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Resumo

Os Desreguladores Enddcrinos (DEs) sdo substancias quimicas naturais ou produzidas pela
acdo humana que possuem o potencial de interferir no sistema enddcrino, afetando o cresci-
mento/desenvolvimento e a reproducgéo dos organismos vivos, incluindo os seres humanos. Eles
afetam principalmente a fun¢do de hormdnios esteroides, podendo ter atividade anti-estrogé-
nica/estrogénica ou anti-androgénica/androgénica, ou outros 6rgaos como a tireoide, alterando
seu desenvolvimento e funcdo. Os ftalatos sdo uma classe de substancias utilizadas, dentre
outros fins, como amaciantes plasticos, e que sdo agrupados em baixo e de alto peso molecular.
Assim, os ftalatos e seus metabdlitos sdo detectados na populagdo de recém-nascidos, de jovens
e adultos em diversas matrizes bioldgicas. Na literatura, a exposicéo aos ftalatos foi associada
a disgenesia testicular, malformacao genital, diminuicdo de producdo de horménios sexuais,
alteracdes ovarianas, dentre outras. O efeito transgeracional da exposicéo aos ftalatos ainda ndo
é bem estabelecido, porém estudos pré-clinicos tem indicado que ftalatos podem levar a distur-
bios reprodutivos e enddcrinos na descendéncia, mas poucos estudos testam animais expostos
a misturas complexas de DEs. Assim, o objetivo deste estudo foi o de avaliar se a exposicédo
materna a uma mistura de seis diferentes ftalatos [19% DEHP (Bis(2-etilexil) ftalato), 36% DEP
(Dietilftalato), 15% DBP (Di-n-butilftalato), 10% DiBP (Diisobutilftalato), 8% BBzP (Butil-
benzilftalato), e 10% DiNP (Diisononilftalato)] é capaz de alterar o desenvolvimento e funcéo
da glandula tireoide na prole de machos e fémeas Sprague-Dawley (SD) pré-puberes e adultas
(F1). Ratas SD prenhes receberam o tratamento com a mistura de ftalatos do dia gestacional 12
(DG12) ao dia pds-natal 21 (DPN 21), por gavagem diaria, nas doses de 20ug, 200ug e
200mg/kg. Nos dias pés-natal (DPN) 21 e 120, as tireoides da prole (8 animais por ninhada,
macho ou fémea) foram removidas, processadas histologicamente para analises morfolégicas e
imunoistoquimicas. Foram observadas poucas alteragdes morfologicas na tireoide nos dois pe-
riodos analisados (DPN 21 e 120), tais como, alteracdes no volume relativo de compartimento
estromal e de altura de epitélio tireoidiano, em especial nas fémeas no DPN 21 e alteracdes
hormonais em machos no DPN 21. Os niveis de proliferacdo celular pelo antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA) foram semelhantes entre 0s grupos nos dois periodos analisados.
Os resultados indicam que a exposi¢cao materna a uma mistura complexa de ftalatos e em doses
relevantes ndo causou alteracdes importantes da morfologia da tireoide dos descendentes.

Palavras chaves: Misturas de Ftalatos; Exposi¢cdo materna; Descendéncia (F1); Tireoide; Ra-
tos Sprague-Dawley;



Abstract

Endocrine Disruptors (ED) are natural and synthetic chemicals produced by human action that
have the potential to interfere with the endocrine system, affecting the growth and reproduction
of living organisms, including the human. ED mainly affect the function of steroid hormones,
and may have anti-estrogenic/estrogenic or anti-androgenic/androgenic activity or other organs
since as thyroid development and function. Despite scarce epidemiological evidence, there are
reports that ED, such as bisphenol A (BPA) and phthalates, can alter the levels of thyroid
hormones in pregnant women, leading to hormonal imbalance in the embryo and fetus.
Phthalates are a class of substances used, among other purposes, as plastic softeners, which are
classified into low and high molecular weights. Thus, phthalates and their metabolites are
detected in the young/adult population in several biological matrices. In the literature, maternal
exposure to phthalates has been associated with testicular dysgenesis, genital malformation,
decreased production of sex hormones, ovarian alterations, among other changes in descendent.
The transgenerational effect of maternal exposure to phthalates is not yet well established, but
preclinical studies have indicated that phthalates can lead to reproductive and endocrine
disorders in the offspring, but few animal studies evaluate adverse effects of ED complex
mixtures of. Thus, the aim of this study was to assess whether maternal exposure to a mixture
of six different phthalates [19% DEHP (Bis (2-ethylexyl) phthalate), 36% DEP
(Diethylphthalate), 15% DBP (Di-n- butyl phthalate), 10% DiBP (Diisobutyl phthalate), 8%
BBzP (Butylbenzyl phthalate), and 10% DiNP (Diisononyl phthalate)] is able to alter the
development and function of the thyroid gland in the offspring of pre-pubertal and adult males
and females Sprague-Dawley rats.(F1). The pregnant rats received the phthalate mixture from
gestational day 12 (DG12) to postnatal day 21 (PND 21), by daily gavage, in the doses of 20ug,
200pg and 200mg/kg. On PND 21 and 120, the thyroid (8 animals per litter, male or female)
were removed and processed histologically for morphological and immunohistochemical
analyzes. Few morphological changes were observed in the thyroid in both periods analyzed,
such as changes in the relative volume of the stromal compartment and height of the thyroid
epithelium, especially in females and TSH hormone changes in males.

Key words: Phthalate mixture; Maternal exposure; Offspring (F1); Thyroid; Sprague-Dawley
rats;
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Revisao de literatura

A producdo e uso crescente de compostos quimicos e a ineficiéncia de politicas de
controle efou eliminagdo dos residuos tém levado ao aparecimento dos chamados
contaminantes emergentes ambientais. Estes podem interferir no sistema endocrino de seres
humanos e de outros animais, afetando seu crescimento e reproducdo (Yoon, 2014; Sifakis et
al., 2017). Essas substancias, conhecidas como desreguladores enddcrinos (DES), sdo definidas
como substancias quimicas exdgenas capazes de alterar as fun¢Bes do sistema endocrino e,
consequentemente, provocar efeitos adversos para a salde dos organismos Vivos ou a sua
descendéncia (OECD, 2015; Sifakis et al., 2017). Em sua maioria sdo poluentes quimicos
provenientes de praguicidas, plasticos, detergentes, tintas e outros compostos industriais ou
produtos domésticos de uso diario (Yoon, 2014, OECD, 2015). Pertencem ao grupo dos
poluentes organicos persistentes (POPSs) e tém rapida e vasta dispersdo ambiental pela cadeia
alimentar através dos recursos hidricos, utensilios domésticos e alimentos contaminados (Yoon,
2014).

A funcdo hormonal mais afetada pelos DEs é a regulacdo dos horménios esteroides, 0s
quais determinam as caracteristicas e o comportamento sexual de diferentes espécies (Yoon,
2014; Sifakis et al., 2017). Os DEs mais conhecidos tém atividade anti-estrogénica/estrogénica
ou anti-androgénica/androgénica (Yoon, 2014; Sifakis et al., 2017). Outros efeitos dos DEs
recaem sobre o desenvolvimento e funcdo da glandula tireoide, resultando em interferéncias na
acdo, biossintese e/ou metabolismo dos seus horménios (Sun et al., 2018). H& também
evidéncias epidemioldgicas e experimentais indicando que os DES possam atuar como possiveis
fatores de risco para desenvolvimento de cancer tireoidiano, como revisado por Alsen et al.
(2021).

