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RESUMO 

BROCHINE, S. Efeitos do propil-parabeno e butil-parabeno na atividade 
reprodutiva de fêmeas Wistar adultas. 2020. 108 p. Dissertação (Mestrado em 
Biotecnologia Animal)- Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2020. 
 
As substâncias desreguladores endócrinas de diversas origens e propriedades 

químicas acomentem uma diversidade de mamíferos, animais silvestres e seres 

humanos, que podem interagir com o sistema reprodutivo feminino e prejudicar 

a homeostase hormonal. Dentro dessa classificação, os parabenos podem ser 

utilizados como conservantes em diversos produtos comerciais. Seus efeitos se 

tornam cada vez mais complexos em relação à idade, história reprodutiva, 

ambiente endócrino da espécime no momento da exposição, como também não 

é sabido todos os reais mecanismos desses compostos quando associados. 

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos parabenos em 

ratas Wistar durante um período de 90 dias consecutivos de exposição. Assim, 

as ratas foram distribuídas em quatro grupos experimentais: controle, que 

recebeu somente óleo de milho como veículo, e tratados com propil e buti-

parabeno nas doses de 10 mg/kg, 100 mg/kg, ou 200 mg/kg e expostas via 

subcutânea. Foi utilizada a técnica de citologia vaginal para investigar a 

ciclicidade das fêmeas, bem como a caracterização das fases do ciclo estral pelo 

método Shorr. Além desses parâmetros, foram analisados aspectos 

morfológicos de ovários e útero, quantificação das estruturas ovarianas e 

avaliação ultraestutural de folículos pré-ovulatórios. Foram avaliados a 

concentração plasmática de estrógeno, peso corporal bem como o peso dos 

órgãos reprodutivos. Os resultados revelaram que o método Shorr, foi eficaz para 

identificar e caracterizar os tipos celulares encontrados no epitélio vaginal como 

a identificação de cada fase do ciclo estral. Além disso, o peso absoluto e relativo 

dos órgãos reprodutivos não apresentou diferença entre os grupos 

experimentais. A análise histológica dos ovários revelou que, todos os estágios 

foliculares permaneceram inalterados, como também a classificação morfológica 

dos Complexos Cumulus oophurus coletados. Porém, houve diminuição 

significativa de folículos totais primordiais e primários em fêmeas que receberam 

10 e 200 mg/kg. Quanto aos folículos atrésicos houve maior incidência no grupo 
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de 100mg/Kg. A avaliação ultraestrutural de folículos pré-ovulatórios confirmou 

a análise morfológica, pois permaneceram saudáveis, sem alterações a nível 

celular. A partir da avaliação histopatológica do útero, infiltrados leucocitários 

não apresentaram diferença nas proporções de células mononucleadas e 

polimorfonucleadas, como a intensidade. Os parâmetros histomorfométricos do 

tecido uterino não foram alterados como também a expressão de receptores 

estrogênicos (REα) no tecido uterino e ovariano.  A intensidade de marcação dos 

receptores de progesterona no útero apresentaram diminuídas nas doses de 10 

e 100 mg/Kg, e no tecido ovariano apenas a dose 100 mg/Kg. A partir dos 

parâmetros avaliados no presente estudo, sugere-se que após a exposição 

prolongada dos compostos de parabeno, a funcionalidade dos tecidos 

reprodutivos em fêmeas adultas pode ter sido prejudicada. Apesar da morfologia 

e estrutura dos órgãos sexuais permanecerem inalterados, mais estudos a nível 

celular e molecular precisam ser realizados para melhor entendimento da 

atuação conjunta dessas substâncias.  

 

Palavras-chave: Parabeno, desenvolvimento folicular, ciclo estral, sistema 

reprodutor de fêmeas. 
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ABSTRACT 
 

BROCHINE, S. Effects of propil and butyl-paraben in the reproductive 

activity of adults Wistar female 108 p. Dissertação (Mestrado em Biotecnologia 

Animal). Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Estadual 

Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Botucatu, 2020.  

The endocrine disruption substances of many origins and chemistry properties 

affect a diversity of mammals, wild animals and human beings. These substances 

can interact with the female reproductive system and damage the hormonal 

homeostasis. In this classification, the paraben could be used as preservatives in 

different commercial products. Its effects get even worst and complex with the 

age, reproductive history, and endocrine environment of the specie in the moment 

of exposure of the drug. In complement, it is not known the actual mechanisms 

of those compounds when they are associated. Thus, the goal of this experiment 

was evaluate the effects of parabens in females Wistar during 90 consecutive 

days of exposure. Therefore, the females were divided in four experimental 

groups: Control group – Corn oil; and a mixture of propil and butyl paraben with 

10 mg/kg, 100 mg/kg and 200 mg/kg and exposed through the subcutaneous 

pathway. The vaginal cytology was performed to investigate the cyclicality as well 

as the characterization of the estrous phases by the Shor method. Besides that, 

morphological aspects of the ovary and uterus, counting of ovaries structure and 

ultrastructural of pre-ovulatory follicle. To complete the evaluation, the plasmatic 

estrogen, body weight and reproductive organ weight were assessed. The Shor 

method was effective to characterize and identify the cells types of the vaginal 

epithelium and identify the estrous cycle phase. Moreover, the relative and 

absolute weight have shown no difference between the experimental groups. The 

follicle stages had no alteration, as well as the morphological evaluating of the 

Cumulus oophurus by the histological analyses of the ovaries. However, there 

was decrease of primordial and primary follicles in females treated with 10 and 

200 mg/kg. The ultrastructural evaluation of the pre-ovulatory follicles has shown 

no difference, confirming the morphological evaluation, with no cellular level 

alteration. From the histopathology evaluation, there was no difference in 

leukocytes infiltrates have not shown difference on proportions of mononucleated 

and polymorphonuclear cells, such as the intensity. No differences in the uterine 
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tissue and expression of the estrogenic receptors were found. Regarding the 

progesterone receptors, there was a decrease of the expression in the uterus to 

the 10 and 100 mg/kg treatments, and to the 100 mg/kg dosage in the ovarian 

tissue. From the parameters evaluated in the present study, it is suggested that 

after the long exposure to the parabens, the function of the reproductive systems 

could be damaged. Although the morphology and the structure of the 

reproductive systems had no alteration, more molecular and cellular studies must 

be performed to the completely understand the action of these substances in 

association.   

 

Keywords: estrous cycle, female reproductive system, follicular development, 

paraben 
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INTRODUÇÃO E JUSTIFICATIVA 

O aumento populacional e o consumo excessivo de produtos 

industrializados tornaram as populações humana e animal mais expostas às 

substâncias exógenas. O descarte inadequado de produtos tóxicos e a própria 

eliminação fisiológica (excreção), ou a exposição a químicos sintéticos podem 

intervir no sistema endócrino de diversos organismos e no ecossistema 

(CARBORN et al., 1993; BOBERG et al., 2010; BLEDZKA et al., 2014). 

Dentre a diversidade de compostos químicos detectados nas matrizes 

ambientais, há determinadas substâncias classificadas como desreguladores 

endócrinos (DEs), sendo essas capazes de interferir no sistema endócrino de 

espécies selvagens e em humanos (BLEDZKA et al., 2014; NOWAK et al., 2018). 

De acordo com a Environmental Protection Agency - EPA (2008), os DEs são 

agentes exógenos que possa interferir na síntese, secreção, transporte, 

metabolismo, ação de ligação ou eliminação de hormônios endógenos sobre o 

desenvolvimento e nas funções reprodutivas.  

Entre as substâncias com expressivo potencial DE, tem-se as classes de 

parabeno (PB) (ésteres alquílicos do ácido p-hidroxibenzóico) (BOBERG et al., 

2010; BLEDZKA et al., 2014; JAMAL et al., 2019). Os PBs são utilizados como 

conservantes em produtos farmacêuticos, alimentos e cosméticos, e devido a 

suas propriedades químicas e físicas, aumentam a vida útil dos produtos como 

também, inibem a proliferação de microorganismos (SONI et al., 2001, 2005).  

Segundo Birkett e Lester (2003), os parabenos podem apresentar 

características estrogênicas e atuar sobre os mecanismos reprodutivos dos 

organismos, mesmo em baixas concentrações. Experimentos com roedores têm 

demonstrado que a exposição de substâncias DE, podem alterar a qualidade do 

sêmen em machos, a morfologia espermática, hipospadia, criptorquidia e câncer 

prostático (OISHI et al., 2002; SONI et al., 2005). Já nas fêmeas foi demonstrado 

que os PBs podem acumular-se no líquido amniótico e no leite materno de 

animais experimentais e em humanos. Além disso, podem causar interrupções 

nos processos ovarianos, diminuição nos níveis estrogênicos e a feminilização 

de algumas espécies (FREDERIKSEN et al., 2008; CRAIG et al., 2011; 

PHILIPPAT et al., 2013). 

Nos mamíferos, assim como em todos os outros vertebrados, a 

comunicação entre hormônios naturais e seus órgãos-alvo são importantes e 
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necessários para a homeostase e o desenvolvimento do organismo. Entretanto, 

aspectos genéticos, fatores ambientais e a exposição a contaminantes com 

propriedades estrogênicas podem interferir na vida fetal e adulta (HART et al., 

2016; CHRISTIANSE et al., 2012), prejudicando as funções reprodutivas. 

Assim, a realização de estudos que avaliem o impacto do uso continuado 

dos compostos de parabenos, é fundamental para o entendimento dos seus 

efeitos conjuntos na atividade reprodutiva na vida adulta. Dessa forma, o 

presente trabalho teve como objetivo avaliar os efeitos sub-crônico da exposição 

de propil e butil-parabeno associados, durante um período de 90 dias em ratas 

Wistar adultas, e identificar seus efeitos tóxicológicos nos parâmetros 

reprodutivos. 

 

1. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Desreguladores endócrinos 

 

 O estilo de vida na atualidade exigiu que alimentos e produtos para 

consumo, tanto humano quanto animal, necessite de maior durabilidade na 

prateleira. Dessa forma, foram adicionados conservantes sintéticos, que podem 

ser potencialmente prejudiciais. Além dos conservantes, outras substâncias de 

origens química distinta, são classificadas como desreguladores endócrinos 

(DE), podem estar isoladas ou associadas, e interferir negativamente em 

processos biológicos regulados por hormônios, principalmente as funções 

reprodutivas (GUISELLI et al., 2007; GORE et al., 2015; SCSUKOVA, et al., 

2016). 

 A diversidade de substâncias consumidas e descartadas 

corriqueiramente, tanto de origem natural quanto sintética, podem afetar 

diversas populações de espécies, por meio da ingestão de água, alimentos 

contaminados, uso de produtos cosméticos e farmacêuticos que podem expor 

continuamente os organismos (DARBRE; HARVEY et al., 2008) (Figura 1). Em 

humanos, a exposição cutânea de produtos de uso pessoal e farmacêuticos 

(PCPs) é uma das principais vias de exposição aos DEs, enquanto o consumo 
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de alimentos, bebidas e produtos farmacêuticos é a via secundária (BLEDZKA 

et al., 2014).  

 Uma diversidade de compostos é classificada como contaminantes 

desreguladores endócrinos (DEs), tais como: ésteres de alquil, o parabeno (PB); 

os bifenilos policlorados; dioxinas; o bisfenol A; ftalatos; fitofarmacêuticos; 

pesticidas; metais pesados (chumbo, cádmio e mercúrio); hormônios sintéticos, 

excretas de hormônios endógenos e fitoestrógenos. Essas substâncias também 

podem estar presentes em alimentos como carne, peixe, ovos e derivados do 

leite, devido a sua propriedade lipossolúvel (BILA; DEZOTTI, 2007; GORE et al., 

2015; SCSUKOVA et al., 2016).   

 A quantidade de produtos identificados como DEs descartados nas 

matrizes ambientais é preocupante. A organização mundial têm investigado os 

efeitos adversos dessas substâncias no organismo, pois possa apresentar 

influência nas funções endócrinas de diversas populações de espécies (OMS, 

2012). Apesar desse grupo de substâncias apresentarem conformação e 

natureza química distinta, o mecanismo de ação, tempo de vida e 

biodisponibilidade, podem variar de acordo com as propriedades físico-química 

(HALL et al., 2002; VO et al., 2010; GORE et al., 2015). 

 Segundo Nowak et al. (2018), há relatos de que esses químicos podem 

expressar toxicidade e efeitos adversos em baixas concentrações, quando 

associados ou não a outros elementos externos. A ação biológica e a 

biodisponibilidade dessas moléculas no meio ambiente, não dependem somente 

da concentração, suas propriedades químicas como, lipofílidade, pH, 

temperatura e adsorção, podem modificar a conformação química, tornando-as 

biologicamente ativas ou em produtos inativos. Sendo assim, a biotransformação 

das moléculas dos compostos químicos pode contribuir para a persistência e a 

dispersão no ecossistema como um todo (BILA; DEZOTTI, 2007; BLEDZKA et 

al., 2014)  

 Muitos dos efeitos relatados pelos compostos DEs são relacionados às 

suas propriedades químicas (BOBERG et al., 2010). Além de sua similaridade 

com a estrutura química de hormônios endógenos, os compostos podem se ligar 

aos receptores hormonais (receptores estrogêncios ou androgênicos), como 

também alterar respostas sinalizadoras que envolvem mecanismos fisiológicos, 

como a produção, secreção, metabolismo, transporte ou ação hormonal 
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propriamente dita (DARBRE; HARVEY, 2008; BOBERG et al., 2010; LEE et al., 

2013; SCSUKOVA et al., 2016). 

 As moléculas destes compostos químicos podem interagir com o sítio de 

ligação dos receptores hormonais. Elas são capazes de mimetizar os hormônios 

sexuais, ocupar o receptores como também bloquear a ligação dos esteroides 

aos seus respectivos receptores como também pode haver competição. Dessa 

forma, a ação biológica pode intervir em uma cascata de sinalizações e 

influenciar na responsividade hormonal de um tecido-alvo ou mesmo causar 

efeitos tóxicos sistêmicos (BILLA; DEZOTTI, 2007; CRAIG et al., 2011; LEE et 

al., 2013; MONNERET et al., 2017; SCSUKOVA et al., 2016). 

 Dentre as diversas classificações referidas aos DEs, os “xenoestrogênios” 

são substâncias sintéticas ou naturais que possuem atividade estrogênica, 

devido à capacidade de mimetizar as funções do hormônio estrogênico e 

modular a atividade dos receptores hormonais (ROUTLEDGE et al., 1998; HALL; 

KORACH, 2002; SHAW; CATANZARO, 2008). No entanto, pesquisadores 

relataram que o efeito combinado desse tipo de composto pode inibir ou 

intensificar a sinalização estrogênica, atuando nas vias de regulação das vias 

genômicas e não genômica (JENG et al., 2010; WATSON et al., 2010; LEE et 

al., 2013; SCSUKOVA et al., 2013). 

 Os receptores hormonais estão presentes em compartimentos celulares 

de tecidos e órgãos-alvo, os quais fazem parte de um sistema complexo de 

retroalimentação, que regula diversos processos biológicos (HALL; KORACH, 

2002). Assim, os mecanismos de sinalização transcricional, vias enzimáticas ou 

processos biológicos dependentes de receptores hormonais são susceptíveis a 

estas substâncias (GOLDEN et al., 2005; DARBRE; HARVEY, 2008; TAXVIG et 

al., 2008; CHEN et al., 2009; CRAIG et al., 2011; LEE et al., 2013).

 Considerando a complexidade biológica, como as propriedades químicas 

individuais dentre os elementos desse grupo, os órgãos sistêmicos e 

reprodutivos que respondem aos sinais endócrinos, são alvos dessa classe de 

substâncias (JENG et al., 2010; VO et al., 2015; MONNERET et al., 2017; JAMAL 

et al., 2019). 

 Os efeitos desencadeados por essa classe de contaminantes podem 

atingir uma diversidade de organismos, desde micro-invertebrados até grandes 

vertebrados. A ocorrência de diversos efeitos encontrados em espécies 



16 
 

silvestres e laboratoriais levaram os pesquisadores a investigar possíveis 

anormalidades causadas, tais como: diminuição da eclosão de ovos de aves, 

peixes e tartarugas; feminização de peixes, distúrbios nas funções reprodutivas 

de crustáceos, peixes, répteis, pássaros e mamíferos, indução ao 

hermafroditismo, alterações nos níveis de vitelogenia (VTG) em espécies 

aquáticas (PEDERSEN et al., 2000), inibindo o desenvolvimento das gônadas 

(CALBORN et al., 1993; BOGI et al., 2003; BILLA; DEZOTTI, 2007). 

 Há relatos de que as substâncias classificadas como estrogênicas, 

apresentam efeitos na diferenciação sexual, fisiologia ovariana, ovários 

policísticos, endometriose e aumento no risco de câncer de mama e de vagina; 

oligospermia, aumento dos casos de criptorquidismo, hipospádia e câncer 

testicular (FERNANDEZ et al., 2007; CRAIN et al., 2008; FOWLER et al., 2012; 

PETRO et al., 2012; COSTA et al., 2014). Em humanos, seus efeitos estão 

relacionados a uma gama de doenças como anormalidades de cognição, 

diabetes tipo II, obesidade e câncer, bem como a infertilidade (DARBRE et al., 

2004; HART, 2016). 

 Nesse contexto, a detecção de moléculas de substâncias DEs em 

materiais biológicos como líquido amniótico, sangue, placenta, sangue do cordão 

umbilical e leite materno após exposição, podem demonstrar seu potencial efeito 

sobre o desenvolvimento de embriões ou fetos (VANDENBERG et al., 2009; 

NORDKAP et al., 2012). Embora a infertilidade seja idiopática, há a possibilidade 

de que os DEs possam ser uma das causas (OMS, 2012).  
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FIGURA 1. Mecanismo (s) de ação de substâncias desreguladores endócrinos (EDCs). 

Fonte: Adaptado de Scsukova et al., 2016. 

 

2.2. Parabeno 

 

 Os parabenos (PBs) são agentes conservantes, derivados da 

esterificação de ácido para-hidroxibenzóico (PHBA), utilizados em combinações 

ou isolados em formulação de produtos de diversas naturezas químicas, que 

impedem a proliferação de microorganismos e garantem o tempo de vida útil dos 

produtos, (ANVISA, 2012). 

