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1. Desreguladores endócrinos 

 
O sistema endócrino é composto por um conjunto de glândulas especializadas a 

qual fazem parte o hipotálamo, glândulas pituitárias, tireóide e paratireóide, adrenais, 

pâncreas e gônadas (testículos e ovários) e por mensageiros químicos também 

designados hormônios que exercem ação nas células alvo, e formam uma complexa rede 

de sinais e mensagens químicas que controlam funções e reações corporais de forma a 

responder as necessidades orgânicas e estímulos ambientais (Nogueira, 1999). 

Os hormônios são substâncias derivadas de peptídeos/proteínas, lipídios ou 

aminoácidos que, após sua secreção pelas células onde são produzidos, atuam sobre as 

células receptoras, assim, cada célula do corpo é de uma maneira ou de outra regulada 

por hormônios (Guyton, 1997). Os hormônios são fundamentais para a reprodução, 

sobrevivência e para desempenho biológico normal. Dessa forma, são essenciais para a 

manutenção das espécies e para lidar diariamente com as influências ambientais 

(Wuttke et al., 2010). Esta regulação hormonal pode ser adversamente alterada por 

desreguladores endócrinos (DEs), substâncias ou misturas de substâncias naturais ou 

sintéticas exógenas que alteram funções do sistema endócrino e consequentemente 

causam efeitos adversos ao organismo exposto ou a seus descendentes (WHO, 2002). 

As substâncias que têm atividade desreguladora endócrina potencial são encontradas em 

cenários muito variados: na agricultura, como inseticidas, herbicidas, fungicidas; em 

produtos domisanitários, em indústrias, como dioxinas, bifenilas policloradas (PCB), 

alquifenóis e seus subprodutos, ftalatos, bisfenol A, metais pesados, entre outros; em 

fármacos, como os estrogênios sintéticos, dietiletilbestrol (DES) e 17�-etinilestradiol e, 

na natureza, como os fitoestrogênios, genisteína e metaresinol (Bila & Dezotti, 2007). 

Os praguicidas são o maior grupo de substâncias classificadas como desreguladores 

endócrinos. Com relação a exposição humana dois tipos podem ser destacados, a 

exposição da população em geral que podem ter contato com resíduos de praguicidas 

em alimentos, água potável e corpos hídricos ou a exposição ocupacional, onde o risco 

para o desenvolvimento de anormalidades do sistema endócrino e reprodutivo é 

particularmente elevado (Diamanti-Kandarakis et al., 2009). A exposição humana aos 

DEs ocorre principalmente por via oral, quando ingeridos com alimentos ou bebidas 

contaminadas, por via inalatória e com menor frequência  por via cutânea (Wuttke et al., 

2010). 
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As alterações no sistema endócrino ocorrem quando um DE interage com os 

receptores hormonais, modificando sua resposta natural. Dois processos distintos podem 

ser desencadeados, a substância química pode se ligar ao receptor hormonal e produzir 

uma resposta, atuando como agonista, ou seja, imitando a ação de determinado 

hormônio. Se a substância química se ligar ao receptor, mas nenhuma resposta for 

produzida, ela estará agindo como um bloqueador ou antagonista, ou seja, estará 

impedindo a interação entre o hormônio natural e seu respectivo receptor (Birkett et al., 

2003; Lintelmann et al., 2003). Muitos desreguladores endócrinos competem com o 

estradiol pelos receptores de estrógeno. Outros competem com a dihidrotestosterona e 

testosterona pelos receptores de andrógenos. Portanto, estas substâncias exercem efeitos 

de feminização ou masculinização do sistema endócrino. Substâncias que produzem 

efeitos de feminização são denominadas estrogênicas, enquanto que as que produzem 

efeitos de masculinização, são as androgênicas. Assim, se uma substância é considerada 

anti-androgênica, ela inibirá a ação biológica dos andrógenos, ligando-se e inativando 

os receptores de andrógenos presentes nos tecidos-alvo. As substâncias anti-

estrogênicas, inibem a ação biológica dos estrógenos ligando-se e inativando os 

receptores de estrógenos presentes nos tecidos-alvo (Ankley et al., 1998; Birkett et al., 

2003). Outros modos de ação dos DEs incluem interferência na síntese, armazenamento, 

liberação e transporte dos hormônios, desregulação da função tireoideana ou do sistema 

nervoso central (Bretveld et al., 2006). Entre as consequências reprodutivas associadas à 

exposição aos DEs e aos modos de ação elencados, estão as alterações nos níveis 

hormonais, comprometimento da fertilidade e alterações no ciclo ovariano 

(Nicolopoulou-Stamati & Pitsos, 2001).  

O ovário tem sido considerado o maior alvo de DEs que afetam a fertilidade 

feminina (Mattison et al., 1989). Especificamente, os ovários possuem duas estruturas 

glandulares, o folículo e o corpo lúteo. O folículo é responsável pela gametogênese 

(oogênese) e produção de hormônio 17�-estradiol (esteroidogênese); o corpo lúteo, 

derivado do folículo após a ovulação, produz a progesterona, que é necessária se ocorrer 

a fecundação. Os sítios de ação de agentes químicos que alteram a função ovariana 

incluem o hipotálamo e a pituitária, onde podem interferir na ação de hormônios 

esteróides; e os ovários, onde por ação local alteram a ativação hormonal, ou podem 

causar toxicidade direta com destruição extensiva de folículos. As consequências a estas 

ações vão desde a perda dos hormônios esteróides ovarianos, eventual insuficiência 
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ovariana (menopausa) e finalmente, desregulação do feedback neuroendócrino, 

aumentando os níveis de FSH e LH (Hoyer, 2005).  

O controle neuroendócrino da função reprodutiva envolve um grupo de 

neurônios no hipotálamo que sintetiza e libera o hormônio liberador de gonadotrofina 

(GnRH) (Gore, 2002). O GnRH atua na hipófise anterior estimulando a liberação de 

gonadotrofinas, que ativam a esteroidogênese e gametogênese (Diamanti-Kandarakis et 

al., 2009). O hormônio folículo estimulante (FSH) é crucial para a manutenção da 

função ovariana. A atuação do FSH é direcionada principalmente às células da 

granulosa e resulta em uma variedade de reações, tais como a estimulação da 

proliferação celular, a síntese de esteróides e a expressão de receptores para LH 

(hormônio luteinizante), necessário para o crescimento folicular final e ovulação. 

(Martins et al., 2008). Antes da ovulação o LH e o FSH secretados pela hipófise anterior  

aumentam acentuadamente e atuam sinergicamente para causar a rápida expansão do 

folículo, observada imediatamente antes da ovulação. O LH também tem efeito 

específico de converter as células granulosas e tecais em secretoras de progesterona e de 

menor secreção de estrogênio. Assim, a taxa de estrogênio começa a cair antes da 

ovulação e pequenas quantidades de progesterona começam a ser secretadas (Guyton, 

1997).  

Alguns praguicidas podem alterar a função do hipotálamo e da hipófise e 

influenciar a secreção de GnRH, LH e FSH. Tem sido demonstrado que a exposição a 

uma baixa dose de Dicloro-Difenil-Tricloroetano (p’p-DDT) e metoxicloro pode 

resultar em diminuição da função do hipotálamo e da hipófise em roedores (Cooke & 

Eroschenko, 1990; Palanza et al., 1999). Postula-se que qualquer composto ambiental 

que atue mimetizando ou antagonizando a ação de um hormônio esteróide 

presumivelmente altera a glicosilação de LH e FSH, reduzindo a sua atividade 

biológica, prejudicando a reprodução (Wilson et al., 1990).  

Com relação aos agentes tóxicos que causam dano direto aos folículos 

ovarianos, o estágio de desenvolvimento em que o folículo é destruído determina o 

impacto que a exposição ao químico terá sobre a reprodução (Hoyer & Sipes, 1996; 

Hoyer, 1999). Produtos químicos que danificam seletivamente folículos antrais ou em 

crescimento interrompem a função reprodutiva temporariamente, pois estes folículos 

podem ser substituídos pelo recrutamento de folículos primordiais de reserva. Esses 

agentes produzem aciclicidade (amenorréia), causando infertilidade reversível que se 
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manifesta relativamente pouco tempo após a exposição. Por outro lado, produtos 

químicos que destroem extensivamente os oócitos contidos em folículos primordiais e 

primários provocam insuficiência ovariana prematura (menopausa precoce) e 

infertilidade permanente, pois se um folículo primordial é destruído, não pode ser 

substituído (Hoyer, 2005).  
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2. Praguicidas 

 
De acordo com Agência de Proteção Ambiental norte-americana (EPA, 2007) 

define-se como praguicidas qualquer substância ou mistura de substâncias destinada a 

prevenir, destruir, repelir ou conter qualquer praga. Segundo a Organização Pan-

Americana da Saúde e Organização Mundial da Saúde (OPAS/OMS, 1996), os 

praguicidas podem ser classificados segundo seu espectro de ação e estrutura química. 

De acordo com o espectro de ação, são classificados como inseticidas, herbicidas, 

fungicidas, acaricidas, nematicidas e bactericidas. Os praguicidas também são 

classificados de acordo com a estrutura química em diversas classes. Entre elas, podem 

ser citadas as classes dos organoclorados, piretróides, organofosforados, carbamatos,  

uréias, amidas, triazinas, uracilas e triazóis. 

As capacidades atuais, principalmente dos países desenvolvidos, de produzir e 

colher grandes quantidades de alimentos em áreas relativamente pequenas e com 

participação reduzida de trabalho humano, têm sido possíveis especialmente com o uso 

de praguicidas. Assim como em todo mundo, as classes mais utilizadas no Brasil são as 

dos inseticidas, herbicidas e fungicidas. Em conjunto, essas três categorias representam 

bilhões de quilogramas de praguicidas usados anualmente, principalmente na agricultura 

(Jardim & Andrade, 2009). Segundo o Sindicato Nacional dos Trabalhadores de 

Pesquisa e Desenvolvimento Agropecuário (SINPAF, 2009) em 2008, o Brasil assumiu 

a liderança no consumo mundial de agroquímicos, posição antes ocupada pelos Estados 

Unidos. Diante deste quadro, a avaliação do perigo dos praguicidas agrícolas tem papel 

fundamental.  

No entanto, além de cumprirem o papel de proteger as culturas agrícolas das 

pragas, doenças e plantas daninhas, os praguicidas também oferecem riscos à saúde 

humana e meio ambiente, pela contaminação de alimentos e solos agrícolas, assim como 

de águas superficiais e subterrâneas. De modo geral, quando os praguicidas são 

aplicados seguindo as Boas Práticas Agrícolas (BPA), os Limites Máximos de Resíduos 

(LMR) não são excedidos, porém, a má utilização desses compostos é que se torna 

preocupante, podendo deixar quantidades significativas de resíduos em alimentos 

(Thurman et al., 2006; Jardim & Andrade, 2009).  

