para a 

Segunda Guerra Mundial (BERNHOFT, 2013; KAJI, 2012). 

A intensa atividade da mina poluiu o rio Jinzu com resíduos contendo Cd 

entre os anos 1910 e 1950. Como o rio era usado na irrigação, o solo, o cultivo 

de arroz, vegetais e peixes foram contaminados pelo metal. A população de 

Toyama ingeria cerca de 1000 μg/dia de Cd, algo em torno de 200 vezes mais 

que populações não expostas diretamente. Ao longo de muitos anos foram 

relatados pacientes com dor severa nos ossos, anemia, disfunção renal, 

osteomalácia, dificuldade de locomoção, osteoporose e fraturas espontâneas, 

terminando em morte devido a uma considerável perda de peso, a maioria das 

vítimas eram mulheres de meia idade, na Figura 2 é possível observar algumas 

modificações físicas de pacientes acometidos pela doença itai-itai (HORIGUCHI, 

2014). 
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Figura 2: Estrutura corporal relacionada à doença itai -itai. Enfraquecimento dos ossos 

e alteração da estrutura/postura corporal em decorrência da contaminação severa por cádmio 

(DÖKMECI; ONGEN, 2009). 

O Comitê Conjunto de Especialistas FAO-OMS sobre Aditivos 

Alimentares (JEFCA – Joint FAO/WHO Expert Committee in Food Additives) 

alterou no ano de 2010 a ingestão tolerável de 7 μg/Kg de peso corporal/semana 

(estabelecido desde 1988) para uma ingestão mensal de 25 μg/Kg de peso 

corporal, somado a um limiar de excreção urinária de 5,24 μg/g de creatinina. 

(EFSA, 2009; SATARUG; VESEY; GOBE, 2017). 

No Brasil, um estudo examinou 30 amostras de chocolates 

comercializados no país, os resultados indicaram que os chocolates do tipo 

amargo apresentavam concentrações de Cd e Pb mais altos que os chocolates 

do tipo ao leite e branco. Além disso, foi possível notar que amostras com várias 

concentrações de cacau (em uma faixa de 34 a 85 %) da mesma marca 

indicaram uma correlação linear entre a porcentagem de cacau e e as 

concentrações de Cd e Pb (VILLA; PEIXOTO; CADORE, 2014). 

Outro estudo desta vez realizado no Japão, apontou pelo menos oito 

marcas de chocolate de 180 comercializadas no país com concentrações de Cd 

acima dos níveis máximos recomendados pela União Europeia. Abt e 

colaboradores (2020) examinaram 126 amostras de produtos à base de cacau 

ou de chocolate de origens diversas como América Latina, África, e de origem 

não definida e observaram correlações positivas entre a concentração de cacau 
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e a presença de Cd e Pb. Além destes, outros autores reportaram altos níveis de 

Cd e Pb em chocolates do tipo amargo ou dark quando comparados aos 

chocolates ao leite, sendo isso atribuído portanto, à alta porcentagem de cacau 

sólido nesses produtos (ABT et al., 2018; ABT; ROBIN, 2020; KATAOKA et al., 

2018; VILLA; PEIXOTO; CADORE, 2014). 

A American Conference of Governmental Industrial Hygienists (ACGIH) 

estabeleceu em 2001 o índice de exposição biológica de 5 μg/L no sangue e 5 

μg/g de creatinina na urina para trabalhadores expostos por dispersão no ar. 

Atualmente a ACGIH indica para segurança de exposição respiratória níveis 

inferiores a 0,1 μg/L de Cd no ar (ACGIH, 2019; BULAT et al., 2009). 

Há no Brasil atualmente uma carência no que se diz respeito ao 

monitoramento da contaminação, exposição e dos efeitos desse metal sobre a 

saúde dos brasileiros. No contexto ambiental existem valores limite para controle 

da contaminação, contudo, no âmbito ocupacional, o Brasil se utiliza de valores 

discrepantes, alguns deles utilizados em outros países, o que não garante uma 

compatibilidade dos níveis biológicos seguros (ou menos nocivos) de 

contaminação e exposição  ao Cd com a realidade brasileira (COSTA, L. C., 

2015). 

O Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) estabelece valores 

limite de concentração de Cd em corpos de água e águas subterrâneas, sendo 

de 0,01 e 0,1 mg/L em águas doces de classe 1, 2 e 3 que são respectivamente 

águas para consumo humano após tratamento simplificado (natação, irrigação e 

proteção de áreas indígenas), tratamento convencional (natação, irrigação, 

aquicultura) e tratamento avançado (irrigação de arbóreas, pesca amadora, 

dessedentação animal); 0,005 e 0,04 mg/L em águas salinas  de classe 1 e 2 

que são respectivamente águas de recreação de contato primário (proteção de 

comunidades aquáticas, aquicultura e pesca) e contato secundário (pesca 

amadora); 0,005 e 0,04 mg/L em águas salobras classe 1 e 2  que são 

respectivamente águas de recreação de contato primário (natação) e contato 

secundário (pesca amadora). Já em águas subterrâneas a variação vai de 5-50 

μg/L dependendo do uso desde o consumo humano até dessedentação animal 

(CONAMA, 2005, 2008). 
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Os desastres e crimes ambientais são importantes formas de 

contaminação do ambiente por Cd. O colapso da barragem de Fundão em 

Mariana, Minas Gerais é considerado o episódio trágico mais significativo da 

história do Brasil. Cerca de 50 milhões de m3 de lama contendo rejeitos de 

minério de ferro foram despejados no ambiente. Esse desastre impactou de 

forma trágica o ecossistema do Rio Doce elevando os níveis de metais como 

Arsênio (As) e Cd no seu sedimento, esse material percorreu cerca de 650 Km 

ao longo do rio e alcançou o Oceano Atlântico. O Cd em especial alcançou níveis 

consideravelmente mais elevados que os encontrados anteriormente ao 

rompimento da barragem, ultrapassando os níveis considerados seguros 

segundo o CONAMA. Quando analisada a concentração de Cd diretamente na 

lama do rejeito de minério, identificou-se quantidades ainda mais elevadas, 

indicando o quão importante é o monitoramento dessas barragens para controle 

da controle e prevenção de contaminações de corpos de água (DUARTE et al., 

2021). 

Anos depois, outra tragédia ambiental ocorreu também em Minas Gerais, 

dessa vez na cidade de Brumadinho. Apesar do volume de rejeito de minério de 

ferro quatro vezes menor que o liberado no rompimento da barragem de Fundão 

(12 milhões de m3), o número de mortes foi muito superior, cerca de 270 vítimas 

fatais contra 19 da tragédia anterior. Pelo menos 2,7 km2 foram destruídos pelos 

rejeitos de mineração, incluindo vegetação de Mata Atlântica, áreas de proteção 

permanente ao longo de cursos d'água e muitos prédios corporativos e 

particulares. Uma avaliação da concentração de Cd na água e no sedimento do 

Rio Paraopeba realizada cinco dias após o rompimento da barragem indicavam 

níveis com maior probabilidade de efeitos prejudiciais, contudo, cerca de um ano 

após outro identificou deposição abaixo do limite de detecção no sedimento e 

em amostras de peixes (PARENTE et al., 2021; VERGILIO et al., 2020). 

Não há na legislação brasileira normas regulamentadoras, resoluções 

atualizadas ou qualquer menção a níveis seguros de Cd no sangue de 

trabalhadores. Apenas a Norma Regulamentadora nº 07 (NR-07) - Programa de 

Controle Médico de Saúde Ocupacional estabelece um indicador biológico de 

exposição excessiva (IBE/EE) para Cd na urina de 5 μg/g de creatinina. Os 

laboratórios clínicos brasileiros adotam valores de referência discrepantes para 
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concentrações de Cd no sangue que vão desde “níveis indetectáveis” até 10 

μg/L, um deles usa como referência os 5 μg/L recomendado pelo ACGIH, 

demonstrando a falta de uma base para a padronização da monitorização desse 

metal na população (BEHRING, 2021; FLEURY, 2021; HAOMA, 2021; HERMES 

PARDINI, 2021; MINISTÉRIO DA ECONOMIA, 2020). 

Um estudo realizado no Brasil demonstra a diferença nos níveis no 

sangue total de Cd entre populações com diferentes proximidades de áreas 

industriais. Enquanto a população localizada nas proximidades de regiões com 

atividade industrial possui maiores concentrações de Cd em amostras de sangue 

total (cerca de 0,43 μg∙L−1), a população de uma área mais distante de qualquer 

atividade industrial ou de mineração apresentava menores níveis de Cd (0,27∙L−1 

aproximadamente)  (NAKA et al., 2020). 

Em uma investigação realizada em trabalhadores, constatou-se que 

indivíduos expostos mesmo que indiretamente como os da fundição de metais 

apresentaram concentração urinária de Cd duas vezes maiores que 

trabalhadores de setores de menor exposição, como os do setor administrativo 

(0,90 ± 0,80 e 1,91 ± 1,90 μg∙L−1 respectivamente) (PEIXE et al., 2014). 

Um recente estudo de coorte (Projeto Infância e Poluentes Ambientais – 

PIPA/UFRJ) com foco nos efeitos sobre a saúde infantil da exposição a 

substâncias químicas (metais, pesticidas e plastificantes) dispersas no ambiente 

ao qual crianças estão expostas desde a concepção apresenta mesmo que 

forma preliminar, dados alarmantes. Observou-se que todas as 134 gestantes 

avaliadas apresentaram níveis séricos acima do detectável de arsénico, chumbo, 

mercúrio e cádmio. Após o parto, o sangue do cordão umbilical de todos os 

recém-nascidos também apresentou a presença desses metais, e com 

concentração ligeiramente mais alta que a das mães. Até o presente momento, 

o projeto se encontra em andamento e realizará o acompanhamento 

multidisciplinar do desenvolvimento das crianças até o quarto ano de vida 

(FRÓES-ASMUS et al., 2021). 

O Cd é considerado um dos metais mais tóxicos e com efeitos adversos 

em vários processos biológicos (Figura 3). Considerando seus efeitos 

carcinogênicos, somados aos efeitos nocivos relatados nos tecidos nervoso, 
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renal e ósseo, esse metal e seus derivados óxido, sulfato e cloreto foram 

classificados pela União Europeia na categoria 1B. Do mesmo modo, a Agência 

Internacional de Pesquisa em Câncer (IARC - International Agency of Research 

on Cancer) e a Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos (US EPA - 

United States Environmental Protection Agency) também classificaram o 

elemento e seus derivados no grupo 1 e classe B respectivamente (BARRAZA 

et al., 2017; GENCHI et al., 2020). 

 

Figura 3: Órgãos e tecidos afetados pela exposição ao Cd.  Baseado em Barraza et al., 

2017; Genchi et al., 2020 (BARRAZA et al., 2017; GENCHI et al., 2020). 

Sabe-se que vários órgãos podem ser alvos do Cd como o fígado, rins e 

o tecido adiposo branco (TAB). Este último, é um órgão dinâmico que possui a 

vital função de auxiliar na manutenção do estoque energético do corpo, papel 

essencial para a homeostase. Além dessa função, o TAB contribui com a 

liberação das adipocinas leptina e adiponectina, permitindo a comunicação 

metabólica entre os órgãos. A literatura apresenta evidências de que o Cd pode 

impactar de forma negativa as funções do TAB desregulando a adipogênese, 

lipogênese, lipólise e consequentemente a liberação das citocinas (ATTIA et al., 

2022). 
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Investigações em humanos relacionam cádmio no sangue e síndrome 

metabólica. Utilizando parâmetros como pressão arterial, circunferência da 

cintura, níveis de glicose em jejum, triglicerídeos, lipoproteína de alta densidade 

(HDL), 4084 participantes foram separados em portadores de síndrome 

metabólica e não portadores. O estudo apontou que pacientes com síndrome 

metabólica apresentavam valores mais altos de Cd do que o outro grupo e ainda 

foi possível identificar correlação positiva entre a síndrome e Cd sanguíneo em 

pessoas de até 60 anos, além de níveis mais altos em um subgrupo de mulheres 

(XING et al., 2022). Outra investigação com 140 indivíduos utilizou-se de 

informações sociodemográficas, escores de dislipidemia e diabetes e valores de 

Cd sérico. Foi identificada uma associação significante entre a concentração de 

Cd no soro com alto risco de dislipidemia (AYOUB et al., 2021). 