 O grupo de PBs incluem o metilparabeno (MPB), etilparabeno (EP), 

propilparabeno (PPB), butilparabeno (BuPB), isobutilparabeno (IsobPB), 

isopropilparabeno (IsoprPB) e benzilparabeno (BZPB) (Figura 2). As moléculas 

se diferem pelo comprimento da cadeia principal ligada ao radical éster, que 

podem ser tanto uma cadeia alquílica ou um anel aromático (LIAO et al., 2002; 

SONI et al., 2005; DARBRE; HARVEY, 2008; BOBERG et al., 2010; BLEDZKA 

et al., 2014; NOWAK et al., 2018). 
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Fonte: Adaptado de NOWAK et al., 2018 

FIGURA 2: Estrutura química dos ésteres do ácido p-hidroxibenzóico e do ácido 

p-hidroxibenzóico (HPBA)  

 Embora o grupo de PBs serem considerados como poluentes nos 

ecossistemas e indicados como DEs, ainda sim é encontrado em formulações 

de produtos comerciais de cuidados pessoais (PCPs), alimentos, vegetais 

enlatados e bebidas (DARBRE; HARVEY, 2008).  

 Apesar da maioria dos compostos de PB serem de origem sintética, 

algumas espécies de plantas e bactérias o sintetizam naturalmente e, tem como 

função, inibir a proliferação de fungos e bactérias Gram positivas. Como 

exemplo, algumas bactérias produzem o ácido p-hidroxibenzóico e seus ésteres 

alquílicos, além disso, o éster PPB pode ser isolado das partes aéreas da planta 

(BAIS et al., 2003; LI et al., 2003; PENG et al., 2006). 

 Os PBs sintéticos apresentam propriedades que os favorecem, como a 

estabilidade química, baixa toxicidade, maior atividade biológica (entre pH 4,5 a 

7,0) e amplo espectro de ação (OISHI, 2002; GOLDEN et al., 2005; BOBERG et 
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al., 2010; VO et al., 2010). Além dessas características, apresentam baixo 

potencial bioacumulativo e seu metabólito pode ser biodegradável em condições 

aeróbicas (SONI et al., 2001; WU et al., 2017). 

 As diferenças no comprimento das cadeias laterais alquílicas dos ésteres, 

estão associadas a propriedades como a lipossolubilidade e o potencial 

adipogênico (SONI et al., 2005; TAXVIG et al., 2008). Segundo Hu et al. (2013), 

o potencial adipogênico seguem na seguinte ordem, referente as suas 

estruturações química: metil < etil < propil < butil < benzil. 

 A atividade biológica também está relacionada á sua conformação 

química. As semelhanças de suas moléculas com o estrógeno natural (17β-

estradiol), permitem que tais substâncias no organismo sejam capazes de 

influenciar na regulação hormonal, via receptores sobre os tecidos-alvo 

(ROUTLEDGE et al., 1998; SONI et al., 2001; DARBRE; HARVEY, 2008; VO; 

JEUNG, 2009; WATANABE et al., 2013; GORE et al., 2015; COSTA, 2016; 

GIULIVO et al., 2016. 

 A resposta estrogênica é mediada por dois receptores distintos. Os 

receptores estrogênicos (RE) α e β, que apresentam funções biológicas distintas 

e são distribuídos por diversos órgãos e tecidos (WATANABE et al., 2013). Os 

ésteres de PB ao se ligarem aos REs mimetizam ou bloqueiam as sinalizações 

hormonais, que são responsáveis pela expressão de genes. Da mesma forma, 

podem prejudicar outras vias sinalizadoras de metabolismo e síntese hormonal 

(HALL; KORACH, 2002; VO et al., 2010; WATANABE et al., 2013).  

 Entre as classes de PB, o BuPB foi classificado como um dos mais 

potentes DEs, tanto pela sua formulação química e eficiência, quanto 

conservante em inibir o crescimento microbiano. Apesar dessas características, 

outros compostos são utilizados em associação, como o MPB e o PPB, para 

aumentar sua atividade química (ANVISA, 2012). Contudo, os ésteres (PPB e 

BuBP) apresentam menor potencial estrogênico comparado aos hormônios 

naturais (ROUTLEDGE et al., 1998), sendo que a resposta no organismo pode 

ser aumentada quando associados (VALLE-SISTAC et al., 2016). 

 Os ésteres de PB assumiram importância biológica quando apresentaram 

possível relação com a atividade carcinogênica em células mamárias devido aos 

efeitos tóxicos, como também induziram alterações histológicas no útero de 

camundongos, devido a sua atividade estrogênica (LEMINI et al., 2004; VO; 
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JEUNG, 2009; DARBRE et al., 2008; KOLATOROVA et al., 2018). Além disso, o 

acúmulo de concentrações expressivas de metabólitos dos PBs encontrados em 

fluidos biológicos, como a urina (CALAFAT et al., 2010; JAMAL et al., 2019), 

tecido mamário, sangue, liquido amniótico (YE et al., 2006; BILA; DESOTTI, 

2007; DARBRE et al., 2008; DARBRE; HARVEY, 2008) tornaram-as maiores 

preocupações. 

 O Brasil segue os mesmos regulamentos que a Agência de Administração 

de Alimentos e Medicamentos dos Estados Unidos (Food and Drug Agency- 

FDA), que reconhece e classifica os ésteres de HPBA como seguros. Embora, 

exista restrição de algumas instituições (SONI et al., 2005) no Brasil, a 

RESOLUÇÃO - RDC Nº 29, DE 1º DE JUNHO DE 2012, aprova o Regulamento 

Técnico Mercosul sobre a "Lista de Substâncias de Ação Conservante permitidas 

para Produtos de Higiene Pessoal, Cosméticos e Perfumes", que permite um 

nível máximo de 0,4% para o éster único e 0,8% para uma mistura de todos as 

classes de parabeno (BLEDZKA et al., 2014, NOWAK et al., 2018). 

 Com base na atual formulação dos medicamentos, foi detectada a 

presença do MPB e o PrPB nas concentrações de 0,2% e 0,06% 

respectivamente, que correspondem ao consumo máximo de aproximadamente 

140 mg/dia e 50 mg/dia, sendo que EP e BuPB são as classes de parabeno de 

menor frequência (MONERET et al., 2010). Para as formulações de produtos 

alimentícios, os ésteres de cadeia curta como o EPB ou PrPB são utilizados com 

maior frequência em alimentos (LIAO et al., 2013). Segundo a Food and Drug 

Administration (FDA), estabeleceu-se um limite de 0,1%, de PBs que podem ser 

utilizados para a conservação de alimentos, sendo que o limite de ingestão diária 

foi permitido de 0 a 10 mg/Kg de massa corporal/dia (US. FDA, 2017).  

 O Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos Renováveis 

(IBAMA), classifica os contaminantes escoados no meio ambiente, baseados na 

potencial de Periculosidade Ambiental (PPA) de Agrotóxicos e Afins. Essa 

classificação leva em conta as seguintes características, como: toxicidade a 

diferentes organismos, persistência no meio ambiente, bioacumulação na biota 

e a capacidade de deslocamento do mesmo no meio ambiente. Assim, a ANVISA 

juntamente com o MAPA e o IBAMA, classificaram as classes de parabeno de 

acordo com PPA, com mínima preocupação ambiental (classe IV)  
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 Apesar de ser classificado como elementos seguros e com baixo potencial 

de bioacumulativo, o excesso de consumo e escoamento desses agentes no 

meio ambiente, podem prejudicar os ecossistemas (BLEDZKA et al., 2014). A 

eliminação no ambiente e a contaminação da água potável e o solo, causam 

consequências aos organismos ali presentes (XUE et al., 2017; NOWAK et al., 

2018). Isso pode ser justificado, devido a evidência de metabólitos presentes em 

peixes, algas e invertebrados presentes no mar, manguezais e sedimentos 

oceânicos (PEDERSEN et al., 2000; XUE et al., 2017; NOWAK et al., 2018). 

 As diferentes vias de exposição ao parabeno podem causar alterações 

metabólicas no sistema endócrino de diversos seres vivos (PEDERSEN et al. 

2000). A associação dos ésteres (EPB, PPB e BuPB) podem causar efeitos 

estrogênicos in vivo, que foram observados em Truta arco-íris Oncorhynchus 

mykiss onde foi possível notar maior expressão da vitelogenina, que é uma 

proteína biomarcadora, que implicou no comprometimento do desenvolvimento 

e, consequentemente, alterações na vida adulta (PEDERSEN et al., 2008)  

 Outros modelos biológicos, como os nematoides do gênero 

Caenorhabditis sp., foram utilizados para avaliar o potencial de toxicidade dos 

PBs. Foi observado que, o aumento da expressão gênica (sod-4 e skn-1) pode 

interferir na expressão de mRNAs de genes relacionados ao estresse oxidativo 

(ROS) e ativação de receptores nucleares (ESPIÑEIRA et al., 2018).  

 Relatos de estudos experimentais expõem alguns efeitos adversos 

encontrados em roedores, tais como: diminuição do peso fetal e neonatos (VO 

et al., 2015; AKER et al., 2016 ), alterações dos níveis hormonais reprodutivos e 

tireoidianos de fêmeas prenhes (AKER et al., 2016 ), acúmulo de moléculas de 

composto de PB no líquido amniótico de ratas (FREDERIKSEN et al., 2008), 

ruptura da implantação do blastocisto uterino em camundongos e diminuição na 

quantidade de espermatozoides após exposição materna (GEER et al., 2017).  

 Os seres humanos também são suscetíveis a esses tipos de DEs, que 

podem ser nocivos à saúde (JAMAL et al., 2019). Isso foi justificado, decorrente 

de sua detecção em fluidos biológicos humanos, como sêmen, urina materna e 

sangue menstrual. Também foi encontrado em tecidos, como a placenta, o que 

pode prejudicar o desenvolvimento e causar efeitos ao longo da vida (AKER et 

al., 2016; VALLE-SISTAC et al., 2016; JAMAL et al., 2019). Além desses fatores, 

as classes de PB estão associadas á obesidade (BOBERG et al., 2010), 
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diminuição na produção e qualidade de espermatozoides, aumento da incidência 

de câncer de mama e melanoma maligno (OISHI, 2002; DARBRE et al., 2004, 

DARBRE; HARVEY, 2008; WITORSCH; THOMAS, 2010). 

 Nesse contexto, surgiram movimentações para a retirada desses 

constituintes nas formulações de produtos comerciais, como “Paraben Free”, 

principalmente em produtos destinado a crianças, mesmo sendo considerados 

“seguros”, segundo a legislação. Apesar das pesquisas com os PBs apresentar 

resultados divergentes, ainda há uma preocupação da comunidade científica em 

esclarecer o real mecanismo de ação dessas substâncias, sua dose- resposta e 

seus efeitos adversos aos órgãos reprodutivos e tecidos de animais adultos e 

em humanos (KARPUZOGLU et al., 2013). 

 

2.3.  Metabolismo  

 

 Ainda não foram totalmente esclarecidos todos os efeitos das substâncias 

consideradas como DEs, desde os mecanismos bioquímicos e celulares, até 

mesmo sua ação conjunta com outros elementos químicos. Esse grupo de 

substâncias pode expressar diferentes comportamentos biológicos, devido á 

suas propriedades físico-química, podendo ser metabolizados ou 

bioacumulados, dependendo da via e tempo de exposição de cada organismo 

(SONI et al., 2005; CHEN et al., 2009; WALTERS et al., 2010). 

 Os mamíferos apresentam mecanismos fisiológicos eficientes para 

biodegradar substâncias endógenas ou exógenas. Mas antes mesmo de ser 

excretados pelo próprio organismo, as substâncias químicas quando absorvidas 

sofrem uma série de modificações estruturais (BLEDZKA et al., 2014). 

 Considerando que todo agente exógeno pode apresentar propriedades 

químicas distintas (hidrossolúvel ou lipossolúvel), quando em contato com o 

organismo, os mesmos passam pelos estágios farmacocinéticos como: a 

absorção, distribuição, biotransformação, até que chegue ao local de ação e 

promova seu efeito. Por exemplo, substâncias lipossolúveis podem ser 

degradadas pela bile e pela circulação êntero-hepática, e moléculas 

hidrossolúveis podem sofrer excreção renal (REIS FILHO et al., 2007; AUBERT 

et al., 2012). 
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 Naturalmente a epiderme dos mamíferos apresenta barreiras biológicas 

contra patógenos e outras substâncias exógenas, porém, alguns componentes 

conseguem ser absorvidos, passando por todos os tecidos em quantidades 

suficientes para produzir efeitos sistêmicos (AUBERT et al., 2012; DARBRE; 

HARVEY, 2008). A absorção dérmica dos PBs está associada à capacidade de 

seus ésteres em ultrapassar o estrato córneo da epiderme e a absorção está 

relacionada ao comprimento da cadeia alquílica (ANDERSEN et al., 2002, 

KOLATOROVA et al., 2017). Sendo assim, os PBs de cadeias mais longas são 

absorvidos de forma mais lenta e podem ser metabolizados na presença de 

esterases cutâneas (AUBERT et al., 2012).  

 Os órgãos como rins e fígado fornecem informações importantes sobre o 

impacto sistêmico à exposição de substâncias tóxicas no organismo. As enzimas 

hepáticas estão presentes no retículo endoplasmático (microssomos) ou no 

citoplasma das células (citosol), as quais têm função de metabolizar 

(biotransformar) as moléculas dos constituintes químicos. Em humanos, a 

hidrólise dos PBs ocorre na presença de duas enzimas catalisadoras, carboxil- 

esterase (hCE 1), que apresentam afinidade com os PBs de cadeias curtas, e 

(hCE 2) que hidrolisam compostos de cadeias longas. Os PBs podem gerar 

metabólitos como ácido p-hidroxibenzóico, cuja grande proporção é excretada 

como conjugado em glicina p-hidroxipúrpico (JWEL et al., 2007; KOLATOROVA 

et al., 2017).  

 Os compostos químicos são biotransformados por processos metabólicos 

enzimáticos, os quais sofrem modificações relacionadas à sua conformação 

química e a sua atividade biológica (BAILLIE et al., 2011; KEBAMO et al., 2015). 

Esta alteração bioquímica pode transformar seus metabólitos em moléculas 

ativas, que por vezes são mais prejudiciais que seus precursores. Segundo 

Abbas et al. (2010) relataram que apenas o ácido p-hidroxibenzóico (conjugado 

do éster hidroxibenzóico) pode se acumular em tecido humano, diferentemente 

das outros ésteres de PB.  

  Nesse sentido, considerando as conformações químicas, os mecanismos 

de transporte celular e a permeabilidade da membrana, pode haver a retenção 

dessas substâncias por mais tempo nos tecidos, independente das etapas 

fisiológicas (AUBERT et al., 2012; NOWAK et al., 2018). Segundo Ye et al. 

(2008), após a aplicação dérmica ou ingestão oral de PBs, foi possível detectar 
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níveis dessa substância no sangue e, consequentemente houve á distribuição 

sistêmica. 

 Após a biotransformação, os metabólitos de ésteres de PB são o ácido p-

hidroxibenzóico e álcool, os quais são excretados como conjugados em glicina 

p-hidroxihipúrico ácida, sulfato ou ácido glucoronídeo. A formação do ácido 

glucuronídeo é catalisado pela enzima UDP-glucuronosil transferases (UGT) (YE 

et al., 2006; ABBAS et al., 2010; BOBERG et al., 2010; AUBERT et al., 2012; 

NOWAK et al., 2018). Apesar de seus metabólitos apresentarem menor atividade 

estrogênica que seus ésteres, são indicados como biomarcadores para 

exposição destes compostos (GUO et al., 2017; MOOS et al., 2016; WU et al., 

2017; YE et al., 2006). 

 Portanto, a absorção sistêmica, distribuição e metabolismo, também 

dependem da biodisponibilidade do agente tóxico, do período de exposição, 

afinidade química e sítio de ação (AUBERT et al., 2012). Muitos compostos 

podem ser retidos em locais onde não são seus sítios específicos. Por exemplo, 

o metabólito PHBA foi detectado em células de tecido mamário devido as suas 

propriedades lipofílicas, e assim sugeriram que essas substâncias contribuem 

com o acúmulo de gordura e a incidência no câncer de mama (DARBRE et al., 

2004; DARBRE; HARVEY, 2008, 2014; WANG et al., 2015; GUO et al., 2017).  

 

2.4. Mecanismo de ação 

 

 As combinações de estudos in vivo, in vitro e dados epidemiológicos dos 

efeitos dos PBs, têm sido importantes para compreender a atividade estrogênica 

e a sua relação nas funções reprodutivas de animais e humanos (ROUTLEDGE 

et al., 1998; DARBRE et al., 2002; DARBRE et al., 2004; FREDERIKSEN et al., 

2008; VO; JEUNG, 2009; AHN et al., 2012; PATEL et al., 2015; AKER et al., 

2016; NOWAK et al., 2018). 

 O sistema endócrino é regulado por feedbacks complexos e sincrônicos 

que ocorrem entre diversas glândulas que compõem o sistema. São 

responsáveis pela regulação e o controle do ciclo reprodutivo, crescimento 

ósseo, proliferação e desenvolvimento, garantindo a homeostase do organismo 

(MARTY et al., 2011). Qualquer interferência externa como fatores ambientais 
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ou agentes tóxicos, pode prejudicar qualquer processo biológico, resultando em 

anormalidades nos órgãos reprodutivos, no desenvolvimento, na função sexual 

e comportamental (STEFANDOTTIR et al., 2014; SHAHIDEHNIA et al., 2016). 

 Em condições naturais, esse sistema é regulado por moléculas 

mensageiras, os hormônios, que diferem entre si pela sua natureza química. 

Assim, o estrógeno (17β-estradiol) e a testosterona, são esteroides originados a 

partir de colesterol, que regulam características sexuais primárias e secundárias 

das funções reprodutivas. Entre eles, o desenvolvimento dos órgãos sexuais é 

importante na síntese, metabolismo, proliferação, diferenciação e crescimento 

celular dos tecidos (CRAIG et al., 2011; FINDLAY et al., 2019).  

  A regulação dos mecanismos biológicos é devido à interação dos 

esteroides sexuais aos receptores intracelulares citosólicos. A propriedade 

lipofílica dos esteroides endógenos permite que os mesmos ultrapassem a 

membrana plasmática das células e se acoplem aos receptores, formando assim 

um complexo hormônio-receptor (WOLFF et al., 2012; ROCHA et al., 2014). 