A Organização Mundial de Saúde (WHO) e a Organização de Alimentos e 

Agricultura das Nações Unidas (FAO) estabeleceram índices de ingestão diária 

aceitável (IDAs) de resíduos de praguicidas. As IDAs são valores que, baseados em 
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conhecimento toxicológico atualizado sobre cada agente químico, indicam que a 

ingestão diária a determinada quantidade residual não representa risco à saúde humana, 

mesmo se ingerido durante toda a vida dos indivíduos. A IDA de determinado 

praguicida é geralmente obtida a partir do seu NOEL ou NOAEL (no-observed-effect-

level = nível sem efeito observável, ou no-observed-adverse-effect-level = nível sem 

efeito adverso observável), estimados em estudos de toxicidade com animais de 

laboratório e corrigido por fatores de segurança que podem variar de 10 a 2.000 vezes 

(WHO, 1962; Lu, 1988; 1990). 

Com o objetivo de avaliar continuamente os níveis de resíduos de praguicidas 

nos alimentos in natura que chegam à mesa do consumidor, foi iniciado em 2001 pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária o Programa de Análise de Resíduos de 

Agrotóxicos em Alimentos (PARA). Entre julho de 2001 e dezembro de 2004, o 

programa pesquisou 4.001 amostras de alimentos (alface, banana, batata, cenoura, 

laranja, maçã, mamão, morango e tomate), coletadas em 12 estados da Federação. Do 

total de amostras analisadas, 2.032 apresentaram resíduos de praguicidas. Nessas 

amostras foram detectados 3.271 resíduos, o que nos leva à conclusão que várias 

amostras apresentaram mais de um resíduo. Do total de 3.271 resíduos, 2.340 (71,5%) 

eram regulares e 931 (28,5%) eram irregulares. Dentre os resíduos que apresentaram 

irregularidades 776 (83,4%) eram resíduos não autorizados e 155 (16,6 %) eram 

resíduos acima do LMR. 

Em análise detalhada podemos observar que o maior problema dos níveis de 

resíduos de agrotóxicos nos alimentos in natura, não está na forma de aplicação do 

produto no alimento, mas sim no uso indiscriminado de agrotóxicos não recomendados 

para determinados alimentos, visto que, em sua grande maioria, as irregularidades estão 

representadas pela utilização indiscriminada de agrotóxicos não autorizados para as 

culturas analisadas. As culturas com maior frequência de irregularidades foram as de 

tomates, maçãs e morangos. Particularmente com relação aos tomates, foram detectados 

resíduos de seis praguicidas não-autorizados (dicofol, dieldrin, endosulfan, 

monocrotofós, clorpirifós e diclorvos), e de cinco praguicidas permitidos, mas cujos 

níveis de resíduos estavam acima do LMR (metamidofós, permetrina, triazofós, 

ditiocarbamatos e cialotrina) (ANVISA, 2005). Dentre os praguicidas encontrados pela 

ANVISA como contaminantes, um era ditiocarbamato, dois piretróides (permetrina e 

cialotrina), três organoclorados (dicofol, dieldrin e endosulfan) e cinco 
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organofosforados (diclorvos, monocrotofós, clorpirifós, metamidofós e triazofós). 

Resultados mais recentes do PARA, obtidos no período 2005 a 2007, mostraram 

irregularidades reincidentes envolvendo o endosulfan, dicofol, permetrina e diclorvos, 

não apenas em tomates, mas também em maçãs, alface, cenouras, batatas e morangos 

(ANVISA, 2007).  

O impacto dos praguicidas na saúde humana pode ser abordado por estudos 

epidemiológicos, ensaios experimentais in vivo com animais de laboratório, e os ensaios 

in vitro com culturas celulares e microorganismos. Apesar de constituírem as evidências 

mais importantes (primárias) sobre o risco humano, os estudos epidemiológicos 

apresentam dificuldades de delineamento como as de caracterização da exposição, de 

identificação da exposição mais relevante (exposições múltiplas e sucessivas ao longo 

da vida), o longo intervalo entre exposição e o aparecimento dos efeitos e a exposição 

crônica a baixas doses (Chu et al., 1981).  

A estimativa do risco da exposição simultânea aos diferentes tipos de 

praguicidas é complexa. Durante todo o período de vida dos seres humanos, a exposição 

química à várias substâncias ocorre de forma concomitante (Yang, 1998). Esta 

circunstância natural difere da situação estabelecida com animais de experimentação, 

nos quais são testadas substâncias únicas, individuais, com alto nível de pureza, para 

identificação de seus efeitos tóxicos potenciais (sistêmicos, neurológicos, 

comportamentais, cancerígenos, reprodutivos, etc.) (Viau, 2002). Como resultado, há 

relativamente pouca informação experimental sobre se, e como, a exposição a misturas 

pode afetar a saúde humana e animal (Carpenter et al., 1998). Isto também ocorre em 

virtude do número significativo de fatores que  comprometem a avaliação das misturas 

químicas. Por exemplo, dois ou mais compostos podem ter efeitos aditivos, sinergísticos 

ou antagônicos sobre um mesmo órgão ou sistema-alvo, do mesmo modo que podem 

alterar mutuamente seu metabolismo (Yang, 1997; 1998). 

Assim, o estudo de misturas químicas em baixas doses sobre organismos 

superiores é uma área relevante de pesquisa devido ao seu impacto na avaliação do risco 

das populações humanas expostas aos múltiplos contaminantes químicos ambientais. A 

disponibilidade de modelos animais já bem estabelecidos para ensaios de toxicidade, 

adicionados de técnicas sensíveis para sua avaliação, permite o estudo e a caracterização 

consistente dos efeitos das misturas químicas sobre determinados órgãos-alvo, tal como 

é necessário nesta área de avaliação do impacto dos contaminantes ambientais sobre a 
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saúde humana (Suk et al., 2002). 

Os praguicidas estudados neste trabalho pertencem às classes dos inseticidas 

organoclorados, organofosforados e piretróides. Suas principais características estão 

apresentadas nos itens a seguir:  

 

2.1. Organoclorados 

 
Os inseticidas organoclorados presentes no ambiente incluem compostos 

agrícolas e industriais. Quimicamente estáveis e lipofílicos, os compostos 

organoclorados apresentam taxas lentas de degradação e tendem a se acumular no tecido 

adiposo ou sistema nervoso central, devido a sua constituição rica em moléculas 

lipídicas. Estes compostos têm recebido mais atenção por causa da sua persistência no 

ambiente, com capacidade de concentrar-se na cadeia alimentar e pela sua detecção 

contínua no fornecimento de alimentos e água potável (Snedeker, 2001). A exposição a 

organoclorados por contaminação ambiental tem sido apontada como causa de 

desregulação endócrina em  várias espécies animais, associada à anormalidades 

reprodutivas como alteração no desenvolvimento dos oócitos ou da pré-implantação de 

embriões (Vos et al., 2000; Walker et al., 2000). Os principais representantes dos 

praguicidas organoclorados são o dicofol, aldrin, dieldrin, endosulfan, clordano, DDT 

(dicloro-difenil-tricloroetano), heptacloro, HCH (lindano), HCB (hexaclorobenzeno) e 

metoxicloro. 

 
2.1.1. Dicofol 

 
Dicofol é um praguicida organoclorado que apresenta estrutura química similar 

ao DDT (figura 1). Em diferentes formulações comerciais do dicofol o DDT também 

pode estar presente como contaminante não intencional gerado no processo de 

industrialização (Grisolia, 2005). No Brasil, seu principal uso é na cultura de maça, 

cítrus e algodão (ANVISA, 2010).  

Estudos de toxicologia reprodutiva desse praguicida em duas gerações 

consecutivas indicaram que o dicofol administrado através da dieta nas doses de 0,4;  

1,9; 9,5 e 18,9 mg/kg/dia para machos e  0,4; 2,1; 10,5 e 20,5 mg/kg/dia  para fêmeas 

não apresentaram efeitos adversos sobre o sistema reprodutor de ratos e camundongos. 
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Não foram observadas alterações no número de ninhadas, no número de filhotes por 

ninhada, na proporção sexual e na viabilidade dos filhotes, etc. Também não ocorreram 

alterações nos ciclos estrais, quantidades e morfologia de espermatozóides ou nos 

índices de fertilidade de ambos os sexos (EPA, 1998). No entanto, em estudo no qual o 

dicofol foi administrado oralmente em ratas, os animais tratados com  30, 40 e 50 

mg/Kg apresentaram alterações na duração dos períodos estrais e aumentos no número 

de folículos ovarianos atrésicos. Esses efeitos foram observados de modo dose-

dependente; animais expostos a 20 mg/kg não apresentaram quaisquer alterações 

(Jadaramkunti & Kaliwal, 1999).  

 

 

 

 

 
2.1.2. Dieldrin 

 
O dieldrin é um organoclorado sintético e devido às suas propriedades físico-

químicas, apresenta características de bioacumulação e biomagnificação no ambiente. 

Pertence à subclasse dos ciclodienos e possui ação inseticida. Sua estrutura química está 

demonstrada na figura 2. De 1950 a 1970, o dieldrin foi extensamente utilizado como 

inseticida, particularmente nas culturas de algodão e milho. A partir da década de 1970 

até final de 1987, o uso ficou restrito ao controle de cupins e depois foi banido 

(CETESB, 2008). No entanto, esses compostos continuam sendo detectados em uma 

grande variedade de ambientes, especialmente em solos agrícolas em que foram 

utilizados anteriormente (Manirakiza et al., 2003; Hashimoto, 2005; Wan et al., 2005; 

Gonçalves & Alpendurada, 2005; Hilber et al., 2008). 

Estudos com animais sugerem que o dieldrin atua como desregulador endócrino 

tanto em machos como em fêmeas, provavelmente por impedir a ligação do 5 �-

diidrotestosterona e 17 �-estradiol, respectivamente, com os receptores androgênicos e 

estrogênicos (ATSDR, 2002). 

Figura 1. Estrutura química do praguicida dicofol, Nº CAS: 115-32-2 
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Em um estudo da EPA, 2002, os níveis hormonais séricos de ratas Sprague-

Dawley expostas ao dieldrin do 18° ao 21° dia após o nascimento, não apresentaram 

qualquer alteração nos níveis de tiroxina, FSH, LH, prolactina e hormônio do 

crescimento. 