A leptina é uma importante adipocina que normalmente tem sua 

concentração sérica circulante proporcional à adiposidade corporal. Suas 

principais funções são regulação da ingestão alimentar, metabolismo lipídico, 

homeostase da glicose, controle da concentração de insulina, gasto energético, 

além de contribuir com eventos que envolvem a reprodução. A literatura relata 

alterações sobre o tecido adiposo sobre influência da exposição ao Cd, como 

redução do tamanho dos adipócitos, redução da expressão e consequente 

diminuição da concentração sérica de leptina, além disso, já foi relatado que a 

exposição crônica ao Cd reduz a expressão dos receptores de insulina em 

adipócitos, evento este que é um passo importante para o desenvolvimento de 

resistência à insulina, uma das características clássicas do diabetes melito do 

tipo 2 (ATTIA et al., 2022; KAWAKAMI et al., 2010, 2013; MARTÍNEZ-SÁNCHEZ, 

2020; TSAI et al., 2012). 

A toxicidade do Cd tem efeito deletério sob vários aspectos da biologia 

celular. Os íons Cd tem grande afinidade por macromoléculas contendo 

grupamentos -SH e dissulfeto. Deste modo, proteínas contendo esses grupos 

como as MTs e a glutationa (GSH) são grandes carreadores de Cd. No interior 

da célula o Cd age via produção de espécies reativas de oxigênio (EROs), dentre 

as quais radicais hidroxila, radicais superóxidos e peróxido de hidrogênio, o 

acúmulo desses radicais livres nas células resulta no estresse oxidativo como 

ilustrado na Figura 4 (GENCHI et al., 2020). 
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O termo estresse oxidativo foi introduzido por Helmut Sies e destaca o 

desequilíbrio entre a produção de substâncias oxidativas e as defesas 

antioxidantes, podendo levar a danos aos sistemas biológicos. Agentes 

endógenos e exógenos causam o estresse oxidativo, o termo espécies reativas 

de oxigênio abrange moléculas derivadas de O2, incluindo ânion superóxido 

(O2
•−), peróxido de hidrogênio (H2O2), radical hidroxila (•OH), ozônio e oxigênio 

singlete. A sinalização redox envolve a transdução de sinais em que agentes 

oxidantes funcionam como mensageiros secundários. Essa sinalização, assim 

como o estresse oxidativo, depende de estímulos endógenos e exógenos. Para 

que isso ocorra de forma fisiológica e não patológica é indispensável que ocorra 

uma regulação entre a quantidade de agentes oxidantes e agentes redutores 

como a glutationa e outros, garantindo assim, a homeostase redox. Doenças que 

envolvem o estresse oxidativo tendem a ter relação com a interrupção da 

homeostase redox, como na diabetes melito do tipo 2 (FORMAN; ZHANG, 2021). 

O estresse oxidativo leva à oxidação e desregulação de importantes 

biomoléculas como o DNA, proteínas e lipídeos. O Cd pode inibir a atividade e 

ou causar a depleção de enzimas importantes para o metabolismo celular como 

as ATPases, e também enzimas que contribuem para o controle do estresse 

oxidativo, ou seja, do sistema antioxidante como a superóxido dismutase, 

catalase, glutationa peroxidase e lactato desidrogenase. Enzimas com o 

grupamento tiol inativado passam a ter sua função prejudicada, o que leva a uma 

desregulação intracelular. Deste modo, complicações como perda da integridade 

de membranas, baixo potencial mitocondrial, desregulação da síntese de ATP, 

ativação das vias da apoptose e outras podem ocorrer como ilustrado na Figura 

4 (BIAGIOLI et al., 2008; BRANCA et al., 2020; CUYPERS et al., 2010; GENCHI 

et al., 2020; PRUELL; ENGELHARDT, 1980). 
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Figura 4: Ação direta e indireta do Cd na geração de EROs e dano intracelular.  

Baseado em Genchi et al., 2020. 

O Cd pode causar desregulação não só das vias de modulação do 

estresse oxidativo, mas também da inflamação. A literatura vem relatando por 

meio de estudos in vivo e in vitro que a exposição ao Cd resulta na ativação de 

certos tipos celulares como as células de Kupfer no fígado, além de estimular a 

infiltração de neutrófilos e aumentar a secreção de fatores pró-inflamatórios e 

anti-inflamatórios via macrófagos. Os principais marcadores inflamatórios 

liberados sob exposição ao Cd são IL-1, IL-6, IL-8, TNF-α e diferentes 

quimiocinas em vários tecidos (LINDÉN et al., 2016; ODEWUMI et al., 2015; 

OLSZOWSKI et al., 2012; PAPA et al., 2014). 

O sistema imune modula os processos inflamatórios e tem papel integral 

em ambos os eventos fisiológicos e patofisiológico da reprodução. Em ambos os 

indivíduos do sexo masculino e feminino, há uma relação próxima entre seus 

tratos reprodutivos com o sistema imune que é rigidamente regulado para 

garantir de forma eficiente as demandas para uma reprodução bem-sucedida. 

Em indivíduos do sexo feminino, eventos como ovulação, menstruação, 

implantação e o parto, estão associados a indução de mediadores inflamatórios. 
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A correta programação dos processos inflamatórios, sustentam a implantação e 

consequente sucesso da gestação. Portanto, a função do sistema imune se 

alterado durante, ou até mesmo antes da gestação, pode ter um impacto 

significante não apenas na saúde reprodutiva, mais também na saúde a longo 

prazo da prole (YU; CHANG; SCHJENKEN, 2022). 

Sabe-se que a reprodução feminina é modulada  por alguns fatores 

endógenos como as alterações hormonais, inflamação e estresse oxidativo, mas 

também de fatores exógenos como a nutrição, temperatura/ambiente, e além 

desses, os contaminantes ambientais, que podem, dependendo do seu grau de 

exposição, alterar a fisiologia reprodutiva feminina (AGARWAL; GUPTA; 

SHARMA, 2005; JABBOUR et al., 2009). 

A exposição ao Cd aumenta o acúmulo desse metal ao longo do trato 

reprodutivo feminino (GALLAGHER; MOONGA; KOVACH, 2010; KUMAR; 

SHARMA, 2019; XUYING WAN et al., 2010). Esse acúmulo pode afetar o 

sistema reprodutivo  feminino desregulando o ciclo reprodutivo, causando 

anovulação, infertilidade, e como demonstrado recentemente, o 

desenvolvimento de características observadas na síndrome do síndrome do 

ovário policístico (SOP) e na falência ovariana prematura (FOP) (LEE et al., 

2018; MONTEIRO et al., 2020; ZHANG, W. et al., 2017). 

A SOP é uma desordem reprodutiva heterogênea caracterizada segundo 

os critérios de diagnóstico de Rotterdan por pelo menos duas características 

dentre três determinantes, a disfunção ovulatória parcial ou total, 

hiperandrogenismo clínico ou bioquímico e morfologia ovariana policística 

(GOODARZI et al., 2011; MCCARTNEY; CAMPBELL, 2020). 

Contudo, a SOP é associada com muitas outras complicações, já que 

indivíduos com essa condição podem apresentar outras características 

reprodutivas, metabólicas, endócrinas e até mesmo psicológicas. Dentre essas, 

elevação dos níveis de hormônio luteinizante (LH) estimulados pelo hormônio 

hipotalâmico de liberador de gonadotrofinas (GnRH), além de estar associada a 

fatores de risco cardiometabólicos incluindo síndrome metabólica, esteatose 

hepática, resistência à insulina e dislipidemia (ÁLVAREZ-BLASCO et al., 2006; 

EHRMANN et al., 2005). 
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A FOP, também conhecida como insuficiência ovariana primária, é uma 

desordem associada com função folicular ovariana imprópria e depleção da 

reserva folicular (Nelson et al., 1982; Jiao et al., 2018). É uma condição 

caracterizada por ciclo reprodutivo irregular, redução da capacidade de produzir 

esteroides sexuais e níveis aumentados de gonadotrofinas como já reportado 

por exemplo no hipogonadismo hipergonadotrófico (BENETTI-PINTO et al., 

2020). 

SOP e FOP são condições que impactam aproximadamente 10 e 1 % das 

mulheres em idade reprodutiva respectivamente. Isso é preocupante porque o 

ovário desempenha um papel fundamental como modulador integrativo da saúde 

feminina reprodutiva e não reprodutiva (BHATTACHARYA; KEATING, 2012; 

DUMESIC et al., 2015). Ambas possuem subclassificações de acordo com o 

grau de severidade das manifestações clinicas ou com o estado clínico como 

ilustrado na Tabela 1 (NELSON, L. M., 2009; WALTERS et al., 2018). 

Tabela 1 – Subclassificações da SOP e FOP de acordo com as 

características fisiopatológicas. 

Síndrome do ovário policístico (SOP) 
 

Características 
Severidade Hiperandrogenismo Oligovulação Ovário policístico 
Baixa X ✓ ✓ 

Média ✓ X ✓ 

Alta ✓ ✓ X 

Muito alta ✓ ✓ ✓ 

Falência ovariana prematura (FOP) 
 

Características 
Estado clínico Níveis de FSH Reserva folicular Ciclo reprodutivo  
Normal Normal Normal Regular 
Oculta Normal Reduzido Regular 
Bioquímica Elevado Reduzido Regular 
Evidente Elevado Reduzido Irregular/ausente 

SOP: Síndrome do ovário policístico; FOP: Falência ovariana prematura. X: Característica 

não observada; ✓: Característica observada. Baseado em Nelson (2009) e Walters et al 

(2018). 

Estudos relatam consequências prejudiciais da exposição de fêmeas ao 

Cd utilizando diferentes modelos de dose variando (0,09-8 mg/kg/dia), como 
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ciclo estral anormal, foliculogênese reduzida, níveis de hormônios sexuais 

anormais e inflamação do trato reprodutivo (TR) (A.T.S.D.R, 2002; WENG et al., 

2014). Contudo, os estudos anteriores que examinaram tais efeitos, embora 

focados em aspectos específicos do eixo HPG, ainda carecem de uma descrição 

fisiológica que conecte os efeitos centrais e periféricos da função reprodutiva 

normal. Recentemente, alguns estudos mostraram que a exposição ao Cd 

contribuiu para o desenvolvimento de características da SOP e FOP em modelos 

de mamíferos (BELANI et al., 2016; KIRMIZI et al., 2020; LEE et al., 2018). 

Entretanto, os mecanismos pelos quais a exposição ao Cd leva às 

características da SOP ou FOP pela desregulação do eixo HPG ainda precisam 

ser melhor esclarecidos. Além disso, não há relatos que mostram os efeitos do 

Cd sobre eixo HPG, bem como a modulação da função neuronal do GnRH com 

doses encontradas em trabalhadores ocupacionalmente expostos. 

Desta maneira, a proposta deste estudo foi avaliar se a exposição em 

ratas de forma subaguda a um nível sérico de Cd semelhante ao reportado em 

populações ocupacionalmente expostas e abaixo de níveis considerados 

seguros internacionalmente tem potencial de alterar o eixo HPG e o metabolismo 

e prejudicando sua função e levando desta forma ao aparecimento de 

características semelhantes àquelas presentes na SOP e FOP. 
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2. JUSTIFICATIVA E HIPÓTESE 

O Cd bem como os compostos derivados são utilizados há longos anos 

pela humanidade. Contudo, esse metal tem um grande potencial de toxicidade e 

se acumula com facilidade nos sistemas biológicos. De fato, os humanos podem 

se contaminar por inúmeras vias, respiratória, enteral e em menor quantidade 

por absorção cutânea. Sua exposição afeta inúmeros órgãos e sistemas no 

corpo humano, podendo, em alguns casos, causar a alterações graves e 

irreversíveis e até mesmo levar à morte. 

Como mencionado anteriormente, alguns fatores chamam a atenção para 

a seriedade da contaminação em indivíduos do sexo feminino, já que o Cd tende 

a se acumular mais nesses indivíduos podendo causar alterações no trato 

reprodutivo, levando a infertilidade, mas também estimulando o aparecimento de 

características de doenças com amplo grau de complicações como a FOP e SOP 

que estão associadas a problemas cardiovasculares e metabólicos, o que acaba 

por levar a um prejuízo na qualidade de vida. 

Deste modo, este estudo foi elaborado para testar a hipótese de que a 

exposição ao Cd a um nível sérico semelhante ao observado em trabalhadores 

expostos ocupacionalmente, mimetizada de forma subaguda com CdCl₂ (100 

ppm por 30 dias) possa causar irregularidades metabólicas e reprodutivas, como 

desregulação da função do eixo HPG, ciclo estral irregular, foliculogênese 

anormal, desregulação hormonal, alteração morfológica do trato reprodutivo e 

dos principais órgãos do metabolismo, com possível processo inflamatório e 

disfunção no controle do estresse oxidativo, e que essas complicações possam 

se correlacionar com as características de SOP e FOP. 
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3. OBJETIVO GERAL 

Investigar os efeitos da exposição subaguda ao CdCl₂ sobre o eixo HPG de ratas 

e sua influência em características da SOP e FOP. 

