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RESUMO

O DEHP (di-etilhexil ftalato) é um ftalato, da classe dos plastificante e se encontra

aderido a diversos produtos do dia-a-dia, como em brinquedos, embalagens de

alimentos, materiais como policloreto de vinila (PVC), dentre outros. Por não se ligar

covalentemente ao material aderido, pode se desprender facilmente do meio,

contaminando-o, sendo considerado um desregulador endócrino. A exposição ao

ftalato pode ocorrer por inalação, por absorção dermal, via oral e recentemente

tem-se sugerido sua passagem pelo leite materno. A lactação surge como um

período de susceptibilidade, uma vez que consiste em grande demanda energética e

com modificações fisiológicas maternas para adaptação ao momento de

amamentação. Dessa forma, o objetivo do trabalho consiste em investigar efeitos da

exposição ao DEHP sobre o metabolismo e a homeostase glicêmica durante o

período da lactação em ratas lactantes Wistar fêmeas. A metodologia dividiu as

mães lactantes (n=9) em três grupos (3 ninhadas/grupo com 6 filhotes machos

cada): i) grupo controle - mães, com exposição ao DEHP pelo método de gavagem

oral, com veículo (óleo de sésamo); ii) grupo baixa dose - mães expostas com 100

mg/kg/dia de DEHP e iii) grupo de alta dose - mães expostas com 500 mg/kg/dia de

DEHP. No final do tratamento, as mães e metade da prole (n=27) PN21 (Pós

nascimento dia 21) foram eutanasiados para análises. Nas mães, a glicemia se

mostrou aumentada no grupo 500 mg/Kg/dia e 100 mg/Kg/dia (+38,1% e +31,7%).

Os níveis de colesterol também se mostraram aumentados em 156,8% no grupo 500

mg/Kg/dia. Em relação aos filhotes, houve menor ganho de massa corporal (-15,4%)

e menor peso relativo do TAB (Tecido adiposo branco) (-37,3%) nos grupos das

mães 500 mg/Kg/dia. Sugere-se, por sua vez, interferência do DEHP na produção do

leite materno, o que possivelmente diminuiria a disponibilidade nutricional e

energética para a prole e poderia justificar o comprometimento do DEHP no

desenvolvimento dos filhotes. Portanto, o DEHP pode estar interferindo na

homeostase glicêmica e lipídica das ratas no período lactacional, além de

comprometer o desenvolvimento saudável da prole.
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ABSTRACT

The DEHP (di-ethylhexyl phthalate) is an extensive phthalate used as a plasticizer

in many products, especially in toys, food packaging, and materials such as

polyvinyl chloride (PVC). Because DEHP is noncovalently bonded to plastics, it will

leach out of these products and come into contact with the environment

contaminating it. In addition, the DEHP is classified as an endocrine disruptor.

Phthalate exposure can occur through inhalation, dermal, and oral. Besides,

recently it has been suggested its passage through breast milk. Lactation emerges

as a period of susceptibility since it consists of great energy demands and maternal

physiological changes to adapt to the moment of breastfeeding. Thus, the objective

of this work is to investigate the effects of exposure to DEHP in female Wistar

lactating rats, on metabolism and glycemic homeostasis during lactation. The

methodology divided lactating mothers (n=9) into three groups (3 litters/group with 6

male pups each): i) control group - mothers exposed to DEHP by oral gavage, with

vehicle (sesame oil); ii) low dose group - mothers exposed to 100 mg/kg /day of

DEHP; and iii) the high-dose group - mothers exposed to 500 mg/kg/day of DEHP.

At the end of treatment, mothers and half of the offspring (n=27) PN21 were

euthanized for analyses. In mothers, glycemia was increased in the 500 mg/Kg/day

and 100 mg/Kg/day groups (+38.1% and +31.7%). Cholesterol levels were also

increased by (+156.8%) in the 500 mg/Kg/day group. In respect of the pups, there

was a lower body mass gain of (-15.4%) and a lower relative WAT (White adipose

tissue) weight of (-37.3%) in the groups of mothers receiving 500 mg/Kg/day. It is

suggested that the interference of DEHP in the production of breast milk would

possibly reduce the nutritional and energy availability for the offspring and could

justify the impairment of DEHP in the development of the offspring. Therefore,

DEHP may be interfering with the glycemic, lipid homeostasis of female rats during

the lactational period and compromising the healthy development of the offspring.