 

 

 

 

 
2.1. 3. Endosulfan 

 
O endosulfan é um praguicida organoclorado, pertencente à subclasse dos 

ciclodienos é eficaz contra um amplo espectro de insetos. Sua estrutura química está 

demonstrada na figura 3. No Brasil é usado nas culturas de algodão, café, cana de 

açúcar e soja (ANVISA, 2010). As principais fontes de exposição da população a esse 

praguicida são água e alimentos contaminados (FAO/WHO, 1999). Metabólitos desse 

praguicida foram encontrados em alimentos como leite (Bennett, 1997), pimentões 

(Pokharkar  & Dethe, 1981), frutas e vegetais (Mitchell, 1976; FDA, 1994). O 

Endosulfan é bem absorvido por ingestão, inalação, e contato com a pele. Estudos 

sistêmicos experimentais mostraram que sua toxicidade varia de acordo com a via de 

administração, veículo, espécies e gênero (Dikshith & Raizada, 1988). O endosulfan 

afeta vários órgãos e sistemas, podendo desencadear distúrbios neurológicos, 

imunotoxicidade, toxicidade reprodutiva, toxicidade hepática e cardíaca, desordens 

sanguíneas, além de ser classificado como desregulador endócrino (Quijano, 2000).  

Em estudos de toxicologia reprodutiva em três gerações indicaram que ratos 

expostos ao endosulfan através da dieta na dose de 2,5 mg/kg/dia não apresentaram 

efeitos sobre o sistema reprodutor. Já, animais expostos ao endosulfan através da dieta 

na dose de  5,0 mg/Kg/dia, apresentaram aumento na mortalidade e reabsorção da prole 

(ATSDR, 1990; Smith 1991). 

Figura 2. Estrutura química do praguicida dieldrin, Nº CAS: 60-57-1 
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2.2. Organofosforados 

 
Os organofosforados são substâncias lipossolúveis que não apresentam 

biocumulação. Porém, apresentam efeito tóxico agudo significativo para os seres 

humanos e outros mamíferos (Baird, 2002). A exposição crônica a alguns 

organofosforados já foi relacionada ao desenvolvimento de deficiência cognitiva, 

alterações comportamentais e efeitos neurotóxicos tardios. A relação com o 

desenvolvimento de neoplasias, teratogenicidade e toxicidade reprodutiva de alguns 

organoforforados, como o diclorvos, tem sido discutida por vários autores (Ecobichon, 

1996).  

 

2.2.1. Diclorvos 

 
O diclorvos tem sido utilizado como inseticida por mais de 40 anos (Ishmael, 

2006). É usado em ambiente domiciliar, saúde pública e também para combater pragas 

de produtos armazenados. É eficaz contra pulgões, ácaros, lagartas e moscas que 

prejudicam frutas e hortaliças. Seu uso é destinado também para tratar uma variedade de 

infecções parasitárias em cães e em animais de produção (EXTOXNET, 1996). Sua 

estrutura química está demonstrada na figura 4. 

Não há evidências de que o diclorvos afete a reprodução. Quando ratos machos e 

fêmeas receberam dieta contendo 5mg/kg/dia de diclorvos pouco antes do 

acasalamento, e durante a gravidez e lactação em fêmeas, não houve efeitos na 

reprodução e na sobrevivência ou no crescimento da prole. Os mesmos resultados foram 

observados em um estudo de três gerações de ratos alimentados com dieta a níveis de 25 

mg/kg/dia (Gallo & Lawryk, 1991). 

Figura 3. Estrutura química do praguicida endosulfan , Nº CAS CAS 115-29-7 
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2.3. Piretróides 

 
Os piretróides são derivados das piretrinas, inseticidas naturais de plantas como 

o Chrysanthemum cinerariaefolium. Esses compostos foram modificados para se 

tornarem mais fotoestáveis e lipofílicos, melhorando seu espectro de ação. Apresentam 

menor toxicidade aguda para mamíferos quando comparados a outras classes de 

inseticidas, como os organoclorados, organofosforados e carbamatos (Pine et al., 2008). 

Os piretróides sintéticos estão entre os praguicidas mais usados em todo o mundo 

(Naumann, 1990). O uso generalizado na agricultura e em ambientes domiciliares tem 

incentivado pesquisas sobre esses compostos, e evidências sugerem que estes são 

relativamente seguros para humanos (Naumann, 1990). Porém, dados epidemiológicos, 

relatórios clínicos e outros estudos de laboratório indicam que os piretróides podem 

provocar uma série de efeitos neurotóxicos e imunotóxicos em humanos e em outros 

mamíferos; além disso a exposição aos piretróides tem sido associada à efeitos 

reprodutivos agudos e deficiências no desenvolvimento (He, 1994; Miyamoto et al., 

1995; He et al., 1989; Tanenbaum et al., 1998; Landrigan et al., 2000).   

Pertencem a esse grupo os inseticidas aletrina, resmetrina, tetrametrina, 

deltametrina, permertina entre outros.  

 

2.3.1. Permetrina 

 
A Permetrina é um inseticida sintético de amplo espectro, utilizada contra uma 

variedade de pragas em frutas, vegetais, algodão, plantas ornamentais, batata, cogumelo 

e cereais. É utilizada em estufas, hortas e para controle de cupins (EXTOXNET, 1996). 

Sua estrutura química está demonstrada na figura 5. 

Figura 4. Estrutura química do praguicida diclorvos , Nº  CAS 62-73-7 
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No Brasil, a permetrina é usada em culturas de algodão, arroz, café, citros, couve, 

feijão, milho, repolho, soja, tomate, trigo e uva (ANVISA, 2010). 

Em um estudo realizado sobre esse praguicida mostra que a fertilidade de ratas 

foi afetada quando os animais receberam altas doses de 250 mg/Kg/dia de permetrina 

via oral, durante o 6º ao 15º dia de gestação. (Wauchope et al., 1992).  

 

 

 

 

 

Figura 5. Estrutura química do praguicida permetrina, Nº CAS: 52645-53-1 
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3. Modelos experimentais para avaliação de agentes tóxicos sobre o sistema 

reprodutor feminino 

 

Estudos para detecção da toxicidade reprodutiva em fêmeas consistem na 

combinação de métodos, como avaliação da duração do ciclo estral, da fertilidade,  peso 

de órgãos, histopatologia e quantificação corpos lúteos e de folículos ovarianos (Regan 

et al., 2005). A avaliação do ovário é importante ponto em avaliações toxicológicas, 

pois, desreguladores endócrinos que causam a perda de oogônias, oócitos ou suporte de 

células somáticas podem causar efeitos adversos na reprodução. Diretrizes da FDA 

(Food and Drug Administration) da EPA (Agência de Proteção Ambiental norte-

americana) e da OECD (Organização de Cooperação e de Desenvolvimento 

Econômico), recomendam uma avaliação quantitativa e qualitativa dos folículos 

primordiais em ovários (EPA, 1998; FDA, 2000; OECD, 2001). A EPA e a OECD 

recomendam a quantificação de folículos ovarianos em apenas uma geração. Já 

diretrizes para aditivos alimentares da FDA, recomendam contagem dos folículos em 

duas gerações. A identificação de folículos é realizada tradicionalmente com a 

coloração de hematoxilina e eosina (HE), no entanto métodos como a imunoistoquímica 

para marcação do antígeno nuclear de células proliferativas (PCNA) ou CYP1B1 

nuclear em oócitos foram apontados como facilitadores na identificação e contagem dos 

folículos primordiais (Muskhelishvili et al., 2002). A utilização de técnicas 

complementares ajuda a garantir avaliação rigorosa minimizando o risco de falsos 

negativos para agentes tóxicos reprodutivos (Regan et al., 2005).  
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RESUMO 

O presente projeto objetivou investigar os efeitos da combinação, em baixas 

doses, de cinco praguicidas (dieldrin, dicofol, endosulfan, diclorvos e permetrina) sobre 

o sistema reprodutor de ratas Sprague-Dawley, Wistar e Lewis. 

Ratas de cada linhagem, com seis semanas de idade, foram randomizadas em 

três grupos: GI: controle negativo; GII: praguicidas adicionados à ração em doses de 

NOEL (mg/Kg/dia) - diclorvos (0,23), dicofol (0,5), dieldrin (0,025); endosulfan (0,7), 

permetrina (5); GIII: praguicidas adicionados à ração em doses de LOEL (mg/Kg/dia) - 

diclorvos (2,3), dicofol (2,1), dieldrin (0,05), endosulfan (3,8), permetrina (25). A 

eutanásia foi realizada entre a 10ª e a 12ª semana experimental, na fase de estro. Os 

parâmetros de avaliação foram: peso de fígado, útero e ovários; análise histológica 

qualitativa de fígado, útero e ovários; morfometria do endométrio; avaliação do ciclo 

estral; dosagem de LH, FSH e progesterona; e contagem de folículos ovarianos. 

Animais das três linhagens tratados com a LOEL apresentaram toxicidade 

sistêmica, evidenciada pela diminuição de peso corpóreo e aumento de peso de fígado. 

 A análise qualitativa de útero e ovários, assim como a avaliação do ciclo estral e 

níveis hormonais não indicaram sinais de toxicidade reprodutiva exercida pelas 

misturas. A contagem de folículos ovarianos indicou ausência de resposta dose 

dependente e alta variabilidade entre os animais de mesmo grupo experimental. Desta 

forma concluímos que, embora os resultados tenham mostrado diminuição de algumas 

populações foliculares nas doses de NOEL e LOEL, este parâmetro não pode ser 

utilizado isoladamente como indicativo de toxicidade reprodutiva. Estes achados 

remetem à necessidade de maiores estudos para o esclarecimento dos efeitos destes 

compostos nas populações foliculares.  
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ABSTRACT 

This project aimed to investigate the effects of the combination, in low doses, of 

five pesticides (dieldrin, dicofol, endosulfan, dichlorvos and permethrin) on the 

reproductive system of Sprague- Dawley, Wistar and Lewis rats. 

Six-weeks-old rats from each strain were randomized into three groups: GI: 

negative control; GII: pesticides added to the feed at NOEL doses (mg/kg/day) - 

dichlorvos (0.23), dicofol (0.5), dieldrin  (0.025), endosulfan (0.7), permethrin (5), GIII: 

pesticides added  to the feed at LOEL doses (mg / kg / day) – dichlorvos (2.3), dicofol 

(2.1), dieldrin (0.05), endosulfan (3.8), permethrin (25). Euthanasia was performed 

between the 10th and 12th experimental week, in the estrous stage. The evaluation 

parameters were: weight of liver, uterus and ovaries; qualitative histological analysis of 

liver, uterus and ovaries; endometrium morphometry; estrous cycle assessment; dosage 

of LH, FSH and progesterone; and counting of ovarian follicles. Animals from all three 

strains showed systemic LOEL toxicity, as evidenced by decreased body weight and 

increased  liver weight.  