 

4. OBJETIVO ESPECÍFICO 

1. Quantificar o acúmulo de Cd ao longo do eixo HPG. 

2. Avaliar a ação da exposição subaguda ao Cd sobre o eixo HPG. 

3. Avaliar os efeitos do Cd sobre a função do trato reprodutivo. 

4. Analisar a ação do Cd sobre o perfil metabólico. 

5. Determinar ação do Cd sobre a morfometria no trato reprodutivo. 

6. Determinar ação do Cd sobre a inflamação no trato reprodutivo. 

7. Analisar o efeito do Cd sobre agentes pró-oxidantes no trato reprodutivo. 

8. Investigar a ação do Cd sobre as características da SOP. 

9. Investigar a ação do Cd sobre as características da FOP. 
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5. MATERIAL E MÉTODOS 

5.1 Animais e exposição 

Ratas Wistar adultas (12 semanas de idade, ± 200 g) foram mantidas em 

temperatura controlada, entre 23 e 25 ºC, umidade controlada, entre 50-60 % e 

com ciclos claro/escuro de 12/12 horas. Todos os protocolos foram aprovados 

pela Comissão de Ética no Uso de Animais da Universidade Federal do Espírito 

Santo (nº 33/2018). Todos os critérios de alojamento, manutenção, manipulação, 

anestesia e eutanásia seguiram as recomendações das Resoluções Normativas 

(RNs) do Conselho Nacional de Controle da Experimentação Animal (CONCEA). 

As principais RNs de consulta foram, RN nº 15, de 16/12/2013 que apresenta as 

recomendações de estrutura física e ambiente de roedores e lagomorfos, RN nº 

33, de 18/11/2016, que trata de procedimentos em roedores e lagomorfos 

mantidos em instalações de instituições de ensino ou pesquisa científica. E a RN 

nº 37, de 15/02/2018 que se refere aos procedimentos de eutanásia realizados 

em animais incluídos em atividades de ensino ou de pesquisa científica (BRASIL, 

2013, 2016, 2018). 

Para analisar alterações induzidas pela exposição subaguda de CdCl₂ no 

metabolismo, trato reprodutivo e o eixo HPG, ratas Wistar foram divididas em 

dois grupos: Grupo controle, identificado como CON (n= 27) receberam água 

filtrada potável, enquanto as ratas expostas a CdCl₂ identificadas como Cd (n= 

29), receberam solução contendo CdCl₂ (100 mg. L¯¹, Sigma, MO, EUA) 

continuamente por 30 dias. 

O grupo exposto ao CdCl₂ foi referido no texto como Cd durante toda a 

investigação. A dose de CdCl₂ e a via oral de exposição foram selecionados 

medindo os níveis séricos de Cd e comparando as descobertas atuais com 

outras investigações anteriores que relataram toxicidade nos tecidos 

reprodutivos e metabólicos (ALMENARA; OLIVEIRA; PADILHA, 2020; 

OLIVEIRA et al., 2019; SAMARGHANDIAN et al., 2015). 

As ratas receberam ração regular para ratos, foram pesadas, sua ingestão 

de alimentos (por caixa) foi medida a cada cinco dias e a ingestão de água (por 

caixa) foi avaliada a cada dois dias entre 9h e 10h da manhã durante um período 

de 30 dias (Figura 5). 
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Figura 5: Modelo de exposição dos grupos CON e Cd ao longo de 30 dias.  

 

5.2 Químicos 

Cloreto de cádmio (CdCl₂) foi dissolvido em água destilada (100 mg. L¯¹, 

Sigma, MO, EUA). 

5.3 Eutanásia 

As ratas foram anestesiadas (cetamina 90 mg / kg e xilazina 10 mg / kg, 

ip) no último dia de tratamento (dia 30) e eutanasiadas por exsanguinação. 

Amostras de sangue e a pesagem dos órgãos úmidos foram obtidos na manhã 

de fase de metaestro-diestro (M-D) e direcionados aos respectivos meios de 

conservação para histologia (PBS-formalina 10 %) ou dosagens químicas e 

bioquímicas (soro e tecidos congelados em freezer -80 ºC). 

5.4 Ciclo estral 

Realizou-se a coleta de lavado vaginal durante os 30 dias de tratamento 

com CdCl₂ a fim de acompanhar as fases do ciclo estral e determinar as 

alterações do no grupo Cd. Resumidamente, esfregaços vaginais foram 

coletados diariamente às 10:00 da manhã ao longo e examinados como 

preparações coradas com hematoxilina e eosina (H&E). A fases do ciclo estral 

foram determinadas e classificadas como proestro, estro ou metaestro / diestro, 

com base na frequência identificada de células epiteliais cornificadas, nucleadas 

e leucócitos polimorfonucleares, conforme descrito em Nelson et al (1982). 

5.5 Quantificação tecidual de Cádmio 

Após a exposição ao CdCl₂, sangue total e os órgãos, incluindo o 

hipotálamo, hipófise, ovários e úteros foram coletados para avaliação dos níveis 

de Cd (n = 4). Os níveis de Cd foram avaliados usando espectrometria de massa 

com plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, NexIon 300-D, PerkinElmer, 
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Alemanha) (SENA et al., 2017). O limite de detecção de Cd foi de 0,15 mg / mL 

para o soro, 0,008 mg / g para o hipotálamo e hipófise, 0,017 mg / g para ovários 

e 0,004 mg / g para útero. 

5.6 Análise do perfil lipídico 

Para avaliar o efeito do Cd sobre o metabolismo lipídico, os níveis de 

colesterol total, lipoproteína de alta densidade (HDL), lipoproteína de baixa 

densidade (LDL) e triglicerídeos foram medidos pelo método enzimático 

colorimétrico (Kits Bioclin-Quibasa, K083, K071, K088 e K117, respectivamente). 

Os níveis de lipoproteína de densidade muito baixa (VLDL) foram calculados 

conforme descrito em (ELEAZU; MADUABUCHI; ELEAZU, 2018). 

5.7 Análise do perfil hormonal 

Amostras de soro (n= 5-10) foram obtidas para determinar os níveis 

basais de LH e FSH por ensaios ELISA (ENZ-KIT 107 – LH e ENZ-KIT 108-0001 

– FSH, Enzo life Sciences In. Farmingdale, NY, EUA). Os níveis de estradiol (E2), 

progesterona (P4) e testosterona (T) foram medidos usando os kits ELISA (EIA-

2693, EIA-2693 e EIA-1559, respectivamente, DRG Instruments GmbH, 

Alemanha) (SENA et al., 2017). Os níveis de hormônio anti-Mülleriano (AMH) 

também foram avaliados pelo ensaio ELISA (CEA228Ra), os protocolos foram 

realizados de acordo com a bula dos fabricantes. 

5.8 PCR RT-quantitativo (RT-PCR) 

A fim de investigar alterações na expressão de mRNA a nível 

hipotalâmico, após a eutanásia, os cérebros das ratas foram dissecados e o 

hipotálamo isolado e armazenado a -80 ºC até a avaliação seguindo o protocolo 

descrito por (QUENNELL et al., 2011) (n= 5). Todo o hipotálamo foi dissecado 

ao longo dos seguintes limites: lateralmente 2 mm de cada lado do terceiro 

ventrículo do quiasma óptico até a borda posterior dos corpos mamilares e o 

tálamo dorsalmente, conforme relatado em nossos estudos anteriores (MERLO 

et al., 2016; SENA et al., 2017). Para todos os ensaios, o RNA total foi isolado 

usando reagente TRI (Invitrogen, Carlsbad, CA, EUA) e convertido em cDNA por 

meio de transcrição reversa (Applied Biosystems). O PCR em tempo real foi 

realizado com o sistema SYBR Green (Thermo Scientific, MA, EUA) usando 

primers específicos relatados na Tabela 2. A expressão do mRNA alvo foi 
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normalizada para 18S e expressa como um valor relativo usando o método de 

ciclo (Ct) de limiar comparativo (2-ΔΔCt) (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). 

 

Tabela 2 – Sequências de pares base de primers usados nos ensaios PCR 

em tempo real. 

Gene Primers Eficiência % 

GnRH F:5’-CCTCTTAGGGATCTGCGAGG-3’ 
90.383 

 R:5’-CTGGGCCAGTGCATTACATC-3’ 

Kiss1 F:5’-CTGCTGCTTCTCCTCTGTGT-3’ 
109.873 

 R:5’-TTAACGAGTTCCTGGGGTCC-3’ 

Kiss1R R:5’-TCACACCTACTGCAGTGAGG-3’ 
90.256 

 F:5’-ATAGGGCCAGCAGGTTGTAG-3’ 

AR F:5’-TGGCGGTCCTTCACTAATGT-3’ 
93.801 

 R:5’-GCACTGGCTGTACATTCGAG-3’ 

LepR F:5’-TCAACGGAGGAGAAAGGACC-3’ 
96.126 

 R:5’-GTGGATGCTAATGTGCCCTG-3’ 

mTOR F:5’-CTTGCTGATCCTCAACGAGC-3’ 
93.661 

 R:5’-TGCTGGGTGATTTCCTCCAT-3’ 

TNF-α F:5’-TACCTGGGAGGAGTCTTCCA-3’ 
92.748 

 R:5’-ACTCCAAAGTAGACCTGCCC-3’ 

AMHR2 F:5’-AAGCCTGTAGAGTGCAAGGT-3’ 
97.624 

 R:5’-GTTCCTCACTGCAGTCTCCT-3’ 

18S F:5’- CTGGATACCGCAGCTAGGAA-3’ 
100.783 

 R:5’- GAATTTCACCTCTAGCGGCG-3’ 

F: Primer forward; R: Primer reverse; GnRH: Hormônio liberador de 

gonadotropina; Kiss1: Kisspeptina 1; Kiss1R: Receptor de Kiss1; AR: 

Receptor de andrógeno; LepR: Receptor de leptina; mTOR: Alvo mamífero 

da rapamicina; TNF-α: Fator de necrose tumoral-α; AMHR2: Receptor 

hormonal anti-Mülleriano tipo 2; 18S:  18S RNA ribossômico. 

 

5.9 Análise morfológica tecidual e histopatológica 

A hipófise, ovários e útero foram fixados em tampão PBS-formalina 10 % 

neutra para as análises histológicas, morfométricas e histopatológicas para 

determinar alterações causadas pelo cádmio nos tecidos (n = 6). As seções de 

H&E foram realizadas e examinado para parâmetros morfológicos (MERLO et 

al., 2016; PODRATZ et al., 2015). Os folículos ovarianos e corpos lúteos (CL) 
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foram contados e expressos como unidades por área (mm²). Os folículos 

ovarianos foram categorizados como primordial, primário, pré-antral e antral 

(MYERS et al., 2004). Os folículos atrésicos (At) e císticos (Cis) foram avaliados 

conforme descrito por Shi et al. (2009). Foram avaliados o número total de 

folículos ovarianos saudáveis, a soma dos folículos totais (saudáveis e não 

saudáveis) e a espessura da camada de células da granulosa ovariana (Figura 

6) (CALDWELL et al., 2014). A morfometria uterina também foi avaliada com 

medição das camadas do miométrio, endométrio, e a contagem de glândulas 

uterinas Figura 6). Além da morfometria, a análise histopatológica ovariana e 

uterina também foi realizada. 

 

 

Figura 6: Avaliação de folículos antrais e morfometria uterina.  (A) Avaliação da área 

da teca e espessura da granulosa. (B) Secção representativa do útero de rata mostrando os 

parâmetros avaliados. 

 

5.10 Análise da inflamação tecidual 

Para determinar se a exposição subaguda ao Cd alterou o perfil 

inflamatório nas ratas, quantificamos o número de mastócitos hipofisário, 
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ovariano e uterino (n= 5-6) utilizando a coloração de Alcian Blue (protocolo 

padrão da Sigma). Além disso, a atividade dos neutrófilos e macrófagos ovariana 

e uterina foi medida indiretamente pelos ensaios da mieloperoxidase (MPO) e da 

n-acetil-b-D-glucosaminidase (NAG). 

5.10.1 Contagem de mastócitos 

Cortes histológicos foram corados pelo método de Alcian Blue. Em 

microscópio óptico, foram contados mastócitos por corte tecidual, sendo três 

cortes em cada lâmina (n=5-6). Cada corte teve o valor da área quantificado pelo 

software ImageJ, o quantitativo total de mastócitos foi dividido pela respectiva 

área do corte. As contagens foram realizadas e imagens obtidas por meio da 

câmera Leica acoplada a microscópio (ICC50 HD Leica Microsystems). 