Sendo assim, este complexo pode atuar diretamente em partes específicas do 

DNA nuclear e sua ação pode ocasionar a transcrição ou a inativação de 

determinados genes responsivos a estes hormônios endógenos (BLAIR et al., 

2000). 

 A similaridade das moléculas de PB com o estrógeno e suas propriedades 

lipofílicas (Figura 3), permite que esses constituintes ultrapassem a membrana 

celular da mesma forma que os esteroides, os quais podem mimetizar ou 

competir com as moléculas hormonais para se acoplar aos REs intracelulares 

(BLAIR et al., 2000; OKUBO et al., 2001). Entretanto, as sinalizações hormonais 

podem ser bloqueadas ou mimetizadas e consequentemente desencadear 
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respostas adversas como alterações na atividade celular (DARBRE; HARVEY, 

2008), 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Nowak et al., 2018 

FIGURA 3: Estrutura química dos ésteres PrPB e BuPB comparado ao E2. 

 O efeito agonista das moléculas de PB ao REs pode causar alterações na 

regulação hormonal e prejudicar cascatas fisiológicas que estão envolvidas na 

síntese, secreção, transporte ou mesmo alterar a população de receptores 

hormonais (LEE et al., 2013; BLEDZKA et al., 2014; JAMAL et al., 2019). Os REs 

apresentam sensibilidade e especificidade a suas respectivas moléculas, pois 

funcionam como um sistema chave-fechadura e, um dos seus papéis é sinalizar 

reações a órgãos dependentes desses hormônios (CALBORN et al., 1993; 

DARBE; HARVEY, 2008; TORTORA; DERRICKSON, 2010).  

 As duas classes de RE estão presentes em vários tecidos responsivos a 

ação hormonal (MAKELA et al., 1999; GUSTAFSSON, 2000; OKUBO et al., 

2001). Os REα estão presentes na glândula mamária, fígado, hipófise, 

suprarrenal, rins, vagina e epidídimo, já os REβ são encontrados na próstata, 

pulmão, bexiga e ossos e ambos são encontrados no ovário, útero e testículo 

(KUIPER et al., 1997; WANG et al., 2000). Quando há absorção do PB para o 

organismo, o mesmo pode alterar mecanimos fisiológicos como a ligação ou 
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ação desses receptores de diferentes fontes, modificando a resposta biológica 

(OKUBO et al., 2001; VO et al., 2010).  

 A mimetização do PB pode causar alterações endócrinas na atividade 

celular como, o funcionamento do metabolismo hormonal, inibição da síntese 

enzimas estereoidogênicas e influenciar na expressão de genes dependentes do 

estrógeno natural (DARBRE; HARVEY, 2008; AHN et al., 2012). Além disso, as 

moléculas de PB também podem atuar sobre outras vias como, a produção de 

hormônio de crescimento, ativação da via de fator de crescimento similar á 

insulina (IGF1) que induz a proliferação celular (ROUTLEDGE et al., 1998; 

OKUBO et al., 2001; DARBRE et al., 2004; VO; JEUNG, 2009; VO et al., 2010; 

VO et al., 2015). 

 Outros ensaios demonstraram que, além da atividade estrogênica, há 

uma ação anti-androgênica, sugerindo que essas substâncias sejam capazes de 

atuar em outros receptores hormonais, como os receptores androgênicos (RA) 

e progesterona (RP) (SATOH et al., 2005; CHEN et al., 2007; DARBRE; 

HARVEY, 2008; GORE et al., 2015; BOBERG et al., 2016).  

 Ainda não há definições claras sobre todos os efeitos adversos para cada 

éster de PB. Assim, é importante considerar todos seus mecanismos de ação 

envolvidos na tradução e expressão de proteínas envolvidas na produção 

hormonal. Além da interação direta dos PB com os receptores nucleares, pode-

se encontrar também alterações na conformação, altos níveis de receptores e 

transdução de sinal, que são fatores consideráveis para definir a potência e 

eficácia de um DE (BOBERG et al., 2010; GORE et al., 2015). 

  Nesse sentido, Prusakiewicz et al. (2007) e Dumas e Diorio (2011), 

levantaram hipótese de que os compostos de PB podem inibir as enzimas 

catalizadoras como a sulfotransferases (SULTS) da pele, por exemplo, e o 

citocromo P450 (CYP) e a UDP-glucuronosiltransferase (UGT) que são 

responsáveis pela reação de sulfatação do estrogênio e, consequentemente 

observou-se um aumento nos níveis citosólicos hepáticos de estrogênio, 

justificado pelo aumento da sua cadeia alquílica, quanto maior, mais potente a 

inibição dessas enzimas, bloqueando o processo de sulfatação dos estrogênios. 

 Recentemente, têm-se discutido sobre a exposição ao PB relacionada aos 

distúrbios nas concentrações dos hormônios sexuais femininos. Em modelos de 

roedores expostos ao composto BPB, observou-se uma redução na expressão 
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do gene CYP19a1 testicular, que codifica a aromatase, enzima importante para 

a conversão de andrógenos em estrógenos, como o 17β-estradiol, e 

consequentemente sua ação pode alterar os níveis de hormônios esteróides 

(BOBERG et al., 2016; CHUFFA et al., 2017; PATEL et al., 2017).  Entretanto, 

nos estudos de Pollock et al. (2017), demonstraram que os compostos PPB e 

BuPB podem causar alterações nas mesmas enzimas metabólicas, porém 

observou-se um alto nível de estradiol detectado no organismo. 

 Apesar da atividade estrogênica não ser claramente compreendida, os 

compostos de PBs apresentam afinidade aos receptores nucleares como 

também aos receptores de membrana (WUTTKE et al., 2010; YANG et al., 2015; 

WATANABE et al., 2013). Sendo assim, uma vez ligado aos REs, formam um 

complexo ligante (parabeno) e RE, que acoplam ao DNA e atuam na expressão 

de genes específicos e, sua ação agonista, pode influenciar diretamente nos 

mecanismos de transcrição ou pós-transcrição (WUTTKE et al., 2010). 

  A expressão dos receptores é dependente das concentrações hormonais 

séricas, e a efetividade e remoção dos mesmos são dependentes dos 

mecanismos de feedback (HALL et al., 2002). Dessa forma, as modificações nos 

receptores, decorrentes da ocupação por outros constituintes químicos similares 

aos esteroides, podem acarretar em menor disponibilidade de receptores, 

alterando as respostas sinalizadoras (VANDERBERG et al., 2013).   

  Portanto, a disponibilidade dos PBs podem alterar as respostas de 

sinalização e, consequentemente, os níveis hormonais ativos no organismo 

(WUTTKE et al., 2010; GUO et al., 2012), pois a ligação dos compostos de PB 

aos REs nucleares ou de membrana, podem ocasionar a fosforilação ou 

alteração na conformação químicas do REs e influenciar em reações específicas 

de tecidos dependentes de REs (YAMAGUCHI, 2007).  

2.4.1. Implicações das classes de parabeno nas funções reprodutivas 

 Há uma quantidade crescente de estudos com DEs, incluindo as classes 

de PBs e seu impacto na atividade reprodutiva de mamíferos (CARBORN et al., 

1993; NOWAK et al., 2018; JAMAL et al., 2019). Dessa forma, ensaios 

experimentais in vivo e in vitro testam diferentes concentrações e doses dos 

compostos de PB e de seus metabólitos em diferentes vias de exposição e 
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estágios de vida, para investigar seus efeitos frente à toxicidade e a atividade 

estrogênica na reprodução (ENGELI et al., 2007; BOBERG et al., 2010; VO et 

al., 2014; STEFANDOTTIR et al., 2014; GUERRA et al., 2016). 

 A fertilidade humana como a fertilidade animal sofrem riscos a diversos 

fatores, entre eles, genéticos ou ambientais como substâncias tóxicas que 

podem corroborar para a desregulação ou intervir em qualquer etapa envolvida 

na fertilidade, no desenvolvimento fetal até a vida adulta (PYCKE et al., 2015; 

GUERRA et al., 2016b). Durante a gestação como a vida pós-natal são mais 

sensíveis a estes constituintes químicos tóxicos, podem causar efeitos negativos 

não reversíveis aos indivíduos até a fase adulta (MATHIESEN et al., 2013; 

FERNÁNDEZ et al., 2016; YANG et al., 2016; KOLATOROVA et al., 2017).  

  A regulação e a estruturação dos tecidos reprodutivos são importantes 

parâmetros que, fornecem informações sobre o impacto sistêmico à exposição 

de substâncias tóxicas (VANDERBEG et al., 2013; VO et al., 2014). As gônadas 

são glândulas endócrinas reguladoras de vários mecanismos fisiológicos e alvos 

de DEs. Embora não tenham sido esclarecidos todos os efeitos dos ésteres na 

fertilidade de mamíferos, como exemplo em humanos, tem se utilizado modelos 

biológicos como roedores, para investigar a toxicidade sobre as funções 

reprodutivas de diversas populações de espécimes (GOLDMAN et al., 2007).  

  Há poucos estudos que discutem os efeitos dos PBs nas funções 

reprodutivas de machos, pois ainda não foram definidos todos os mecanismos 

de ação, sobre os reais efeitos estrogênicos e/ou androgênicos causados por 

esses elementos químicos na reprodução (KARPUZOGLU et al., 2013). De 

forma análoga, os testículos são gônadas importantes tais como os ovários que 

garantem processos fisiológicos como a produção e manutenção de células 

germinativas para a reprodução. Alguns parâmetros como a fertilidade, 

morfologia espermática, mortalidade e a concentração de espermatozoides, são 

essenciais para identificar a atividade estrogênica dos CDEs (OISHI et al., 2001; 

GUERRA et al., 2016).  

  Dentre outras características, o comportamento sexual de roedores 

machos expostos aos PBs não foram alterados (GUERRA et al., 2016), mas os 

ésteres BuPB e PrPB influenciaram na diminuição das reservas de 

espermatozoides do epidídimo caudal em concentrações que variavam de 100 

a 200 mg/ kg (KANG et al., 2002). Segundo Oishi et al. (2001), os PBs alteraram 
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a espermatogênese, como a diminuição da qualidade e produção diária de 

espermatozoides e na diminuição do peso de alguns órgãos, como próstata e 

epidídimo. 

 Os Roedores, por exemplo, ratas e camundongas são modelos biológicos 

que apresentam ciclo reprodutivo curto (4 a 5 dias) e sua morfofisiologia 

reprodutiva permite avaliar parâmetros in vivo que podem ser extrapolados para 

humanos como outros mamíferos (GOLDMAN et al., 2007). Sendo assim, este 

sistema é constituído por uma sequência de eventos celulares e hormonais como 

a foliculogênese, estereiodogênese que conjuntamente, garantem a regulação e 

a manutenção das células germinativas para adquirir a competência necessária 

para a reprodução (MYERS, 2004; AHN et al., 2012; CRAIG et al., 2012; AKER 

et al., 2016). 

 Em fêmeas, os órgãos reprodutivos são responsivos a estimulação dos 

esteroides sexuais (BALES; HOSTETLER, 2011). Os PBs podem influenciar nos 

níveis hormonais gonadotróficos ou hipotalâmicos, que atuam no sistema 

reprodutor, sendo assim podem indicar a atividade estrogênica desses 

constituintes (KATO et al., 2003; BOBERG et al., 2016). Dessa forma, os tecidos 

reprodutivos podem ser utilizados como amostras biológicas para identificar in 

vivo as modificações histopatológicas relacionadas à atividade estrogênica (Vo 

et al., 2010). 

 Nesse sentido, os mecanismos reprodutivos são regulados por 

sinalizações celulares e hormonais, mediados por vários fatores endócrinos ou 

parácrinos, indispensáveis para interação dos tecidos reprodutivos. Assim, 

alterações dessas vias regulatórias ou mesmo a inibição de qualquer fator, 

podem prejudicar qualquer tecido que está envolvido na biossíntese hormonal e 

metabolismo (AHN et al., 2012; CRAIG et al., 2012; NOWAK et al., 2018; 

JIMENEZ et al., 2019). 

 As estruturas foliculares possuem papéis fundamentais que contribuem 

para a regulação do desenvolvimento e diferenciação dos estágios celulares, 

sendo que a morfologia das células da granulosa garantem a manutenção da 

esteroidogênese (PARROTT; SKINNER, 1999). Além disso, os mecanismos 

estereodogênicos têm papel importante na biossíntese de esteróides sexuais, 
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que atuam para regular homeostase das funções reprodutivas (MILLER; 

BOSE, 2011; CRAIG et al., 2012). 

 O estrogênio ou 17β-estradiol em humanos é o principal hormônio 

estrogênico em mamíferos. Por apresentar alto potencial de ação aos REs, são 

utilizados como controle positivo em ensaios in útero, animais imaturos ou 

ovariectomizados, para comparar e avaliar o potencial estrogênico dos DEs 

(COLDHAM et al., 1997). Este esteroide é responsável por diversos mecanismos 

fisiológicos em mamíferos, como a formação das características femininas, 

comportamento sexual, ciclo menstrual, ciclo estral e ovulação. Atua ainda na 

formação óssea, no sistema cardiovascular, memória, pele e no sistema 

imunológico (ROUTLEDGE; SUMPTER, 1996; TAPIERO et al., 2002; 

NOGUEIRA, 2003; NGHIEM et al., 2004; KUSTER et al., 2004; VO; JANG, 

2009). 

 Alguns estágios foliculares, como o folículo antral e o corpo lúteo, são 

glândulas esteroidogênicas que podem sofrer riscos aos DEs (CRAIG et al., 

2011). A esteroidogênse ovariana sofre riscos á ação das moléculas de PBs 

(ZAMA; UZUMCU, 2010), e influenciam no desenvolvimento precoce dos 

folículos ovarianos, como também atuam sobre os mecanismos da glândula 

adrenal (TAXVIG et al., 2008). 

 Considerando que populações de organismos estão expostos 

simultaneamente a diversas substâncias químicas, Guerra et al. (2016), 

associaram contaminantes como o BuPB e ftalato in vitru em folículo pré-antral 

de camundongo e observaram uma dimunuição na concentração de estradiol . 

Já Isling et al. (2014) também testaram misturas de ftalatos com outros químicos, 

como pesticidas, filtros químicos ultravioleta, bisfenol A e PBs e notaram redução 

na frequência das fases do ciclo estral, entretanto não foi possível identificar 

diferença no peso dos ovários e na quantidade dos estágios foliculares.  

 Em ratas neonatais Anh et al. (2012) verificaram diminuição da expressão 

do gene hormônio anti‐Mulleriano (AMH). Pois o hormônio (AMH) é sintetizado 

pelos folículos maduros (antral) e apresentam ação inibitória nos estágios inicias 

do desenvolvimento folicular (CRAIG et al., 2011). Foi relatado que o gene AMH 

são responsivos ao estrogênio e sua expressão também pode ser afetada pela 

ação estrogênica ou compostos anti-estrogênicos (ZAMA; UZUMCU, 2010). 
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 Além dessas características, Vo et al. (2010) demonstraram que os 

ésteres de PB podem promover a redução da quantidade de corpo lúteo, 

aumento de folículo císticos e afinamento do epitélio folicular. Em altas doses de 

PrPB e Isop-PB (1000 mg/Kg/ dia), houve a hipertrofia miometrial e atraso da 

abertura vaginal em animais neonatos. Outros estudos relataram que estas 

substâncias diminuem os níveis de REβ ovariano, como também inibem a 

esteroidogênese e, consequentemente, a foliculogênese (AHN et al., 2012; 

TAXVIG et al., 2008).  

 Embora os DEs influenciem no desenvolvimento gestacional de órgãos 

reprodutivos, pouco se sabe sobre os efeitos de substâncias como o PrPB e 

BuPB associados durante a vida adulta. Seus efeitos tóxicológicos nos diferentes 

parâmetros reprodutivos (sinalização intracelular, manutenção dos órgãos 

reprodutivos, funções endócrinas), são cruciais para o entendimento de seus 

mecanismos de ação sobre a fertilidade na vida adulta (ZAMA; UZUMCU, 2010; 

CRAIG et al., 2012; GUERRA et al., 2016). 

HIPÓTESE 

 A exposição sub-crônica de propil e butil-parabeno combinados pode 

influenciar na atividade reprodutiva, como a ciclicidade e a fisiologia ovariana e 

uterina de fêmeas Wistar adultas.  