Qualitative analysis of the uterus and ovaries, as well as estrous cycle  and 

hormone levels evaluations indicated no signs of reproductive toxicity exerted by the 

mixtures. Counting of ovarian follicles indicated lack of dose-dependent response and 

high variability among animals from the same experimental group. Hence, we 

concluded that, although our results have shown a decrease of some follicular 

populations  at the NOEL and LOEL doses, this parameter can not be used alone as an 

indicator of  reproductive toxicity. These findings underscore the need for more studies 

to clarify  the effects of these compounds on follicular populations.  
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INTRODUÇÃO 

Durante o período de desenvolvimento do organismo, os hormônios 

desempenham papel crucial na maturação morfológica e funcional dos tecidos, além 

disso ao longo da vida, diversas funções orgânicas são reguladas pela complexa rede de 

interações dos hormônios com seus receptores. A fisiologia da regulação hormonal pode 

ser adversamente alterada por desreguladores endócrinos (DEs), substâncias ou misturas 

de substâncias naturais ou sintéticas exógenas que alteram funções do sistema endócrino 

e consequentemente causam efeitos adversos ao organismo exposto ou a seus 

descendentes (WHO, 2002).  Pessoas expostas à essas substâncias estão em risco para o 

desenvolvimento de alterações do sistema endócrino ou reprodutor (Diamanti-

Kandarakis et al, 2009). Os DEs podem interferir com a função hormonal feminina, 

atuando como agonistas ou antagonistas dos esteróides sexuais, hormônios estrógenos 

ou andrógenos (Wuttke et al., 2010). Podem ainda comprometer a síntese, o 

armazenamento, liberação e transporte dos hormônios, interferir na função tireoideana  

e sistema nervoso central (Bretveld et al., 2006). Entre os danos reprodutivos femininos 

associados a exposição aos DEs estão, as alterações nos níveis hormonais, 

comprometimento da fertilidade e alterações no ciclo ovariano (Nicolopoulou-Stamati 

& Pitsos, 2001). De fato, o ovário tem sido considerado o maior alvo de DEs que afetam 

a fertilidade feminina (Mattison et al., 1989). Agentes tóxicos para o ovário podem 

causar falha direta na função ovariana por destruição extensiva de folículos. Isto resulta 

em perda dos hormônios esteróides ovarianos, eventual insuficiência ovariana 

(menopausa) e, finalmente, desregulação do feedback neuroendócrino, aumentando os 

níveis de FSH e LH (Hoyer, 2005). Estudos para detecção da toxicidade reprodutiva em 

fêmeas consistem na combinação de métodos, como avaliação da duração do ciclo 

estral, da fertilidade, peso de órgãos, histopatologia e quantificação corpos lúteos e de 
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folículos ovarianos (Regan et al., 2005). A utilização de técnicas complementares ajuda 

a garantir avaliação rigorosa minimizando o risco de falsos negativos para agentes 

tóxicos reprodutivos (Regan et al., 2005).  

As substâncias que têm atividade desreguladora endócrina potencial são 

encontradas em cenários muito variados: na agricultura, como inseticidas, herbicidas, 

fungicidas; em produtos domisanitários, em indústrias, como dioxinas, bifenilas 

policloradas (PCB), alquifenóis e seus subprodutos, ftalatos, bisfenol A, metais pesados, 

entre outros; em fármacos, como os estrogênios sintéticos, dietiletilbestrol (DES) e 17� 

etinilestradiol e, na natureza, como os fitoestrogênios, genisteína e metaresinol (Bila & 

Dezotti, 2007).  

Os praguicidas são o maior grupo de substâncias classificadas como 

desreguladores endócrinos. Nesse grupo estão inclusos inseticidas, herbicidas e 

fungicidas, utilizados na agricultura, aquicultura e em domicílios, como consequência  

seus resíduos vêm sendo encontrados em água potável, corpos hídricos e alimentos 

(Bila & Dezotti, 2007).  

Com o objetivo de avaliar continuamente os níveis de resíduos de praguicidas 

nos alimentos in natura que chegam à mesa do consumidor, foi iniciado em 2001 pela 

Agência Nacional de Vigilância Sanitária o Programa de Análise de Resíduos de 

Agrotóxicos em Alimentos (PARA). Entre julho de 2001 e dezembro de 2004, o 

programa pesquisou 4.001 amostras de alimentos (alface, banana, batata, cenoura, 

laranja, maçã, mamão, morango e tomate), coletadas em 12 estados da Federação. Do 

total de amostras analisadas, 2.032 apresentaram resíduos de praguicidas. Nessas 

amostras foram detectados 3.271 resíduos, onde, 2.340 (71,5%) eram regulares e 931 

(28,5%) eram irregulares. Dentre os resíduos que apresentaram irregularidades 776 

(83,4%) eram resíduos não autorizados e 155 (16,6 %) eram resíduos acima do LMR. 
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As culturas com maior frequência de irregularidades foram as de tomates, maçãs e 

morangos. Particularmente com relação aos tomates analisados entre 2001 e 2004, 

foram detectados resíduos de seis praguicidas não-autorizados (dicofol, dieldrin, 

endosulfan, monocrotofós, clorpirifós e diclorvos), e de cinco praguicidas permitidos, 

mas cujos níveis de resíduos estavam acima dos LMR (metamidofós, permetrina, 

triazofós, ditiocarbamatos e cialotrina) (ANVISA, 2005).  

A estimativa do risco da exposição simultânea aos diferentes tipos de 

praguicidas é complexa. Durante todo o período de vida dos seres humanos, a exposição 

química à várias substâncias ocorre de forma concomitante (Yang, 1998). Esta 

circunstância natural difere da situação estabelecida com animais de experimentação, 

nos quais são testadas substâncias únicas, individuais, com alto nível de pureza, para 

identificação de seus efeitos tóxicos potenciais (sistêmicos, neurológicos, 

comportamentais, cancerígenos, reprodutivos, etc.) (Viau, 2002). Diante desta realidade, 

há relativamente pouca informação experimental sobre se, e como, a exposição a 

misturas pode afetar a saúde humana e animal (Carpenter et al., 1998). Isto também 

ocorre em virtude do número significativo de fatores que  comprometem a avaliação das 

misturas químicas. Por exemplo, dois ou mais compostos podem ter efeitos aditivos, 

sinergísticos ou antagônicos sobre um mesmo órgão ou sistema-alvo, do mesmo modo 

que podem alterar mutuamente seu metabolismo (Yang, 1997; 1998). Assim, o estudo 

de misturas químicas em baixas doses sobre organismos superiores é uma área relevante 

de pesquisa devido ao seu impacto na avaliação do risco das populações humanas 

expostas aos múltiplos contaminantes químicos ambientais.  

Em estudos experimentais que avaliam a toxicidade de compostos químicos, a 

variabilidade genética na resposta de roedores aos agentes testados pode ter implicações 

importantes por duas razões: primeiro, todos os bioensaios atuais em roedores usam 
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uma única linhagem de camundongos e ou ratos, no entanto, respostas podem variar 

entre as linhagens, segundo, analisar os mecanismos que geram diferenças de resposta à 

exposição a agentes pode constituir uma poderosa ferramenta adicional para estudos de 

modo/mecanismo ação desses agentes e seus órgãos-alvo. Até agora, esta abordagem 

tem sido pouco utilizada  em ensaios toxicológicos (Festing, 1995).  

Assim, o presente estudo objetivou avaliar experimentalmente o sistema 

reprodutor feminino após tratamento com mistura de baixas doses de cinco praguicidas 

(dicofol, dieldrin, endosulfan, diclorvos e permetrina) e comparar as respostas das 

diferentes linhagens (Sprague-Dawley, Wistar e Lewis) tratadas com essa mistura.  
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MATERIAL E MÉTODOS 

Praguicidas 

Dicofol (C14H9Cl6O), CAS 115-32-2 (doado pela Milenia Agrociências S/A, 

Londrina (PR), produto analítico 96,5%, lote: 0510624); endosulfan (C9H6Cl6O3S), 

CAS 115-29-7, mistura de isômeros alfa e beta (2:1) produto analítico 100,0%, (doado 

pela Bayer CropScience S/A, Belford Roxo, RJ); diclorvos (C4H7Cl2O4P), CAS 62-

73-7, produto analítico 99,4%; permetrina, mistura de isômeros cis e trans 

(C21H20Cl2O3), CAS 52645-53-1, produto analítico 98,0%; dieldrin (C12H8Cl6O), 

CAS 60-57-1, produto analítico 97,9% (adquiridos da Fluka Chemicals, Sigma-Aldrich, 

Milwaukee, EUA).   

 

Animais e condições experimentais 

Esse projeto foi aprovado pelo Comitê de ética em Experimentação Animal da 

Faculdade de Medicina da UNESP (protocolo Nº 722). Foram utilizadas 90 ratas de 4 

semanas de idade, das linhagens Sprague-Dawley (n= 30), Wistar (n= 30) e Lewis 

(n=30), fornecidos pelo Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica (CEMIB) 

da UNICAMP, Campinas, SP, Brasil. Para o estudo da linhagem Lewis foram 

selecionadas as fêmeas nascidas de matrizes adquiridas do CEMIB e pertencentes a um 

estudo paralelo desenvolvido pelo laboratório TOXICAM (Núcleo de Avaliação do 

Impacto Ambiental Sobre a Saúde Humana). 

Na 6ª semana de idade, 30 ratas de cada linhagem foram randomizadas em 3 

grupos de 10 animais. Grupo I- ração basal, controle negativo; Grupo II (praguicidas 

adicionados à ração em nível de seus respectivos NOELs (acrônimo em inglês, nível 

sem efeito observável) e Grupo III- praguicidas adicionados à ração em nível de seus 
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respectivos LOELs (acrônimo em inglês, menor nível com efeito observável). Água e 

ração foram fornecidos ad libitum, o consumo e peso corpóreo foram mensurados três 

vezes por semana. A partir da 8ª semana de tratamento, foi realizada a coleta de lavados 

vaginais para avaliação do ciclo estral durante 15 dias consecutivos, e após o término 

dessa avaliação iniciou-se a eutanásia dos animais. Todos os animais foram 

eutanasiados na fase de estro, entre a 10ª  e 12ª  semanas de experimento. Os animais 

foram eutanasiados após narcose induzida por CO2 seguida da abertura torácica e 

punção cardíaca do sangue, que foi utilizado para realização das dosagens hormonais. 