5.10.2 Processamento tecidual para análise da atividade de NAG 

e MPO 

Cerca de 100 mg de tecido ovariano ou uterino foram pesados e 

processados com homogeneizador em tampão 1 (NaCl 0,1 M, Na3PO4 0,02M e 

Na2EDTA 0,015 M), centrifugados a 9000 G por 10 minutos. O sobrenadante foi 

descartado e fez-se a ressuspensão do pellet com soluções geladas de NaCl 0,2 

% e NaCl 1,6 % + 5 % de glicose. Homogeneizou-se as amostras e foram 

novamente centrifugadas por 10 minutos a 9000 G. Novamente o sobrenadante 

foi desprezado e o pellet ressuspendido em tampão 2, contendo Na3PO4 e 

Brometo de Hexa-1,6-bisdeciltrimetilamônio 0,5 % p/v) (HETAB, importante 

detergente iônico que ajuda na solubilização e extração da MPO). As amostras 

foram homogeneizadas e divididas em duas partes iguais, sendo uma destinada 

à realização do ensaio de NAG e a outra para o ensaio do MPO (DA COSTA, C. 

S. et al., 2019).
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5.10.3 MPO (Atividade de neutrófilos) 

Após a divisão do homogenato, a amostra destinada à dosagem do MPO 

foi congelada e descongelada em freezer -80 por três vezes e centrifugadas por 

15 minutos a 9000 G a 4ºC. Após processamento da amostra, em uma placa de 

microtitulação de 96 poços pipetou-se em duplicata 25 µL do substrato TMB 

(tetrametilbenzidina) diluído em DMSO (dimetil sulfóxido), (Sigma-Aldrich, 

StLoius, USA), seguido de incubação por 5 minutos a 37ºC. Por seguinte 

adicionou-se 100 µL de H2O2 a 0,002 % e incubou-se a 37 ºC por 5 

minutos. Após incubação, paralisou-se a reação com 100 µL de H2SO4. Após 

isso, foi feita a leitura da absorbância em 450 nm. A média 

das duplicatas foi usada para determinar da atividade enzimatica (DA COSTA, 

C. S. et al., 2019). 

5.10.4 NAG (Atividade de macrófagos) 

A avaliação da infiltração tecidual por macrófagos foi realizada com a 

outra parte do homogenato processado anteriormente. Inicialmente acresceu-se 

salina 0,9 % contendo Triton X-100 0,1 % vol/vol (Promega) e depois centrifugou-

se por 10 minutos a 1400 G à temperatura de 4ºC. Após processamento da 

amostra, 100 µL das amostras foram plaqueadas em duplicata para placa de 

microtitulação de 96 poços, foi adicionado 100 µL do substrato P-nitrofenil-

Nacetil-β-D-glicosaminida (Sigma). Após uma incubação de 10 minutos, 

adicionou- se 100 µL de tampão glicina, a fim de para a reação. Para detecção 

da atividade de NAG, a leitura da absorbância foi realizada em 400 nm. A média 

das duplicatas foi usada para determinar a atividade enzimatica (DA COSTA, C. 

S. et al., 2019). 

5.11 Deposição de colágeno tecidual 

Para avaliar se a exposição ao Cd alterou o remodelamento tecidual nas 

ratas expostas em comparação ao grupo controle, cortes hipofisários, ovarianos 

e uterinos (n = 5-6) foram corados com Picrosirius Red. Vinte fotomicrografias 

foram obtidas sob a objetiva de 10x. As análises foram realizadas em programa 

FIJI versão 3.7.3 (ImageJ 2018). As imagens foram convertidas em imagens em 

preto e branco de alto contraste para visualizar as fibras de colágeno coradas. 

As imagens foram obtidas na câmera Leica acoplada a microscópio (ICC50 HD 

Leica Microsystems). Os resultados representam a porcentagem de colágeno 

depositado nos tecidos (DA COSTA, C. S. et al., 2019). 
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5.12 Análise do estresse oxidativo 

O aumento no estresse oxidativo é uma característica comum em 

indivíduos expostos ao Cd, para confirmar se o mesmo ocorreu em nosso 

modelo, avaliamos o estresse oxidativo por análise de espécies reativas de 

oxigênios como os ânions superóxido (O₂●─) pela fluorescência de dihidroetídeo 

(DHE). Além disso, os níveis do antioxidante intracelular glutationa reduzida 

(GSH) e dos níveis de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) para 

determinação da peroxidação lipídica foram avaliados nas amostras ovarianas e 

uterinas (n = 6). 

5.12.1 Glutationa reduzida (GSH). 

Pesou-se 150 mg de tecido em um microtubo (n=6), e em gelo 

homogeneizou-se junto de 100 µL de PBS 1x e 300 µL de ácido tricloroacético 

(TCA 12,5 %) com homogeneizador de tecidos. As amostras foram centrifugadas 

por 15 minutos a 800 G a 4ºC. Pipetou-se então em duplicata 40 µL do 

sobrenadante para microplaca de 96 poços, juntamente com 200 µL de TRIS-

HCL 0,4 M e 20 µL de DTNB (3,95 mg/mL). Pipetou-se também uma curva 

padrão de GSH nas concentrações de 2; 1; 0,5; 0,25; 0,12; 0,06; 0,03 e 0,01 

mg/mL. A leitura foi realizada em comprimento de onda de 415 nm, e o cálculo 

de concentração foi realizado em utilizando-se a curva padrão de GSH (MERLO 

et al., 2016). 

5.12.2 Espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) 

Foram pesados e processados 150 mg de tecido em gelo, as amostras 

foram homogeneizadas com 1 mL de tampão salina-fosfato (PBS 1x) em 

microtubos devidamente identificados. O volume de 200 µL dos homogenatos 

foram transferidos e homogeneizados em vortex em criotubos, juntamente com 

200 µL de solução de ácido tiobarbitúrico (TBA 1 %) e 100 µL de ácido fosfórico 

(7 %). Os criotubos então foram alocados em estante de arame e levadas à 

estufa a 100ºC por 15 minutos. Passado esse tempo os tubos foram colocados 

em caixa térmica e cobertos com gelo, onde permaneceram por 10 minutos. 

Após isso, adicionou-se 500 µL de butanol aos tubos e os mesmos foram levados 

à centrifugação por 5 minutos a 360 G. Pipetou-se 250 µL da fase sobrenadante 

para microplaca de 96 poços, em duplicata, igualmente ao branco (HCl 1N, TBA 

1 % e ácido fosfórico 7 %; proporção 1:1:1). A leitura foi realizada nos 

comprimentos de onda 532. 



41 
 

5.12.3 Ensaio de ânion superóxido 

Para detectar os níveis de ânion superóxido (O₂●─) nos ovários e no útero, 

partes destes órgãos foram fixados em solução de Krebs-HEPES (30 % de 

sacarose) e emblocados em OCT e seccionados em uma espessura de 8 μm. 

As criosecções de tecido embebidos em OCT foram descongeladas e lavadas 

em Krebs-HEPES a fim de retirar o excesso do meio de meio OCT. e incubados 

com o corante fluorescente sensível a O₂●─ dihidroetídio (DHE) a 37°C por 30 

minutos no escuro (MERLO et al., 2019). Imagens foram obtidas usando um 

microscópio Leica com detector de fluorescência a 585 nm (DM 2500). A 

intensidade do sinal, indicando a produção de O₂●─, foi analisada na área de 

interesse em 20 secções do órgão. Processamento e análise microscópica foram 

realizados no Laboratório de Histologia Molecular e Imuno-histoquímica, UFES. 

Os níveis de O₂●─ indicam estresse oxidativo.  

5.13 Análise estatística 

Os dados foram expressos como média ± erro padrão da média (EPM). 

Para encontrar possíveis outliers nos resultados, o teste de Grubbs bilateral foi 

usado. Quando o teste identificou um outlier, usamos um método ROUT 

adaptado para detectar quaisquer outliers daquela coluna de resultados e os 

removemos de acordo com a configuração de Q em 1 % (alfa = 0,01). Os testes 

omnibus D’Agostino e Pearson foram usados para avaliar a normalidade dos 

dados. Comparações entre os grupos foram realizadas usando os testes t de 

Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e não gaussianos. 

ANOVA de duas vias foi utilizada para gráficos de linhas para verificar a interação 

entre as variáveis independentes (tempo e deformação) e foi seguida pelo pós-

teste de Turkey. Um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. Para avaliar a relação entre os parâmetros avaliados, a correlação 

de Spearman ou de Pearson foi usada quando uma distribuição não gaussiana 

ou gaussiana fosse respectivamente detectada. Todas as correlações foram 

obtidas a partir de valores de animais emparelhados. Quando a significância 

estatística foi identificada, testamos se a regressão linear ou não linear foi melhor 

ajustada. As análises estatísticas foram realizadas com o GraphPad Prism 

versão 6.00 (La Jolla, CA, EUA). 
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6. RESULTADOS 

6.1 Os níveis de cádmio tecidual se encontraram elevados nas ratas 

expostas ao Cd 

As ratas expostas ao Cd apresentaram níveis séricos de Cd 

significativamente mais elevados em comparação com as ratas CON (CON: 0,27 

± 0,11 µg/L; Cd: 2,39 ± 0,63 µg/L ; p < 0,05, Figura 7A). Um aumento nos níveis 

de Cd foi verificado no hipotálamo (CON: 0,008 ± 0,001 µg/L; Cd: 0,06 ± 0,006 

µg/g; p < 0,05, Figura 7B) e hipófise das ratas Cd em comparação com o grupo 

CON (CON: 0,01 ± 0,005 µg/L; Cd: 1,27 ± 0, 64 µg/g; p < 0,05, Figura 7C). Níveis 

aumentados do Cd ovariano (CON: 0,12 ± 0,09 µg/g; Cd: 2,48 ± 0,75 µg/g; p < 

0,05; Figura 7D) e uterino (CON: 0,01 ± 0,003 µg/g; Cd: 0,91 ± 0,09 µg/g; p < 

0,05; Figura 7E) foram identificados nas ratas Cd em comparação com as ratas 

CON. Foram observadas correlações lineares positivas entre os níveis de Cd 

sérico e hipotalâmico, ovário e uterino (p = 0,048, p = 0,012 e p = 0,010, 

respectivamente, Figura 7F, G e H). 
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Figura 7: Quantif icação tecidual de cádmio em ratas CON e Cd.  (A) Cd sérico. (B) Cd 

hipotalâmico. (C) Cd hipofisário. (D) Cd Ovariano. (E) Cd uterino. (F, G e H) Correlações positivas 

entre a concentração sérica e tecidual.  Valores expressos como média ± EPM. n=3-4 *p < 0,05. 

Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e não gaussianos. 

Correlação de Spearman ou de Pearson foi usada quando uma distribuição não gaussiana ou 

gaussiana. 

 

6.2 O Cd não alterou o consumo alimentar e hídrico, mas alterou a 

massa corporal 

Não foram identificadas alterações significativas na ingestão alimentar e 

hídrica durante os 30 dias de exposição (p > 0,05, Figura 8A e B). As ratas Cd 

apresentaram diminuição da massa corporal, que já era perceptível no dia 10 e 

continuou até o dia 30 em comparação com as ratas CON (p < 0,05 e p < 0,01, 

Figura 8C). 

 

 

Figura 8: Consumo alimentar e hídrico e a massa corporal das ratas CON e Cd. (A) 

Ingestão alimentar (ração) em gramas. (B) Ingestão hídrica em mL. (C) Massa corporal. Valores 

expressos como média ± EPM. n=11-13 *p < 0,05. ANOVA de duas vias seguido de teste de 

pós-teste de Turkey. 
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6.3 Exposição ao Cd reduziu a massa das gorduras, adiposidade e 

dos ovários 

Nenhuma mudança significativa no tecido adiposo branco parametrial foi 

verificada, embora a exposição ao Cd tenha diminuído esse depósito de gordura 

em aproximadamente 20,3 % com ratas CON (p = 0,071, Figura 9A). Além disso, 

a exposição ao Cd reduziu a massa do tecido adiposo perivesical, retroperitoneal 

e perirrenal em comparação com ratas CON (p < 0,05, Figura 9B, C e D). Como 

esperado, a exposição ao Cd reduziu a adiposidade em comparação com CON 

(p < 0,05, Figura 9E).  