Keyword: Environmental contaminant, breast milk, period of susceptibility, metabolic
programming
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SRBP1- Fator de transcrição de ligação ao elemento regulador de esterol 1
TAB- Tecido adiposo branco
TBS- Tampão tris salino
TDI- Dose tolerável diária
TGL- Triglicérides
TTBS- Tampão tris salino com tween
TWEEN- Polissorbato
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USFDA- Agência federal do inglês “Food and Drug Administration”
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1. Introdução

1.1 Contaminantes ambientais como desreguladores endócrinos
Com a industrialização, uma ampla gama de materiais foram desenvolvidos para

fazer parte das práticas do dia-a-dia antropogênico, e muitos deles com a presença de

contaminantes ambientais. Esses contaminantes são substâncias que podem funcionar

como aditivos e se aderem a diversos materiais. Pode-se citar produtos farmacêuticos, de

cuidados diários, brinquedos, produtos de higiene, e inúmeros outros (Triantafyllou et al

2007, Guo et al 2019). Ainda, eles podem ser desreguladores endócrinos (DEs) e

compreender diversas substâncias químicas, como solventes industriais, plastificantes,

pesticidas e agentes farmacêuticos, como mostra na FIGURA 1, sendo alguns desses

compostos de estrutura similar ao hormônio como 17-β-estradiol (Martín-Pozo et al.

2019). Os químicos desreguladores endócrinos são definidos como substâncias exógenas

ou misturas que causam impactos no funcionamento dos organismos, influenciando o

sistema endócrino. Seus efeitos podem incluir a capacidade de imitar ou inibir hormônios

normais, por se ligarem aos seus receptores, interrompendo a sinalização endócrina

esperada, assim como outros efeitos como os apresentados na FIGURA 2 (Tapia-Orozco

et al. 2016).

Figura 1: Desreguladores endócrinos compreendendo vários grupos de substâncias químicas como solventes
industriais (PCB Coplanares, PCB não coplanares); pesticidas (Dicloro-Difenil-Tricloroetano (DDT), dioxina) e
plastificantes (ftalatos, bisfenol A) com estruturas similares ao 17-β-estradiol (Yilmaz et al. 2020).

https://paperpile.com/c/PMtdVn/ojzr
https://paperpile.com/c/PMtdVn/ojzr
https://paperpile.com/c/PMtdVn/ZSmK
https://paperpile.com/c/PMtdVn/ZSmK
https://paperpile.com/c/PMtdVn/UlOK
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Os desreguladores endócrinos estão associados com o surgimento de efeitos

deletérios em homens e mulheres, podendo afetar a saúde reprodutiva, contribuir na

ocorrência de desordens metabólicas, alterar a homeostase da tireóide e aumentar o

risco de cânceres sensíveis a hormônios (Kumar et al. 2020).

Figura 2: Imagem esquemática dos principais mecanismos de ação de produtos químicos
desreguladores endócrinos (adaptado La Merrill et al. 2020).

Além disso, o aumento da exposição aos DEs está vinculada com o surgimento

de doenças metabólicas, como obesidade e Diabetes Mellitus. Em muitos estudos

experimentais a exposição aos DEs é diretamente proporcional com o ganho de peso,

sendo mediado pelo receptor ativado por proliferadores de peroxissoma (PPAR-γ).

Através desses receptores, alguns desreguladores endócrinos atuam na programação

das células tronco mesenquimais, direcionando-as a diferenciação em linhagem de

adipócitos. E a partir dessa característica, alguns contaminantes ambientais são

https://paperpile.com/c/PMtdVn/nvP0
https://paperpile.com/c/PMtdVn/udA7
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chamados de obesogênicos (Maloney and Waxman 1999). Ademais, já foi relatado a

relação entre os desreguladores endócrinos e distúrbios no metabolismo glicêmico

(Chamorro-García et al. 2013; Heindel et al. 2015; Lind et al. 2018).
O período de exposição aos químicos ambientais é um fator importante para os

efeitos descritos. A fase do desenvolvimento do feto e/ou neonato é a mais vulnerável

para ação de fatores externos como os desreguladores endócrinos, uma vez que

estes conseguem interferir na síntese e ação de hormônios esteroidais sexuais e

prejudicar tanto o desenvolvimento quanto a fertilidade, dentre outros efeitos (Yilmaz

et al. 2020).