Os ovários, útero, fígado e rins foram coletados, pesados e fixados em solução de 

formalina 10% tamponada. 

 

Formulação das rações com mistura dos praguicidas 

Os animais receberam ração semipurificada (Dieta AIN-93M) produzida pela 

nutricionista Nádia Fátima Gibrim Pereira Dias (Campinas, SP). Foram formulados 3 

tipos de ração:  Ração basal, fornecida ao grupo controle negativo, ração com mistura 

de praguicidas em doses de NOEL- diclorvos: 0,23 mg/Kg/dia; dicofol: 0,5 mg/Kg/dia; 

dieldrin: 0,025 mg/Kg/dia; endosulfan: 0,7 mg/Kg/dia; permetrina: 5 mg/Kg/dia - e 

ração com mistura de praguicidas em doses de LOEL- diclorvos: 2,3 mg/Kg/dia; 

dicofol: 2,1 mg/Kg/dia; dieldrin: 0,05 mg/Kg/dia; endosulfan: 3,8 mg/Kg/dia; 

permetrina: 25 mg/Kg/dia.  

Para adição dos praguicidas, estes foram solubilizados em álcool etílico absoluto 

quando necessário e depois incorporados ao óleo de soja constituinte da ração. A seguir, 

a ração completa permaneceu no misturador por 1 hora, antes de ser peletizada e seca 

por ventilação a frio. As concentrações dos praguicidas nas rações dependeram das 
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doses críticas NOEL ou LOEL, tal como determinadas em ensaios crônicos com ratas 

(EPA, 1990,1992, 1993, 1994;  WHO/FAO, 1996). 

 

Coleta de lavado vaginal e avaliação do ciclo estral 

A coleta do lavado vaginal para avaliação do ciclo estral foi realizada entre as 

8:00 e 9:00 horas da manhã durante 15 dias consecutivos, conforme Marcondes et al., 

2002. Com uma ponteira 10�l acoplada a um pipetador automático contendo solução 

fisiológica (NaCl, 0,9%) os lavados vaginais foram coletados e espalhados sobre 

lâminas histológicas. As fases do ciclo foram classificadas de acordo com a 

predominância de tipos celulares observados nos lavados vaginais à microscopia de luz, 

à saber (Marcondes et al., 2002): predomínio de células epiteliais nucleadas (proestro); 

predomínio de células queratinizadas anucleadas (estro); células queratinizadas e 

nucleadas e leucócitos (metaestro); predomínio de leucócitos e muco (diestro). A 

frequência total de cada fase foi utilizada para calcular a duração do proestro, estro, 

diestro e metaestro (em dias). 

Análise hormonal 

Todas as ratas foram sacrificadas durante a fase do estro entre 8:00 e 10:00 horas 

da manhã. Após a narcose induzida por CO2, foi realizada abertura da cavidade torácica 

para punção cardíaca do sangue. Após a coleta, o sangue foi transferido para um tubo 

Falcom seco e centrifugado a 2500 rpm  por 20 minutos. As concentrações de LH, FSH 

e progesterona foram dosadas por radioimunoensaio de duplo-anticorpo, com kits 

adquiridos pelo National Institute of Arthritis, Diabetes and Kidney Diseases 

(NIADDK, USA). Todas as amostras foram dosadas no mesmo ensaio para evitar erros 

entre eles. 
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Análise morfométrica do útero 

 O Fragmento do corno uterino foi incluído em parafina em corte transversal. 

Em seguida, três cortes de 5�m com  50 �m de distância entre eles foram realizados. Os 

cortes foram corados com hematoxilina-eosina e analisados com auxílio de um 

microscópio de luz com analisador de imagem Leica DM2500, programa Leica Qwin 

em aumento de 100x, conforme descrito por Guerra et al., 2010. Em cada corte, cinco 

regiões foram analisadas, resultando em um total de 15 medições por animal. 

 

Processamento do ovário para marcação imunoistoquímica  

Para quantificação dos folículos ovarianos e corpos lúteos, três cortes 

transversais de 5�m com  50 �m de distância entre eles foram obtidos por microtomia 

para marcação da imunoistoquímica. Os cortes histológicos foram desparafinizados e 

reidratados com álcoois graduados, em seguida foi realizado bloqueio da peroxidase 

endógena em água oxigenada a 3%. Os cortes foram submetidos a recuperação 

antigênica em câmara de pressão (PASCAL) tampão ácido cítrico 0,21% em pH 6,0 a 

120ºC por 3 min. Os cortes foram em seguida incubados em sistema overnight com 

anticorpo primário (PCNA - clone PC-10 - DAKO - 1:400). A seguir foi feita incubação 

com o anticorpo secundário (LSAB - LINK - K0609 - DAKO) por 30 minutos, seguida 

de incubação com o anticorpo terciário (LSAB - Streptavidina - K0609 - DAKO) por 30 

minutos. A revelação foi realizada com 3,3-Diaminobenzidina (K3468 - DAKO) por 5 

minutos. As lâminas foram contra coradas com hematoxilina e eosina. Em seguida, foi 

feita desidratação em etanol absoluto, diafanização em xilol e montagem das lâminas 

em resina sintética 

.
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Análise do ovário  

As áreas dos fragmentos dos ovários foram determinadas utilizando-se o 

programa de análise de imagem KS300 (CARL ZEISS, Alemanha). Os folículos foram 

classificados de acordo com Borgeest et al., 2002 e Talsness et al., 2005. Folículos 

primordiais e primários foram enumerados em conjunto; esses folículos foram 

caracterizados pela presença de uma única camada  de células escamosas ou células 

epiteliais cubóides envolvendo o ovócito. Folículos foram classificados como pré –

antrais quando apresentavam de 2-4 camadas de células da granulosa e não possuíam 

espaço antral. Folículos classificados como antrais apresentavam 3 ou mais camadas de 

células da granulosa e espaço antral claramente definido. Os folículos atrésicos foram 

caracterizados pela presença de células da granulosa desorganizadas e picnóticas e 

apresentando ainda ovócito em degeneração e deslocamento da membrana basal.   

 

Histopatologia 

Os fragmentos hepáticos foram processados rotineiramente para análise 

histológica e corados com hematoxilina e eosina (HE). Para exame ao microscópio de 

luz,  a classificação das lesões hepáticas foi baseada em Goodman et al. 1994.  

 

Análise estatística 

Para comparação dos dados de ganho de peso, peso de órgãos, duração do ciclo 

estral, frequência de cada fase do ciclo e avaliação da espessura do endométrio entre os 

diferentes grupos experimentais, foi realizado o teste de ANOVA, seguida pelo Teste de 

Tukey quando p<0,05. Para comparação da quantificação de folículos ovarianos e 

corpos lúteos e dosagens hormonais entre os diferentes grupos experimentais, foi 
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realizado teste não-paramétrico de Kruskal Wallis e as diferenças significativas (p<0,05) 

foram comparadas pelo teste de Dunn. 
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RESULTADOS  

Ganho de peso corpóreo 

Valores referentes a peso corpóreo inicial, final e ganho de peso das linhagens 

Sprague-Dawley, Wistar e Lewis estão ilustrados na Tabela 1. Na linhagem Sprague-

Dawley, animais tratados com mistura na dose LOEL apresentaram menor ganho de 

peso ao final do experimento quando comparados aos controles negativos e NOEL. Nas 

linhagens Wistar e Lewis não foi observada diferença no ganho de peso entre os grupos 

experimentais. Todos os animais dentro das respectivas linhagens, iniciaram o 

experimento com pesos iniciais semelhantes. Embora sem diferença significativa, os 

pesos finais dos grupos tratados com as doses de LOEL nas linhagens Wistar e Lewis 

apresentaram-se menores que os demais grupos.  

 

Peso de órgãos 

Fígado 

Os pesos absolutos e relativos de fígado das diferentes linhagens estão 

apresentados na Tabela 2. Animais da linhagem Sprague-Dawley tratados com mistura 

em doses LOEL apresentaram aumento significativo do peso relativo do fígado em 

relação ao grupo controle (p<0,05). Na linhagem Lewis os pesos relativo e absoluto dos 

fígados dos animais tratados com a mistura na dose LOEL apresentaram-se 

significativamente maiores com relação aos animais do grupo controle e tratados com a 

dose NOEL (p<0,05), (p<0,01), (p<0,001) e (p<0,001) respectivamente. Na linhagem 

Wistar pesos relativos de fígado mostraram-se aumentados no grupo LOEL, no entanto, 

sem diferença significativa. 
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Ovários  

Os pesos absoluto e relativo dos ovários das três linhagens estão apresentados na 

Tabela 2. O peso dos ovários dos animais das linhagens Sprague-Dawley e Wistar nos 

diferentes tratamentos não apresentaram alterações. Na linhagem Lewis, o peso relativo 

do ovário esquerdo dos animais tratados com mistura de praguicidas na dose LOEL 

apresentou aumento significativo em relação ao NOEL (p<0,05). 

 

Útero 

Os pesos absoluto e relativo do útero das três linhagens estão apresentados na 

Tabela 3. Os pesos absoluto e relativo do útero (com flúido) não apresentaram 

alterações entre os diferentes tratamentos das três linhagens. As ratas da linhagem 

Lewis apresentaram peso uterino superior às outras duas, independente do tratamento, o 

que foi associado ao maior volume de fluido no interior uterino, observado ao exame 

macroscópico. 

 

Espessura do endométrio 

Os valores referentes à morfometria do endométrio estão apresentados na Tabela 

3. Não foram observadas diferenças significativas na espessura (�m) do endométrio na 

fase de estro entre os grupos experimentais das três linhagens. 

 

Análise histológica do fígado 

Os animais das três linhagens tratados com a LOEL apresentaram, à análise 

histológica do fígado, hipertrofia de hepatócitos centrolobulares. Demais alterações não 

foram observadas. 
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Avaliação do ciclo estral 

A avaliação do ciclo estral das diferentes linhagens estão apresentados nas 

Tabelas 4 a 6. Na linhagem Sprague-Dawley não foram observadas alterações na 

duração do ciclo estral e na frequência das fases do ciclo entre os grupos experimentais. 

Na linhagem Wistar foi observado que fêmeas tratadas com a mistura na dose LOEL 

apresentaram menor frequência da fase proestro e maior frequência de metaestro com 

relação aos grupos controle e NOEL (p<0,01), (p<0,05), (p<0,01), (p<0,01) 

respectivamente. Esse mesmo grupo também apresentou menor frequência na fase 

diestro com relação ao grupo controle (p<0,05). 