Os ftalatos (Figura 1) sdo uma familia de diésteres de acido ftalico tipicamente utilizados
como plastificantes para amaciar e aumentar a flexibilidade dos produtos de plastico a base de
cloreto de polivinilo (Bosnir et al., 2003). Uma vez que estes compostos nao estdo ligados
covalentemente aos produtos em que sdo utilizados, podem ser liberados e contaminar
alimentos processados ou armazenados em produtos ou utensilios plasticos de uso diario
(Bosnir et al., 2003). Como DEs, os ftalatos tém sido especialmente estudados, em especial, por
sua atividade antiandrogénica (Fisher 2004; Kay et al., 2014). Ha inimeros ftlatos catalogados,
sendo 0s mais comuns o dibutilftalato (DBP), o dimetilftlatos (DMP), o dietilftalato (DEP) e o
di-(2-etilexil) ftalato (DEHP) (Frederiksen, 2007).
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Figura 1 - Estrutura Quimica dos ftalatos mais comumente encontrados como contaminantes
ambientais (Bosnir et al., 2003).

A tireoide surge de um espessamento ectodérmico mediano no assoalho da faringe
primitiva que forma o primoérdio da glandula, entre o 2° arco faringeo (tubérculo impar) e o 3°
arco faringeo (eminéncia hipobranquial). Durante o seu desenvolvimento e migracdo para a
regido do pescoco (anterior a traqueia), a tireoide fica conectada a regido da lingua pelo ducto
tireoglosso e quando ela atinge sua posic¢do final, esse ducto se degenera, restando na lingua um
resquicio proximal, que é o forame cego (Nilsson & Fangman, 2017). Em alguns individuos
parte do ducto permanece, o qual passa a ser chamado de lobo piramidal. Até estar
completamente ativo, o feto depende totalmente do transporte de horménios tireoidianos
maternos (Kester et al., 2004; Nilsson & Fangman, 2017).

Evidéncias demonstram que os hormdnios tireoidianos agem desde o inicio do
desenvolvimento embrionario (Calvo et al., 1990). Assim, observa-se a ocorréncia de transporte
destes através da via placentaria, com um controle rigido de seus niveis até aproximadamente
a décima sexta semana de desenvolvimento, onde o préprio feto ja comeca a produzi-los (Kester
et al., 2004). Muitos dos achados sobre o desenvolvimento da tireoide e de seus horménios
foram baseados em modelos com roedores, sendo que em ratos o periodo critico de acdo de
triiodotironina (T3) e tetraiodotironina (T4) se estende do dia embrionario 18 (E18) até o dia
pos-natal 21 a 25 (DPN 21-25) (Porterfield & Hendrich, 1993). Falhas no suprimento e
producdo destes hormonios no periodo critico sdo frequentemente associados ao

desenvolvimento neuronal anormal (Calvo et al., 1990).

Depois de formada, a tireoide contém dois lobos principais (direito e esquerdo, unidos
pela regido do istmo) e eventualmente o lobo piramidal (40-50% dos casos). A unidade

morfofuncional da tireoide € denominada de foliculo tireoidiano, delimitado por uma camada
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Unica de células foliculares, com coloide em seu interior (Nilsson & Fangman, 2017). As células
foliculares séo responsaveis pela producdo da T3 e T4 a partir da tireoglobulina iodada. Além
disso, encontramos no intersticio da tireoide, as células parafoliculares ou células C, produtoras
de calcitonina (Nilsson & Fangman, 2017). Sua funcdo é regulada pela tireotrofina ou horménio
estimulante da tireoide (TSH), que, ao se ligar com receptores de membrana da célula folicular,
leva a formacédo de T3 e T4, que podem ficar armazenados no coloide tireoidiano por até trés
meses. No organismo, T4, que é um pré-horménio, é convertido em T3, hormonio efetivamente
ativo. (Moura & Moura, 2004). Além disso, células parafoliculares presentes na tireoide
produzem a calcitonina, horménio responsavel pela regulacdo dos niveis de calcio sanguineo,
diminuindo a sua absor¢éo pelos intestinos e impedindo a atividade de osteoclastos (Prospero
et al, 2009).

v
> ] ;
entage Thyroglossal TherId .
i organogenesis
and
differentiation
are completed

Thickening of Proliferation
primitive Primitive Final cervical of precursor
pharynx thyroid bud position cells

Differentiation process

Figura 2 - Desenvolvimento da tireoide em humanos e ratos (Batistuzzo & Ribeiro, 2020).

Ainda hd uma escassez de estudos sobre como os DES afetam o desenvolvimento da
tireoide durante o periodo fetal, mas alguns destes quimicos, como os Bifenilos Policlorados
(PCBs, sigla do termo em inglés) e seus metabodlitos ativos, que possuem estrutura muito
semelhante ao do hormonio tireoidiano T4, podem se ligar aos receptores destes, bem como se
acumular no tecido adiposo do feto, levando a reducdo da TSH materno, distdrbios no equilibrio
de T3 e T4 que sao transferidos da mée ao feto por via placentaria e malformacéo neuronal.
Tais evidéncias sdo conflitantes quanto aos possiveis efeitos diretos dos DEs na glandula
tireoide, mas demonstram um risco maior em mulheres gravidas, ou seja, durante o

desenvolvimento fetal (Hartoft-Nielsen et al., 2011).
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Semelhante ao Bisfenol A (BPA), as investigagcdes que avaliam o papel da exposicéo
aos ftalatos concentraram-se principalmente nos resultados reprodutivos, metabdlicos e
neuroldgicos (Bosnir et al., 2003). A exposicdo pré-natal a ftalatos tem sido associada a
sindrome da disgenesia testicular (TDS) em roedores e humanos. A TDS engloba um grupo de
distdrbios reprodutivos com possiveis causas ambientais subjacentes, incluindo malformacdes
genitais, diminuicdo da producao hormonal, qualidade do sémen, fertilidade e predisposi¢éo ao
crescimento hiperplasico (Williams et al., 2014). Os ftalatos também causam toxicidade
ovariana por alterar a foliculogénese (formacdo e funcdo), aumentar a esteroidogénese,
causando infertilidade e outras anormalidades reprodutivas e ndo reprodutivas (Hannon &
Flaws, 2015).

Os impactos da exposi¢do aos ftalatos na satide humana também foram extensivamente
revistos e relatados pelo Programa Nacional de Toxicologia - Centro para a Avaliagéo de Riscos
a Reproducdo Humana dos Estados Unidos (Shelby, 2006). Ha evidéncias suficientes em
estudos com roedores que a exposicao aos ftalatos provocam alteracdes de desenvolvimento e
de reproducdo em machos e fémeas (Shelby 2006; Scsukova et al., 2016). Nos seres humanos,
os disturbios do trato genital, observados em lactentes do sexo masculino e feminino, foram
significativamente associados a exposi¢do pré-natal a ftalatos (Swan et al., 2015; Kay et al.,
2014; Scsukova et al., 2016).