 

 

Figura 9: Massa dos depósitos de tecido adiposo branco e adiposidade das ratas 

CON e Cd. (A) TAB parametrial. (B) TAB perivesical. (C) TAB retroperitoneal. (D) TAB 

perirrenal. (E) Adiposidade.  Valores expressos como média ± EPM. n=11-13 *p<0.05. Teste t de 

Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e não gaussianos. 

 

A exposição ao Cd não alterou a massa do fígado, gordura mesentérica, 

pâncreas, glândula tireoide, rins, glândulas adrenais, baço, hipófise e útero em 

comparação ao grupo CON (Tabela 3, p > 0,05, n = 11 e 13). Uma redução na 

massa ovariana foi constatada nas ratas Cd em comparação com ratas CON 

(Tabela 3, p < 0,05). 
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Tabela 3 – Massa dos órgãos corrigida pela massa corporal. 

 CON (mg/g) Cd (mg/g) P 

Órgãos    

Fígado 38,34 ± 3,18 35,15 ± 1,16 0,05 

TAB mesentérico 12,99 ± 0,97 11:00 ± 0,57 0,30 

Pâncreas 2,49 ± 0,17 2,76 ± 0,15 0,25 

Tireoide  0,07 ± 0,01 0,12 ± 0,04 0,31 

Rins 6,95 ± 0,28 7,03 ± 0,17 0,81 

Adrenais 0,27 ± 0,01 0,25 ± 0,01 0,32 

Baço 2,32 ± 0,10 2,08 ± 0,10 0,16 

Hipófise 0,05 ± 0,01 0,04 ± 0,01 0,41 

Útero 1,96 ± 0,09 1,79 ± 0,10 0,61 

Ovários 0,30 ± 0,02 0,24 ± 0,01* 0,03 

Valores expressos como média ± erro padrão da média. CON: Controle; Cd: 

Cádmio; (mg/g): miligrama de massa do órgão por grama de massa corporal; p: 

Valor de p; n=11-13. Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney para dados 

gaussianos e não gaussianos. 

 

6.4 Ratas expostas ao Cd apresentaram alteração no perfil 

metabólico 

Verificou-se aumento dos níveis de glicose no teste de tolerância à glicose 

(TTG) aos 15 minutos e área sob curva em ratas Cd em comparação com ratas 

CON (p < 0,05, Figura 10A e B). Um aumento dos níveis de glicose no teste de 

sensibilidade à insulina (TSI) em 30 min e área sob curva foram identificados em 

ratas Cd em comparação com ratas CON (p < 0,05, Figura 10C e D). 

Perfil lipídico anormal foi constatado nas ratas expostas ao Cd em 

comparação com as ratas CON. Especificamente, foram identificados aumentos 

nos níveis de colesterol sérico total, lipoproteína de baixa densidade (LDL), 

lipoproteína de densidade muito baixa (VLDL) e triglicerídeos em ratas expostas 

ao Cd em comparação com o grupo CON (p < 0,05, Figura 10E, F, G e H). 
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Observou-se redução nos níveis de lipoproteína de alta densidade (HDL) 

em ratas Cd em comparação com ratas CON (p < 0,05, Figura 10I). Identificou-

se a redução nos níveis séricos da insulina no jejum nas ratas Cd em 

comparação ao grupo CON (p < 0,05, Figura 10J) e uma elevação dos níveis 

séricos da leptina nos animais expostos ao Cd em comparação ao CON (p < 

0,05, Figura 10K). 

 

 

 

 



47 
 

 

Figura 10: Perfi l do metabolismo glicêmico e lipídico das ratas CON e Cd.  (A) Teste 

de tolerância à glicose. (B) Área sob a curva do TTG (AUC - Area under curve). (C) Teste de 

sensibilidade à insulina. (D) Área sob a curva do TSI, (AUC - Area under curve). (E) Colesterol 

total. (F) Lipoproteína de baixa densidade (LDL – low-density lipoprotein). (G) Lipoproteína de 

densidade muito baixa (VLDL – very low-density lipoprotein). (H) Triglicerídeos. (I) Lipoproteína 

de alta densidade (HDL – high-density lipoprotein). (J) Insulina sérica no jejum. (K) Leptina sérica. 

Valores expressos como média ± EPM. n = 6-8 *p < 0.05. Teste t de Student e o teste de Mann-

Whitney para dados gaussianos e não gaussianos. ANOVA de duas vias seguido de teste de 

pós-teste de Turkey. 

 

6.5 Alteração no ciclo estral foi observado nas ratas expostas ao Cd 

O ciclo estral de ratas CON e Cd foi avaliado diariamente por esfregaço 

vaginal e avaliado de acordo com Nelson et al. (1982). Durante a fase do 

proestro, os esfregaços vaginais de ratas CON tinham poucas células epiteliais 

cornificadas (Co) misturadas com várias células epiteliais nucleadas (Nu), 

indicando proestro normal. Em ratas expostas com Cd, os esfregaços vaginais 

continham uma mistura de células nucleadas e cornificadas, e leucócitos 

polimorfonucleares (PM), indicando uma fase de proestro anormal. 

Além disso, as ratas expostas ao Cd apresentaram ciclos irregulares e 

mais longos em comparação com ratas CON (p < 0,01, Figura 11A e B). As ratas 

expostas ao Cd passaram menos dias na fase estro (p < 0,05, Figura11C) e mais 

dias na fase metaestro-diestro (p < 0,01, Figura 11C) em comparação com as 

ratas CON, respectivamente. Ratas expostas ao Cd não apresentaram alteração 

na duração da fase de proestro em comparação com ratas CON (p = 0,051, 

Figura 11C). 
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Figura 11: Avaliação do ciclo estral das ratas CON e Cd.  (A) Imagens representativas 

dos esfregaços vaginais ao longo do ciclo estral de ratas COM e Cd. (B) Representação gráfica 

da ciclicidade das ratas ao longo de 30 dias. (C) Quantificação dos dias de permanência em cada 

fase do ciclo estral e a duração do ciclo. P: proestro. E: estro. M-D: metaestro-diestro. Valores 

expressos como média ± EPM. n=5-7 *p < 0.05. Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney 

para dados gaussianos e não gaussianos. 
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6.6 Ratas expostas ao Cd apresentaram aumento de LH e alteração 

no perfil de controle gênico do hipotálamo 

Os valores de LH do soro basal estavam aumentados nas ratas expostas 

ao Cd em comparação com as ratas CON (p < 0,05, Figura 12A). Não foram 

identificadas alterações significativas nos níveis de FSH do soro basal entre ratos 

expostos de CON e Cd (p > 0,05, Figura 12B). A razão LH/FSH foi realizada e 

notou-se um aumento na razão nas ratas Cd em comparação com as ratas CON 

(p < 0,05, Figura 12C). 

As expressões hipotalâmicas do mRNA do GnRH e do AMHR2 não foram 

significativamente diferentes entre ratas expostos ao CON e ao CD (p > 0,05, 

Figura 12D e K). A exposição ao Cd aumentou a expressão do mRNA da Kiss1 

e diminuiu a expressão do mRNA do Kiss1R em comparação com as ratas CON 

(p < 0,05 e p < 0,05, Figura 12E e F). 

Verificou-se aumento na expressão mRNA do AR em ratas expostos em 

Cd em comparação com ratas CON (p < 0,05, Figura 12G). Foi possível notar 

ainda a redução na expressão mRNA do LepR em ratas expostos em Cd em 

comparação com ratas CON (p < 0,05, Figura 12H). Além disso, constatou-se 

aumento na expressão mRNA do mTOR em ratas expostas ao Cd em 

comparação com ratas CON (p < 0,05, Figura 12I) e a redução da expressão 

mRNA do TNF-a em ratas expostas ao Cd em comparação com ratas CON (p < 

0,05, Figura 12J).  
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Figura 12: Níveis de gonadotrofinas e expressão gênicas em ratas CON e Cd.  (A) 

Níveis séricos do hormônio luteinizante (LH). (B) Níveis séricos do hormônio folículo-estimulante 

(FSH). (C) Razão LH/FSH. (D) Expressão do mRNA do hormônio liberador de gonadotrofinas 

(GnRH). (E) Expressão do mRNA da kisspeptina 1. (F) Expressão do mRNA do receptor da 

kisspeptina 1 (Kiss1R)1. (G) Expressão do mRNA do receptor de androgênio (AR). (H) Expressão 

do mRNA do receptor de leptina. (I). Expressão do mRNA do alvo mecanístico da rapamicina 

(mTOR - mechanistic target of rapamycin). (J) Expressão do mRNA do fator de necrose tumoral 

α. (K) Expressão do mRNA do receptor do hormônio anti-Mülleriano. Fold  change -  valor  de 

expressão de  cada  gene  na  amostra  teste  normalizado pelo valor da amostra controle. Valores 

expressos como média ± EPM. n = 5. *p < 0.05. Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney 

para dados gaussianos e não gaussianos. 

 

6.7 A exposição ao Cd levou à redução dos níveis séricos do 

hormônio anti-Mülleriano 

Não foram identificadas diferenças significativas nos níveis de soro P4, T 

e E2 entre as ratas CON e Cd expostos (Tabela 4, p > 0,05). Da mesma forma, 

nenhuma alteração significativa nas relações P4/T, P4/E2 e E2/T foi constatada 

(Tabela 4, p > 0,05). Observou-se redução dos níveis de AMH em ratos de Cd 

em comparação com ratos CON (Tabela 4, CON: 7,07 ± 0,41 ng/mL; Cd: 4,82 ± 

0,41 ng/mL; p < 0,01). 
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Tabela 4 – Níveis dos hormônios sexuais. 

 CON Cd p 

Hormônios    

P4 (ng/mL) 27,50 ± 6,53 16,67 ± 4,60 0,22 

T (ng/mL) 0,49 ± 0,05 0,60 ± 0,12 0,43 

E2 (ng/mL) 33 ± 6,69 33 ± 1,59 0,97 

AMH (ng/mL) 7,07 ± 0,41 4,82 ± 0,41* 0,01 

Ratio    

P/T 67,07 ± 20,70 26,43 ± 4,94 0,09 

P/E 1,17 ± 0,40 0,50 ± 0,13 0,15 

T/E 0,01 ± 0,01 0,018 ± 0,01 0,63 

CON: Controle; Cd: Cádmio; p: valor de p; P4: Progesterona; E2: 

Estradiol; T: Testosterona; AMH: Hormônio anti-Mülleriano; P/T: 

Razão progesterona e testosterona; P/E: Razão progesterona e 

estradiol; T/E: Razão testosterona e estradiol n=4. Teste t de 

Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e 

não gaussianos. 

 

6.8 Exposição ao Cd reduziu a reserva folicular e alterou o 

desenvolvimento dos folículos ovarianos 

As secções histológicas ovarianas do grupo CON apresentaram folículos 

ovarianos em todos os estágios normais de desenvolvimento, (Figura 13A, A1) 

e continham corpos lúteos (CL, Figura 13A2). Contudo, os ovários do grupo Cd 

apresentaram morfologia irregular, vacuolização inicial em folículos primários 

ovarianos (seta, Figura 13B3 e B6), e número reduzido de CL (Figura 13B e B2). 

Especificamente, um menor números de folículos primordiais e primários foram 

identificados em ratas de Cd em comparação com ratas CON (p < 0,05, Figura 

13C e D), sugerindo uma redução da reserva ovariana em ratas de Cd. 

A exposição ao CD causou a presença de células inflamatórias (asterisco 

e flecha, Figura 13B1.1) e atresia em pequenos folículos antral, (Figura 13B6). 

As seções ovarianas das ratas Cd tiveram um número reduzido de folículos 

ovarianos pré-antral e antral em comparação com os ovários CON (p < 0,01, 

Figura 13E e F). Os ovários do grupo Cd tiveram um número aumentado de 
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folículos atrésicos (Figura 13B e B5) e císticos (Cys, Figura 13B, B4) comparados 

aos ovários ao CON (p < 0,01, Figura 13G e H). 

Além disso, foi possível verificar a redução do número de CL nos ovários 

de Cd em comparação com os ovários CON (p < 0,01, Figura 13I). Foi ainda 

possível identificar a redução da espessura da granulosa nos ovários de Cd em 

comparação com os ovários CON (p < 0,05, Figura 13J). Não foram constatadas 

alterações significativas na área da teca entre ratas CON e Cd (p > 0,05, Figura 

13G). Entretanto, a redução no número de folículos ovarianos sadios, folículos 

totais e o aumento de folículos não sadios foram verificados em ratas de Cd em 

comparação com CON (tabela 5). 
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Figura 13: Exposição ao Cd e desenvolvimento folicular ovariano em ratas.  Seções 

representativas do grupo CON (A-A2) e do grupo Cd (B-B6). Os ovários de Cd foram corados 

com H&E, o que permitiu identificar o corpo lúteo (CL), folículos pré-antrais (Pa), folículos antrais 

(An), folículos atrésicos (At) e císticos (Cis). Presença de vacuolização inicial em folículos 

primários (Pri, seta, B3) e células inflamatórias na camada da granulosa (asterisco-macrófago e 

seta-neutrófilo, (B1.1). Folículos primordiais (C), Folículos primários (D), Folículos pré-antrais (E) 

e folículos antrais (F). Folículos atrésicos (G) Folículos císticos (H). Corpo lúteo (I). *p < 0,05. n 

= 4-6. Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e não gaussianos. 