 Na linhagem Lewis, a duração do ciclo estral no grupo tratado com mistura na 

dose NOEL foi menor em relação ao controle. Nessa linhagem a frequência da fase 

diestro também se mostrou menor no grupo NOEL em comparação aos grupos controle 

e LOEL. Nas ratas das linhagens Sprague-Dawley e Wistar o estro para realização da 

eutanásia foi detectado em todos os grupos dentro do período de 11 semanas. Na 

linhagem Lewis esta detecção ao final do experimento foi mais tardia, por volta do final 

da 12ª  semana para todos os grupos. 

 

Dosagens hormonais (LH, FSH e progesterona) 

Os valores das dosagens hormonais dos animais controle e tratados nas 

diferentes linhagens estão apresentadas na Tabelas 7. Na linhagem Sprague-Dawley o 

nível sérico de FSH apresentou-se significativamente aumentado no grupo NOEL 

quando comparado com controle (p<0,05). O tratamento dos animais das linhagens 

Wistar e Lewis com as misturas nas doses NOEL e LOEL não alterou as concentrações 

séricas (ng/mL) dos hormônios FSH, LH e progesterona. 
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Análise quantitativa dos folículos e corpos lúteos 

Os valores referentes à análise quantitativa dos folículos e corpos lúteos estão 

ilustradas nas Tabelas 8 a 10. Na linhagem Sprague-Dawley, o número total de folículos 

dos animais tratados com mistura nas doses NOEL foi significativamente menor em 

relação ao controle (p<0,05). Esta diminuição foi devida a menor quantidade de 

folículos antrais dos animais tratados com a NOEL significativa em relação ao controle 

negativo (p<0,01). Nesta linhagem foi observado também uma diminuição na 

quantidade de corpos lúteos dos animais tratados com a mistura nas doses de LOEL em 

relação ao controle (p<0,05).  

Na linhagem Wistar a quantidade de folículos pré antrais dos animais controle 

apresentou-se significativamente diminuída quando comparada aos animais tratados 

com mistura nas doses de NOEL e LOEL (p<0,05). Nesta linhagem o número médio de 

folículos antrais por cm2 mostrou-se aumentado nos animais tratados com LOEL em 

relação ao NOEL (p<0,05).  

Com relação à linhagem Lewis, o número total de folículos/cm2 dos animais 

tratados com NOEL apresentou aumento significativo maior quando comparado aos 

animais tratados com LOEL (p<0,001); a quantidade de folículos primordiais e 

primários dos animais tratados com a mistura em doses de LOEL apresentou-se 

significativamente diminuída comparada ao grupo tratado com NOEL (p<0,05). 
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DISCUSSÃO 

Uma variedade de compostos químicos, naturais ou sintéticos e de estrutura 

diversas, classificados como desreguladores endócrinos (DEs) tem sido 

responsabilizados por interferir com o sistema endócrino e alterar a função normal de 

diversos tecidos e órgãos (Henley & Korach, 2006). Nos últimos anos, estudos 

experimentais e epidemiológicos tem apontado que agentes químicos pertencentes às 

classes dos solventes, poluentes ambientais, praguicidas e outras drogas poderiam 

mimetizar ou antagonizar efeitos dos hormônios esteróides, como estrógenos e 

andrógenos, cuja função determina o bom desenvolvimento e funcionamento do sistema 

reprodutor, entre outros (Massaad et al.,2002; Baker, 2001).  

A discrepância entre a alta concentração de agentes químicos estrogênicos que 

são necessárias para provocar efeitos em ensaios de laboratório e seus baixos níveis 

encontrados no ambiente respaldaram a crença de que os riscos para a saúde humana ou 

a vida selvagem podem ser negligenciados (Safe, 1995). Vários artigos científicos atuais 

procuram alertar que seres humanos e animais não estão expostos a um único agente, 

mas à uma mistura de vários agentes estrogênicos ao longo da vida. As baixas 

concentrações das substâncias químicas no ambiente e tecidos humanos têm alimentado 

a suspeita de que o sinergismo entre os produtos químicos estrogênicos precisam ser 

melhor explorados para detectar e explicar seus efeitos potenciais à saúde humana 

(Silva et al., 2002). 

Alguns ensaios experimentais in vivo foram desenvolvidos para identificação de 

substâncias químicas causadoras de desregulação endócrina em fêmeas. Destes, os mais 

utilizados são o teste uterotrófico, e o teste de cornificação vaginal (Baker, 2001). No 

sentido de otimizar a detecção do potencial desregulador endócrino de substâncias 
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químicas, Regan et al. (2005), em uma diretriz da Sociedade de Patologia Toxicológica 

Americana (STP), recomendam que estudos para detecção da toxicidade reprodutiva em 

fêmeas sejam constituídos de uma combinação de parâmetros e métodos, como 

avaliação da duração do ciclo estral, da fertilidade, peso de órgãos, histopatologia, 

quantificação de corpos lúteos e de folículos ovarianos. O presente estudo objetivou 

avaliar experimentalmente o sistema reprodutor feminino de ratas expostas a mistura de 

praguicidas em baixas doses NOEL e LOEL. Os parâmetros utilizados foram a 

avaliação da regularidade do ciclo estral, dosagens hormonais (FSH, LH e 

progesterona), espessura do endométrio, análise qualitativa do ovário e contagem de 

folículos ovarianos. 

 

Peso corpóreo e peso de fígado 

Com relação à avaliação de pesos corpóreos, as diferenças foram significativas 

na linhagem Sprague-Dawley, onde os animais tratados com doses de LOEL 

apresentaram menor ganho de peso corpóreo ao final do experimento. Tal alteração foi 

atribuída ao tratamento, já que o consumo de ração não apresentou alteração entre os 

grupos. As demais linhagens, Wistar e Lewis, também mostraram menor ganho de peso 

das ratas tratadas com as doses LOEL, porém sem significância estatística. O ganho de 

peso corpóreo reduzido nos grupos tratados com LOEL mostrou a evidência de 

toxicidade sistêmica da mistura nas três linhagens. 

Em estudos experimentais, baseados na exposição a agentes químicos, o fígado, 

como órgão central de biotrasnformação, deve ser pesado e coletado. A comparação do 

peso hepático entre grupos tratados e não tratados tem sido utilizada para avaliar o 

efeito tóxico sistêmico de tais agentes (Peters & Boyd, 1966; Pfeiffer, 1968). Sua 

avaliação histológica também é crítica em estudos da toxicidade, aos quais este órgão 
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pode reagir desenvolvendo alterações não-proliferativas e proliferativas (Goodman et 

al., 1994; Hardisty & Brix, 2005). No presente trabalho, os fígados foram analisados 

quanto ao peso, exame macroscópico e microscopia à coloração de HE. De forma geral, 

todas as ratas tratadas com a mistura de praguicidas nas doses de LOEL apresentaram 

maiores valores de peso relativo do fígado quando comparados aos demais grupos, 

provavelmente, devido à hipertrofia dos hepatócitos centrolobulares, observada nesses 

grupos à microscopia de luz. 

Walker et al. (1969) observaram que fêmeas expostas ao dieldrin por dois anos, 

na dose de 0,05 mg/Kg/dia, apresentaram aumento no peso do fígado. Em estudo da 

EPA (1992), ratos fêmeas e machos da linhagem Long-Evans tratados com 5 mg/Kg/dia 

de permetrina, durante cento e quatro semanas, apresentaram pequeno aumento no peso 

do fígado, este aumento foi considerado abaixo do nível de significância toxicológica. 

Porém, animais tratados na dose de 25mg/Kg/dia apresentaram aumento significativo do 

peso do fígado. Em estudo realizado em camundongos expostos ao dicofol, pela dieta, 

nas concentrações de 0; 10; 125; 250; 500 ou 1000 mg/Kg de ração, durante um período 

de 13 semanas, aqueles expostos à dose de 10mg/Kg, dose correspondente a 2,1 mg/Kg 

peso corpóreo/dia, apresentaram redução do peso corpóreo e hipertrofia centrolobular 

do fígado. Em outro estudo, camundongos tratados com dicofol durante o mesmo 

período e nas doses de 0; 250; 500 ou 750 mg/Kg de ração, apresentaram alterações 

hepáticas tais como hipertrofia da centrolobular e eosinofilia de hepatócitos em todas as 

doses de exposição (INCHEM, 1996). 

 

Avaliação do ciclo estral 

Para o acompanhamento do ciclo estral, a avaliação das mudanças na estrutura 

das células epiteliais vaginais por citologia, tem sido empregada como um método 
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relativamente não-invasivo para documentar os ciclos reprodutivos em animais 

experimentais. De acordo com a literatura na área, estes dados possibilitam a avaliação 

do estado funcional do eixo hipotalâmico, hipofisário e reprodutivo. Danos em qualquer 

um desses locais podem provocar desregulação no ciclo ou bloquear a ovulação. No 

entanto, tais dados devem ser acompanhados da avaliação dos níveis hormonais, devido 

às alterações incidentais no ciclo que podem ser causadas pela manipulação dos animais 

(Goldman et al., 2007). No presente trabalho, avaliação do ciclo estral das fêmeas 

Wistar apresentou diferenças entre os grupos experimentais. Ratas tratadas com mistura 

em doses LOEL mostraram menor frequência da fase proestro e maior frequência do 

metaestro em relação às ratas controle e tratadas com NOEL, no entanto a frequência da 

fase de estro mostrou-se igual em todos os grupos, sem correlação com os tratamentos.  

Na linhagem Lewis a duração do ciclo estral foi menor nas ratas tratadas com 

NOEL, no entanto, esta alteração não foi acompanhada de alterações nos níveis 

hormonais. Com relação ao número de animais que apresentaram estro e o período em 

que este foi detectado para a eutanásia, observamos que nas ratas das linhagens 

Sprague-Dawley e Wistar, o estro foi detectado em todos os grupos dentro do período 

de 11 semanas. Na linhagem Lewis, observamos maior dificuldade de detecção de estro 

ao final do experimento, o que prolongou o período de eutanásia até o final da 12º 

semana. Este fenômeno foi atribuído à linhagem, pois foi observado em todos os 

grupos, independentemente do tratamento. 