Sete metabolitos de ftalatos em amostras de urina foram medidos em 2540 individuos
que participaram da National Health and Nutrition Examination Survey 1999-2000 (Silva et
al., 2004). O mono-etil-ftalato (MEP) esteve presente em todas as amostras, 0 mono-bultil-
ftalato (MBP) em 99% das amostras e o ftalato de monoetilhexilo (MEHP) em 78% das
amostras. A mediana de exposi¢do aos ftalatos em adultos foi estimada em 8,2 pug/kg/dia e em
criancas de 25,8 pg/kg/dia (Shelby, 2006). Verificou-se que as mulheres tinham niveis de
exposicdo aos ftalatos duas a quatro vezes mais elevados do que os homens (Silva et al., 2004).
Criancas mais jovens tém uma exposicao significativamente maior do que criancas mais velhas
(Koch & Calafat, 2009). Criangas em torno de um ano de idade foram consideradas um grupo
de alto risco de exposicdo por causa de seus padrbes comportamentais de alimentacdo e
mastigacéo e por rastejarem em tapetes inalando poeira contendo ftalatos (Shelby, 2006).

O efeito transgeracional do DEHP e de outros ftalatos em seres humanos é
completamente desconhecido, mas ha evidéncias que ligam os niveis de DEHP e seus
metabolitos a distarbios reprodutivos naqueles diretamente expostos e seus descendentes
(Hauser et al., 2007; Swan et al., 2015; Hannon & Flaws, 2015). Nesta perspectiva, sao

necessarios estudos moleculares mais aprofundados com DEHP, outros ftalatos e/ou seus
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metabdlitos para avaliar os riscos potenciais destes compostos sobre a reproducdo e
desenvolvimento de 6rgdos hormdnio-sensiveis e risco de cancer na vida adulta.

O BPA, os ftalatos e seus metabolitos mais conhecidos (DEHP / MEHP e DBP / BBP /
MBP) foram descritos no Toxicogenomics Database (Davis et al., 2009) por terem 1232 e 265
interacfes Unicas com genes/proteinas, respectivamente (Singh & Li, 2011; 2012). Cinco das
dez principais redes de genes comuns afetadas pelos ftalatos e pelo BPA estdo envolvidas com
inflamacéo (Dietert et al., 2010); e seis delas séo preditas pelo GeneGo por estarem envolvidas
em neoplasias urogenitais, incluindo a neoplasia prostatica, a de genitais masculino e feminino,
as endometriais e de mama (Singh & Li, 2012). Estudos experimentais tém associado a
exposicao fetal e neonatal os ftalatos e seus metabo6litos com alteracdes de expressao génica na
glandula mamaria, ovario e a prostata, com potencial para aumentar susceptibilidade a
carcinogénese e alteracdes reprodutivas (Moral et al., 2011; Scsukova et al., 2016; Scarano et
al., 2018). Em estudo de co-cultura de células mamaérias humanas ndo tumorigénicas (MCF-10)
com fibroblastos isolados de tecido adjacente a tumores de mama com expressdo de receptor
de estrogénio (RE-positivos), foi demonstrado que a exposicdo da co-cultura aos ftalatos BBP,
DBP (10 e 100 nM) aumentou as taxas de proliferacdo celular e expressdo de RE nas células
MCF-10, indicando que estes interferem na interacdo estroma/epitélio(Chen et al 2018).
Scarano e colaboradores (2019) demonstraram o efeito de uma mistura ambientalmente
relevante de ftalatos no desenvolvimento de prostata de ratos, encontrando hiperplasia,
alteracdo nas medidas da distancia anogenital e do peso do 6rgdo, bem como alteracdes no perfil
de expressao de miRNAs.

Em relacéo a tireoide, Zhang et al. (2020) demonstraram que 0 existe um sinergismo
entre DEHP e BPA que levou a alteragdes no peso, producdo de T3 e T4 e no numero de
tiredcitos na tireoide de ratas fémeas adolescentes. Tassinari et al. (2021) demonstraram
alteracdes semelhantes, como aumento das areas de foliculos tireodianos e alteracdes dos niveis
de expressdo génica de TSH. Barlas (2020) demonstrou o potencial que o DHP e 0 DCHP
possuem de levar a degeneracdo de coloide e de epitélio folicular.

A elevacgdo global no relato de nddulos de tireoide pode ser, em parte, definida pela
melhora diagndstica, incluindo o maior acesso a ultrassonografias e reducdo de preco destas.
Porém, evidéncias sugerem que a maior exposi¢do a agentes ambientais tem sua parcela como
causa desta elevacdo (Andra, 2012). Estudos tem demonstrado que os ftalatos, com atencéo
especial ao DEHP, podem perturbar a atividade tireoidiana, seja por vias hormonais, como
alterando a proporc¢éo de tiroxina livre (FT4) durante o inicio da gravidez, levando a possiveis

problemas de desenvolvimento neuronal (Huang et al, 2007). Poucos estudos demonstram a
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participagdo de DEs na carcinogénese de tireoide, mas h& evidéncias de correlacdo entre a
exposicdo a BPA e aumento na incidéncia de carcinoma papilar de tireoide (Zhou et al, 2017).

A maioria dos estudos toxicologicos envolvendo os ftalatos tem sido proposta para a
avaliacdo de ftalatos isolados, no entanto, ja estd bem documentado que 0s seres humanos e
animais sdo expostos a misturas de diferentes ftalatos (Ferguson et al., 2014; Meeker &
Ferguson, 2014; Watkins et al., 2014). Um estudo realizado no estado de Illinois, nos Estados
Unidos, em mulheres gravidas, determinou a concentracao dos seis principais metabdlitos de
ftalatos na urina: DEHP (Bis(2-etilhexil) ftalato), DEP (Dietilftalato), DBP (Di-n-butilftalato),
DiBP (Diisobutilftalato), BBzP (Butilbenzilftalato) e DiNP (Diisononilftalato), apontando para
as proporcdes dos diferentes ftalatos aos quais os fetos estdo indiretamente expostos durante a
gestacdo (Zhou & Flaws, 2017). Estudos epidemioldgicos desenvolvidos pelo grupo de
Tassinari e colaboradores detectaram varios metabdlitos de ftalatos, bem como de BPA, como
parte do projeto LIFE PERSUADED. Nestes projetos foram tomadas como base amostras de
urina de criangas italianas (Tassinari et al., 2020, 2021), demonstrando a importancia de
verificar os efeitos adversos destas substancias na infancia e juventude.

Assim, partindo-se uma mistura de ftalatos em concentracdes biologicamente relevantes
(Zhou & Flaws, 2017) e da exposi¢do em uma janela critica de desenvolvimento da tiredide,
este trabalho foi elaborado com o intuito de para avaliar se a exposi¢cdo materna gestacional e
lactacional alteram a funcdo e o desenvolvimento da tiredide na geracdo F1, como visto para o
desenvolvimento da prostata e da glandula mamaria (Scarano et al., 2019; de Freitas et al.,
2021).
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*Segundo as normas da revista Toxicology Mechanisms and Methods
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Introducio

Os Desreguladores Endocrinos (DEs) sdo substancias quimicas que podem alterar as funcoes
do sistema enddcrino, com potencial efeito adverso aos organismos vivos e a sua descendéncia
(OECD, 2015; Sifakis et al., 2017). Vérios DEs sdo encontrados em uma ampla variedade de
produtos de uso diério, como materiais plasticos em geral, de construcéo, produtos de higiene,
praguicidas, dentre outros (Zhou, 2017).