JUSTIFICATIVA E OBJETIVO GERAL 

 Devido a uma maior preocupação com a relação entre a exposição aos 

contaminantes químicos de diversas naturezas química e a atividade estrogênica 

de alguns grupos de substâncias, que influenciem na fertilidade e nas funções 

endócrinas de humanos e outros mamíferos, houve maior curiosidade de 

investigar os efeitos dos compostos de parabeno, em específico, o propil e butil-

parabeno associados, por um período prolongado e contínuo de exposição, 

diante de alguns parâmetros reprodutivos na vida adulta. Portanto, este trabalho 

teve como objetivo avaliar os efeitos sub-crônico dos parabenos associados, 

sobre a atividade reprodutiva de ratas Wistar adultas. 
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OBJETIVO ESPECÍFICO 

 Para alcançar o objetivo acima descrito, foi utilizado duas classes de 

parabeno, o Propil e Butil-parabeno, classificados como substâncias 

estrogênicas, e que representassem um parabeno de cadeira estrutural curta 

(propil) e um de cadeia longa o (butil). Desse modo, foram associados os dois 

compostos e administrados via subcutânea para avaliar os efeito contínuo da 

exposição durante o período da vida adulta. Foram avaliados alguns parâmetros 

reprodutivos, como: evolução do peso corporal e peso dos órgãos reprodutivos; 

avaliação histopatológica dos órgãos sexuais, imunomarcação de receptores de 

esteroides (PR e ERα), dosagem hormonal para estrógeno, caracterização das 

células do epitélio vaginal e regularidade do ciclo estral. 
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Resumo 28 

Os parabenos (PBs) são conservantes usualmente encontrado em produtos 29 

farmacêuticos, alimentos, e classificados como poluentes dos ecossistemas. 30 

Mesmo em baixas concentrações, são capazes de apresentar efeitos no sistema 31 

endócrino de diversas classes de mamíferos. Portanto, o presente estudo teve 32 

como objetivo avaliar os efeitos da solução de Propil-parabeno e Butil-parabeno 33 

sobre a regularidade do ciclo estral e dos órgãos reprodutivos. Utilizou-se Ratas 34 

Wistar (n=24, com 55 dias de idade) e ciclos regulares, foram submetidas por via 35 

subcutânea nas seguintes doses de Propil (50%) e Butlil-parabeno (50%): 10, 36 

100 e 200 (mg/kg de peso corporal/dia) e o grupo controle, óleo de milho como 37 

veículo. Utilizou-se a técnica de citologia vaginal para caracterizar os aspectos 38 

morfométricos dos tipos celulares encontrados em cada fase do ciclo estral por 39 

grupo experimental. Avaliação da frequência das fases do ciclo estral, o 40 

comprimento, regularidade, como a presença de muco entre as fases do ciclo. 41 

Além desses parâmetros, foram avaliados a evolução do peso corporal como os 42 

órgãos reprodutivos (útero e ovários) e os níveis de estrógeno. Os resultados 43 

revelaram que não houve diferença do peso absoluto e relativo dos órgãos 44 

reprodutivos entre os grupos experimentais como também do peso corporal. 45 

Além disso, pode-se concluir que o método Shorr foi uma técnica eficaz para 46 

identificar e caracterizar os tipos celulares encontrados na mucosa vaginal de 47 

todas as fêmeas. Embora a associação dos PBs neste estudo não se mostraram 48 

substâncias estrogênicas ao sistema reprodutor de fêmeas adultas, 49 

considerando as avaliações realizadas, especulamos que doses superiores a 50 

200 mg/kg para fêmeas adultas seria o menor nível de efeito adverso observado 51 

(LOAEL). 52 

 53 

Palavras-chave: parabeno, ciclo estral, morfometria celular, mucosa vaginal.  54 

 55 

 56 

 57 

 58 

 59 

 60 
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Abstract 61 

 62 

The parabens are considered a preservative usually found in commercial 63 

products and it is an ecosystems pollutant. Even in low concentrations, it could 64 

present effects in the endocrine system in many mammals. Therefore, the goal 65 

of this study was to evaluate the effects of propyl and butyl-paraben in adult 66 

females Wistar in the estrus cycle’s regularity and the characteristics of 67 

reproductive systems. It was used adult females Wistar (n=24, 55 days of age, 68 

with regular cycle), that were divided in four groups (n=6), and submitted to the 69 

subcutaneous application of Propyl (50%) and Butyl (50%) paraben (mg/kg body 70 

weight/day): Control group (CG) – corn oil as vehicle; Treatment 1 (T1) – 10 71 

mg/kg; Treatment 2 – 100 mg/kg; and Treatment 3 – 200 mg/kg. The vaginal 72 

cytology was performed to evaluate the cell types of each estrus phase of the 73 

experimental groups. In addition, we evaluate the frequency, length, regularity of 74 

the cycle, like the presence of mucous in the estrous cycle phase. Furthermore, 75 

we evaluated the evolution of body weight as the reproductive organs (uterus and 76 

ovaries), and the plasmatic levels of estrogen. For continuous variables, we 77 

performed the analysis of variance (ANOVA), with the Tukey test, and for binary 78 

variables, we used the logistic regression model. For the count variables, applied 79 

the analyses of generalized linear models, considering the negative binomial 80 

distribution, because the variability of the data’s. The statistical analysis were 81 

performed by the Institute Statistical Analysis System software (S.A.S. Cary, 82 

North Caroline, USA, version 9.3). The data shown no difference in the absolute 83 

and relative weight of the reproductive systems between the experimental groups 84 

as well as the body weight. Besides that, we conclude that the Shor method is 85 

efficient to identify and characterize the cell types in vaginal mucous of all 86 

females. Although, the association of paraben have no estrogen action in the 87 

reproductive system of adults females by the evaluations performed, we think the 88 

higher doses over 200 mg/kg in adults females, could be the lowest level of 89 

adverse effect observed (LOAEL). 90 

 91 

Key-word: cellular morphology, estrous cycle, paraben, vaginal mucous  92 
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INTRODUÇÃO 93 

 94 

 A atividade cíclica é constituída por diversos mecanismos endócrinos e 95 

neuroendócrinos, que regulam e alteraram a morfologia e a estrutura dos 96 

ovários, útero e vagina que acompanham cada fase do ciclo estral de diversas 97 

espécies de mamíferos, como os roedores experimentais. Além disso, as 98 

alterações comportamentais, decorrente das flutuações hormonais, permitem a 99 

capacidade de gerar gametas, promover fertilização e a manutenção da 100 

gestação, que é a função fisiológica para a perpetuação das espécies (Goldman 101 

et al. 2007; Aritonang et al. 2017).  102 

Por esse mecanismo intrínseco e organizado do ciclo estral, sua 103 

regulação hormonal pode ser suscetível à fatores ambientais, como por exemplo, 104 

à substâncias que atuam como contaminantes desreguladores endócrinos 105 

(CDEs) (WHO, 2012). Os seres humanos, como outros mamíferos, peixes e 106 

animais silvestres, são suscetíveis à diversas substâncias de diferentes 107 

naturezas químicas presentes no meio ambiente como: água contaminada, 108 

alimentos, produtos industrializados, fármacos e até mesmo plantas 109 

(fitoestrogênios). Os diferentes mecanismos de ação dos CDEs podem 110 

comprometer o desenvolvimento e as funções reprodutivas (Johansson et al. 111 

2016; Nowak et al. 2018).  112 

 Dentro do grupo de CDEs, os ésteres derivados de ácido para-113 

hidrobenzóico, popularmente conhecidos como parabeno (PB), incluem metil, 114 

etil, propil, butil, isopropil, isobutil e benzilparabeno. São utilizados como 115 

conservantes antimicrobianos, inseridos em mistura ou desassociados em 116 

diversas formulações de produtos usuais e são descartados frequentemente no 117 

meio ambiente (Vo e Jeung, 2009; Bledzka et al. 2014). Cada molécula de 118 

parabeno diferenciam-se pelo comprimento da cadeia principal ligada ao grupo 119 

funcional éster e, seu potencial de ação está associado com o tamanho do 120 

comprimento da sua cadeia lateral (Okubo et al. 2001; Boberg et al. 2010a; Vo 121 

et al. 2010). 122 

 A atividade estrogênica desses contaminantes podem alterar os níveis 123 

dos esteroides no organismo como a quantidade de receptores hormonais a nível 124 

tecidual e molecular, e como consequência a regulação dos órgãos e tecidos-125 

alvo (Vo et al. 2010; Hart 2016). Entre os tecidos reprodutivos, o tecido vaginal 126 
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também sofre ação do estrógeno em muitas fêmeas mamíferas. A estratificação 127 

e descamação do epitélio vaginal caracterizam cada fase do ciclo. Como 128 

exemplo, na fase estro as fêmeas apresentam receptividade ao macho e, em 129 

aspectos citológicos há uma intensa queratinização e descamação vaginal. 130 

Essas modificações se intensificam e são reajustadas de acordo com a atividade 131 

cíclica hormonal.  132 

 Caso haja alteração dos tipos de células, decorrente a alterações 133 

hormonais ou comportamentais, o método de citologia celular consegue detectar 134 

individualmente os tipos de células e proliferação celular irregular do epitélio. 135 

Assim, sugere-se que essas características são indicativas de irregularidades do 136 

ciclo reprodutivo ou maior duração entre os estágios do ciclo estral (Goldman et 137 

al. 2007; Li e Davis, 2007). 138 

As diferentes concentrações dos PBs ou seus metabólitos podem causar 139 

efeitos tóxicos como também interferir no ciclo reprodutivo decorrente da ação 140 

estrogênica. Há diversos designs experimentais (in vitro ou in vivo) que utilizam 141 

diferentes períodos de exposição e vias de administração, sendo que tais 142 

variações podem produzir resultados divergentes que muitas vezes são 143 

extrapoladas as reais concentrações ambientais em que humanos e animais 144 

estão expostos (Engeli et al. 2007; Boberg et al. 2010a; Vo et al. 2010; Guerra 145 

et al. 2017).  146 

  Nesse contexto, partindo do pressuposto que esses elementos possuem 147 

atividade estrogênica e diferentemente destes estudos disponíveis que 148 

utilizaram altas doses e curtos períodos de exposição, o objetivo do presente 149 

estudo foi caracterizar o perfil citológico de fêmeas Wistar adultas expostas a 150 

solução de propil-parabeno e butil-parabeno combinados, que representassem 151 

alquilícos de cadeia curta e longa, e, identificar os efeitos sub-crônico na 152 

regularidade do ciclo estral e nos órgãos reprodutivos.  153 

 154 

MATERIAIS E MÉTODOS 155 

 156 

Delineamento experimental 157 

 158 

O delineamento experimental deste estudo (Figura 1), seguiu os princípios 159 

éticos em pesquisa animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentação 160 
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Animal (COBEA) e aprovado pela comissão de ética do uso de animais (CEUA) 161 

da Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ), da Universidade 162 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, aprovado sob o protocolo CEUA 163 

0145/2018. 164 

 165 

Químico 166 

 167 

Foram adquiridas duas classes de parabeno, o Propyl 4-hydroxybenzoate 168 

(CAS: 94-13-3) e Butyl 4-hydroxybenzoate (CAS: 94-26-8) da Sigma-Aldrich 169 

Brasil Ltda, Cotia, São Paulo, Brasil) com pureza ≥ 99%. Para o preparo da 170 

solução, utilizou-se 1 a 5 mL metanol para a diluição dos químicos comerciais, e 171 

após a evaporação total do álcool, foram adicionados óleo de milho comercial 172 

como veículo para todas as doses, e determinou-se 1 ml o volume máximo para 173 

a administração.  174 

 175 

 Animais e Tratamento 176 

 177 

Foram utilizadas 24 ratas (Rattus norvergicus) Wistar adultas com idade 178 

aproximada de 55 dias, peso médio 180g obtidas do Biotério Central da 179 

Universidade Estadual de São Paulo (UNESP) e mantidas na Unidade de 180 

Pesquisa Experimental (UNIPEX). As fêmeas foram alojadas em caixas plásticas 181 

de (41 x 34 x 16 cm) com três animais por caixa, forradas com maravalha auto-182 

clavada, sob condições controladas de luminosidade (12 horas de luz: 12 horas 183 

de escuro) e temperatura (23 ± 2°C). Os animais foram alimentados com dieta 184 

padronizada da marca Presence®, (Paulínia, São Paulo/ Brasil), 30g/animal e 185 

receberam água ad libitum durante todo o período experimental.  186 

As fêmeas foram distribuídas entre quatro grupos experimentais (n= 6/ 187 

grupo) e tratadas durante um período crítico de 90 dias consecutivos. As ratas 188 

foram submetidas diariamente á aplicação via subcutânea, e estabeleceu o 189 

mesmo horário de aplicação no período da manhã. O grupo controle (GC) 190 

também recebeu os mesmos procedimentos, porém foram administrados 191 

apenas óleo de milho como veículo, quanto aos outros grupos experimentais, 192 

foram determinados três dosagens (mg/Kg de peso corpóreo/ dia) da solução de 193 

propil-parabeno (50%) com butil-parabeno (50%): 10 mg/Kg (máxima ingestão 194 
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diária admissível- MIDA (FAO/World Health Organization, 2007; Vo et al. 2008); 195 

100 mg/Kg (LOAEL—lowest observed adverse effect level—for rodent male 196 

reproductive parameters (Christiansen et al. 2012; Park et al. 2012); 200 mg/Kg 197 

(OECD, 2008). As doses escolhidas neste estudo foram selecionadas ás 198 

restrições de solubilidade, para que garantisse a saúde imediata dos animais 199 

durante o período prolongado de tratamento. 200 

Todos os grupos foram submetidos à aplicação subcutânea diariamente 201 

durante 90 dias consecutivos, no mesmo horário e período (matutino), para 202 

avaliar os efeitos sub-crônico dos compostos químicos combinados (FDA, 2000; 203 

Yuan et al. 2014). Além disso, a via de administração utilizada no presente 204 

estudo foi selecionada devido à propriedade lipídica do veículo e por apresentar 205 

taxa de absorção mais lenta que possibilitaria um maior tempo de exposição dos 206 

animais aos compostos químicos (Turner et al. 2011). As aplicações foram 207 

realizadas em áreas alternadas da pele do animal para evitar irritações. Foram 208 

desconsiderados os parâmetros de uma das fêmeas do grupo T3, que veio a 209 

óbito 30 dias após a primeira exposição do químico. 210 

 211 

Citologia vaginal 212 

 213 

A colheita de citologia vaginal foi iniciado após 30 dias os animais já terem 214 

sido expostos ao tratamento. A avaliação dos tipos celulares encontrados na 215 

mucosa vaginal de todas ratas foram realizadas diariamente, no mesmo horário, 216 

durante oito semanas consecutivas, totalizando 15 ciclos totais (contando de um 217 

estro ao estro seguinte). 218 

As amostras foram obtidas com cotonetes umedecidos em solução 219 

fisiológica (NaCl 0,9%) e introduzidos na vagina, com uma rotação para o lado 220 

direito contra a parede (Goldman et al. 2007; Ekambaram et al. 2017). Em 221 

seguida, foram feitos esfregaços em lâmina de microscopia e fixados em álcool-222 

éter (1:1) por 60 minutos.  223 

 Para caracterizar a morfologia das células vaginais, as lâminas foram 224 

montadas e coradas pela técnica de Shorr modificado por Oba et al. (1982), para 225 

a visualização dos tipos celulares e classificação das fases do ciclo estral. O 226 

método de Shorr baseia-se na coloração por meio da reação ácido-base das 227 

células com os corantes utilizados na técnica. A tonalidade pode variar de 228 
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vermelho para as células acidofílicas e azul/verde para as células basofílicas, 229 

possibilitando a diferenciação dos tipos celulares encontrados na mucosa 230 

vaginal (Shorr 1941; Rocha 2000).   231 

As lâminas contendo as células do epitélio vaginal foram analisadas sob 232 

microscópio de campo claro Carl Zeiss (Axioskop 20® Carl Zeiss, Alemanha) com 233 

o aumento de 40x para a identificação das fases do ciclo estral (estro, metaestro, 234 

diestro e proestro) seguiu-se o critério adotado por Goldman et al. (2007) e 235 

Paccola et al. (2013) e para a diferenciação e identificação de cada estágio do 236 

ciclo foram considerados a contagem de 100 células totais por lâmina.  237 

Para facilitar a leitura das fases do ciclo estral, foram contadas as células 238 

de acordo com as camadas celulares do epitélio vaginal: mais profundas- células 239 

basal e parabasal; tecido intermediário- intermediárias pequenas, médias e 240 

grandes; superficiais nucleadas e anucleadas (Li e Davis, 2007). A proporção 241 

celular, a presença ou ausência de muco e leucócitos também foram registrados, 242 

obtendo-se também a frequência em números e a porcentagem dos tipos 243 

celulares presentes em cada fase. 244 

Para a identificação dos tipos celulares encontrados considerou-se os 245 

aspectos morfológicos e as propriedades de coloração obtidas pela técnica de 246 

Shorr, para visualizar e diferenciar os tipos de células encontradas nas amostras 247 

(Paccola et al. 2013). A intensidade do muco foi avaliado a partir dos aspectos 248 

citológicos e macroscópicos, e padronizado em escala de escore (0- sem muco; 249 

1- pouco; 2- médio; 3- muito).  250 

 251 

Morfometria celular 252 

 253 

As imagens da citologia vaginal foram obtidas por câmera (DCM 2.900) 254 

acoplada ao microscópio de luz Leica DMLB 80 microscope, microscope TCS 255 

SP5 (Leica Microsystems, UK), sendo utilizado um software específico para a 256 

formatação das imagens Leica Application Suite- LAS® (Cambridge, Reino 257 

Unido). As mensurações morfométricas como área e diâmetro foram realizadas 258 

em 10 células para cada tipo celular: célula basal (CB) e parabasal (pb), 259 

intermediárias pequena (IP) e grande (IG), superficiais anucleadas (SAN) e 260 

nucleadas (SN) para diferencia-las diante do seu tamanho e da sua origem 261 

tecidual, como também compara-las entre os grupos experimentais. 262 
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De acordo com Wesola et al. (2014), alguns critérios foram adotados, 263 

anterior análise, tais como: escolha das lâminas que representassem cada fase 264 

do ciclo de cada grupo experimental, seleção de células que se apresentaram 265 

íntegras e completas, ausência de sobreposição celular e coloração nítida do 266 

material. 267 

Diante das fotomicrografias pode-se fazer a mensuração dos tipos celulares 268 

encontrados e a contagem dos pixels, realizada com uso das ferramentas do 269 

software ImageJ, Instituto Nacional de Saúde dos EUA, 2018 (Bethesda, 270 

Maryland, EUA), considerando-se para avaliação a mensuração da área e o 271 

diâmetro, que representa o comprimento médio dos diâmetros, unindo dois 272 

pontos de contorno e passando pelo centroide. Todas as mensurações foram 273 

descritas em unidade (μm) e os núcleos foram identificados pela sua intensidade 274 

de coloração. 275 

 276 

Ciclo estral 277 

 A partir das amostras colhidas e com base nas proporções de células 278 

obtidas oriundas da citologia vaginal (Marcondes et al. 2002; Paccola et al. 279 

2013), foi avaliado a frequência das fases (foram contados o número de estro, 280 

metaestro, diestro e proestro durante o período de colheita dos esfregaços 281 

vaginais), e a duração do ciclo foi identificada (número de dias desde o primeiro 282 

dia da fase do ciclo até o primeiro dia da próxima fase, de estro ao estro seguinte) 283 

para avaliar a regularidade do ciclo (irregular: com duração inferior a quatro dias 284 

ou superior a cinco dias ou a sequência das fases alteradas; regular: de quatro 285 

a cinco dias e estágios do ciclo permanecem em sequência) conforme Goldman 286 

et al. 2007 e Cora et al. 2015). 287 

 288 

Colheita de sangue e dosagem hormonal 289 

 290 

As fêmeas em estro foram eutanasiadas após 90 dias de tratamento, 291 

submetidas à inalação de CO2 e posteriormente efetuado a decapitação segundo 292 

os princípios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal (COBEA). 293 

Amostras de 3 mL de sangue foram colhidas dos vasos cervicais rompidos e 294 

centrifugadas para obtenção do plasma (LGI Scientific LGI- DCL, 802B) à 1800 295 

xg, durante 10 minutos e armazenados a -20ºC para posterior análise.  296 
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A quantificação do estradiol foi realizada por KITs da Beckman Coulter, 297 

ultra-sensitive estradiol (E2) em fase sólida de acordo com instruções do 298 

fabricante e, a leitura foi realizada por radioimunoensaio Wizard Perkin Elmer. 299 