 

Dosagens hormonais 

A única alteração hormonal observada no presente estudo foi o aumento nos 

níveis de FSH das ratas Sprague-Dawley tratadas com a mistura em doses NOEL e
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não apresentou relação com o número ou frequência de ciclo estral, que permaneceram 

inalterados com relação ao controle negativo. Salientamos que os valores hormonais 

avaliados limitaram-se àqueles obtidos durante o estro, fase em que as ratas foram 

eutanasiadas e procedeu-se a coleta de sangue. Para as três linhagens utilizadas no 

presente trabalho, estas alterações, hormonais ou do ciclo estral, também não 

apresentaram correlação com a medida da espessura endometrial. Segundo Bretveld et 

al. (2006), praguicidas podem alterar a função do hipotálamo e da hipófise e, portanto, a 

secreção de GnRH, LH e FSH. Cooke & Eroschenko (1990) e Palanza et al. (1999), 

indicaram que ratos expostos à baixas doses dos praguicidas organoclorados como o p’ 

DDT e o metoxicloro podem apresentar diminuição da função hipotalâmica e pituitária, 

o que pode se refletir nos níveis séricos hormonais. 

 

Análise qualitativa e quantitativa dos ovários 

O desenvolvimento dos folículos ovarianos após o nascimento - que corresponde 

à regulação da proliferação celular, diferenciação e atresia - é resultado de uma 

complexa interação entre fatores locais, hormônios e fatores de crescimento (Martins et 

al., 2008). O processo de formação, crescimento e maturação folicular é denominado 

foliculogênese e é um evento contínuo que se inicia na vida pré natal e após o 

nascimento compreende o crescimento e desenvolvimento dos folículos primários até o 

estágio pré ovulatório. Dentre os métodos utilizados para avaliação da toxicidade 

reprodutiva, o primeiro passo consiste na avaliação histopatológica do ovário de forma 

qualitativa em colorações de rotina, como Hematoxilina e eosina (HE). De fato, esta 

primeira análise é considerada uma ferramenta de triagem para avaliação da toxicidade 

reprodutiva. A exposição a agentes tóxicos que alteram a ovulação durante a fase de 

maturação sexual, pode causar vários tipos de alterações dos folículos, dentre elas a 
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ausência de folículos em crescimento, depleção de folículos primordiais, ausência de 

corpos lúteos, aumento do número de folículos atrésicos, aumento da apoptose e 

necrose de células foliculares. Essas alterações são prontamente detectadas pela análise 

morfológica qualitativa dos ovários. (Regan et al., 2005). Com relação à análise 

quantitativa dos folículos ovarianos, antes de 1998 alguns protocolos de estudos 

incluíam a contagem de corpos lúteos no ovário, no entanto, estudos com camundongos 

e ratos mostraram que a contagem de folículos era um método que poderia estimar a 

extensão da toxicidade em fêmeas expostas a xenobióticos (Toaff et al., 1979; Mattison 

et al., 1983; Takizawa et al., 1984 Weitzman et al. 1992; Flaws et al., 1994; Perez et al., 

1997). Dados de alguns estudos sugeriram que a contagem diferencial dos folículos 

poderia se tornar um endpoint quantificável de danos ovarianos em bioensaios 

convencionais. Assim, a partir de 1998 houve a inclusão da contagem de folículos 

ovarianos em protocolos de estudos reprodutivos (EPA, 1998; FDA, 2000; OECD, 

2001). No presente trabalho a análise quantitativa dos folículos apresentou-se bastante 

variável entre os animais de mesmo tratamento assim como entre as linhagens. Tal 

variabilidade dos resultados prejudicou a interpretação e sua correlação com os níveis 

hormonais. Na linhagem Sprague-Dawley, os animais tratados com a NOEL 

apresentaram diminuição dos folículos antrais com relação aos controles, já os animais 

tratados com a LOEL apresentaram diminuição do número de corpos lúteos com relação 

ao controle negativo. Essas alterações sugerem que o tratamento com a mistura de 

praguicidas possa ter alterado a fase final do desenvolvimento folicular, no entanto na 

comparação entre os grupos tratados com a NOEL e LOEL não houve diferença 

significativa. A confirmação dessas alterações poderia ser elucidada por estudos de 

fertilidade. 
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A quantificação de folículos na linhagem Wistar apresentou-se também com grande 

variabilidade e a única alteração observada, foi o aumento de folículos antrais dos 

animais tratados com a LOEL em relação a NOEL apenas. Tal achado foi interpretado 

como incidental dada a variabilidade de resposta apresentada por estes animais. 

Na linhagem Lewis foi observada a diminuição de folículos primordiais e 

primários nas ratas tratadas com a LOEL, com diferença significativa em relação ao 

grupo tratado com a NOEL. Esta alteração sugere a possível ação da mistura no 

recrutamento dos folículos em fase inicial de desenvolvimento, o que remete à 

necessidade de estudos mais específicos para confirmação de que este fenômeno possa 

ter sido causado realmente pelo tratamento. Outra alteração observada nessa linhagem 

foi o menor número de corpos lúteos dos controles negativos em relação as outras duas 

linhagens.  

Os dados gerados na avaliação quantitativa dos folículos do presente estudo 

corroboram as afirmações de Regan et al. (2005) que ressaltam que as contagens 

foliculares podem ser altamente variáveis, com grandes desvios padrões tanto entre 

animais quanto entre grupos, tornando a interpretação difícil. Estes autores indicam que 

quando a depleção ou outras lesões são claramente identificadas durante a avaliação 

histológica qualitativa, as contagens de folículos tornam-se desnecessárias. No presente 

trabalho à análise qualitativa não foram observadas alterações morfológicas ovarianas, 

conduzindo à análise quantitativa dos folículos.  

Modos de ação estrogênicos são atribuídos aos praguicidas dicofol, dieldrin, 

endosulfan e permetrina. Alguns mecanismos de ação, como do dicofol e da permetrina 

ainda permanecem desconhecidos. Os mecanismos de ação do dieldrin e endosulfan são 

similares, incluindo a ligação com receptores de estrógenos e outros receptores e 

interferência no clearence hormonal, por indução enzimática. As consequências destas 
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ações no crescimento e desenvolvimento de folículos ovarianos, assim como nas taxas 

de ovulação são variáveis e ainda carecem de estudos (Bretveld et al., 2006). 

Alguns estudos foram desenvolvidos no sentido de verificar a associação entre 

praguicidas desreguladores endócrinos e possívies efeitos sinergisticos ou somatórios. 

Wade et al. (1997) em estudo in vitro verificaram a ação combinada dos praguicidas 

dieldrin e endosulfan sobre a replicação de células MCF-7 e observaram sinergismo 

apenas nas doses mais elevadas. (10 e 50�M). Estes mesmos autores não observaram 

sinergismo no estudo uterotrófico em ratas após a injeção diária de 0,1 mg por animal 

por dia de cada um dos pesticidas durante três dias. Estudo de Presibella et al. (2005), 

mostrou que um grupo de fêmeas expostas à combinação de deltametrina (D) e 

endosulfan (E) durante a gestação e após o desmame nas doses de (D) 2,0 mg /Kg + 

(E)1,5mg/Kg ou (D)3,0 mg / kg + : (E) 2,0 mg / kg, ou (D): 4,0 mg / kg + (E): 3,0 mg / 

kg; não apresentaram atividade estrogênica no ensaio uterotrófico. As análises de 

abertura vaginal, primeiro estro, regularidade de ciclo e pesos do útero e ovários não 

mostraram alterações. Estes  resultados sugeriram que a administração de deltametrina 

+ endosulfan, nas doses citadas, não apresentaram sinergismo quanto aos efeitos 

estrogênicos em ratas expostas durante períodos críticos de desenvolvimento. 
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CONCLUSÕES 

Nas condições do presente experimento a mistura de praguicidas na dose de 

NOEL não apresentou efeito sinergístico quanto a toxicidade sistêmica. Tal toxicidade 

foi evidenciada na mistura das doses de LOEL pela diminuição de ganho de peso 

corpóreo e aumento de peso de fígado nas três linhagens utilizadas, sendo mais 

marcante na linhagem Lewis e Sprague-Dawley. 

Para ambas as dosagens utilizadas nas misturas não foram observados sinais de 

toxicidade reprodutiva que se refletissem em peso e morfologia de ovários e útero. A 

análise do ciclo estral e níveis hormonais não indicaram toxicidade reprodutiva devido 

às misturas.  

A contagem de folículos ovarianos não apresentou resposta dose dependente e a 

variabilidade observada foi alta entre os animais de mesmo grupo experimental. Desta 

forma concluímos que embora os resultados tenham mostrado diminuição de algumas 

populações foliculares nas doses de NOEL e LOEL, este parâmetro não pode ser 

utilizado isoladamente como indicativo de toxicidade reprodutiva. Estes achados 

remetem à necessidade de maiores estudos para o esclarecimento sobre o efeito destes 

compostos nas populações foliculares. 
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Tabela 1.  Peso corpóreo inicial, final e ganho de peso das linhagens SD, Wistar e Lewis. 

Linhagem Tratamento N Peso Inicial (g) Peso Final(g) Ganho de Peso (g) 

Controle 10 205,8±16,1 321,3±25,7 115,5±12,8 

NOEL 9 211,1±21,2 330,2±34,4 119,1±14,4 Sprague-Dawley 

LOEL 8 210,2±21,9 296,7±39,0 86,5±28,0* 

Linhagem Tratamento N Peso Inicial (g) Peso Final(g) Ganho de Peso (g) 

Controle 8 170,9±13,4 270,2±22,0 99,4±14,7 

NOEL 9 171,7±12,5 263,3±19,1 91,7±10,4 Wistar 

LOEL 9 169,0,±10,8 258,0±19,2 89,0±12,5 

Linhagem Tratamento N Peso Inicial (g) Peso Final(g) Ganho de Peso (g) 

Controle 8 136,7± 12,2 231,7 ± 15,7 95,0±10,3 

NOEL 7 134,7 ± 9,10 233,1 ± 9,90 98,4 ± 6,4 Lewis 

LOEL 5 137,4 ± 9,8 225,8 ± 14,1 88,4 ± 5,3 

N: número efetivo de animais. Dados expressos em  média ±desvio-padrão.  

*Diferença significativa entre o grupo controle NOEL  (p<0,01). Teste de ANOVA seguido pelo Teste de Tuckey. 
aganho de peso= peso final - peso inicial  
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Tabela 3. Pesos absoluto (mg) e relativo (%) do útero e espessura do endométrio (�m) das linhagens  

SD, Wistar e Lewis. 