Dentre os DEs, destacam-se recentemente na literatura os ftalatos, grupo derivado da
diesterificacdo do acido ftalico (C6H4(COOH)2), que possuem largo emprego na inddstria
plastica, seja para producdo de produtos eletrdnicos, seja na producdo de produtos medicos,
utensilios domésticos e brinquedos infantis (Bosnir et al., 2003). Dentre os inimeros ftlatos
catalogados, destacam-se o dibutilftalato (DBP) e o dimetilftlatos (DMP) (Frederiksen, 2007),
além do dietilftalato (DEP) e o di-(2-etilexil) ftalato (DEHP), o qual tém recebido especial
atencdo devido aos seus possiveis efeitos deletérios, como sua atividade anti-androgénica
(Fisher 2004; Kay et al., 2014), com efeito trasngeracional (Hauser et al.,2007; Swan et al.,
2015; Hannon & Flaws, 2015).

Estudos populacionais, como o de Tassinari et al., 2020 tém demonstrado a presenca de
metabolitos de ftalatos em diversas matrizes bioldgicas, realcando a disseminacéo de exposi¢ao
a esses compostos. Uma vez que ha uma constante exposicdo aos ftalatos e seus metabolitos,
causa especial preocupacdo o impacto destas substancias no periodo de desenvolvimento
embrionario/fetal e infantil, e a susceptibilidade ao desenvolvimento de cancer na vida adulta.
AlteracGes no desenvolvimento da prostata e da glandula mamaria Distlrbios do trato intestinal
(Swan et al., 2015 ; Kay et al., 2014; Scsukova et al., 2016) e de méa formacdo prostatica na
prole (Scarano et al., 2020) foram associados a exposi¢do de ratas prenhas a ftalatos isolados
ou em misturas, com potencial aumento de risco de formag6es cancerigenas.

A tireoide é uma glandula localizada na regido cervical, sendo de fundamental importancia no
controle homeostatico, pela producédo de seus horménios T3 e T4. Durante o desenvolvimento
do feto, este € totalmente dependente dos hormonios produzidos pela mée que sao transfortados
ao feto por via placentaria, até aproximadamente a décima semana de gestacdo, onde passa a
produzi-los (Kester et al., 2004). Em ratos, a janela de desenvolvimento tireoidiano se da entre
o dia embrionério 18, estendendo-se até o dia pds-nascimento (DPN) 21 a 25 (Porterfield &
Hendrich, 1993). Disturbios hormonais nessa fase de desenvolvimento s&o frequentemente
associados ao mal desenvolvimento neuronal (Calvo et al., 1990).

Proles de ratas prenhes expostas aos DEs tendem a apresentar méa-formacdo de 0rgéos
reprodutivos, reducdo de fertilidade, reducdo da foliculogénese (Barlas et al., 2020) e da
qualidade de 6ocitos, dentre outras consequéncias (Zhou et al., 2017).

Em relacdo a tireoide, Zhang et al. (2020) demonstraram que existe um sinergismo entre DEHP
e BPA que levou a alteragdes no peso, producdo de T3 e T4 e no numero de tiredcitos na tireoide
de ratas fémeas adolescentes. Tassinari et al. (2021) demonstraram alteracfes semelhantes,
como aumento das areas de foliculos tireodianos e alteragdes dos niveis de expressdo génica de
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TSH. Barlas (2020) demonstrou o potencial que o DHP e o DCHP possuem de levar a
degeneracdo de coldide e do epitélio folicular.

Poucos estudos correlacionam o efeito da exposicéo a ftalatos durante a gestagdo, porém ha
indicios de que estes podem perturbar a proporcdo de tiroxina livre (FT4) durante o inicio da
gravidez, levando a alteragdes no desenvolvimento neuronal (Huang et al., 2007). Além disso,
0s estudos geralmente focam em ftalatos isolados, sendo que sabe-se que a exposi¢do humana
geralmente se da por uma mistura dos compostos (Ferguson et al., 2014; Meeker & Ferguson,
2014; Watkins et al., 2014).

Em um estudo populacional realizado em Illinois, nos Estados Unidos, foi caracterizado a
composicdo de metabdlitos dos ftalatos mais comuns e encontrados na urina de mulheres
gravidas, sendo eles: DEHP (Bis(2-etilhexil) ftalato), DEP (Dietilftalato), DBP (Di-n-
butilftalato), DiBP (Diisobutilftalato), BBzP (Butilbenzilftalato) e DiNP (Diisononilftalato). O
estudo aponta para as proporcdes dos diferentes ftalatos aos quais os fetos estdo indiretamente
expostos durante a gestacdo (Zhou & Flaws, 2017). Assim, a partir desta mistura de ftalatos
foram realizados dois trabalhos experimentais pelo nosso grupo avaliando o efeito da exposi¢éo
materna a essa mistura complexa e as consequéncias para o desenvolvimento e risco de cancer
de mama e prostata (Scarano et al., 2019, Freitas et al., 2021).

Objetivo Geral

O objetivo desse projeto foi o0 de avaliar se a exposicdo materna a uma mistura de seis
diferentes ftalatos (DEHP(9%), DEP(36%), DBP(15%), DiBP(10%), BBzP(8%) e DiNP(10%))
é capaz de alterar o desenvolvimento e funcdo da glandula tireoide na prole de machos e fémeas
Sprague-Dawley pré-puberes e adultas (F1).

Objetivos Especificos

Avaliar as alteracGes no volume relativo dos componentes tireoidianos de ratos pré-
puberes e adultos expostos a mistura de ftalatos intra tero (epitélio, coloide e estroma), niveis
plasméticos de TSH e os indices de marcagdo imunoistoquimica para o antigeno nuclear de
proliferacéo celular (PCNA, marcador de proliferagéo celular) na tireoide na prole nos DPN 22
e 120.
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Material e Métodos
3.1 Delineamento Experimental

Dams FO0 (n=8)* F13/Q
GD12 PND21 PND22 PND120
| | 1L
+ {G1) Vehicle b >
* (G2) Pht mixture, 20 pg/kg
* (G3) Pht mixture, 200 pg/kg Euthanasia (n=8) (1 pup/litter) Euthanasia (n=8) (1 pupllitter)
+ (G4) Pht mixture, 200 mg/kg
1) Thyroid analysis 1) Thyroid analysis
2) Thryoid gland sections analysis: 2) Thryoid gland sections analysis:
HE (Morphology) HE (Morphology)
Sirius red (Compartments %) Sirius red (Compartments %)
Immunohistochemistry Immunohistochemistry
* PCNA (cell proliferation) PCNA (cell proliferation)

G1-G4 groups: control (vehicle); 20 ug/kg/day, 200 pg/kg/day, 200 mg/kg/day) that receive different doses of Pht
mixture.