1.1.2 Plastificantes
Os desreguladores endócrinos incluem um grupo de substância chamados de

plastificantes. Como exemplo, têm-se os compostos xenoestrógenos como Bisfenol

A (BPA), Bisfenol F (BPF), Butil-benzil ftalato (DBP) e Di-etilhexil ftalato (DEHP)

(Fromme et al. 2002). Funcionam como aditivos em materiais plásticos

conferindo-lhe maleabilidade, flexibilidade e durabilidade (Xu et al. 2020). Por não se

ligarem covalentemente à matriz do plástico, podem facilmente se desprender do

material e contaminar o ambiente ou sistema com o qual esteja em contato

(Munksgaard et al. 2004; Białecka-Florjańczyk et al. 2007; Tüzüm et al. 2012)

Esses químicos podem ser encontrados associados a plásticos, como as

embalagens de comida e bebidas, roupas, móveis e produtos de cuidados diários

(Maradonna et al. 2022; Qadeer et al. 2022). O PVC (policloreto de vinila) é um dos

mais notórios exemplos, pois é empregado em larga escala na área industrial. São

produzidas cerca de dez milhões de toneladas por ano, e 40% do peso do PVC

contém plastificantes (Mersiowsky et al. 2001).

Devido a crescente onda de produção e consumo de plásticos, há uma

maior e contínua exposição da população aos químicos que estão associados a

eles. Além disso, muitos desses químicos são bioacumulados nos tecidos

biológicos, uma vez que podem ser lipofílicos e serem depositados no tecido

adiposo (Zoeller et al. 2016).

https://paperpile.com/c/PMtdVn/MTBj
https://paperpile.com/c/PMtdVn/PjU1+Xlrw+AqHX
https://paperpile.com/c/PMtdVn/a8r1
https://paperpile.com/c/PMtdVn/yf0h
https://paperpile.com/c/PMtdVn/jIYE+Y3lF+D4b6
https://paperpile.com/c/PMtdVn/DSQd
https://paperpile.com/c/PMtdVn/y6ay
https://paperpile.com/c/PMtdVn/DSQd
https://paperpile.com/c/PMtdVn/y6ay
https://paperpile.com/c/PMtdVn/t9OU
https://paperpile.com/c/PMtdVn/A1Wf
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Os plastificantes e seus metabólitos já foram vistos apresentando efeitos

negativos na saúde humana, como por exemplo no desenvolvimento do feto, em

sistemas reprodutivos e cardiovascular (Le Moal et al. 2016; Baralić et al. 2020;

Camacho et al. 2020).

1.1.3 Ftalato DEHP
O DEHP, di etil-hexil ftalato, possui em sua fórmula um par de ésteres com

oito carbonos ligados a um anel ácido benzeno dicarboxílico, com peso molecular de

390,56 g.mol-1 e fórmula química C24H38O4, como mostra na FIGURA 3. É um

plastificante e confere flexibilidade aos materiais plásticos, além de ser o polímero

mais abundante encontrado (Rowdhwal et al. 2018). Cerca de 2 milhões de

toneladas de ftalato são produzidas anualmente (Shelby et al. 2006). Além disso, é

comumente encontrado em materiais associados ao PVC, como em brinquedos,

cremes, embalagens de comida, até mesmo em bolsas de soro de hospitais (Earls et

al. 2003; Koniecki et al. 2011; Dobrzyńska et al. 2016).

Figura 3: Imagem da estrutura química do DEHP (di-hetilexil ftalato) (Zhao et al. 2023). Update on
Medical Plasticised PVC.

A exposição humana pode ocorrer por via dermal, inalação, oral, intravenosa

e atualmente se estuda a transmissão pelo leite materno (Manori et al. 2006; Hung et

al. 2021). Além disso, o DEHP, como já mencionado na classe dos ftalatos, não é

https://paperpile.com/c/PMtdVn/XSuY
https://paperpile.com/c/PMtdVn/2bjn
https://paperpile.com/c/PMtdVn/6m55
https://paperpile.com/c/PMtdVn/XSuY
https://paperpile.com/c/PMtdVn/L5vx
https://paperpile.com/c/PMtdVn/ge4g
https://paperpile.com/c/PMtdVn/pWfy+bjIk+sxaA
https://paperpile.com/c/PMtdVn/pWfy+bjIk+sxaA
https://paperpile.com/c/PMtdVn/ZyD6+FoPC
https://paperpile.com/c/PMtdVn/ZyD6+FoPC
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covalentemente ligado aos polímeros macromoleculares, o que significa que pode

facilmente migrar dos produtos aderidos para o ambiente (Al Salloum et al. 2016;

Jeon et al. 2016).