Útero + Fluído 
Linhagem Tratamento N PC (g) 

PA (mg) PR (%)b 
Espessura 

Controle 10 321,3 ± 25,6 614,6 ± 219,9 191,1 ± 68,6 452,68 ± 172,58 

NOEL 9 329,5 ± 32,5 508,1± 56,2 158,8 ± 21,8 600,44 ± 99,53 
Sprague-

Dawley 
LOEL 8 298,2 ± 37,1 475,8 ± 64,4 165,4 ± 30,7 554,57 ± 89,13 

   Útero + Fluído Linhagem 

   PA (mg) PR (%)b 
Espessura 

Controle 8 274,1 ± 24,1 780,7 ± 304,5 284,9 ± 105,7 454,78 ± 156,67 

NOEL 9 267,3 ± 20,0 1029,8 ± 379,8 388,3 ± 147,8 381,95 ± 205,53 Wistar 

LOEL 9 258,1 ± 17,6 1077,5 ± 313, 9 421,5 ± 140,1 359,76 ± 126,63 

   Útero + Fluído 
Linhagem 

   PA (mg) PR (%)b 
Espessura 

Controle 8 231,7 ± 15,7 1252 ± 492,9 535,3 ± 194,6 330,99  ±  141,08 

NOEL 7 233,1 ± 9,80 1071 ± 425,7 455,8 ± 168,8 322,61 ± 175,75 Lewis 

LOEL 5 225,8 ± 14,1 891 ± 266,0 388,4 ± 107,8 419,06  ± 79,95 

N: número efetivo de animais. Dados expressos em  média ±desvio-padrão. Teste de ANOVA. 
b Peso relativo= peso do órgão/ peso corpóreo final x 100 

 

 

Tabela 4. Duração e frequência das fases do ciclo estral da linhagem SD. 

Tratamento  Controle (n=10) NOEL (n=10) LOEL (n=10) 

Ciclo Estral    

Duração do ciclo estral (dias) 5,75 ± 0,82 4,88 ± 2,31 3,88 ± 3,19 

Frequência de Proestro (dias) 2,00 ± 0,94 1,80 ± 1,03 2,70 ± 1,16 

Frequência de Estro (dias) 2,60 ± 0,84 2,20 ± 1,47 1,90 ± 1,37 

Frequência de Metaestro (dias) 6,80 ± 0,78 7,60 ± 2,63 7,20 ± 2,09 

Frequência de Diestro (dias) 3,60 ± 1,50 3,40 ± 1,83 3,20 ± 1,61 

N: número efetivo de animais. Dados expressos em  média ±desvio-padrão. Teste de ANOVA. 
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Tabela 5. Duração e frequência das fases do ciclo estral da linhagem Wistar. 

Tratamento Controle (n=10) NOEL (n=10) LOEL (n=10) 

Ciclo Estral    

Duração do ciclo estral (dias) 6,65 ± 3,66 5,83 ± 3,26 5,96 ± 2,55 

Frequência de Proestro (dias) 4,00 ± 0,66 3,90 ± 1,59 2,10 ± 1,52* 

Frequência de Estro (dias) 2,50 ± 0,70 2,70 ± 1,05 2,60 ± 1,35 

Frequência de Metaestro (dias) 5,7 ± 1,82 6,00 ± 2,16 9,20 ± 1,87* 

Frequência de Diestro (dias) 2,70 ± 1,56 2,40 ± 1,35 1,10 ± 1,28* 

Dados expressos em  média ±desvio-padrão.  

Frequência de Proestro (dias):*significativamente diferente do controle (p< 0,01) e do NOEL (p<0,05). Teste de ANOVA 

seguido pelo Teste de Tuckey. 

 Frequência de Metaestro (dias):*significativamente diferente do controle (p< 0,01) e do NOEL (p<0,01). Teste de 

ANOVA seguido pelo Teste de Tuckey. 

Frequência de Diestro (dias):*significativamente diferente do controle (p< 0,05). Teste de ANOVA seguido pelo Teste de 

Tuckey. 

 

 

Tabela 6. Duração e frequência das fases do ciclo estral da linhagem Lewis. 

Tratamento Controle (n=10) NOEL (n=10) LOEL (n=10) 

Ciclo Estral    

Duração do ciclo estral (dias) 6,7 ± 2,50 3,43 ± 2,50* 6,28 ±  2,86 

Frequência de Proestro (dias) 1,80 ± 0,91 3,11 ± 1,79 2,10 ± 1,28 

Frequência de Estro (dias) 0,90 ± 0,87 0,70 ± 0,67 0,60 ± 0,84 

Frequência de Metaestro (dias) 7,70 ± 3,80 9,30 ± 2,98 7,80 ± 2,53 

Frequência de Diestro (dias) 4,5 ± 2,63 1,70 ±  1,88* 4,5 ± 2,67 

Dados expressos em  média ±desvio-padrão. 

Duração do ciclo estral (dias): *significativamente diferente do controle (p< 0,05). Teste de ANOVA seguido pelo Teste 

de Tuckey. 

Frequência de Diestro (dias):*significativamente diferente do controle (p< 0,05)  e LOEL (p< 0,05). Teste de ANOVA 

seguido pelo Teste de Tuckey. 
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Tabela 7. Concentrações plasmáticas (em ng/ml) dos hormônios FSH, LH e progesterona das linhagens 

SD, Wistar e Lewis. 

   Concentração sérica 

Linhagem Tratamento N FSH LH Progesterona 

Controle 10 5,21 (4,40-13,68) 3,90 (2,44-4,82) 7,59 (4,12-10,99) 

NOEL 9 17,15 (14,26-19,36)* 1,07 (3,28-4,21) 10,15 (6,76-12,69) Sprague-Dawley 

LOEL 8 14,82 (7,88-16,33) 0,90 (3,16-6,04) 5,68 (4,10-8,83) 

   Concentração sérica 

Linhagem Tratamento N FSH LH Progesterona 

Controle 8 16,08 (13,28-21,86) 4,87 (2,00-12,56) 8,17 (5,88- 10,29) 

NOEL 9 13,19 (12,83-19,87) 4,12 (3,33-9,02) 5,62 (4,57-7,57) Wistar 

LOEL 9 15,24 (14,45-16,60) 2,29 (1,66-3,12) 5,49 (4,76-7,06) 

   Concentração sérica 

Linhagem Tratamento N FSH LH Progesterona 

Controle 8 4,73 (4,35-8,41) 3,80 (2,44-4,76) 6,58 (5,34-7,25) 

NOEL 7 5,20 (4,69-9,13) 3,69 (3,04-4,53) 4,92 (3,61-5,29) Lewis 

LOEL 5 4,88 (4,27-13,51) 3,07 (2,44-3,22) 4,49 (3,35-5,55) 

N: número efetivo de animais. Dados expressos em mediana  amplitude semi- interquartílica (Q1-Q3).  

*Significativamente diferente do controle (p<0,05). Teste de Kruskal–Wallis seguido pelo Teste Dunn. 

 

 

 

Tabela 8. Folículos ovarianos e corpo lúteo da linhagem SD. 

Estruturas N Controle N NOEL N LOEL 

Total de folículos 30 112,47 (69,47-152,40) 26 61,61 (50,01-99,70)* 24 80,90 (49,90-107,27) 

Folículo Primordial e Primário 30 51,39 (26,00-97,80) 26 33,60 (22,38-50,39) 24 30,01 (21,51-55,45) 

Folículo Pré Antral 30 15,61 (7,65-24,03) 26 12,14 (5,22-20,20) 24 10,80 (4,54-19,46) 

Folículo Antral 30 21,35 (15,61-35,75) 26 11,51 (4,85-17,70)* 24 20,60 (9,39-27,80) 

Folículo Atrésico 30 5,65 (1,11-14,83) 26 5,10 (0-8,35) 24 6,85 (0-13,02) 

Corpo Lúteo 30 55,10 (45,67-74,78) 26 45,17 (36,12-61,70) 24 44,45 (35,96-54,01)* 

N: número efetivo de cortes. Dados expressos em mediana  amplitude semi- interquartílica (Q1-Q3).  

Total de folículos:* significativamente diferente do controle (p<0,05). Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. 

Folículo Antral: *significativamente diferente do controle (p<0,01). Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. 

Corpo Lúteo: *significativamente diferente do controle (p<0,05). Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn.
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Tabela 9. Folículos ovarianos e corpo lúteo da linhagem Wistar. 

Estruturas N Controle N NOEL N LOEL 

Total de folículos 24 148,17(96,74-182,72) 27 153,23 (105,74-178,00) 27 165,70 (110,48-208,04) 

Folículo Primordial e Primário 24 47,96 (28,94-102,47) 27 67,33 (41,36-99,00) 27 46,32 (29,72-77,24) 

Folículo Pré Antral 24 23,60 (15,20-31,23)* 27 41,00 (22,86-57,80) 27 43,13 (22,18-58,59) 

Folículo Antral 24 40,59 (29,75-58,52) 27 32,26 (18,45-42,84) 27 52,39 (35,66-71,67)* 

Folículo Atrésico 24 7,29 (5,71-13,43) 27 6,83 (0-12,53) 27 6,59 (0-10,45) 

Corpo Lúteo 24 67,40 (51,94-79,00) 27 57,10 (49,30-68,71) 27 54,94  (42,67-72,17) 

N: número efetivo de cortes. Dados expressos em mediana  amplitude semi- interquartílica (Q1-Q3).  

Folículo Pré Antral: *significativamente diferente do NOEL (p<0,05) e LOEL (p<0,05). Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de 

Dunn. 

Folículo Antral: *significativamente diferente do NOEL (p<0,05). Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. 

 

 

 

Tabela 10. Folículos ovarianos e corpo lúteo da linhagem Lewis. 

Estruturas N Controle N NOEL N LOEL 

Total de folículos 23 178,24 (126,48-211,71) 21 229,47 (165,92-298,26)* 15 131,77 (109,09-144,47) 

Folículo Primordial e Primário 23 60,17 (35,56-99,38) 21 72,33 (38,29-58,60) 15 22,79 (11,72-68,85)* 

Folículo Pré Antral 23 21,68 (17,11-39,30) 21 51,05 (20,76-66,17) 15 35,18 (20,50-40,19) 

Folículo Antral 23 51,97 (36,51-72,33) 21 79,30 (20,50-40,19) 15 45,60 (30,62-69,03) 

Folículo Atrésico 23 9,38 (0-22,08) 21 12,47 (0-34,00) 15 0,00 (0-11,63) 

Corpo Lúteo 23 41,58 (34,95-60,87) 21 47,85 (33,59-63,82) 15 43,84 (35,24-58,42) 

N: número efetivo de cortes. Dados expressos em mediana  amplitude semi- interquartílica (Q1-Q3).  

Total de folículos:* significativamente diferente do LOEL (p<0,0001). Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. 

Folículo Primordial e Primário: * significativamente diferente do NOEL (p<0,05). Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. 
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