SCARANO, Wellerson R. et al. Exposure to an environmentally relevant phthalate mixture during prostate
development induces microRNA upregulation and transcriptome modulation in rats. Toxicological Sciences, v. 171,
n. 1, p. 84-97, 2019.

Figura 3 - Delineamento Experimental

Machos adultos (n=15) (90 dias de idade, pesando aproximadamente 250 g) e fémeas
adultas (n=40) (120 dias de idade, pesando aproximadamente 250 g), da linhagem de ratos
Sprague-Dawley foram adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na
Area da Ciéncia de Animais de Laboratério (CEMIB/UNICAMP). Os animais foram mantidos
no Biotério 3 da UNIPEX-FMB, em condicGes controladas de luminosidade (12 horas de luz/
12 horas de escuro) e temperatura (média de 23-25°C) e receberam agua e racdo para roedores
a vontade. Acasalamentos foram realizados durante o periodo escuro do ciclo, colocando-se de
duas a trés fémeas na caixa do macho, e o dia zero de prenhez (DG 0) foi determinado pela
presenca de espermatozoides em esfregacos vaginais de fémeas em estro.

As ratas prenhes foram distribuidas aleatoriamente em quatro grupos experimentais
(n=08/grupo): Grupo 1: Controle (veiculo: 6leo de milho); Grupo 2: que recebeu 20 pg/kg/dia
da mistura de ftalatos diluidos em 6leo de milho; Grupo 3: que recebeu 200 pg/kg/dia da mistura
de ftalatos diluidos em 6leo de milho; Grupo 4: que recebeu 200 mg/kg/dia da mistura de
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ftalatos diluidos em 6leo de milho. Os animais dos Grupos 2 a 4 receberam as respectivas doses
da mistura por gavagem na seguinte propor¢do: 19% DEHP (Bis(2-ethylhexyl) ftalato), 36%
DEP (Dietilftalato), 15% DBP (Di-n-butilftalato), 10% DiBP (Diisobutilftalato), 8% BBzP
(Butilbenzilftalato), e 10% DiNP (Diisononilftalato).A proporcdo da mistura foi baseada na
composicgdo de ftalatos detectados em amostras de urina de mulheres gravidas em Illinois, EUA
(Zhou & Flaws, 2017). As ratas receberam o tratamento do dia gestacional 12 (DG12) ao dia
pos-natal 21 (DPN 21) (Scarano et al., 2019). As ratas prenhes ou lactentes foram mantidas em
gaiolas individuais, sendo pesadas em dias alternados para permitir o calculo do volume da
mistura de ftalatos a ser administrado e a investigacao de sinais clinicos de toxicidade. Apds o
nascimento, o nimero de filhotes por ninhada foi reduzido para oito (proporc¢do entre machos
e fémeas de 1:1 sempre que possivel), e ninhadas com nimero de filhotes inferior a sete foram
descartadas, ou seja, procedeu-se a eutanasia das méaes e filhotes. O nimero inicial de ratas para
0 acasalamento foi de 40 ratas tendo em vista que aproximadamente 20% das ratas podem néo
acasalar ou terem ninhadas inferiores a oito filhotes.

No DPNL1 foi determinada a distancia anogenital (DAG) da prole, diferenciando os
machos das fémeas. Este parametro, que é definido como a distancia medida entre 0 anus e a
genitalia, € um marcador anatdbmico dimorfico que reflete a acdo androgénica durante o
desenvolvimento do sistema genital no periodo intrauterino (Welsh et al., 2008). Pelo menos
oito filhotes (machos e fémeas/ 1 por ninhada), provenientes de cada um dos quatro grupos
experimentais foram anestesiados e eutanasiados sob anestesia com pentobarbital para coleta
de sangue e da glandula tireoide em dois momentos: DPN22 (n= minimo de oito /1 por ninhada)
e DPN120 (n= minimo de oito/ 1 por ninhada). Para que fosse garantida a independéncia dos
tratamentos e das ninhadas, a unidade experimental foi a ninhada e ndo o individuo, e por isso,
para cada analise, o uso de animais do mesmo grupo, porém de ninhadas diferentes, garante a
heterogeneidade bioldgica do tratamento como é recomendado para experimentos toxicoldgicos

envolvendo exposicdo materna e avaliagdo da prole (Jenkins et al., 2012).

Analises histoldgica e imunoistoquimica

Nos DPNs 22 e 120, a glandula tireoide de cada animal (machos e fémeas) foi retirada
e fixada em formalina tamponada a 10% por 24 horas, sendo entdo encaminhadas para
processamento histoldgico de hematoxilina-eosina (HE) e/ou reacdo de imunoistoquimica.

Para a coloracdo de HE, as laminas contendo cortes de tireoide com 4pum de espessura
passaram pelas seguintes etapas: bateria de hidratagéo (xilol I, 11 e 111, etanol absoluto I, Il e 111,

etanol 90% e etanol 70%; por 10 minutos cada passagem), Hematoxilina de Harris por 5
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minutos, lavagem em &gua corrente por 10 minutos, Eosina por 2 minutos e a bateria de
desidratacéo (etanol 70%, etanol 90%, etanol absoluto I, 11 e 111, xilol I, 11 e I1I; por 10 minutos
cada passagem). Todos os reagentes utilizados foram obtidos da Merck (Alemanha). Terminada
a coloracéo, as laminas foram montadas, com o uso de resina sintética Permount (Fisher, EUA).

A expressdo do antigeno nuclcear de proliferacdo celular (PCNA) foi detectada pela
técnica imuno-histoquimica, utilizando sistema de polimero/peroxidase de uma etapa
(EasyPath - Erviegas, Brazil). Células epiteliais tireoidianas PCNA positivas foram analisadas
nas glandulas coletadas nos DPN 22 e DPN 120. Os valores dos indices de marcacdo PCNA
foram determinados dividindo-se o ndmero de nulcleos positivos pelo numero de células
analisadas de cada animal, e multiplicando-se por 100. O anticorpo policlonal 1gG anti-PCNA

de camundongo (Dako, Dinamarca) foi utilizado na dilui¢do de 1:100.

Andlises plasmaticas de hormonios tireoidianos

Nos DPNs 22 e 120, amostras de sangue foram coletadas em recipientes contendo
EDTA para obtencédo de plasma. As dosagens de TSH da prole de machos (oito animais/grupo)
foram realizadas no laboratério da Dra Flaws nos EUA utilizando-se um Kit de ELISA

especifico. Por questdes técnicas, ndo foi possivel quantificar os hormonios nas fémeas.

Analises Estatisticas

Os resultados dos diferentes parametros foram comparados entre 0S Qrupos
experimentais utilizando-se o teste de ANOVA ou o teste de Kruskal-Wallis. O contraste entre
os grupos foi avaliado utilizando-se os testes post hoc de Tukey (ANOVA) ou Dunn (Kruskal-
Wallis). O nivel de significancia adotado foi de p<0.05. As analises estatisticas foram rodadas

no programa Sigma Plot v 12.0 ( Systat Software, EUA).