As amostras foram analisadas e os coeficientes de variação intra-ensaio e inter-300 

ensaio foram de 0,34 pg/ml e 0,36 pg/ml respectivamente.  301 

 302 

Peso corporal e dos órgãos reprodutivos 303 

 304 

Durante todo o período experimental, foi aferido o peso corporal a cada 305 

sete (7) dias, até o último dia de exposição á solução de parabenos (D90). Após 306 

a eutanásia, foi realizada a laparotomia e retirados os órgãos reprodutivos (útero 307 

e ovários) e seguiu-se com a determinação do peso (g) (absoluto e relativo) dos 308 

órgãos reprodutivos. Para que não houvesse influência dos ciclos circadianos, 309 

todos os animais foram eutanasiados e seus órgãos processados no mesmo 310 

período (08:00 a.m e 09:00 a.m). 311 

 312 

Análise estatística 313 

 314 

 As medidas descritivas dos dados foram apresentadas como média e erro 315 

padrão-EP (±), com os resultados apresentados em tabelas e figuras. Para as 316 

variáveis contínuas (peso corporal, peso dos órgãos reprodutivos, dosagem 317 

hormonal) foram realizados o teste de análise de variância (ANOVA), com a 318 

aplicação do teste de Tukey.  319 

 Para as variáveis de contagem (tipos celulares encontradas na mucosa 320 

vaginal) aplicou-se a análise de modelos lineares generalizados, considerando 321 

a distribuição Binomial Negativa, devido a variabilidade dos dados coletados. As 322 

variáveis dos tipos de células do ciclo estral e a intensidade do muco foram 323 

utilizadas o Modelo de Regressão para a distribuição Binomial Negativa 324 

inflacionada de zeros, ou seja, observou-se ausência de células para estes 325 

parâmetros, sendo codificadas como valores iguais zero. As diferenças foram 326 

consideradas estatisticamente significativas, quando o valor p do teste estatístico 327 

é menor que 5% (p < 0,05). As análises estatísticas foram realizadas no software 328 



57 
 

 

Institute Statistical Analysis System (S.A.S. Cary, North Carolina, USA, versão 329 

9.3). 330 

 331 

RESULTADOS  332 

 333 

 Citologia vaginal e morfometria celular  334 

 335 

Após a análise da citologia da mucosa vaginal das ratas, pode-se 336 

observar quatro tipos de células as quais permaneceram com a sua morfologia 337 

preservada: células basais (CB), parabasais (pb), células intermediárias: 338 

pequenas e grandes (IP e IG), superficiais nucleadas (SN) e superficiais 339 

anucleadas (SAN).  340 

As células mais profundas do epitélio vaginal, as CB apresentaram com 341 

forma arredondada e núcleo ocupando quase todo o citoplasma. As células pb, 342 

maiores que as basais, exibiram uma forma irregular ou oval, com núcleo grande 343 

e cromatina esparsa e, apresentaram-se aglomeradas, como mostra a Figura 2, 344 

que caracterizam a fase proestro. 345 

 As células da camada intermediária (IP e IG) do epitélio foram 346 

classificadas como basofílicas devido á sua coloração pelo método Shorr e, 347 

apresentaram um citoplasma com maiores proporções comparado a células 348 

mais profundas do epitélio, as células basais. As IP nuceladas apresentaram 349 

formato arredondado, com núcleo expandido e presença de grânulos, as IG 350 

apresentaram forma poligonal. 351 

 As SAN e SN apresentaram-se com abundância de citoplasma com 352 

bordas irregulares, sendo as SAN de maior tamanho quando comparadas as 353 

nucleadas (Figura 2). Visualmente, a predominância desses dois tipos de células 354 

caracteriza a fase de estro. Ambas, apresentaram coloração vermelha ou uma 355 

mistura de coloração (vermelho e laranja escuro) e núcleo picnótico (Figura 2 A). 356 

 Os leucócitos exibiram coloração cinza escuro e sua frequência aumentou 357 

progressivamente durante a transição do metaestro para o diestro (Figura 2 B; 358 

C1), sendo possível observar um núcleo central com vários lóbulos, que 359 

permitiram sua identificação como neutrófilos. Além desses parâmetros, foram 360 

observadas características celulares como, vacuolização, nucléolo, grânulos 361 

citoplasmáticos, fagocitose, halo peri-nuclear e hipercromasia, as quais se 362 
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distribuíram aleatoriamente ao longo do período de coleta de esfregaço vaginal 363 

(Figura 3), sendo observado poucas características do grupo controle 364 

comparado aos demais.   365 

 Os esfregaços apresentaram características típicas das fases conhecidas 366 

do ciclo estral e pode ser facilmente identificado após a técnica de coloração 367 

utilizada. A proporção de cada tipo celular variou visualmente nos esfregaços 368 

vaginais. Foi possível reconhecer os diferentes tipos de células, suas 369 

características morfológicas e tamanho entre as CB e PB, IG, IP, SAN e SN; bem 370 

como a proporção núcleo-citoplasma e presença de muco com aspecto 371 

filamentoso, como evidenciado na Figura 2, B1.  372 

 373 

CICLO ESTRAL  374 

 Diferentes tipos celulares entre as fases do ciclo estral entre os 375 

grupos experimentais 376 

 Para cada tipo celular foi quantificado a média encontrada em cada fase 377 

do ciclo estral e por grupo experimental, e os dados estatísticos revelaram que 378 

na fase metaestro, as células intermediárias expressaram-se com menores 379 

quantidades no grupo T3, quando comparado ao grupo controle (P=0,0462). 380 

Entre o grupo T2 e T3 também apresentou diferença para o mesmo tipo celular, 381 

sendo que o grupo T3 obteve menores quantidades de células intermediárias 382 

(P=0,0328) em relação ao grupo T2.  383 

 Ainda na fase de metaestro as células superficiais anucleadas também 384 

apresentaram diferença. O grupo T2 obteve menor quantidade desse tipo 385 

celular, comparado ao grupo T3 (P=0,0158). Entretanto, quando comparado os 386 

tratamentos com o grupo controle, para esse tipo celular não apresentou 387 

diferença. Na fase diestro, o número de células superficiais nucleadas obteve 388 

menor quantidade no grupo T2 (P=0,005) quando comparado ao grupo controle.  389 

  Apesar da frequência das fases do ciclo estral (estro, metaestro, diestro 390 

e proestro) não apresentar diferença estatística entre todos os grupos 391 

experimentais (P>0,05), os estágios de estro e metaestro foram os mais 392 

destacados durante o período de coleta de citologia vaginal como mostra a 393 

Tabela 3. 394 
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 Para melhor compreesão, as médias dos tipos celulares encontrados em 395 

cada fase do ciclo estral entre os grupos experimentais se encontram na Tabela 396 

3. 397 

 398 

 Regularidade do ciclo estral entre os grupos experimentais 399 

  Todas as dosagens de PBs (10, 100 e 200 mg/ Kg peso corporal) 400 

influenciaram significativamente na regularidade do ciclo estral (Figura 4). Os 401 

resultados obtidos mostraram que, os grupos tratados com a solução de PBs 402 

apresentaram maiores proporções de ciclo irregulares quando comparado ao 403 

grupo controle (P=0,0144; P<0,0001; P < 0,0001 respectivamente). E o grupo T3 404 

quando comparado ao grupo T1, obteve-se maior quantidade de ciclos 405 

irregulares (P=0,0033).  406 

 407 

 Avaliação da presença de muco entre os tratamentos 408 

O muco à microscopia de luz foi visualizado de coloração azulada ou 409 

acinzentado e filamentoso, juntamente com células epiteliais superficiais como 410 

mostra a Figura 2 (B1) e macroscopicamente também foram observadas durante 411 

o método de citologia vaginal. Quanto á avaliação da presença de muco 412 

observou-se que houve distribuição semelhante entre as fases do ciclo estral, 413 

sendo este de intensidade média a elevada igual para todos os grupos (escore 414 

variando de 2 a 3) como mostra na Tabela 4. 415 

 416 

Avaliação hormonal 417 

 418 

 Após a quantificação hormonal de cada fêmea dos grupos experimentais, 419 

houve significância para a concentração plasmática de E2 para os grupos T2 e 420 

T3 que obtiveram maiores valores quando comparado ao grupo controle 421 

(P=0,0189; P=0,008, respectivamente). O grupo T3 também apresentou 422 

diferença estatística quando comparado apenas ao grupo T1, mostrando maior 423 

valor nas concentrações de estradiol (P=0,0371).  424 

Peso corporal, peso absoluto e relativo dos órgãos reprodutivos 425 
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 426 

 Não se observou diferença no peso absoluto e relativo do útero e dos 427 

ovários (Tabela 5) em todos os tratamentos (P>0,05), da mesma forma para o 428 

peso corporal no final do período de exposição, também não apresentaram 429 

alteração do peso final. 430 

 431 

Evolução do peso corporal  432 

 433 

 Não foi observada diferença do peso corporal entre os grupos 434 

experimentais (P>0,05), como também a interação entre os tratamentos pelas 435 

datas realizadas as pesagens durante todo o período experimental (Figura 6). 436 

Contudo, houve diferença do peso corporal entre as datas das pesagens, sendo 437 

que o peso de todas as fêmeas na primeira semana diferiu de todas as outras 438 

semanas de pesagem até o fim do período experimental. Nota-se também que 439 

em todos os tratamentos o peso das fêmeas de todos os grupos aumentou até 440 

a 6º semana e posteriormente houve redução e estabilização do peso nas 441 

semanas seguintes até a última semana de pesagem (14º semana).  442 

DISCUSSÃO 443 

 444 

 A absorção sistêmica do propil e butil parabeno associados pode simular 445 

uma ação estrogênica, e influenciar tanto a níveis do eixo hipotálamo-hipófise-446 

gônada e seus tecidos-alvo (Nishiama et al. 2016). No presente estudo, houve 447 

aumento da concentração plasmática de 17β estradiol nos grupos tratados com 448 

a solução de parabeno comparado ao grupo controle. A alteração do estradiol 449 

ocasionada por substâncias com potencial estrogênico implica em desordens 450 

fisiológicas que podem comprometer outros sistemas biológicos, mesmo na vida 451 

adulta, como o sistema ósseo e cardiovascular em mamíferos (Nowak et al. 452 

2018). Além dessas características, os parabenos, podem inibir enzimas de 453 

metabolismo de esteroides como a sulfotransferases (SULT), ou as enzimas 454 

17β-hidroxisteróide desidrogenase 17β-HSD 1 e a 17β-HSD2 inativadora de 455 

estrogênio e consequentemente, podem alterar a biodisponibilidade deste 456 

esteroide livre (Dogan et al. 2016; Engeli et al. 2017).  457 
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 Apesar de haver poucas informações disponíveis sobre o efeito dessas 458 

substâncias diante das concentrações plasmática de estradiol na vida adulta, 459 

encontrapartida os estudos, Vo e colaboradores (2010), expuseram ratas pré-460 

púberes a outras classes de parabeno isolados, como o metil e propil parabeno 461 

e obtiveram redução dos níveis séricos de estradiol. 462 

  Na vida adulta, o nível de hormônio estrogênico é mais alto comparado 463 

aos primeiros estágios de desenvolvimento. Isso é decorrente do aumento da 464 

secreção de gonadotrofinas durante a maturidade sexual, sendo este um 465 

regulador para a fertilidade (Chrousos et al. 1998). Além dessas características, 466 

o estradiol tem funções importantes na imunidade, estrutura e proliferação dos 467 

tecidos uterinos, como a estratificação do epitélio vaginal e no ciclo estral 468 

(Aritonang et al. 2017; Picut et al. 2014).  469 

 A ciclicidade é outro parâmetro utilizado em estudos toxicológicos para 470 

indicar alterações durante a idade reprodutiva em roedores. As fêmeas 471 

apresentam em média um período de quatro a cinco dias de ciclo estral (Cora et 472 

al. 2015; Gonzalez et al. 2016; Aritonang et al. 2017; Ekambaram et al. 2017). 473 

Considerando que as fêmeas no atual estudo apresentaram irregularidade do 474 

ciclo estral, as ratas podem ter apresentado algumas características como, 475 

redução dos dias de ciclo, que podem ser menores que quatro ou maiores que 476 

cinco dias, persistência de uma das fases e alterações da sequência dos 477 

estágios do ciclo (Marcondes et al. 2002; Goldman et al. 2007; Cora et al. 2015). 478 

 Apesar da escassez de literatura comparando a ação apenas do propil e 479 

butil-parapeno associados sobre a regularidade do ciclo estral em ratas adultas, 480 

nos estudos de Vo et al. (2010), a utilização de outras classes de parabeno como 481 

o metil e isopropil-parabeno com dosagem de 1.000 mg/kg/peso corporal/dia, 482 

obtiveram redução de dias do ciclo. Entretanto, Guerra et al. (2016), não 483 

encontraram alterações da ciclicidade e frequência do ciclo estral, na prole de 484 

fêmeas tratadas com a mesma concentração de butil-parabeno. 485 

 Sendo assim, supõe-se que haja sinergia entre o propil e butil-parabeno, 486 

que demostraram uma maior irregularidade no ciclo. Esse fato pode ser 487 

decorrente da alteração do epitélio vaginal, que corroborou com a alteração da 488 

quantidade de células encontradas em cada fase. Dessa maneira, podemos 489 

considerar as respostas hormonais e alterações citológicas observadas como 490 
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parâmetros de avaliação da regulação das funções reprodutivas endócrinas 491 

durante a vida adulta de ratas (Gonzalez et al. 2016; Marcondes et al. 2002). 492 

 Outra característica que pode ser notada quando há irregularidade do 493 

ciclo estral, é a intensa produção de muco entre as fases do ciclo (Ekambaram 494 

et al. 2017). Do mesmo modo, observamos que a quantidade de muco em 495 

aspectos citológicos foi de moderada a intensa, distribuídas entre as fases do 496 

ciclo estral, independente dos tratamentos. A presença de muco também pode 497 

contribuir para identificar se há alteração na funcionalidade dos órgãos 498 

reprodutivos. Todavia, este foi o primeiro relato de avaliação dos efeitos dos 499 

parabenos sobre produção e intensidade de muco durante as fases do ciclo 500 

estral.  501 

 As células obtidas pela citologia vaginal apresentaram características 502 

típicas de cada fase do ciclo, evidenciando os diferentes tipos celulares 503 

encontradas no epitélio vaginal. No presente estudo, foram descritas as 504 

características morfológicas entre as CB, PB, IG, IP, SAN e SN, bem como a 505 

proporção núcleo-citoplasma e presença de muco. Da mesma forma Paccola et 506 

al. (2007) utilizaram o mesmo modelo e técnica de coloração para o material 507 

biológico e obtiveram as mesmas características citológicas, apesar dos animais 508 

experimentais, não serem expostos á nenhuma substância desreguladora 509 

endócrina.  510 

 Os esfregaços corados tornaram a identificação celular mais fácil e rica 511 

em detalhes, consequentemente a classificação das fases do ciclo estral. Além 512 

disso, foi possível detalhar outras características citoplasmáticas e nucleares, 513 

tais como: vacúolos, nucléolo, halo peri-nuclear, grânulos citoplasmáticos e 514 

fagocitose entre as diferentes fases estrais, como mostra a Figura 3.  515 

 A quantidade de células superficiais nucleadas e intermediárias 516 

encontradas nas fases de diestro e metaestro respectivamente foram expressas 517 

na citologia em menores quantidades nos grupos que receberam maiores 518 

concentrações de PB. Estes estágios apresentam naturalmente uma proporção 519 

menor desses tipos celulares (Marcondes et al. 2002; Hubseher et al. 2005), pois 520 

o metaestro pode ser considerado uma breve recuperação da renovação epitelial 521 

que ocorre durante este processo proliferativo. Já o diestro é caracterizado por 522 

poucas células, devido a ação da progesterona e reorganização do epitélio (Li e 523 

Davis, 2007). 524 
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Sendo assim, as concentrações administradas via subcutânea de propil-525 

parabeno e butil-parabeno associados conjuntamente não foram capazes de 526 

alterar os tipos de células da mucosa vaginal, bem como a frequência das fases 527 

do ciclo estral das fêmeas nos diferentes tratamentos. Embora, Goldman et al. 528 

(2007) e Gonzalez et al. (2016) justificaram esse fato, com a possibilidade de 529 

haver outros fatores ambientais ou comportamentais de maior interferência 530 

plausível na irregularidade do ciclo. 531 

A morfometria celular é uma ferramenta complementar para detalhar o 532 

perfil das células amostrais, sendo que os valores obtidos podem fornecer 533 

informações tanto da origem tecidual, quanto das características citoplasmáticas 534 

e nucleares que revelam as variações morfológicas encontradas em cada tipo 535 

celular durante as fases do ciclo (Lemini et al. 2004; Wesola et al. 2014). 536 

Entretanto, há poucos trabalhos que utilizam a análise morfométrica com relação 537 

aos aspectos citológicos, pois os trabalhos existentes são relacionados a outras 538 

espécies e tecidos reprodutivos (Groppeti et al. 2010; Wesola et al. 2014). 539 

 A proliferação do epitélio vaginal também é influenciada pelo esteroide 540 

(estradiol) que atuam sob a maturação e diferenciação das células do epitélio 541 

vaginal (Evans et al. 1990; Goldman et al. 2007). Apesar de ter sido detectado 542 

altas concentrações de estradiol nos animais expostos aos PBs, não foram 543 

suficientes para interferir diretamente no perfil morfológico como o tamanho das 544 

células e na atividade celular em si. Entretanto, em alguns estudos foi relatado 545 

que o propil-parabeno isolado é capaz de modular ou interromper vias 546 

sinalizadoras hormonais que são responsáveis pelas alterações de acordo com 547 

o grau de maturação celular nos tecidos reprodutivos em machos (Soni et al. 548 

2005; Pugazhendhi et al. 2007; Golden et al. 2007; OECD, 2008; Pollock et al. 549 