Imagens obtidas nas fases de metaestro-diestro. 

Tabela 5 – Resumo da análise ovariana. 

 CON Cd p 

    

Parâmetros ovarianos 

Folículos sadios (nº/ μm²) 5,44 ± 0,75 1,78 ± 0,17* 0,01 

Folículos não sadios (nº/ μm²) 0,59 ± 0,09 1,46 ± 0,17* 0,01 

Folículos totais (nº/ μm²) 6,04 ± 0,79 3,25 ± 0,22* 0,01 

Área da teca (μm²) 28,58 ± 4,04 27,16 ± 3,01 0,78 

Espessura da granulosa (μm) 50,22 ± 2,26 42,79 ± 2,32* 0,02 

CON: Controle; Cd: Cloreto de cádmio; Folículos sadios: Soma dos folículos em 

desenvolvimento; Folículos não sadios: Soma de folículos atrésicos e císticos; p: Valor de p. 

Valores expressos como média ± SEM n=4-6. Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney 

para dados gaussianos e não gaussianos. 

 

6.9 A análise histopatológica nos ovários expostos ao Cd indica 

infiltração inflamatória e edema 

Foram identificados edema e áreas de hiperemia acentuada, bem como 

infiltração leve por células mononucleadas e notavelmente macrófagos e 

linfócitos na região medular e cortical ovariana nas ratas Cd (Figura 14A, B e C). 
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Figura 14: Análise histopatológica do tecido ovariano.  Ovários Cd apresentaram 

considerável quantidade de mastócitos e hiperemia (A e B). Edema e infiltrado de células 

inflamatórias mononucleares indicadas por *. Imagens obtidas nas fases de metaestro-diestro. 

 

6.10 Exposição ao Cd alterou a morfologia uterina 

O grupo exposto ao Cd (Figura 15B, B1 e B2) apresentou úteros atróficos 

comparados com ao CON (Figura 15A, A1 e A2). A exposição ao Cd reduziu a 

área uterina total em relação à CON (p < 0,05, n = 5, Figura 15C). Não foram 

constatadas alterações significativas na espessura endometrial e no número da 

glândula uterina endometrial entre ratos expostos de CON e Cd (p > 0,05, Figura 

15D e E). Além disso, foi possível notar reduções na espessura do miométrio 

interno e externo em ratos de Cd (p < 0,01, Figura 15F e G). 
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Figura 15: Exposição ao Cd e atrofia uterina em ratas.  Seções representativas do grupo 

CON (A-A2) e do grupo Cd (B-B2). Área total do útero (C), Espessura do endométrio (D), 

Glandulas do endométrio (E). Espessura do miométrio interno (F). Espessura do miométrio 

externo (L: Lúmen. LE: epitélio luminal. GE: Glândulas endometriais. End: Endométrio. Mio: 

Miométrio). *p < 0,05. n = 4-6. Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney para dados 

gaussianos e não gaussianos. Imagens obtidas nas fases de metaestro-diestro. 

 

6.11 A análise histopatológica nos úteros do grupo Cd indica 

hiperplasia glândular e perfil fibrótico 

A histopatologia do útero revelou hiperplasia glandular, alterações císticas 

e reação estromal juntamente com fibrose periglandular em ratos de Cd (Figura 

16B, C, D e E) em comparação com o aspecto normal em ratos CON (Figura 

16A). 

 

Figura 16: Análise histopatológica do tecido uterino.  (A) Grupo controle apresentando 

aspecto norma das glândulas e epitélio uterino. (B) Útero do grupo Cd. (C) Glândulas 

apresentando ectasia e ninho glandular. (D) Glândulas tortuosas hiperplásicas e dilatadas. (E) 

Fibrose periglandular. Imagens obtidas nas fases de metaestro-diestro. 
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6.12 Exposição ao Cd levou a um processo inflamatório no trato 

reprodutivo 

Mastócitos foram marcados com Alcian blue em cortes de ovários de ratas 

CON e Cd, mas sua distribuição não se apresentava de forma uniforme (Figura 

17A, A1, C e C1). Por essa razão, não fomos capazes de avaliar o número 

mastócitos no ovário. No entanto, a exposição ao Cd aumentou as atividades de 

MPO ovariano (presença de neutrófilos) e NAG (presença de macrófagos) em 

comparação com as atividades no grupo CON (p < 0,05, Figura 17E e F). Além 

disso, verificou-se aumento do número de mastócitos nos úteros (Figura 17B, 

B1, D e D1) do grupo Cd em comparação com o CON (p < 0,05, Figura 17G). 

Não foram identificadas alterações significativas nas atividades de MPO uterino 

e NAG entre ratas CON e Cd (p > 0,05, Figura 17H e I). 

 

Figura 17: Exposição ao Cd e inflamação do trato reprodutivo. Cortes representativos 

com mastócitos marcados com coloração Alcian blue nos ovários CON (A e A1) e Cd (C e C1). 

Mesma marcação realizada em cortes do tecido uterino do grupo CON (B e B1) e Cd (D e D1). 

Quantificação de MPO (E) e NAG (F) nos ovários. Quantificação de MPO (H) e NAG no útero. 

(MPO – Mieloperoxidase). (NAG – N-Acetil-β-D-glicosaminidase). N = 4-6. *p < 0,05. Teste t de 

Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e não gaussianos. Imagens obtidas 

nas fases de metaestro-diestro. 
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6.13 Exposição ao Cd alterou marcadores de estresse oxidativo no 

trato reprodutivo 

Criosecções de ovários (Figura 18A e C) e útero (Figura 18B e D) do grupo 

Cd e CON foram incubadas com o marcador fluorescente dihidroetídeo que 

marca espécies reativas de oxigênio como O₂●¯. Aumento na fluorescência de 

dihidroetídeo foi constatado em ratas expostas ao Cd em comparação com ratos 

CON (*p = 0,05 xE e F). 

Não foram identificadas alterações significativas nos níveis de TBARS 

ovariano (*p = 0,07, Figura 18G). Contudo, uma pequena redução nos níveis de 

GSH ovariano em ratos expostos em Cd em comparação com ratos COM foi 

verificada (*p < 0,05, Figura 18H). Não foi possível notar alteração significativa 

nos níveis uterinos de TBARS e GSH (*p > 0,05, Figura 18I e J). 
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Figura 18: Exposição ao Cd e estresse oxidativo no trato reprodutivo de ratas. 

Imagens representativas de cortes dos ovários (A e C) e útero (B e D) do grupo CON e Cd 

corados com dihidroetídeo (DHE). Quantificação da fluorescência de DHE nos ovários (E) e útero 

(F). Quantificação de espécies reativas ao ácido tiobarbitúrico (TBARS) nos ovários (G) e útero 

(I). Quantificação dos níveis da glutationa reduzida (GSH) nos ovários (H) e útero (J). *p < 0,05. 

n = (4-6). Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney para dados gaussianos e não 

gaussianos. Imagens obtidas nas fases de metaestro-diestro. 
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6.14 Ratas expostas ao Cd apresentam aumento na deposição de 

colágeno no trato reprodutivo 

Um aumento na deposição de colágeno nos ovários (Figura 19A, C e E) 

e na camada do endométrio do útero (Figura 19B, D e F) foi observado em ratas 

Cd em comparação com as ratas CON. *p < 0,05. 

 

Figura 19: Exposição ao Cd e deposição de colágeno no trato reprodutivo.  

Imagens representativas de cortes dos ovários (A e C) e do endométrio 

uterino (B e D) do grupo CON e Cd corados com Picrosirius red. 

Quantificação da deposição de colágeno nos ovários (E) e útero (F). *p < 

0,05. n = (5-6). Teste t de Student e o teste de Mann-Whitney para dados 

gaussianos e não gaussianos. Imagens obtidas nas fases de metaestro-

diestro. 
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6.15 Correlação entre níveis de Cd e parâmetros metabólicos e 

características de SOP e FOP 

Para avaliar a relação entre os níveis de Cd no soro, ovários e marcadores 

metabólicos (IST e LDL, etc), características semelhantes à SOP (comprimento 

do ciclo estral, folículos císticos e níveis de LH) (Tabela 6), características 

semelhantes à FOP (folículos antral, atrésicos, não sadios, atividade NAG 

ovariana (presença de macrófago) e outras anormalidades ovarianas (estresse 

oxidativo ovariano e excesso de deposição de colágeno), foram realizadas 

análises de correlação em pares e um ajuste linear (Tabela 7).  

Constatou-se correlação linear positiva entre os níveis de Cd no soro e 

ovários com a duração do ciclo estral (p = 0,01 e p = 0,01). Verificou-se 

correlação linear positiva entre os níveis de Cd sérico e o número de folículos 

císticos (p = 0,02) comparado ao grupo controle. Foi possível notar uma 

correlação positiva entre os níveis de Cd sérico e ovariano e níveis de LH (p = 

0,02 e p = 0,01) em comparação ao grupo controle. O TSI correlaciona-se 

positivamente com a duração do ciclo estral e os níveis de LH (p = 0,01 e p = 

0,01) como pode ser identificado na Tabela 6. 

Uma correlação linear negativa entre os níveis de Cd sérico e ovariano e 

o número de folículos antrais (p = 0,02 e p = 0,01) comparado ao grupo controle 

foi verificada. Além disso, notou-se correlação linear positiva entre os níveis de 

Cd ovariano e os números de folículos atrésicos (p = 0,01) comparado ao grupo 

controle. Da mesma forma, foi constatado correlação positiva entre os níveis de 

Cd e ovário e o número de folículos não sadios (p = 0,03 e p = 0,04, 

respectivamente) em comparação ao grupo controle. Observou-se correlação 

linear negativa entre os níveis de Cd sérico e ovariano e níveis de AMH (p = 0,01 

e p = 0,01) quando comparado ao grupo controle, como pode ser notado na 

Tabela 7. 

Também foi verificada correlação positiva entre os níveis de Cd sérico e 

ovariano e a atividade de macrófagos ovarianos (p = 0,01 e p = 0,02) em 

comparação ao grupo controle. Foi possível verificar uma correlação positiva 

entre os níveis de Cd sérico e o estresse oxidativo ovariano (p = 0,01) em 

comparação ao grupo controle. Os níveis de Cd ovariano não se correlacionaram 
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com a deposição de colágeno ovariana (p = 0,06) quando comparado ao grupo 

controle. Além disso, os níveis de Cd uterino foram positivamente 

correlacionados com a espessura externa do miométrio e o número de 

mastócitos (p = 0,01 e p = 0,04) em comparação ao grupo controle. Observou-

se correlação positiva entre os níveis de Cd sérico, uterino e o estresse oxidativo 

uterino (p = 0,01 e p = 0,02) quando comparado ao grupo controle. Por fim, notou-

se correlação positiva entre os níveis de Cd sérico e deposição de colágeno 

uterina (p = 0,01). Não foram constatadas outras correlações significativas como 

apresentado na Tabela 8. 

 

Tabela 6 – Correlação entre níveis de Cd e características do SOP. 

 

 Características da SOP 

 Duração do ciclo Folículo cístico LH 

[Cd] e marcadores 

metabólicos 

Correlação r P Correlação r P Correlação r P 

      

Cd sérico 0,87 0,01 0,81 0,02 0,79 0,02 

Cd ovariano 0,85 0,01 0,68 0,07 0,82 0,01 

TSI 0,88 0,01 0,56 0,14 0,84 0,01 

LDL-colesterol 0,71 0,06 0,67 0,07 0,67 0,07 

Cd: Cádmio; [Cd]: Níveis de Cd; TSI: Teste de sensibilidade à insulina; LDL: Nível de lipoproteína de baixa 

densidade; SOP: Síndrome do ovário policístico; LH: Hormônio luteinizante. Significância estatística (p < 

0,05), correlações testadas usando o teste de Spearman ou Pearson quando observada distribuição de 

dados não gaussiana ou gaussiana respectivamente. P: valor de p; n= 4. 
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Tabela 7 – Correlação entre níveis de Cd e características da FOP. 