Resultados

Dados gerais

Os dados reprodutivos das mées expostas ou ndo a mistura de ftalatos da prole de
machos e fémeas no DPN 21, 60 e 120 estdo apresentados na Tabela 1. Os tratamentos
com a mistura de ftalatos nas diferentes doses foram bem tolerados pelas mées durante a
gestacéo e lactagdo, sem evidentes sinais de toxicidade sistémica (perda de peso, alteracdo
de consumo de racdo ou presenca de sinais clinicos). Os tratamentos com a mistura de
ftalatos nas diferentes doses ndo alteraram a extensdo da gestacdo, o tamanho médio da
ninhada ao nascimento ou a relacdo entre o nascimento de machos e fémeas.

Em relacdo ao peso corpdreo da prole de machos e fémeas no DPN 01, 22, 60 e
120, estes foram similares entre os diferentes grupos experimentais (Tabela 1).
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Tabela 1 - Dados reprodutivos das mées e ninhadas F1 (machos e fémeas) dos diferentes grupos experi-

mentais(?)
Grupos/Tratamentos?
Parametros Gl G2 G3 G4

(Controle) (Pht 20ug/kg) (Pht 200ug/kg) (Pht 200mg/kg)
Maes (FO0) N=06 N=06 N=06 N=06
Periodo Gestacional (dias) 21,1+0,3 21,8+0,4 219+0,3 21,1+£0,3
Ganho de Peso Corporeo (g) 106,4 + 16,2 101.6 £ 13,12 101,6 £ 16,0 98,5+ 10,7
(DGO-DG 20)®
Tamanho da Ninhada 100+£24 11,2+1,8 10,25+ 3,2 10,21 £2,8
Razéo Sexual (F/M) 5/6 5/5 6/5 5/6
Peso da ninhada (DPN1) 3 8,8+0,8 8,4+05 89+04 8,2+0,7
Ninhadas (F1) N= 06/06* N= 06/06 N= 06/06 N= 06/06
DPN 22
Machos 47,8+2.8 48.0+44 46.8+£29 45.0+6.6
Fémeas 50,1+3.8 50,2 + 4,40 51,045 50,9+3)9
DPN 60
Machos 316,8+ 21,8 321,3+ 20,8 313,8+115 314,8 £ 10,25
Fémeas 2049+ 12,7 213,0+ 14,8 2104+ 184 208,5+ 16,3
DPN 120
Machos 426,1+ 24,7 432,7+ 37,9 428,8 + 24,6 481,3+ 354
Fémeas 272,4 £ 20,1 272,0 £ 14,08 279,8x+21,1 2770+ 25,3

YValores expressos em média + SD.; 2 Grupos experimentais [Grupo 1: Controle (veiculo: 6leo de milho); Grupo

2: que recebeu 20 pg/kg/dia da mistura de ftalatos diluidos em 6leo de milho; Grupo 3: que recebeu 200

pg/kg/dia da mistura de ftalatos diluidos em 6leo de milho; Grupo 4: que recebeu 200 mg/kg/dia da mistura de

ftlatos diluidos em 6leo de milho)].  DG= Dia gestacional, DPN= Dia p6s-natal. “NUmero de machos/fémeas, 1

animal por ninhada.



32
Anélise Morfométrica da Tireoide

As analises morfométricas da tireoide foram realizadas em laminas coradas pela H&E (i.e., medidas de
tamanho folicular e altura dos tiredcitos, figuras 4 e 5) e em Iaminas coradas pelo picrosirius red (i.e., area relativa
dos componentes estromais, epitélio e limen folicular, figuras 6 e 7) em machos e nas fémeas F1 nos DPNs 21 e
120 (Tabelas 2 e 3).

Na analise da tireoide no DPN 21 foi observado reducdo significativa (p = 0,042) da altura da célula
folicular nas fémeas do grupo Pht 200pg quando comparado com o grupo controle (veiculo). Nas anélises de area
folicular e do volume relativo dos compartimentos epitelial, estromal e luminal no foram observadas diferencas
estatisticas (p > 0,05) entre os grupos experimentais de machos e fémeas F1 (Tabela 2). Na analise do DPN 120
foi observado aumento no volume relativo de compartimento estromal nas fémeas do grupo 20 ug em relagéo ao
grupo controle (veiculo). Para os demais pardmetros analisados ndo foram observadas alteracdes significativas

entre os grupos experimentais de machos e fémeas F1 (p> 0,05) (Tabela 3).
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Tabela 2 - Anélise morfométrica da tireoide de machos e fémeas no dia pés-natal (DPN) 21 cujas mées foram
expostas ou ndo (veiculo) a uma mistura de ftalatos (Pht) durante a gestacao e lactacao(*)

Grupo Nimero de Area folicular Altura da célula Volume relativo dos compartimentos
tireoides? folicular (um)
(um?) Epitélio (%) Estroma (%) Lamen (%)
Machos F1
Controle 7 684,27 + 92,30 3,96 £ 0,27 42,54 +7,03 24,12 £6,12 33,33+£4,34
Pht 20 ug 7 776,04 + 80,26 4,30 £0,39 40,40 £ 4,92 25,74 £5,23 33,85+£2,45
Pht 200 pg 9 799,85 + 143,51 4,23+0,21 43,26 + 7,56 26,31+ 4,17 30,42 £ 6,82
Pht 200 mg 9 881,86 + 295,94 4,59 £0,39 45,80 + 13,78 25,53 £8,09 28,65+ 7,39
p-value 0,229 0,006 0,657 0,892 0,191
Fémeas F1
Controle 4 796,52(680,86:878,01) 4,24(4,03:4,45) 48,79 + 4,97 19,24 +£3,27 32,17(30,24:33,68)
Pht 20 ug 3 843,77(735,76:861,65) 4,49(4,03:5,01) 47,90 + 7,48 25,69 +2,42 28,60(23,84:30,60)
Pht 200 pg 4 741,93(691,01:802,415) 4,32(4,20:4,36) 42,19 + 3,92 27,11 £4,57 30,87(29,53:31,74)
Pht 200 mg 7 927,17(767,46:1052,35) 4,69(4,16:5,44) 41,18 + 8,43 24,88 £4,16 32,68(29,31:40,68)
p-value 0,428 0,503 0,222 0,042 0,250

1 Valores expressos em média + SD ou mediana com os quartis inferior e superior.; Pth= phthalates 2 Grupos experimentais [Grupo 1: Controle
(veiculo: 6leo de milho)- mées receberam 6leo de milho (5ml/kg); Grupo Pht 20 pg: mées receberam 20 pg/kg/dia da mistura de ftalatos
diluidos em 6leo de milho; Grupo Pht 200 pg 3: maes receberam 200 pg/kg/dia da mistura de ftalatos diluidos em 6leo de milho; Grupo Pht
200 mg: mées receberam 200 mg/kg/dia da mistura de ftlatos diluidos em éleo de milho)]. 2Ntimero de machos/fémeas, 1 animal por ninhada.
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Tabela 3 - Anélise morfométrica da tireoide de machos e fémeas no dia pds-natal (DPN) 120 cujas mées foram
expostas ou ndo (veiculo) a uma mistura de ftalatos (Pht) durante a gestacdo e lactacao(*)