2017). 550 

 O peso dos órgãos reprodutivos, assim como o peso corporal são 551 

parâmetros que podem ser considerados para avaliação da toxicidade ou a ação 552 

de compostos estrogênicos (OECD, 2008; Vo et al. 2010; Patel et al. 2015). No 553 

presente estudo, não foram encontradas alterações no peso do útero, ovários e 554 

peso corporal das ratas expostas aos PBs. Corroborando com Boberg et al. 555 

(2006); Shaw e Catanzarro (2009); Vo et al. (2010) e Guerra et al. (2017), que 556 

apresentaram resultados semelhantes ao presente estudo.  557 
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O útero de um animal adulto pode apresentar mecanismos enzimáticos 558 

que desempenham barreira protetora e, que diminuem os efeitos de substâncias 559 

tóxicas (Matsumoto et al. 2007). Além disso, as dosagens e o metabolismo 560 

podem ter corroborado para que esses compostos não alterassem os órgãos 561 

reprodutivos e o peso corporal. 562 

Portanto, neste trabalho as dosagens de propil e butil-parabeno 563 

associados pode ter acessado a circulação sistêmica e alterado outras vias 564 

endócrinas e consequentemente a ciclidade das ratas. Além disso, sugere-se 565 

administrar doses mais altas que 200 mg/Kg o LOAEL para os mesmos 566 

parâmetros reprodutivos como também avaliar o tecido vaginal, para identificar 567 

o potencial efeito estrogênico in vivo desses químicos associados em fêmeas 568 

Wistar adultas.  569 

 Apesar de serem bem definidos os aspectos fisiológicos como a atividade 570 

reprodutiva na vida adulta, independente do estágio de vida, todos os mamíferos 571 

como em humanos são susceptíveis a diversos fatores ambientais que podem 572 

afetar o funcionamento dos sistemas biológicos. Sendo assim, buscou-se avaliar 573 

os possíveis efeitos dessa mistura de parabenos durante um período crítico, 574 

como também esclarecer se há ação estrogênica mesmo após o desenvimento 575 

sexual de fêmeas adultas.  576 
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Legendas das Figuras 743 

Figura 1. Delineamento experimental e tratamento. 744 

Figura 2. Fotomicrografia de campo claro de amostras da citologia vaginal pela 745 

técnica de coloração de Shorr modificado por Oba (1979), evidenciando as fases 746 

do ciclo estral. A: Estro, observou-se aglomerados (setas) de células acidofílicas 747 

anucleadas (SAN) com coloração vermelha. B: durante o metaestro, os 748 

leucócitos também são observados e há presença de pouco muco (m) corado 749 

em azul.  C: invasão de leucócitos (LEUC) pode ser vistos durante o diestro; D: 750 

Proestro, com células pré-acidofílicas- parabasais (PB), células acidofílicas- 751 

superficiais nucleadas (SN) e anucleadas (SAN) podem ser observadas. A 752 

imagem para cada estágio foi tirada de amostras de diferentes animais entre os 753 

grupos experimentais. (A, B, C e D foram analisadas na objetiva 20x). 754 

Figura 3. Fotomicrografia de campo claro de amostras de citologia vaginal. 755 

Células intermediárias grandes (IG) com a presença de halo peri-nuclear e  756 

vacúolos presentes em células intermediárias pequenas (IP). Objetiva de 20x.  757 

 758 

Figura 4. Quantidade média de ciclos irregulares e regulares encontradas em 759 

todos os tratamentos. Os dados são apresentados como média ± EPM e as letras 760 

sobre as colunas representam diferenças estatísticas entre os grupos 761 

experimentais, p<0,05.  762 

Figura 5. Concentrações plasmáticas de estradiol (pg/ml) de todas as fêmeas 763 

adultas expostas tratadas com propil e butil parabeno associado comparado ao 764 

grupo controle. 765 

Figura 6. Evolução do Peso Corporal de todos os grupos experimentais (GC, T1, 766 

T2 e T3) durante o período de 90 dias de tratamento. 767 

 768 

 769 

 770 

 771 
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Tabela 1. Parâmetros morfométricos dos tipos de células encontradas no 772 

esfregaço vaginal de todas as ratas adultas (n=24). 773 

Núcleo 

Tipo de Células 
Área Diâmetro Perímetro 

Mín. e Máx. (µm²) Mín. e Máx. (µm) Mín. e Máx.(µm) 

Basal 18,29 a 61,52 0,58 a 3,30 17,33 a 30,93 

Parabasal 30,85 a 90,77 0,74 a 1,58 22,86 a 38,61 

Intermediária peq. 16,32 a 94,04 1,35 a 1,46 15,92 a 36,46 

Intermediária gran. 28,47 a 130,04 0,54 a 1,71 23,46 a 43,15 

Superficial anucl. 0,00 0,00 0,00 

Superficial 

nucleada 
14,07 a 24,80 0,48 a 2,21 14,07 a 24,80 

Citoplasma 

Tipo de Células 
Área Diâmetro Perímetro 

Mín. e Máx. (µm²) Mín. e Máx. (µm) Mín. e Máx. (µm) 

Basal 173,46 a 266,69 1,88 a 9,64 51,30 a 66,51 

Parabasal 249,76 a 555,53 1,77 a 4,33 61,77 a 99,37 

Intermediária peq. 171,37 a 577,12 1,67 a 3,53 49,28 a 90,63 

Intermediária gran. 437,49 a 1.142,48 2,61 a 5,96 84,40 a 140,08 

Superficial anucl. 603,44 a 1.053,30 2,40 a 19,94 101,27 a 136,22 

Superficial 

nucleada 
442,84 a 773,92 2,01 a 5,32 89,92 a 113,56 

 774 

 775 

 776 

 777 
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 780 
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 783 

 784 
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Tabela 2. Média e erro padrão da quantidade de células da mucosa vaginal e 786 

leucócitos durante cada fase do ciclo estral e entre os grupos experimentais. 787 

Fases do ciclo 
estral 

Tipos de células GC (n=6) T1 (n= 6) T2 (n= 6) T3 (n= 6) 

Estro 

Basal e Parabasal 1,04 ± 1,01 0,36 ± 0,36  0,72 ± 0,32  0,65 ± 0,38 

Intermediárias 1,48 ± 0,45  0,50 ± 0,18  1,62 ± 0,52  2,00 ± 0,56  

Superficial Nucleada 2,48 ± 0,57  3,94 ± 0,69  3,54 ± 0,64 4,23 ± 0,86  

Superficial 
Anucleada 

81,61 ± 2,69  86,82 ± 2,22  81,61 ± 2,24  81,36 ± 2,83  

Leucócito 2,66 ± 1,52  1,15 ± 1,07  1,06 ± 0,93  3,64 ± 2,06  

Metaestro 

Basal e Parabasal 3,81 ± 0,96  3,44 ± 0,75  3,55 ± 0,81  2,968 ± 0,76  

Intermediárias 21,75±1,69a 18,79±1,61ab 
22,47 ± 1,83 

a 
15,69 ± 1,57b 

Superficial Nucleada 2,77 ± 0,36 2,26 ± 0,40 2,64 ± 0,69 2,11 ± 0,38 

Superficial 
Anucleada 

27,60±1,49a 29,01±1,75a 25,63±1,47ac 32,24±2,29ab 

Leucócito 14,57 ± 1,88 17,83 ± 2,11 17,42 ± 1,98 17,27 ± 2,18 

Diestro 

Basal e Parabasal 0,54 ± 0,39 3,87 ± 1,71 1,88 ± 0,54 2,47 ± 0,98 

Intermediárias 8,09 ± 2,19  9,40 ± 2,06  7,21 ± 1,57  5,52 ± 1,17  

Superficial Nucleada 2,63 ± 1,65ᵃ 0,84 ± 0,28ᵃᶜ 0,33 ± 0,13ᵇᶜ 0,83 ± 0,41ᵃᶜ 

Superficial 
Anucleada 

13,23 ± 2,16  13,09 ± 2,52  12,14 ± 2,68 11,71 ± 2,81  

Leucócito 62,82 ± 5,23  66,56 ± 4,09  68,55 ± 3,76 70,83 ± 3,98 

Proestro 

Basal e Parabasal 55,15 ± 6,94  59,03 ± 6,15  70,00 ± 7,37  65,52 ± 6,81  

Intermediárias 9,80 ± 2,53  7,75 ± 1,84  5,80 ± 3,41  8,33 ± 2,66  

Superficial Nucleada 2,55 ± 0,82  2,86 ± 0,82  2,00 ± 0,82  1,81 ± 0,58  

Superficial 
Anucleada 

18,50 ± 4,00  17,61 ± 3,22  18,15 ± 5,02  15,33 ± 4,07 

Leucócito 0,35 ±0,35  0,21 ± 0,12  0,00 ± 0,00  0,95 ± 0,95  

abc Letras diferentes na mesma linha apresentam diferença estatística. Modelo linear generalizado (MLG), 788 
Binominal Negativa, (p<0,05). 789 

 790 

 791 

 792 
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Tabela 3. Frequência e porcentagem das fases do ciclo estral em fêmeas adultas 793 

dos grupos experimentais durante o período da colheita de citologia vaginal. 794 

Fases do Ciclo GC (n=6) T1 (n=6) T 2 (n=6) T 3 (n=6) 

 Estro 99 (43,61%) 88 (37,44%) 91 (38,89%) 83 (39,90%) 

 Metaestro 86 (37,88%) 87 (37,02%) 81(34,61%) 62 (29,81%) 

Diestro 22 (9,69%) 32 (13,61%) 42 (17,95%) 42 (20,19%) 

Proestro 20 (8,81%) 28 (11,91%) 20 (8,55%) 21 (10,09%) 

Total 227 (100%) 235 (100%) 234 (100%) 208 (100%) 

As proporções encontradas não apresentaram diferença estatística para os tratamentos 795 

(p>0,05). 796 

 797 

Tabela 4. Avaliação da intensidade (escore 0 a 3) de muco durante as fases do 798 

ciclo estral de todas as ratas dos grupos experimentais. 799 

Fases do ciclo 

estral 
Intensidade GC (n=6) T1 (n=6) T2 (n=6) T3 (n=5) 

Estro 

0 98 (98,99) 85 (96,59) 91 (100) 83 (100) 

1 0(0) 1 (1,14) 0 (0) 0 (0) 

2 1 (1,01) 2 (2,27) 0 (0) 0 (0) 

3 0 (0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Total   100 (100%) 88 (100%) 91 (100%) 83 (100%) 

Metaestro 

0 76 (88,37) 74 (85,06) 70 (86,42) 55 (88,71) 

1 7 (8,14) 8 (9,20) 7 (8,64) 8 (8,06) 

2 3 (3,49) 2 (2,30) 4 (4,94) 1 (1,61) 

3 0 (0) 3 (3,45) 0 (0) 1 (1,61) 

Total   86 (100%) 87 (100%) 81 (100%) 65 (100%) 

Diestro 

0 15 (68,18) 74 (85,06) 23 (54,76) 22 (52,38) 

1 3 (13,64) 8 (9,20) 6 (14,29) 2 (4,76) 

2 3 (13,64) 2 (2,30) 10 (23,81) 11 (26,19) 

3 1 (4,55) 3(3,45) 3 (7,14) 7 (16,67) 

Total   22 (100%) 87 (100%) 42 (100%) 42 (100%) 

Proestro 

0 20 (100) 26 (96,30) 20 (100) 20 (95,24) 

1 0(0) 1 (3,70) 0 (0) 0 (0) 

2 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

3 0(0) 0 (0) 0 (0) 0 (0) 

Total   20 (100%) 27 (100%) 20 (100%) 20 (100%) 

A intensidade do muco não apresentou diferença estatística para os tratamentos (p>0,05). 800 
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Tabela 5. Peso médio (absoluto e relativo) dos órgãos reprodutivos ratas Wistar 801 

adultas de todos os grupos experimentais após 90 dias de exposição. 802 

Parâmetros GC (n=6) T1(n=6) T2 (n=6) T3 (n=5) 

Peso corporal (g) 272,43 ± 4,28 260,66 ± 6,82 254,55 ± 5,20 275,9 ± 31,29 

Peso Absoluto 

Útero (mg) 0,613 ± 0,013 0,683 ± 0,114 0,551 ± 0,080 0,929 ± 0,256 

Ovários (mg) 0,106 ± 0,013 0,090 ± 0,009 0,073 ± 0,012 0,036 ± 0,015 

Peso Relativo 

Útero (mg/100g) 0,220 ± 0,019 0,263 ± 0,049 0,213 ± 0,028 0,338 ± 0,094 

Ovários (mg/100g) 0,043 ± 0,019 0,038 ± 0,003 0,033 ± 0,006 0,038 ± 0,004 

Os dados são apresentados como média ± EPM. A média dos tratamentos não apresentou diferença 803 

estatística, p>0,05.  804 
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Figura 1. Design Experimental 814 
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Abstract 

The parabens are chemicals considered endocrine deregulators with potential 

estrogenic action, mainly on reproductive organs. Therefore, the objective of the 

present study is to evaluate the sub-chronic effect of the association between 

butyl-paraben and propyl-paraben on the reproductive morphology of the organs 

of Wistar female rats. Females were used (n=24, with 55 days of age) which 

received the propyl and butyl solution in doses of 10, 100, 200 (mg/kg of body 

weight/day), and the control group corn oil as a vehicle during 90 days. As 

evaluation parameters, it was used the weight of the sexual organs, classification 

and quantification of cumulus oophorus complexes (COCs), histology and 

ultrastructural of antral follicles, histomorphometry of uterine tissues, 

immunoexpression of Estrogen (ERα) and Progesterone (PR) receptors of the 

uterus and ovaries. Differences in organ weight and COCs among the 

experimental groups were not found. The concentration of 10 and 200 mg/kg 

pointed to the decrease in the primary and primordial follicles quantity, comparing 

to the control group. The concentration of 100 mg/kg presented smaller quantities 

of primary follicles and atretic comparing to the control group and the 10 mg/kg. 

Despite the high dosage, the group 200 mg/kg showed a lesser quantity of atretic 

follicles. There was a smaller number of endometrial glands in the group of 100 

mg/kg compared to the control. There was no difference in the expression of ERα. 

However, there was a decrease in PR at the doses of 10 and 100mg/kg of 

receptors of the uterus. At the ovary, there was a decrease in the group 100 

mg/kg. The conclusion is that the prolonged exposition to parabens has action 

over the uterus and ovary, being able to compromise or modify the physiologic 

signaling of the targeted tissues. 

 

Keyword: butyl-paraben, ovary ultrastructure, propyl-paraben, reproductive 

activity, uterine tissue  
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INTRODUCTION 

Few information is currently available about the impact of long-term 

exposure to endocrine endocrine desregulator (EDs) on fertility in adult mammals 

(Calborn et al. 1993). However, there is still a great interest in investigating the 

interference of environmental contaminants in the organism, given that they are 

capable of negatively affect the endocrine system and the reproductive functions 

of humans, domestic animals and free life (Calborn and Clement 1992; Calborn 

et al. 1993). 

The group of parabens (PBs), alkyl esters of p-hydroxybenzoic acid, are 

compounds classified as EDs that differ mainly due to their chemical 

conformation, which is associated with differences in their estrogenicity (Vo et al. 

2010). Molecular weight is also directly related to its biological actions, such as 

potential antibacterial and preservatives in several commercial products, e.g.: 

pharmaceutical, personal care, cosmetics. Further, the excretion of its molecules 

in the environment can affect different exposure routes for mammals of different 

classes, due to its lipophilic property (Boberg et al. 2010). 

Therefore, high utilization, inadequate disposal and the detection of those 

molecules in fluids and on human tissue, instigated the interest in study the 

estrogenic activity in population of organisms between the development stages, 

as in adult life, for example (Rattan et al. 2017; Jamal et al. 2019). In addition, 

PBs are capable to act in both agonist and antagonistic manner on nuclear 

hormone receptors, and influence various intracellular signals such as the genic 

transcription of some target genes (Bledzka etal. 2014; Scsukova et al. 2016) and 

consequently interfere with hormonal homeostasis like reproductive functions. 

Moreover, the fact that they are similar to estradiol’s chemical structure, 

PB molecules have the ability to bind to the estrogenic receptors of several target 

tissues (Lemini et al. 2004). Its mechanism of action can damage or interrupt 

physiological cascades responsible for hormonal biosynthesis and metabolism, 

availability of α and β type estrogenic receptors and alter the proliferation and 

cellular activity of reproductive tissues (Bledzka et al. 2014; Jamal et al. 2019; 

Lee et al. 2013)  

Ovarian structures can also suffer risks over the action of PB molecules 

(Craig et al. 2011; Zama et al. 2010). Its biological activity can influence the 

premature development of follicles (Taxvig et al. 2008), increase in ovarian cysts 
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(Vo et al. 2010) and inhibition of folliculogenesis (Ahn et al. 2012). Therefore, the 

maintenance of granulosa, teak and oocyte cell morphologies in ovarian tissues 

are important for the regulation and viability of germ cells as well as for other 

reproductive activities (Jimenez et al. 2016).  

Modifications on uterine morphology and physiology were observed in 

experimental models, after the treatment with PB (Darbre et al. 2008; Lemini et 

al. 2004; Vo et al. 2009) as well as detection of small concentration on women’s 

urine was related with ovarian reserve reduction (Smith et al. 2013). Thereby, 

research this theme is important, once those substances are related with 

modification in the development of the ovarian structures and of steroidogenic 

enzymes (Ahn et al. 2012; Lemini et al. 2004; Taxvig et al. 2008;)  

 Besides that, it was discussed that the isolated PBs - or even associated 

with other environmental contaminants classified as endocrine disrupting - were 

capable of causing toxicity and alteration of the reproductive organs of neonatal 

and juvenile animals, even after subcutaneous exposition for a short period (Ahn 

et al. 2012; Bledzka et al. 2014; Jamal et al. 2019; Johansson et al. 2016). 

 Hence, differently of those available studies that utilized high dosage and 

short exposition periods, the present study aims to evaluate the subchronic 

exposition of associated parabens effect, representing short and long-chain 

alkyls, to investigate the influence of the mixture of both chemicals in ovarian and 

uterine activity and the expression of steroid receptors (as ERα and PR) and the 

ultrastructural evaluation of antral follicles in adult Wistar female rats. The 

treatment was designed to characterize better the effects of the exposition to the 

chemicals during adult life. 