 Características da FOP    

 Antral Atrésico Não sadio AMH Inflamação EROs Colágeno 

[Cd] e marcadores 

metabólicos 

Correlação r P Correlação r P Correlação r P Correlação r P Correlação r P Correlação r P Correlação r P 

       

Cd sérico -0,79 0,02 0,58 0,12 0,74 0,03 -0,72 0,04 0,78 0,01 0,93 0,01 0,45 0,25 

Cd ovariano -0,82 0,01 0,92 0,01 0,75 0,04 -0,73 0,04 0,81 0,02 0,73 0,51 0,71 0,06 

TSI - - - - - - - - - - - - - - 

LDL-colesterol - - - - - - - - - - - - - - 

Cd: Cádmio; [Cd]: Níveis de Cd; TSI: Teste de sensibilidade à insulina; LDL: Nível de lipoproteína de baixa densidade; FOP: Falência ovariana prematura; Não sadio: Soma de 

folículos atrésicos e císticos; AMH: Hormônio anti-Mülleriano; Inflamação: Atividade indireta de macrófago; EROS: Espécies reativas de oxigênio. (DHE ovariano: Dihidroetídieo); 

Colágeno: Deposição de colágeno ovariano. Significância estatística (p < 0,05), correlações testadas usando o teste de Spearman ou Pearson quando observada distribuição 

de dados não gaussiana ou gaussiana respectivamente. P: valor de p; n= 4. 

 

Tabela 8 – Correlação entre concentração de Cd marcadores uterinos. 

 Marcadores uterinos 

 Área total Miométrio interno Miométrio externo Nº de Glândulas Inflamação Estresse oxidativo Colágeno 

[Cd] 

Correlação r  P Correlação r P Correlação r P Correlação r P Correlação r P Correlação r P Correlação r P 

          

Cd sérico -0,35 0,36 0,14 0,73 -0,71 0,05 -0,22 0,56 0,63 0,11 0,85 0,01 0,62 0,01 

Cd uterino -0,56 0,14 -0,37 0,36 -0,83 0,01 -0,46 0,24 0,72 0,04 0,77 0,02 0,56 0,14 

Cd: Cádmio; [Cd]: Concentração de Cd; Inflamação: Número de mastócitos no útero; Estresse oxidativo: (DHE uterino: Dihidroetídeo). Significância estatística (p < 

0,05), correlações testadas usando o teste de Spearman ou Pearson quando observada distribuição de dados não gaussiana ou gaussiana respectivamente. P: valor 

de p; n= 4. 
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7. DISCUSSÃO  

O presente estudo traz evidências de que a exposição subaguda a níveis 

de Cd semelhantes aos encontrados em trabalhadores é responsável por 

prejuízos metabólicos incluindo redução da adiposidade, dislipidemia, tolerância 

à glicose e resistência à insulina anormais, além de redução da insulina e 

elevação da leptina circulantes. Além disso, este estudo mostra que a exposição 

ao Cd induz a anormalidades no ciclo estral, na expressão gênica hipotalâmica, 

nos níveis hormonais, compromete o desenvolvimento folicular ovariano e 

consequentemente na formação de corpos lúteos com aumento da atresia 

folicular e elevação de folículos císticos. A exposição ao Cd ainda apresentou 

correlação positiva entre a resistência à insulina e as alterações no comprimento 

do ciclo estral e os níveis de LH, além de correlação negativa entre os níveis 

séricos e teciduais de Cd e a quantidade de folículos antrais e os níveis do AMH. 

No presente estudo, identificamos níveis séricos de Cd (2,39 ± 0,63 μg/L) 

dentro da faixa média relatada em trabalhadores expostos de forma ocupacional 

(2-50 μg/L) como relatado na literatura (JURDZIAK et al., 2018; WHO, 1992). Os 

níveis séricos de Cd por nós observados, se correlacionam positivamente com 

os níveis de Cd no hipotálamo, ovário e útero das ratas utilizadas neste estudo. 

Sabe-se que a exposição ao Cd é associada ao acúmulo deste metal nos órgãos 

reprodutivos em roedores e mulheres (GALLAGHER; MOONGA; KOVACH, 

2010; XUYING WAN et al., 2010). Lafuente et al. (2001)  reportou um aumento 

nos níveis de Cd no hipotálamo e hipófise de ratos adultos expostos a 50 ppm 

de Cd por 30 dias. O aumento nos níveis séricos e uterino de Cd foi verificado 

após ratas adultas serem expostas a 0,09-4,5 mg de Cd/Kg por 28 ou 30 dias 

(NASIADEK et al., 2014, 2018). O mesmo foi notado em ovários de ratas adultas 

expostas a 5 mg/Kg de CdCl por 14 dias (NNA et al., 2017). Portanto, os níveis 

de Cd encontrados em nosso modelo apresentam relevância para investigação 

de cunho ambiental e os resultados aqui reportados corroboram os achados da 

literatura. 

Neste trabalho, identificamos que o grupo de ratas expostas ao CdCl2 por 

30 dias apresentaram redução da massa corporal e da massa da maioria dos 

depósitos de gordura da cavidade abdominal (com exceção da gordura 

parametrial), além da diminuição da adiposidade. Outros estudos também 
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relatam redução da massa e do ganho de massa de roedores expostos ao Cd 

em doses e tempos de exposição variados (ATTIA et al., 2022; SAEDI et al., 

2020). A redução da adiposidade e da massa do tecido adiposo branco também 

já foram reportados em outras investigações, nas mais variadas formas de 

exposição ao Cd. Estes trabalhos associam a redução do tecido adiposo ao 

prejuízo na adipogênese induzida pelo Cd, com redução da expressão do 

receptor ativado por peroxissoma gama (PPAR-γ) e do fator de transcrição 

C/EBP. Neste trabalho não realizamos a quantificação desses fatores, o que vem 

a ser uma das limitações do estudo (KAWAKAMI et al., 2010, 2013; 

SARMIENTO-ORTEGA et al., 2021). 

Além na redução da massa corporal e da adiposidade, as ratas do grupo 

Cd apresentaram alterações metabólicas no metabolismo da glicose, com 

redução da sensibilidade à insulina e da tolerância à glicose, perfil dislipidêmico 

com elevação do colesterol total, LDL, VLDL, triglicerídeos e redução do HDL, 

além da redução da insulina e aumento da leptina séricas. Os efeitos tóxicos do 

Cd podem afetar negativamente a saúde, sendo ligados a desregulação 

endócrina, doenças relacionadas ao diabetes e a desordens metabólicas (ATTIA 

et al., 2022). A dislipidemia, condição caracterizada por aumento dos níveis de 

colesterol total, LDL e a redução dos níveis de HDL, foi identificada em outros 

trabalhos em roedores expostos ao Cd (SAEDI et al., 2020; SAMARGHANDIAN 

et al., 2015; TREVIÑO et al., 2015). Nie et al., (2016) relatou que níveis séricos 

de Cd ≥ 2,95 g/L se correlacionam com a prevalência de pré-diabetes em 

indivíduos adultos. 

As alterações reportadas em nosso estudo como a redução da 

adiposidade e da sensibilidade à insulina, elevação da leptina sérica e a redução 

da expressão do mRNA do LepR no hipotálamo, podem ter relação com o 

conjunto de alterações encontradas no desenvolvimento da resistência à 

insulina. Essas anormalidades são geralmente relatadas em doenças 

metabólicas como o diabetes melito do tipo 2, doença que tem relação com 

alterações endócrino-metabólicas que envolvem desde resistência periférica à 

insulina e/ou problemas na sua secreção até alterações centrais como 

desregulação na sinalização da leptina no hipotálamo, seja por deficiência de 

leptina ou também por resistência a esse hormônio, situação que se dá na 
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hiperleptinemia (MEEK; MORTON, 2012; ZHAO, S. et al., 2020). Por exposição 

crônica ao Cd já foi reportada a redução de receptores de insulina no tecido 

adiposo branco de ratos, fator que pode contribuir para a resistência periférica à 

insulina (ATTIA et al., 2022; FICKOVÁ et al., 2003). 

A dislipidemia e a resistência à insulina são anormalidades metabólicas 

muito comuns em mulheres com SOP, e estão associadas com a disfunção 

reprodutiva, sendo deste modo, importantes parâmetros de avaliação 

(ROSENFIELD; EHRMANN, 2016). Em investigações reprodutivas em roedores, 

o ciclo estral é um excelente e importante parâmetro de análise (MARCONDES; 

BIANCHI; TANNO, 2002). Na presente investigação, identificou-se que a 

exposição ao Cd reduziu o tempo de permanência na fase de estro, aumentou a 

duração das fases de metaestro e diestro, levando assim, a um comprimento do 

ciclo estral mais longo. Além disso, foram identificadas anormalidades no 

esfregaço vaginal na fase de proestro, que apresentava uma mistura de células 

nucleadas, cornificadas e leucócitos. Os achados sobre os efeitos da exposição 

ao Cd sobre o ciclo estral são contraditórios na literatura, dependendo em parte, 

da dose, tempo de exposição, frequência e idade dos indivíduos expostos 

(NASIADEK et al., 2019; WANG et al., 2014). Estudos já reportaram que a 

exposição entre 0,009 a 4,5 mg/Kg de CdCl2 de 30 a 90 dias induz a 

anormalidades no ciclo estral, com as ratas expostas passando mais tempo nas 

fases de metaestro e diestro e um aumento no comprimento do ciclo. Ratas 

expostas a 50 ou 200 ppm também apresentaram um ciclo estral prolongado em 

comparação ao controle (ROOPHA; LATHA, 2013). Cd  Além disso, a redução 

na fase de proestro e o aumento na fase de estro foi observada em ratas 

expostas a 4,5-1,8 mg/Kg de CdCl2 por 90 dias (NASIADEK et al., 2018, 2019). 

Em contrapartida, Wang et al., (2014) não identificou anormalidades 

significativas no ciclo estral de ratas expostas a 1-20 mg/Kg de CdCl2 por 28 

dias. Assim sendo, parte destas investigações corroboram nossos achados e 

parte destoam dessas análises.  

Os critérios para o diagnóstico da SOP requerem a presença de pelo 

menos dois dos três principais sintomas: oligo ou anovulação, 

hiperandrogenismo e a morfologia do ovário policístico (FAUSER, 2004). Em 

nosso estudo, as ratas expostas ao Cd apresentaram dois critérios, a redução 
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na ovulação e a presença aumentada de folículos císticos, o que em humanos 

seria caracterizado como SOP com baixa severidade (WALTERS et al., 2018). 

Além disso, uma correlação positiva entre os níveis séricos/ovarianos de Cd, 

resistência à insulina, LDL e o comprimento do ciclo estral e o número de 

folículos císticos sugerindo o aumento desses parâmetros frente a essas 

alterações. Modelos de SOP, como a exposição prolongada à 

dihidrotestosterona também apresentam um aumento de folículos antrais não 

sadios, redução na espessura da camada de células da granulosa e 

hipercolesterolemia em camundongos fêmeas (CALDWELL et al., 2014). 

Além das anormalidades mencionadas anteriormente, nosso estudo 

também apontou elevação dos níveis de LH. Contrapondo esse dado, outros 

trabalhos relatam a redução do LH após a exposição ao Cd, contudo com doses 

e tempos de exposição diferentes desta investigação (OGUNBIYI; OBI, 2022; 

SAEDI et al., 2022). Contudo, estudos in vitro reportam que a exposição ao Cd 

reduz a ligação do LH a células da granulosa isoladas de ratas no proestro, tanto 

por exposição direta às células quanto em células extraídas de ratas expostas 

previamente, o que por sua vez poderia aumentar os níveis séricos do LH 

circulante (ECKSTRUM; RAETZMAN, 2018; NAMPOOTHIRI; GUPTA, 2006; 

PRIYA; PILLAI; GUPTA, 2004). Modelos de SOP induzida por letrozol também 

apresenta altos níveis de LH, sugerindo que este hormônio pode ser um fator 

essencial nas anormalidades da SOP (ESPARZA et al., 2020; MCCARTNEY et 

al., 2009). 