Grupo NUmero Avrea folicular Altura da Volume relativo dos compartimentos
de célula folicular
(um?) (um) Epitélio (%) Estroma (%) Lumen (%)
Tireoides 2
Machos F1
Controle 5 936,01+156,65 6,49(6,24:6,64) 42,54 + 7,03 24,12 + 6,12 33,33+4,35
Pht 20 pg 7 947,89+196,04 6,79(5,89:7,28) 40,40 + 4,92 25,74 £ 5,23 33,856+2,46
Pht 200 pg 7 993,301+260,08 6,451(6,23:7,07) 43,26 + 7,56 26,31+ 4,17 30,424+6,82
Pht 200 mg 7 977,739+348,65 5,448(4,87:6,34) 45,80 £ 13,79 25,54 + 8,10 28,653+7,40
p-value 0,978 0,462 0,657 0,89 0,191
Fémeas F1
Controle 3 928,38 £173,07  5,65[5,24:6,01] 48,79 + 4,98 19,25 + 3,72 32,17+ 4,35
Pht 20 pg 4 1095,78 + 96,81 5,99 [5,56:6,18] 47,91+ 7,48 25,70 £ 2,43 28,60 + 2,46
Pht 200 pug 8 854,54 + 169,48 5,52 [4,96:5,94] 42,19 + 3,93 27,11+ 4,58 30,87 £ 6,82
Pht 200 mg 5 971,72 £ 157,59 5,35 (4,57:5,53) 41,18 + 8,44 24,88 + 4,17 32,68 + 7,40
p-value 0,127 0,324 0,222 0,042 0,25

Valores expressos em média + SD ou mediana com os quartis inferior e superior; 2 Grupos experimentais [Grupo 1: Controle
(veiculo: 6leo de milho)- maes receberam 6leo de milho (5ml/kg); Pth= phthalates, Grupo Pht 20 ug: mées receberam 20
pg/kg/dia da mistura de ftalatos diluidos em dleo de milho; Grupo Pht 200 pg 3: mées receberam 200 pg/kg/dia da mistura
de ftalatos diluidos em 6leo de milho; Grupo Pht 200 mg: mées receberam 200 mg/kg/dia da mistura de ftlatos diluidos em

6leo de milho)]. 2Ntmero de machos/fémeas, 1 animal por ninhada.
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Pht 20009 Pht 200mg Pht 200ug Pht 200mg

Figura 5 - Laminas histoldgicas de tireoide coradas em HE — DPN
120 dias (Machos, barra = 20 um). N&o houve alteracéo entre 0s
grupos.

Figura 4 - Laminas histoldgicas de tireoide coradas em HE —
DPN22 dias (Machos, barra = 20 um). Houve reducéo na al-
tura de célula folicular no grupo 4 (200mg).



Pht 200mg
Figura 6 - Laminas histolégicas de tireoide coradas com Picrossirius

— DPN 22 (Machos, barra = 20 um). Nao houve alteracdes entre 0s
grupos.

Controle

Pht 200ug Pht 200mg

Figura 7 - Laminas histoldgicas de tireoide coradas com Picrossirius

— DPN 120 (Fémeas, barra = 20 um). Houve aumento do volume re-
lativo de estroma no grupo Pht 200 pg.
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Anélise de Imunohistoquimica

As analises de imunohistoquimicas foram realizadas na tireoide na prole de
machos e fémeas nos DPN 22 e 120, com o uso da marcacao para 0 PCNA, selecionando
0s nucleos fortemente corados caracterizados como em fase S do ciclo celular, para a
determinacéo dos indices de marcacao (IM%) de proliferacédo celular. Os dados indicam
que houve reducdo significativa (p = 0,037 e p=0,048) dos niveis de proliferacdo celular
nas células foliculares de machos e fémeas do grupo Pht 200ug em relacdo aos grupos
controle e Pht 20ug no DPN22. Ndo houve diferenca significativa nos niveis de

proliferacdo celular de células foliculares entre os grupos no DPN 120.



Tabela 4 — indice de marcacéo (IM%) de células foliculares pelo anticorpo PCNA(Y)
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Grupo Numero de PCNA IM% Grupo Numero de PCNA IM %
Tireoides 2 Tireoides 2
DPN22 DPN120
Machos F1 Machos F1
Controle 8 15,923 + 9,064 Controle 5 8,424
[3,797:12,899]
Pht 20 pg 7 20,009+ 9,196 Pht 20 g 7 3,203[1,774:4,78
8]
Pht 200 pg 8 8,845 + 5,004* Pht 200 pg 7 4,955[3,?46:6,53
5
Pht 200 mg 8 11,969 + 5,320 Pht 200 mg 7 5,717[3,792:13,8
02]
p-value 0,037 p-value 0,081
Fémeas F1 Fémeas F1
Controle 3 25,559 + 9,556 Controle 3 2,888 £ 1,100
Pht 20 pg 3 12,780 + 8,670 Pht 20 pg 4 6,457 + 4,054
Pht 200 pg 5 8,029 + 3,889* Pht 200 pg 8 6,153 + 2,222
Pht 200 mg 5 12,639 + 8,231 Pht 200 mg 5 5,968 + 3,829
p-value 0,048 p-value 0,127

valores expressos em média + SD ou mediana com os quartis inferior e superior; 2 Grupos experimentais [Grupo 1:

Controle (veiculo: 6leo de milho)- maes receberam 6leo de milho (5ml/kg); Grupo Pht 20 pg: mées receberam 20

pg/kg/dia da mistura de ftalatos diluidos em 6leo de milho; Grupo Pht 200 pg 3: mées receberam 200 pg/kg/dia da

mistura de ftalatos diluidos em 6leo de milho; Grupo Pht 200 mg: maes receberam 200 mg/kg/dia da mistura de ftlatos

diluidos em dleo de milho)]. 2NGmero de machos/fémeas, 1 animal por ninhada. * Diferenca em relagdo aos grupos

Controle e Pht 20 ug
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Andlise de TSH

A analise do hormonio tireoestimulante (TSH) foi realizada apenas em machos,
devido a problemas técnicos de amostras séricas. Empregou-se a técnica de ELISA,
sendo estas analises realizadas pelo laboratorio da Dra. Dra. Jodi A. Flaws, nos EUA.
Os dados indicam que houve reducdo significativa (p <0,05) nos niveis de TSH, nos
grupos 2 (Pht 20 pug) e no grupo 4 (Pht 200 mg) em relagdo ao grupo controle no DPN
22. N&o houve diferenca significativa dos niveis séricos de TSH entre os grupos no DPN
120.

TSHF122 TSHF1 120

20
*

. 154 15
=
=

1 *
10
05 4 '
05
Controke 20pg/kg/dia 200pg/kg/dia 200mg/kgfdia 0,0
Controlke

20pg/kg/dia 200pg/ke/dia 200mg/kg/dia

Figura 6 - Quantificacdo de TSH em machos
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Discussao

Este trabalho teve o intuito de analisar os efeitos adversos de uma mistura de
ftalatos, em doses que partiram de niveis detectados na urina de mulheres gravidas de
Illinois (Zhou & Flaws, 2017), ou seja, em doses ambientalmente relevantes e
administradas a ratas Sprague Dawley, durante a gestacdo e lactacdo, buscando
caracterizar as repercussoes sobre a morfologia e funcdo da tireoide na prole de machos
e fémeas F1 nas fases pré-pubere (DPN 22) e adulta (DPN 120).