  

MATERIALS AND METHODS 

Chemical 

  

In order to prepare the paraben solution it was chosen: propyl-paraben of 

short alkyl chain: propyl 4-hydroxybenzoate (CAS: 94-13-3; Sigma-Aldrich® 

P5835); and long-chain butyl-paraben: butyl 4-hydroxybenzoate (CAS: 94-26-8; 

Sigma Aldrich® P5835) with ≥ 99% purity. According to the substance’s solubility, 

it was used 1 to 5mL of methanol for the commercial chemicals dilution and, after 



82 
 

82 
 

total evaporation of the alcohol, commercial corn oil was used as a vehicle to 

administer of the dosages. Being determined a maximum volume of 1mL 

 

Animals and treatment 

 

Twenty four rats (Rattus norvergicus) adult Wistar with approximately 55 

days of age, average weight of 180g obtained from Biotério Central da 

Universidade Estadual de São Paulo-UNESP were evaluated. The females were 

allocated randomly in plastic boxes (41cm x 34cm x 16cm), with three animals 

each, lined with self-clad shavings, under controlled luminous conditions (12 hour 

of light; 12 hours in the dark) and temperature (23 ± 2°C). The animals were fed 

with commercial feed (Presence®, Paulínia, São Paulo/Brazil), being provided 

30g/animal and water ad libitum on a daily basis. The experimental protocol was 

approved by the ethics committee on the use of animals (Ethics Committee for 

Animal Experimentation) of the School of Veterinary Medicine and Animal 

Science (protocol no. 0145/2018- CEUA). 

The female rats were weighted and distributed in four experimental groups 

(6 females/group) according to the similarity of their body weight. Besides the 

control group (CG) that received only corn oil as administration vehicle, the other 

received for each dose (50%) propyl-paraben and (50%) butyl-paraben (mg/kg of 

body weight/day): Treatment 1 (T1) – 10mg/kg (Vo et al. 2009); Treatment 2 (T2) 

– 100 mg/kg (LOAEL - lowest observed adverse effect level - for rodent male 

reproductive parameters (Christiansen et al. 2012; Park et al. 2012); and 

treatment 3 (T3) – 200mg/kg (OECD 2008). For all the groups the low 

administrated dosage were selected according to solubility restrictions, so that it 

ensures the immediate health of the animals during the lengthy treatment period. 

All females were submitted daily to the subcutaneous application during a 

90-day period, at the same time and daily period (morning), to evaluate the sub-

chronic effects of the combined chemical compounds (FDA 2000; Yuan et al. 

2014). Compared to other administration routes, the subcutaneous route was 

selected due to the lipid property of the carrier and because it presents a slower 

absorption rate, which allows a higher exposure time of the animals to the 

chemical compounds (Turner et al. 2011) [50]. The applications were realized in 

alternate areas of the animal’s skin to avoid irritation. The parameters of one of 
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the females from T3 group were discarded due to its death 30 days after the first 

exposure to the chemical.  

Body and reproductive organs weight  

 

Each female, at the end of the experiment, when showing the estrus phase 

of the estrous cycle, was euthanized in the morning period by inhaling CO2 and 

later beheaded. A laparotomy was performed to remove the reproductive organs 

to measure the weight (g) of the two ovaries and uterine horn with the fluid. Before 

euthanasia, the body weight of all rats was recorded. 

 

COCs gathering 

 

Gathering of the complex cumulus oophorus (COCs) of the left ovary of 

only five females from each experimental group was realized in order to assess 

the presence of morphological alteration. It was considered the COCs gathering 

only from the left ovary, considering that the right ovary was intended for use in 

other techniques performed in the present study. 

Afterward, the fat surplus was withdrawn from the ovary and it was placed 

in side micro tube of 1,5mL with 500µL of phosphate-buffered saline solution 

(DPBS) at 37°C. Then, placed into 55mm petri dishes with 1000µL of heated TCM 

Hepes (37°C). With the aid of a 22G 1 ¼ needle and magnifier (Meiji® EMZ 13TR, 

Meiji Techno Co, Saitama, Japan) the slicing were realized until observing a 

homogeneous solution. After decanting the material in the dish, for 5 to 10 

minutes, the COCs were quantified and classified on grades I, II, III and 

degenerated (without cumulus layers, expanded, atretic) according to Leibfried 

and First (1979), Paim (2015). 

 

Transmission Electron Microscopy of antral follicle 

 

In order to realize the Transmission Electron Microscopy (TEM) it was 

utilized one left ovary of one female representing each experimental group (n = 

4). After the euthanasia, it was realized the laparotomy and exposition of both 

ovary and uterine horn; a drop of Karnovsky solution (2.5% glutaraldehyde and 
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8% paraformaldehyde) and phosphate-buffered 0,1M and pH 7.3 was dripped on 

the ovary for the immediate setting and organ harvesting.  

 Small ovarian fragments (2mm³) were cut out and fixed in Karnovsky 

solution for at least three hours in room temperature. Later, they were washed 

with phosphate-buffered solution, three times with 5 minutes duration each and 

post-fixed in bone tetroxide for two hours. After this procedure, it was washed 

with distilled water and kept in 0.5% uranium acetate for approximately 2 hours 

(block contrast). 

Afterwards, the samples were dehydrated in growing series of acetone and 

included in Araldite resin. From the blocks, ultrathin cuts (0.5µm) were done and 

then contrasted with lead citrate for 10 minutes. The cuts were analyzed and 

photographed on TEM (Tecnai Spirit, manufacturer - FEI) 

The TEM technique was utilized as a complementary analysis for 

evaluation of the ultrastructure of COCs. The antral follicles were selected from 

ultrathin cuts done in a way that the structural characteristics - as antral cavity, 

pellucid zone and granulosa cells - were presented. Thus, randomly, a section of 

ovarian tissue from an animal was chosen as representative of each experimental 

group (n = 4) to describe the follicular ultrastructure found. 

 

Histological preparation of the ovary and uterine  

 

For the histologic aspects it was used only the right ovary and the medial 

region of the right uterine horn. The preparation of the samples consisted in fixing 

the material to be studied in 10% buffered formaldehyde for 48 hours and kept 

on 70% alcohol until the processing. The ovary and uterine horn were included in 

paraffin, later going through dehydration, clarification, impregnation and inclusion 

phases. 

From the paraffin blocks, the tissues were sectioned on 4µm thickness. 

For the ovarian analysis, two non-serialized sections were realized and, for the 

uterine horn, five sections for each female of all experimental groups. All slides 

with the fixed tissues were stained with hematoxylin and eosin (H&E). 

 

Uterine and ovarian morphologic evaluation 
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In order to investigate the presence of histopathological alterations on the 

ovarian tissue it was realized a morphologic evaluation with the aid of light 

microscope Carl Germany (Axioskop 20) at 20x zoom to identify the structures. 

The uterine analysis was done from five sections obtained from the medial 

portion of the right uterine horn from all females of the experimental groups (n = 

23) with the optic microscope (NIKON-MODEL C-LEDS, China) with 20x and 40x 

zoom. With 400x zoom the presence of inflammatory infiltrate in the tissue was 

analyzed, being classified as mixed, mononuclear or polymorphonuclear and for 

the intensities a score from zero to three was used. 

 

Ovarian structures classification and quantification 

 

For this evaluation it was used the reading of the slides with the use of the 

light optic microscope (NIKON-MODEL C-LEDS, China) first on a lesser 

magnification (50x), allowing the identification of the ovarian structures 

(medullary and cortical), following to the higher magnifications (100x, 200x) in 

order to classify and quantify the structures. 

The following stages and its characteristics were considered: primordial 

and primary follicles, antral, atresia and corpus luteum (Silva Bitecourt et al. 2018; 

Myers et al. 2004). Among the follicular stages, the primordial ones have an 

oocyte that is surrounded by a layer of flat granulosa cells; the primary follicles 

have a layer of cuboidal granulosa cells and secondary follicles have oocytes 

surrounded by more than one layer of cuboid granulosa cells, with no visible 

antrum. 

For the antral follicles, it was considered, apart of its size, three or more 

granulosa cell layers and the presence of antrum clearly defined. The follicles in 

atresia or degeneration were those with granulosa cells with pyknotic nuclei, 

detachment of the basement membrane or fragmentation of the basal lamina, 

reduction in the number of granulosa cells and loose cells in the antral fluid. For 

the corpus luteum, the presence of small, pale eosinophilic luteal cells was 

considered, as well as the basophilic aspect, with deeper and larger basophilic 

luteal cells. 

 

Morphometric evaluation of the uterine horns 
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For the sake of realizing this analysis, it was obtained images of the uterine 

tissue with a camera (DCM 2.900) attached to the light microscope Leica DM 

2.500 and utilizing the software Leica Application Suite- LAS® (Cambridge, United 

Kingdom). In order to quantify the uterine parameters it was adopted the following 

criteria: thickness of the endometrium (considering the luminal epithelium and 

stroma), myometrium, perimeter and endometrial gland count (Mcgee et al. 2018; 

Guerra et al. 2017). On each slice, five different regions were observed, resulting 

in 15 measurements for animal for each parameter, expressed in μm. 

 

Immunohistochemistry ERα e PR 

 

It was realized on all technical samples the immunohistochemistry 

expression for progesterone receptors (PR) and 17β estradiol receptors (ERα) 

on all ovary sections and the medial portion of the uterine horns (left and right). 

To do so, they were dewaxed in xylol and rehydrated with graduated ethanol. For 

antigenic recover, the slides were incubated with citrate buffer (pH 6.0) inside a 

pressure cooker (Pascal®; Dako, Carpinteria, CA, USA) 

Afterwards, the slides were treated with hydrogen peroxide at 3%, 

prepared in methanol during 20 minutes and, later, washed on buffered saline 

solution with Tris. Then, they were incubated with estrogen antibodies ERα (C-

311, Dako, 1:1,000) and progesterone PR (C- 20, Santa Cruz) separately and, 

incubated overnight at 4°C. A polymeric system (Envision, Dako, Carpinteria, CA, 

US) was applied as a secondary antibody united to the peroxidase and 3'-

diaminobenzidine tetrachloride (DAB, Dako, Carpinteria, CA, USA) was utilized 

as chromogen for 5 minutes, followed by Harris’ Hematoxylin contrast 

To evaluate according with the positivity of the α-type estrogen receptors 

(ERα) and progesterone (PR), it was verified the presence regarding intracellular 

localization (nuclear or cytoplasmic) and the intensity (percentage) from the 

images obtained by a camera (DCM 2.900) attached to the light microscope Leica 

DM 2.500. The software Leica Application Suite- LAS (Cambridge, United 

Kingdom) was utilized for editing the images and data acquisition. 

 

Statistical analysis 
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The descriptive measurements of the data were presented as mean and 

standard error (± SEM) and the results found were showed in tables and graphs 

with the treatment identification. For the continuous variables (body and 

reproductive organs weight; histomorphometry, immunohistochemistry) were 

realized the analysis of variance test (ANOVA) and the Tukey test, in order to 

identify which treatments differed from each other. For counting variables 

(quantifying of ovarian structures, quantifying of COCs, leukocyte infiltration) it 

was applied the analysis of generalized linear models, considering the Negative 

Binomial distribution due to the high variability present on the data collected. The 

most important statistical differences were considered when the p-value of the 

statistical test is less than 5% (p<0.05). The statistical analysis were realized on 

the software Institute Statistical Analysis System (S.A.S. Cary, North Carolina, 

USA, version 9.3) 

 

Results  

 

Reproductive organs weight 

 

 Amongst the data acquired from the organs weighted on the euthanasia 

day, it wasn’t observed significant difference in absolute weight of the uterus 

(p>0,05), as well as there wasn’t difference in the average weight of both ovaries, 

as well as the body weight as it can be seen on Table 1 

 

Quantity and morphological classification of cumulus-oophorus complexes 

(COCs) 

 

 Amongst the experimental groups, no significant differences on the 

follicles number characterized on grades 1, 2 and 3 – as described in Table 2- 

were found. 

 

Ovarian histological analysis  
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The qualitative analysis of the morphology showed ovaries histologically 

unchanged, characterized for presenting all the follicle development stages on 

the cortical region and presence of corpus luteum, as the control group. 

From the quantification of the ovarian structures (follicle and corpus 

luteum), the statistical data showed that, on the group exposed to the lowest 

dosage of PBs T1 (10 mg/kg), there was a significant decrease of the primordial 

follicles (p=0.044) and primary (p=0.002) comparing to the control group. The T3 

group also presented lesser quantities of primordial follicles (p=0.0073) when 

compared to the control group. The T1 group compared to the T2 group 

(100mg/kg), also presented lesser quantities of primary follicles (p=0.0229). The 

T2 group presented higher quantities of atretic follicles (p=0.0019) compared to 

the control group. However, the T2 group presented higher quantities of atretic 

follicles in comparison with the T1 treatment (10mg/kg). 

 

Ultrastructural analysis of antral follicle 

 

Comparing the follicle morphology between the groups CG, T1, T2 e T3, 

the subcutaneous exposition of the propyl-paraben and butyl-paraben solution, 

seems not to have affected the ultrastructure of the antral follicles (Figure 1). 

Confirming the results obtained on classical histology of the ovaries, the 

observations found on TEM also shown that there was no alterations in the oocyte 

structure as in granulosa cells and pellucid zone.  

In both treatments, the tertiary follicles were characterized by various 

layers of cumulus cells distributed around the oocyte, large antral cavity and 

presence of perivitelline space. The oocytes are surrounded by the pellucid zone 

that presents communication between the follicle cells (Figure 2), among them, it 

is possible to see the presence of splitting cells (anaphase), as shown in Figure 

1 (b), showing that the follicle presents healthy appearance and functional. The 

organelles were well distributed in the ooplasm, the mitochondria (MIT) presents 

an elongated aspect, it is possible to note the presence of Golgi Complexes (GC), 

smooth endoplasmic reticulum (SER) and large amount of lysosomes (LYS), 

some vacuoles (VAC), as well as vesicles and numerous lipid droplets were 

intact, without degeneration. Therefore, it was observed that all the follicle 
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compartments, amongst them the organelles and basal membranes were 

preserved. 

 

Morphometric parameters of the regions of the uterine horn and endometrial 
glands 

 

 Comparing the average quantity of endometrial glands found in the uterine 

tissue amongst the experimental groups, the group T2 (100mg/kg) had the lowest 

number of glands comparing to the control group (p=0.0328). Although the T1 

group haven’t presented differences in relation to the group T3 in the average 

gland quantity, nevertheless the group T2 had lowest quantities of endometrial 

glands when compared between the two experimental groups, considering 

p=0.008 and p=0.0314 respectively.  

 The results have shown that there was no alteration in any region of the 

uterine horn, as endometrium, circular and longitudinal myometrium of females, 

between experimental groups (p> 0.05). Measurements were similar within 

groups and between treatments. 

 

Leukocyte infiltrates in uterine tissue 

 

From the histopathological evaluation of the female’s uterus from all the 

experimental groups, it was possible to see the presence of inflammatory 

infiltrates of intensity 2 to 3 on all experimental groups, constituted of 

mononuclear cells, the lymphocytes. However, regardless of the treatment, there 

was no difference in inflammatory cells, the same way for the intensity, as shown 

in Table 4. 

 

Immunohistochemistry 

 The immunohistochemical analysis for the uterine horns revealed that the 

expression of progesterone receptors (PR) diminishes in the groups 10 and 

100mg/kg when compared to the control group (p=0.0256 and p=0.0038) 

respectively (Figure 3). On the ovarian tissue, there was also a decrease of the 

PR on doses with 100mg/kg in comparison with the control group (p=0.050). 
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However, for the expression of the estrogen receptors (ER-α) in the uterus and 

ovary did not represent significance regardless of the experimental group, as it 

can be seen in Figure 3 and 4. 

Discussion 

 There are few approaches in the literature with adult experimental models 

where folliculogenesis, oocyte maturation, fertility and early senescence can be 

harmed with the presence of environmental contaminants, that act with the 

potential of being classified as endocrine disruptors (EDs) (Ahn et al. 2012; 

Johansson et al. 2016). Thereby, it was intended to verify whether propyl-paraben 

(short alkyl chain) and butyl-paraben (long-chain), classified as potentially 

estrogenic substances, act on endocrine mechanisms in adulthood, on the follicle 

development, ultrastructural and sexual organs morphology, for a subchronic 

period of exposure. 

 Thus, the body weight is one of the parameters utilized for the evaluation 

on the toxicity level of a potential ED contaminant that enters in contact with the 

organism by many routes. The weight can be an answer to the physiological 

processes that are altered, because the steroids also regulate many mechanisms 

and elements of cell proliferation in many tissues (Isling et al. 2013). According 

to Darbre and Harvey (2008), this parameter can assist to determine the 

functionality of the systems and the growing of a specimen. 

The body weight is a correlated tool of the organ’s functionality; however, 

after the subcutaneous application of associated PBs it was not shown 

modifications on body weight of the experimental females. This fact agrees with 

the studies of Guerra et al. (2017) and Garcia et al. (2017), who utilized isolated 

butyl-paraben and observed that there was no change on the maternal body 

weight during the gestation and lactation, as also on young rats after birth. 

 Moreover, the sexual organs’ weight can indicate possible alterations on 

the reproductive endocrine functionality (Andersson et al. 2013; Craig et al. 

2011). However, on the present results, it was not found any change on the 

ovaries’ and uterus’ weight, as well as Ahn et al. (2012), that applied the isolated 

propyl and butyl and methyl-paraben and the doses were not able to alter the 

weight of the neonatal animals’ ovaries. One suggests that the organs were 

corresponding to the proper hormonal activity and the systemic concentration of 
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PBs were not capable of act on the level of the hypothalamic-pituitary-gonadal 

axis. 

 Although no differences were found on the body weight of the treated 

animals, the presentation of ovarian morphology was found altered, because 

there was a decrease on the total number of primordial and primary follicles in 

the females exposed to a lesser concentration of PBs. Furthermore, it was 

obtained higher quantity in the number of atretic follicles in females treated with 

200 mg/kg, when compared to the control. Some similar results were found in 

ovaries of neonatal animals that were exposed to the propyl and butyl-paraben, 

and had an increase on the number of primordial follicles and decrease on the 

initial primary follicles (Ahn et al. 2012). In the same way, Johansson et al. (2016) 

utilized a combination of phthalates, pesticides, UV filters, bisphenol A and butyl-

paraben and noticed a reduction in the number of primordial follicles in pre-

pubertal animals.   

During the follicular development, it was considered that there is a series 

of factors that act on hormonal regulation with paracrine signaling, that can have 

steroid hormones action and growing factors, that increase or inhibits the follicle 

recruitment when submitted to potentially deregulator substances (Adhikari et al. 