Nossos dados relatam o aumento da relação LH/FSH nas ratas Cd em 

comparação ao grupo CON. Além das alterações clássicas da SOP, outro 

importante parâmetro que é utilizado na clnica é a razão LH:FSH, uma vez que 

os níveis de LH podem estar elevados em relação ao FSH em indivíduos com 

essa complicação. Essa relação se correlaciona com morbidades presentes em 

pacientes com SOP como dislipidemia e resistência à insulina e em decorrência 

dessa razão elevada, a ovulação pode não ocorrer. Não há na literatura dados 

de exposição ao Cd e sua relação com esse parâmetro de SOP para 

comparação, este dado corrobora observações clínicas que não envolvem a 

exposição ao Cd (BEYDOUN et al., 2012; SAADIA, 2020).  
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A SOP também se relaciona com alterações hipotalâmicas, visto que a 

elevação do LH pode estar associado a um aumento na secreção de GnRH 

(CHANG, 2007; GOODARZI et al., 2011; MCCARTNEY; CAMPBELL, 2020). Se 

esse evento é primário ou secundário devido a outras alterações da SOP, não é 

algo totalmente esclarecido, contudo, vários fatores são associados com a 

regulação dos neurônios GnRH (HILL; ELIAS, 2018). Em nosso estudo, a 

expressão do GnRH não apresentou alteração entre os dois grupos 

investigados, mas a expressão da Kiss1 se encontrava elevada, enquanto a 

expressão do mRNA do Kiss1R estava reduzida nas ratas do grupo Cd, fato que 

pode ser explicado por influência da kisspeptina sobre seu receptor (LI et al., 

2012). Sabe-se que a kisspeptina 1 é o principal secretagogo do GnRH 

identificado em mamíferos, atuando sobre os neurônios GnRH e controlando sua 

atividade e secreção (NAVARRO et al., 2004; ROMERO-RUIZ et al., 2019; 

SEMINARA et al., 2003). A redução do Kiss1r já foi relatada em procedimentos 

de infusão prolongada de Kiss1 em ovelhas, indicando que a kisspetina pode 

regular a expressão do seu receptor (LI et al., 2012). A elevação da expressão 

do mRNA da Kiss1 já foi reportada em modelos de SOP induzida por letrozol, 

contudo, não reportou-se alterações na expressão do mRNA do GnRH 

(ESPARZA et al., 2020; KAUFFMAN et al., 2015).  

Nossos resultados apontam que as ratas expostas ao Cd apresentaram 

aumento na expressão hipotalâmica do mRNA do receptor de androgênios. Já 

foi relatado em um estudo in vitro que o Cd tem potencial de mimetizar os efeitos 

de androgênios por mecanismo de competição pelo receptor de androgênios 

(MARTIN et al., 2002). Em modelos de SOP, sabe-se que a função do receptor 

de androgênios apresenta fundamental papel no controle dos neurônios 

GABAérgicos presentes no núcleo arqueado, que modulam a atividade dos 

neurônios GnRH, aumentando diretamente a liberação do GnRH e indiretamente 

o LH (MOORE; CAMPBELL, 2016; ROLAND; MOENTER, 2014). Um modelo de 

SOP utilizando 6 mg/100 g de desidropiandrosterona, dos 27 aos 46 dias de vida, 

induziu um aumento da expressão do mRNA do receptor de androgênios no 

hipotálamo de ratas, corroborando desta forma nossos achados (ZHANG, H. et 

al., 2016). 
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Fatores metabólicos também podem modular a função do GnRH, como a 

sinalização de leptina e mTOR. O mTOR tem sido proposto como um transdutor 

da leptina e um sensor central para o balanço energético do organismo (COTA 

et al., 2006). Em nossos dados, reportamos a redução da expressão de mRNA 

do receptor de leptina e o aumento da expressão de mTOR nas ratas Cd. Roa 

et al., (2009) reportou que a ativação central de mTOR estimula a secreção de 

LH, possivelmente por seu controle sobre os neurônios kisspeptina 

/neuroquinina/dinorfina. A cascata de sinalização do mTOR tem importante 

influência nas características da SOP, sendo além disso, um dos alvos para 

tratamento, uma vez que sua inibição melhora direta ou indiretamente os 

sintomas dessa complicação (LIU et al., 2016). 

A exposição ao Cd levou a uma diminuição na expressão hipotalâmica do 

mRNA de TNF-α nas ratas desta investigação. A inflamação crônica de baixo 

grau hipotalâmica tem sido associada a complicações endócrino-metabólicas 

que por sua vez, aumentam a inflamação em outros órgãos e contribuem para a 

gênese de complicações como a SOP. A inflamação no hipotálamo aumenta a 

produção de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α, IL-6 e IL-1β, alterações que 

podem prejudicar a sinalização da leptina e da insulina (BARLAMPA et al., 2021). 

Um estudo utilizando um modelo de SOP induzido por exposição ao letrozol (1 

mg/Kg/21 dias), reportou inflamação hipotalâmica com aumento de TNF-α e IL-

6. Deste modo, nossos dados não corroboram a literatura, além do mais, apenas 

a expressão do mRNA TNF-α foi avaliada,o que passa a ser uma limitação deste 

estudo, uma vez que outras citocinas não foram avaliadas (LIAN; ZHAO; WANG, 

2016). 

Em nossa investigação, foi possível notar que  a exposição Cd levou a 

características da FOP, reduzindo os folículos ovarianos em todas as fases de 

seu desenvolvimento, bem como a quantidade de corpos lúteos, além do 

aumento na contagem folículos císticos e da atresia folicular, embora os níveis 

de FSH não tenham sido alterados. Isso significa que em humanos a condição 

de FOP seria classificada entre bioquímica e evidente (WALTERS et al., 2018). 

De forma geral, os achados deste estudo, são consistentes com relatos feitos 

em outros estudos que mostram que a exposição Cd induz a anormalidades na 

morfologia e fisiologia do trato reprodutivo, com redução no número total de 
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folículos ovarianos e a degeneração de corpos lúteos (NASIADEK et al., 2018, 

2019). A depleção de folículos primordiais e primários, levando a uma redução 

no total de folículos, bem como o acelerado declínio desses folículos, é 

hipotéticamente o principal mecanismo para a transição de mulheres para a 

menopausa ou desenvolvimento de outras anormalidades tais como a FOP 

(GOUGEON; ECOCHARD; THALABARD, 1994; TATONE et al., 2008). 

Neste estudo, reportamos a redução dos níveis de AMH e um correlação 

negativa com os níveis de Cd ovarianos e séricos nas ratas expostas ao Cd. 

Além disso, os níveis séricos/ovarianos de Cd se correlacionaram positivamente 

com atividade de macrófagos. Embora a exposição ao Cd seja associada a 

complicações no trato reprodutivo, poucos estudos tem associado essas 

complicações com aumento da inflamação no sistema reprodutivo (SAPMAZ-

METIN et al., 2017). Saksena e Salmonsen, (1983) identificaram uma inflamação 

ovariana aguda, caracterizada por presença de neutrófilos em determinados 

pontos nos ovários, isso, após uma simples injeção de 5 ou 10 mg/Kg de CdCl2 

em hamsters. Um estudo em mulheres que apresentavam níveis séricos de Cd 

similares aos obseervados neste estudo (0,17 e 2,989 g/L) foram associados 

com alteração nos níveis do AMH (LEE et al., 2018). A FOP também pode 

resultar de processo inflamatório ovariano, levando a atresia folicular. Deste 

modo as alterações reportadas neste estudo corroboram os achados de outras 

investigações (ALTUNTAS; JOHNSON; TUOHY, 2006; SEDMAK; HART; 

TUBBS, 1988).  

Na presente investigação, foi possível identificar a atrofia uterina, sendo 

essa associada a redução na área total transversal uterina e da espessura do 

miométrio nas ratas Cd. Uma correlação positiva foi verificada entre níveis 

séricos/ovarianos de Cd e a espessura do miométrio. Além disso, foi possível 

notar a formação de edema, hiperemia com infiltrado de células mononucleares 

macrófagos e linfócitos), aumento na atividade de MPO e NAG (atividade de 

neutrófilos e macrófagos respectivamente), além do aumento de mastócitos no 

útero de ratas Cd. Uma correlação positiva foi notada entre níveis 

séricos/ovarianos de Cd e a atividade de NAG. Outrossim, identificamos uma 

correlação positiva entre níveis de Cd uterino e o número de mastócitos. Por fim, 

a redução de glândulas uterinas, hiperplasia e e acúmulo de colágeno foram 
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identificados. Sapmaz-Metin et al., (2017) identificaram o aumento de mastócitos 

uterinos, redução da espessura do endométrio, aumento do índice de apoptose 

e a redução da proliferação no útero de camundongos fêmeas expostas a 200 

ppm de CdCl2 por 30 dias (SAPMAZ-METIN et al., 2017). Durante a mentruação, 

as células inflamatórias mais prevalentes no tecido endometrial humano são 

neutrófilos, macrófagos e mastócitos (A. SALAMONSEN; WOOLLEY, 1999). 

Essas células auxiliam no remodelamento uterino durante as alterações 

estimuladas pelas oscilações hormonais do ciclo reprodutivo (A. SALAMONSEN; 

WOOLLEY, 1999; SIVRIDIS et al., 2001). Alterações ovulatórias já foram 

associadas na literatura com efeitos adversos do ciclo reprodutivo (prejuízo na 

sinalização de estradiol, progesterona e na formação de corpos lúteos, SOP) 

sobre o útero, dentre elas, o aumento de citocinas inflamatórias, infiltrado de 

neutrófilos e macrófagos e da inflamação, o que induz a lesão endometrial, 

vascularização anormal, estresse oxidativo e o remodelamento tecidual. Nossos 

dados corroboram parcialmente a literatura, uma vez que apesar do infiltrado de 

células inflamatórias, a atividade de MPO, NAG e a espessura do endométrio 

não apresentaram alterações entre os grupos investigados. Algumas limitações 

deste estudo são a não avaliação de citocinas pró-inflamatórias, marcadores de 

vascularização e apoptose  (WATTERS; MARTÍNEZ-AGUILAR; MAYBIN, 2022). 

 . Nossos resultados apontam o aumento dos níveis de EROs e redução 

dos níveis de GSH ovariano, contudo, no tecido uterino apenas o aumento de 

EROs foi identificado nas ratas do grupo Cd. A deposição aumentada de 

colágeno foi constatada no trato reprodutivo das ratas expostas ao Cd, sugerindo 

deste modo, desregulação do sistema antioxidante nos ovários, aumento de 

EROs no útero e remodelamento tecidual em ambos os tecidos. O aumento de 

apoptose, da inflamação, do estresse oxidativo e outras anormalidades 

reportadas em outros modelos de exposição ao Cd (NNA et al., 2017; SAPMAZ-

METIN et al., 2017) e em nosso modelo, pode ser responsável por dano celular 

que pode ser substituído por tecido fibroso. Uma correlação positiva foi 

identifcada entre níveis séricos de Cd e deposição aumentada de colágeno 

uterino comparado ao grupo controle. As consequências do aumento do estresse 

oxidativo são importantes fatores nas complicações induzidas pela exposição ao 

Cd (NASIADEK et al., 2014, 2019). Nna et al., (2017) relatou o aumento dos 
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níveis de malondialdeído, peróxido de hidrogênio, e a redução de glutationa 

peroxidase no trato reprodutivo de rats expostas a 5 mg/Kg por 14 dias. Altos 

níveis de estresse oxidativo induzem a disfunção mitocondrial, que apresentam 

um papel importante no surgimento de características da POF, segundo estudos 

em humanos e roedores. Este estudo apresenta como limitações a não 

investigação de outros parâmetros do estresse oxidativo e do sistema 

antioxidante como H2O2, superóxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase  

(BIAGIOLI et al., 2008; BRANCA et al., 2020; FAN et al., 2008; ZHEN et al., 

2015). 

Este estudo demonstra que a exposição subaguda a uma concentração 

sérica de Cd observada em indivíduos expostos ocupacionalmente e abaixo do 

nível considerado seguro internacionalmente, altera os parâmetros do eixo HPG, 

causa anormalidades no trato reprodutivo com características de SOP e FOP. 

Além disso, induz a alterações metabólicas, aumento da inflamação, estresse 

oxidativo e remodelamento tecidual no trato reprodutivo. Portanto, este estudo 

aumenta nosso entendimento sobre os efeitos tóxicos do Cd sobre o eixo HPG 

e o trato reprodutivo. 

 

Figura 20: Representação esquemática da exposição ao Cd e suas alterações sobre 

o eixo HPG.  A exposição subaguda ao CdCl2 induziu o acúmulo do metal e alterações no eixo 
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hipotálamo-hipófise-gônada. Expressão gênica anormal no hipotálamo, aumento do LH sérico 

liberado pela hipófise e prejuízo ovariano com redução da reserva folicular, aumento da atresia 

e de folículos císticos, aumento da inflamação, estresse oxidativo e deposição de colágeno, além 

da redução do hormônio Anti-Müleriano. PVN: Núcleo hipotalâmico paraventricular; PAN: 

Núcleo hipotalâmico anteroventral periventricular; SON: Núcleo hipotalâmico supraóptico.
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