Com a anélise histopatolégica, foi possivel verificar que os ftalatos, em dose mais
préxima a da real exposicao humana, levaram ao aumento de altura epitelial no DPN 22
grupo no fémea Pht 200ug. Tal alteragdo ¢ ligada ao aumento da atividade tireoidiana
(Stebbins et al., 1973) algo que foi relatado também por Tassinari et al., 2020 . No DPN
120, observou-se aumento no volume relativo de compartimento estromal nas fémeas
do grupo 20ug. Tal elevacdo também foi observada na literatura (Barlas, 2020), sendo

relatada como possivel marcador de lesdo tecidual (Mai et al., 2016).

E importante notar que a analise de parametros histomorfométricos ndo seguiu um
efeito dose-resposta clara, seguindo o que se verifica na literatura em diferentes
resultados. Tassinari et al, 2021, verificaram alteracGes sexo-especificas na tiroide, com
aumento significante de ares de foliculos, coldides e no numero de células foliculares
nos grupos macho DEHP 9 e 48 mg/kg/dia, sem alteracdes no grupo DEHP 9 mg/kg/dia.
Barlas e colaboradores em 2020 relataram aumento no volume de tecido conjuntivo no

grupo de 100 mg/kg/dia, algo que ndo foi visto nos grupos de 20 e 500 mg/kg/dia.

Nosso experimento verificou uma reducéo da proliferacao celular, medida através
da marcacéo pelo anticorpo PCNA, em machos e fémeas nos grupos de 200 ug no DPN
22. Na literatura, estudos como o de Kim S e colaboradores (2019) demonstram a
possibilidade de aumento de proliferacdo celular, bem como distdrbios na producéo de
proteinas relacionadas ao ciclo celular, em especial nos grupos tratados com doses mais
elevadas. Kim M e colaboradores (2018) verificaram aumento na proliferacdo
demonstrada pelo anticorpo Ki-67, também em doses elevadas, de DEHP. Apesar de
termos verificado uma redugdo em apenas alguns grupos, ha tendéncia de elevacdo ndo
significativamente estatistica nos grupos Pht 200 pg e 200mg, machos e fémeas, no DPN
120, indicando a possibilidade de que novos experimentos possam elucidar melhor a

influéncia da mistura utilizada na proliferacdo e no ciclo celular.
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Observou-se também uma alteracdo ndo dose dependente dos niveis de TSH, tanto
no DPN 22 como no DPN 120 para machos, ndo dose dependente. Os hormdnios
tireoidianos sdo fundamentais para a formacao dos 6rgdos do corpo humano e para o
desenvolvimento do cérebro, sendo que a deficiéncia severa desses hormonios, nas fases
iniciais do desenvolvimento, leva ao cretinismo caracterizado pela baixa estatura e
retardo mental (Contempre et al., 1991; Bernal, 1995).A tireoide é a primeira glandula
enddcrina a se formar no corpo humano, sendo que o feto comeca a sintetizar e secretar
0s hormanios tireoidianos na 122 semana do desenvolvimento, mas ndo alcancga os niveis
necessarios para as necessidades do desenvolvimento do sistema nervoso do
embrido/feto (SN) (Kratzsch & Pulzer, 2008). Assim, para completar as necessidades
dos horménios tireoideanos dos 6rgdos, em especial do SN, fontes maternas desses
horménios sdo necessarias viabilizado pelo atraves do transporte placentario até o parto
do concepto (Patel et al., 2011). Existem relatos de que os ftalatos podem interferir com
0 transporte de horménios tireoideanos maternos através da placenta (Yu et al., 2018;
Du et al., 2020).

Relatos indicam que os ftalatos tem potencial para alterar a fungéo tireoidiana e a
homeostase dos seus hormonios na mulher gravida e no feto (Mallozzi et al., 2016). Em
um estudo de corte “Ma’anshan Birth Cohort study”, os niveis urinarios maternos de
DEHP e dos metabdlitos MEHP e MEHHP, no inicio da gravidez (52-14% semana),
apresentaram correlacdo negativa com as concentracGes de T4 total e livre e uma
correlagéo positiva com o TSH do soro materno (Yao et al., 2016).

Também em 2020, Baralic e colaboradores estudaram o sinergismo de DEHP,
DBP e BPA. Com tempo de tratamento e dosagem semelhante ao trabalho de Zhang e
colaboradores (2020) em ratos Wistar com exposicdo em quatro estratégias: DEHP (50
mg/kg/dia) ; DBP (50 mg/kg/dia); BPA (25 mg/kg/dia) e MIX (DEHP 50 mg + DBP 50
mg + BPA 25mg/kg/dia), por 28 dias. Houve reducdo de T4 em DBP e BPA e aumento
no grupo MIX. Uma reducéo de peso corporeo foi observada em todos os grupos, menos
no DEHP. Alteragdes no peso relativo de figado em DEHP e MIX, com redugdo em
DBP e BPA em relacdo ao MIX e aumento do peso do rim no grupo MIX foram
observadas. Os autores concluiram que o estudo aprofunda a necessidade de estudos da
acdo da mistura de ftalatos para caracterizar melhor o efeito de desregulagdo enddcrina

dessas substancias.
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Analisando-se artigos anteriores, pode-se desprender que a maioria dos
experimentos foi realizada com uso de substancias isoladas, em doses
consideravelmente altas, ou com uma mistura de doses um pouco elaborado de DEs. Em
nosso trabalho, realizamos experimentos com niveis de substancias em doses
consideravelmente mais baixas, a fim de aproximar a0 maximo os niveis reais de
exposicdo humana, mas as alteragdes morfoldgicas da tireoide da descendéncia foram
sutis, em relacdo aos achados da literatura, em geral de ftalatos isolados e em doses altas.

Dentre os grupos analisados, foram encontradas duas alteracfes nos parametros
histomorfoldgicos: no DPN 22, observou-se um aumento da altura do epitélio folicular
no grupo fémea Pht 200ug. Tal alteracdo, também foi relatada por (Tassinari et al., 2020)
0 que pode sugerir um sutil aumento da atividade tireoidiana (Stebbins et al.,1973). No
DPN 120, observou-se aumento no volume relativo de compartimento estromal nas
fémeas do grupo 20ug. Tal elevacdo também foi observada na literatura (Barlas, 2020),

sendo relatada como possivel marcador de lesdo tecidual (Mai et al., 2016).

E importante notar que a analise de pardmetros histomorfométricos e
imunohistoquimicos, em sintonia com o que se encontra na literatura, especialmente em
doses mais préximas as da exposi¢do humana real, ndo seguiu um efeito dose-resposta
clara (hormesis), assim, demonstrando a necessidade de aprofundamento de estudos
para melhor elucidacdo da influéncia das misturas de ftalatos na saide humana, em

especial quanto ao desenvolvimento e funcéo da tireoide.
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Conclusdo

Os resultados obtidos permitem predizer que as doses de exposicdo materna
utilizadas neste estudo, bem mais proximas das encontradas na exposi¢do humana,
também sdo capazes de causar algumas alteracfes na glandula tireoidiana, porém em
menor intensidade que as doses mais altas encontradas na literatura.
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