2010; Ahn et al. 2012; Zama et al. 2010). Once that those molecules are 

absorbed by the systemic circulation, they can directly influence on the ovary of 

animals and inhibit elements related to the folliculogenesis as steroidogenesis 

(Ahn et al. 2012; Vo et al. 2010). 

Other researchers have evaluated the expression of follicular growing 

factors as Ahn et al. (2012) and Oishi (2002), verifying alterations on the 

expression of mRNA to the anti-Müllerian hormone (AMH) after exposition of PB 

compounds and they observed the inhibition of folliculogenesis in neonatal 

female rats. Even though in the present work the evaluation of the expression of 

growing and cell proliferation factors was not done, in-vitro and in-vivo studies 

have had the expression of the genes related to the factors of follicular growth, 

apoptosis, steroidogenesis and cell cycle regulation, correlating them to the 

imbalance of steroids and gonadotrophins due to exposure to paraben esters 

(Gal et al. 2019; Silva et al. 2010; Taxvig et al. 2008). In general, it is suggested 

that those chemical compounds, including the PBs tested in the present work, 

can affect different phases of follicular development in mammals, once that can 
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act on transduction of genes regulated by steroid hormones and can act in 

important cellular and tissue signaling pathways.  

 The follicular growth inhibition and higher atresia harms the reproductive 

activity of the adult females, because the reduction of the stages can show 

permanent effects in the fertility, decreasing the reproductive time span (Da Silva-

Buttkus et al. 2008). Further, it was observed that on the dosages utilized in vivo, 

the PB compounds acted synergically, and have not responded in a dose-

dependent form, in other words, the decrease of follicular stages were not directly 

proportional to the dosage increase (Rhind et al. 2008; Scsukova et al. 2016).  

 Notwithstanding the PBs actuation in the folliculogenesis, the 

morphological evaluation of the cumulus-oophorus complexes originated from 

the experimental females shown that the structure remains preserved in all 

groups. Moreover, the ultrastructural analysis of preovulatory follicles, agreed 

with the morphological analysis, and presented intact cellular membranes, with 

no organelles reduction and preserved structural organization. Thus, the PB 

classes here utilized were not able to alter the follicular structure itself, remaining 

with the characteristic aspect identified in antral follicles in vitro in rats (Nottola et 

al. 2011). However, in studies in vitro with 48-72 hours exposition with propyl-

paraben (100 μg / mL), there was inhibition of follicular growth [36]. The reports 

about ultrastructural analysis of antral follicles after the exposition in vivo of 

parabens are scarce and may not prove this hypothesis. 

 The expression of α-type estrogenic receptors on the ovaries and uterine 

horns of animals that were administrated by a subcutaneous route with 

associated propyl and butyl-paraben, were similar in all experimental animals. 

The expression of progesterone receptors (PR) in the uterine tissue showed less 

intensity in animals exposed to 10 and 100mg/kg dosages, the same way on the 

ovarian tissue, only the 100 mg/kg dosage showed less apparent, suggesting that 

there may be an alteration in the level of the steroid hormones that regulate the 

genic transcription through estrogen-responsive and, thereafter, the modification 

on progesterone receptors expression. In opposition with the study models that 

discuss the estrogenic action on PBs (Boberg et al. 2010), it is supposed that 

even with the decrease of RP expression in the tissue, after a long exposition, it 

was still sufficient to control its physiological effects, given that there was no 

change on the tissues and its structures remained preserved. 



93 
 

93 
 

 The commitment of the steroids level or bioavailability of its respective 

intracellular receptors compromises signaling responses as the production, 

secretion, metabolism, transport or hormonal action (Boberg et al. 2010; Darbre 

and Harvey 2008; Lee et al. 2013; Scsukova et al. 2016), as well as cell 

proliferation of reproductive tissues (Darbre and Harvey 2008; Nowak et al. 2018; 

Pollock et al. 2017; Taxvig et al. 2008).  

 In the present study, the histomorphometric aspects have shown that the 

uterine horn presented alterations in its structures. The number of endometrial 

glands was smaller in the group exposed to 100 mg/kg of PBs, compared to the 

control group. The decrease or lack of glands can harm the nutrient transport to 

the uterine lumen. This microenvironment presents many physiological functions, 

as nutrient transport for the embryonic development, mucus production, protein 

synthesis, ions, cytokines, lymphokines, enzymes, hormones, growth factors, 

proteases and protease inhibitors, amino acids, glucose, fructose and vitamins 

(Ma 2009; Spencer et al. 2012) making a favorable environment for the embryo 

implantation and its maintenance. 

 Contrasting what was found in the present study, it has been stated that 

the uterine tissue of neonatal animals showed other characteristics ( Vo et al. 

2010) which they related to the critical exposition of PB classes in immature uteri 

of prepubertal animals, and obtained myometrial hypertrophy, disorganization of 

the muscle layers and endometrial glands, in response to high doses (1000 

mg/kg/day), suggesting that these compounds act in several ways, such as 

inducing suppressive effects on the reproductive organs in rats during the 

development period. 

 At the uterus of adult mammals, however, like in human beings, they 

present a peculiar physiological dynamic and effective signaling of cellular and 

hormonal proliferation due to the sexual maturity, controlled by physiological 

factors as the 17β Estradiol (E2) and progesterone (P4) which are acting 

hormones that induce many factors of proliferation of stromal and glandular cells 

(Li et al. 2016; Zhu et al. 2007). Considering the decrease of endometrial glands, 

it was suggested that this alteration can be related to the availability of paracrine 

hormones that regulate signaling pathways, such as the activation of insulin-like 

proliferation factors (IGF1), keratinocyte growth factor and the expression of 

WNTs that are important for the production of β-catenin, which exercise paracrine 
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functions in uterus, for maintenance of endometrial and glandular cells, which 

may have been impaired (Li et al. 2016). 

The same way, Li et al. (2016) showed that the chronic exposition to the 

Bisphenol A (BPA), classified as a potent estrogenic contaminant resulted in an 

adverse intrauterine environment to the implantation of the embryos due to 

decidualization of stromal cells and obtained changes in the cell signaling 

pathways of endometrial cells and cell proliferation. 

The affection of those pathways through life can harm or cause other 

diseases on the reproductive system of females (Ma 2009), because the smaller 

expression of β-catenin leads to uterine hyperplasia, decreased glands and 

impaired fertility (Jeong et al. 2009). However, the inflammatory process in the 

uterine tissue remained with high intensity on all experimental animals, 

suggesting that the estrogen regulation is acting on the targeted tissues, ensuring 

its maintenance. In each phase of the estrous cycle, the expression of leukocyte 

infiltrates is modified due to plasma levels of steroid hormones (Parr et al. 1967; 

Picut et al. 2014). 

From the evaluations realized, one doesn’t know if the association of 

propyl and butyl-paraben are more or less active amongst them, however, it is 

presumed that during the extended exposition of those paraben classes, its 

estrogenic action may have been potentialized at the adult life, although it may 

have acted directly in paracrine pathways, as the cellular and tissue signaling in 

tissues of reproductive organs. Beyond that, it is found in the literature a variety 

of experimental models and exorbitant dosages, as also they evaluate its effect 

on its first stages of development that does not allow a direct comparison among 

all results hereby obtained.  

 

Conclusion 

 

 From the experimental conditions in the present study and the parameters 

evaluated, it is suggested that propyl and butyl-paraben presented synergic 

action and acted directly on the reproductive organs in small concentrations, 

acting on both ovarian and uterine functionality and physiology of adult females. 

This justifies that the targeted tissues and its structures have been altered. 

However, it is necessary more studies that explore the actuation of those two 
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compounds isolated, on the same experimental condition and cellular and 

molecular levels for a better understanding. 
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Figure legends 

Figure 1. Transmission electron microscopy of tertiary follicles (n = 4 follicles) 

amongst the treatment: Control (corn oil, A), T1 (10mg/kg; B); T2 (100mg/kg; C) 

and T3 (200mg/Kg; D). Characteristic Structures of the COCs point lack of 

degeneration. ZP = pellucid zone; O = oocyte; CG = granulosa cells; CCM = 

cumulus cells in mitotic division (anaphase); cytoplasmic membrane (black 

arrow). 

Figure 2. Transmission electron microscopy of ovaries of female rats exposed 

daily during 90 days subcutaneous route of Propyl and Butyl-paraben. (A) 

Nucleus (Nu), Granulosa Cell (CG) and pellucid zone; (B) oocyte cytoplasm with 

the presence of lysosomes, mitochondria and vacuole; (C) cytoplasm with large 

distribution of endoplasmic reticulum (ER), lysosomes (Li), pellucid zone (ZP) and 

granulosa cells that surround the pellucid zone; (D) granulosa cells have nuclear 

euchromatin and heterochromatin, elongated mitochondria and lysosome. 

Figure 3. Immunohistochemical evaluation to PR in the uterine and ovarian tissue 

(during the estrus phase) of adult female rats exposed to the associated parabens 

compared to the control group. The data are presented as mean ± SEM. The 

different letters over the columns represents the statistical differences (lower 

case: uterus, capital letters: ovary), p<0.05. 

Figure 4. Immunohistochemical evaluation of ERα in the uterine and ovarian 

tissue (during the estrus phase) of adult female rats exposed to the associated 

parabens compared to the control group. The data are presented as mean ± 

SEM. The estrogenic receptor expression did not present statistical difference, 

p>0.05. 

Figure 5. The immunostaining of PR (A-D), ERα (E-H) on the ovary of adult 

female rats (at the estrus phase, one female per group) from the group exposed 

to corn oil (A, E); doses of 10 mg / kg (B, F); 100 mg / kg (C, G) and 200 mg / kg 

(D, H). Observe the cytoplasmic marking on ERα and PR (400x). 

 

Figura 2 
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Figure 6. The immunostaining of PR (A-D), ERα (E-H) on the ovary of adult 

female rats (at the estrus phase, one female per group) from the group exposed 

to corn oil (Control: n = 8 animals – A, E); doses of 10 mg / kg (n = 8 animals – 

B, F); 100 mg / kg (n = 6 animals – C, G) and 200 mg / kg (n = 5 animals – D, H). 

Observe the cytoplasmic marking on ERα and PR (400x). 

 

Table 1. Mean body weight and absolute weight of the reproductive organs of 

Wistar adult female rats from the control group and from the groups exposed to 

the PBs after 90 days of exposition. 

 

The weight of the organs and the body weight did not present statistical differences between the 
treatments, considering the values expressed as mean ± standard deviation (p>0.05). 
 

Table 2. Frequency and percentage of COCs of all females from the experimental 

groups. 

Groups 
 

Mofological Classification COCs Total 
 Grade 1 Grade 2 Grade 3 

Control (n=5) 13 (11.40%) 19 (16.67%) 7 (6.14%) 39 (34.21%) 

10 mg/kg (n=5) 7 (6.14%) 19 (16.67%) 14 (12.28%) 40 (35.09%) 

100 mg/kg (n=5) 3 (2.63%) 6 (5.26%) 10 (8.77%) 19 (16.67%) 

200 mg/Kg (n=5) 4 (3.51%) 6 (5.26%) 6 (5.26%) 16 (14.04%) 

 

 

 

 

 

Parameters 
Control  
(n=6) 

10 mg/Kg 
(n=6) 

100 mg/Kg 
 (n=6) 

200 mg/Kg 
 (n=5) 

Body weight (g) 272.43 ± 4.28 260.66 ± 6.82 254.55 ± 5.20  275.9 ± 31.29  

Absolute weight 

Uterus (mg) 0.613 ± 0,013  0, 683 ± 0.114  0.551 ± 0.080  0.929 ± 0.256  

Ovaries (mg) 0.106 ± 0.013  0.09 ± 0.009  0.073 ± 0.012  0.036 ± 0.015  
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Table 3. Ovarian structures quantification among the different experimental 

groups. 

abc Different letters on the same line present statistical difference, p<0.05. 

 

Table 4. Percentage of leukocyte infiltrate of uterine tissue in females from all 

experimental groups. 

 

 

 

 

 

Ovarian  
Structures 

Control 
 (n=6) 

10 mg/Kg 
(n=6) 

100 mg/Kg 
(n=6) 

200 mg/Kg 
 (n=6) 

Primordial 12.08 ± 1.35a 8.18 ± 1.41ᵇ 8.9 ± 1.66ᵃᵇ 6.7 ± 1.19ᵇ 

Primary 4.83 ± 0.59a 2.25 ± 0.46ᵇ 5.1 ± 1.75ᵃ 3.3 ± 1.10ᵃᵇ 

Secondary 1.75 ± 0.58 0.75 ± 0.28 0.8 ± 0.51 1.2 ± 0.36 

Tertiary 6.5 ± 0.83 4.92 ± 1.12 7.2 ± 2.59 1.2 ± 1.34 

Atretic Follicle 2.08 ± 0.45ᵃ 3.18 ± 0.69ᵃᶜ 5.9 ±0.99ᵇ 1.2 ± 1.46ᵇᶜ 

Corpus Luteum 8.42 ± 0.85 6.67 ± 0.81 7.3 ± 1.07 1.2 ± 1.79 

Groups Score M Misc. P TOTAL 

Control (n=6) 
2 0 (0%) 0 (0%) 4 (66.67%) 4 (66.67%) 

3 0( 0%) 0 (0%) 2 (33.33%) 2 (33.33%) 

 Total 0 (0%) 0 (0%) 6 (100%) 6 (100%) 

10mg/Kg (n=6) 
2 0 (0%) 0 (0%) 1 (16.67%) 1 (16.67%) 

3 0 (0%) 0 (%) 5 (83.33 %) 5 (83.33%) 

 Total 0 (0%) 0 (0%) 6 (100%) 6 (100%) 

100mg/Kg (n=6) 
2 1 (16.67%) 0 (%) 0 (0%) 1 (16.67%) 

3 0 (0%) 1 (16.67%) 4 (66.67%) 5 (83.33%) 

 Total 1(16.67 %) 1 (16.67%) 4 (66.67%) 6 (100%) 

200mg/Kg (n=5) 
2 1 (20%) 0 (0%) 0 (0%) 1 (20%) 

3 1 (20%) 2 (40%) 1 (20%) 4 (80%) 

 Total 2 (40%) 2 (40%) 1 (20%) 5 (100%) 
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Table 5. Number of endometrial glands and morphometric parameters of the 

regions of the uterine horn (endometrium, longidutinal myometer and circular 

myometer). 

ab Different letters on the same line present statistical difference, p<0.05. Values expressed by 
Mean ± Standard Error. Generalized Linear Model - GLM Negative Binomial.  

 

Table 6. Mean of the expression of ERα and PR in the uterine and ovarian tissue 

(estrus phase) of rats exposed to the parabens compared to the control group. 

Different letters on the same column present statistical difference (p<0.05). Values expressed by 
Mean ± Standard Error. Generalized Linear Model - GLM Negative Binomial 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

Parameters  Control 10mg/Kg 100mg/Kg  200mg/Kg 

 Glands/section 
(N=5/animal) 

13.80 ± 
0.695a 

14.76 ± 0.578a 
10.51 ± 
0.857b 

14.72 ± 0.957a 

Uterine horn regions 

 Endometrium  
(µm) 

160.68 ± 4.45 168.768 ± 2.63 145.75 ± 2.12 156.46 ± 3.10 

 Circular 
Myometrium  

(µm) 
144.93 ± 3.36 152.51 ± 4.99 144.03 ± 1.76 152.80± 2.93 

 Longitudinal 
myometrium 

(µm) 
134.88 ± 3.21 135.19 ± 5.89 143.89 ± 2.13 151.28 ± 3.60 

Treatments  PR Uterus  PR Ovary ERα Uterus ER-α Ovary 

CG (n=6) 
46.00 ± 
4.42ª 

38.52 ± 5.14B 24.89 ± 4.69 78.15 ± 11.62 

10 mg/kg (n=6) 
30.83 ± 
5.32b 

26.17 ± 5.98AB 13.92 ± 3.13 81.1 ± 7.50 

100 mg/kg (n=6) 27.04 ± 3.71b 17.84 ± 4.98A 21.75 ± 4.38 71.04 ± 15.54 

200 mg/ kg (n=5) 38.39 ± 3.19ab 26.25 ± 8.06AB 13.37 ±3.83 62.87 ± 13.98 
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Figure 1 

Figure 1 Transmission electron microscopy of tertiary 

follicles 

Figure 2 Transmission electron microscopy of tertiary follicles 
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Figure 3 Expression of RP(%) on the uterus and ovary of adult female Wistar rats. 10 

500 x 280 (300 x 300 DPI) 11 
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 21 

Figure 4 Expression of ER-α (%) on the uterus and ovary of adult female Wistar rats. 22 

500 x 314 (300 x 300 DPI) 23 

 24 
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 34 

Figure 5 The immunostaining of PR (A-D), ERα (E-H) on the ovary of adult female Wistar rats. 35 

500 X 233 (300x300 DPI) 36 

 37 

Figure 6 The immunostaining of PR (A-D), ERα (E-H) on the uterus of adult female Wistar rats. 38 

500 x 247 (300 x300 DPI) 39 

 40 
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 42 

Considerações Finais 43 

Os resultados provenientes da exposição prolongada ao propil e butil-parabeno 44 

durante a vida adulta das ratas, demonstraram alterações na irregularidade do ciclo 45 

estral, alteração da concentração plasmática de estradiol e na morfologia dos órgãos 46 

reprodutivos. Além desses parâmetros, houve dimuição na intensidade de marcação 47 

de receptores de progesterona nas doses de 10 e 100 mg/Kg no útero, e no ovário na 48 

dose de 100 mg/Kg, diminuição de glândulas endometriais na dose de 100 mg/Kg, 49 

também apresentou diminuição expressiva total de folículos primordias e primários em 50 

fêmeas tratadas com doses de 100 mg/Kg e presença de folículos atrésicos em 51 

fêmeas expostas a 200 mg/Kg de parabenos associados.  52 

Portanto, baixas doses foram capazes de alterar a morfologia do tecido uterino 53 

e ovariano de ratas expostas aos parabenos associados. A garantia do bom 54 

funcionamento fisiológico previne o acometimento de doenças no sistema reprodutor 55 

de mamíferos adultos. Pois ainda é pouco sabido, o que causa a infertilidade de várias 56 

classes de mamíferos de vida livre, como em mulheres, e se as causas externas/ 57 

ambientais podem contribuir com os problemas reprodutivos. 58 
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