O DEHP é listado pela União Europeia (UE) como uma substância de alta

atividade disruptora endócrina (Lu et al. 2020). A UE também determina que a

mínima dosagem relatada que não se observa efeitos na reprodução em humanos

(NOAEL) é de 4,8 mg/Kg/dia , e a dose diária tolerável (TDI) de 0,05 mg/kg/dia.

No trabalho de Wan et al. 2013, os autores analisaram as quantidades de

químicos ambientais em 153 amostras de plasma, coletadas em Hong Kong, de

homens e mulheres na faixa de 16 a 39 anos. O DEHP apareceu em mais de 95%

das amostras, com uma média de 11.06 ± 4.28 ng/mL presentes no plasma

sanguíneo. Além disso, no trabalho de Koch et al. 2003 foram feitas análises para

verificar a presença de metabólitos do DEHP na primeira urina da manhã de 85

pessoas do norte da Alemanha (53 mulheres e 32 homens, na faixa de 7 a 64 anos

de idade). Eles observaram uma média de 46,8 µg/L do metabólito 5OH-MEHP, 36,5

µg/L de 5-oxo-MEHP e 10,3 µg/L do MEHP. Assim, se torna evidente a presença do

ftalato em contato com o organismo humano.

Segundo o Ministério da Saúde e a Agência Nacional de Vigilância Sanitária

(ANVISA), na resolução da diretoria colegiada - RDC Nº 326, de 3 de dezembro de

2019, o limite tolerável de migração específica para o DEHP, em embalagens, é de

1,5 mg/Kg. No entanto, estudos sobre a migração do DEHP foram feitos em 37

amostras de filme flexível de PVC e as análises do filme flexível tiveram como

resultado uma migração específica de DEHP entre 79 e 2668 mg/Kg dos filmes,

totalmente insatisfatória e preocupante (Bazilio et al. 2014; Lu et al. 2020).

Tanto para roedores quanto para humanos, após a ingestão, o DEHP é

rapidamente metabolizado pelas lipases pancreáticas no lúmen intestinal para a

forma monodi-etilhexil ftalato (MEHP). MEHP é então oxidado para os metabólitos

secundários que incluem mono-(2-etil-5-oxohexil) ftalato (MEOHP),

mono-(2-etil-5-hidroxihexil) ftalato (MEHHP) e mono-(2-etil-5-carboxipentil) ftalato

(MECPP) como mostra na FIGURA 4 (Koch et al. 2005) . Após esse processo, os

compostos são metabolizados em metabólitos oxidativos que podem ser

https://paperpile.com/c/PMtdVn/3VeB+SLa2
https://paperpile.com/c/PMtdVn/3VeB+SLa2
https://paperpile.com/c/PMtdVn/MVJ0
https://paperpile.com/c/PMtdVn/MVJ0+cPwo
https://paperpile.com/c/PMtdVn/GUml
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glucorinizados, método de excreção de uma substância, que não são utilizadas

como fonte energética, pela conversão desses compostos em glicuronídeos, através

da ligação do ácido glicurônico. Esse processo, por sua vez, ocorre antes da

excreção destes metabólitos pelas fezes e urina. (Albro et al. 1973; Albro et al. 1989;

Manori et al. 2006).

Figura 4: Esquema de metabolização do DEHP (di-hetilexil ftalato) em humanos (Caldwell 2012).

São feitas diversas associações do DEHP com doenças como obesidade e

diabetes, uma vez que ele possui características obesogênicas como aumento da

ingestão, peso corporal, aumento do TAB (tecido adiposo branco), aumento da leptina

e diminuição da adiponectina sérica (Schmidt et al. 2012; Kim et al. 2013; Lv et al.

2016). Além disso, estudos recentes relatam a neurotoxicidade do DEHP com

impactos como dano oxidativo celular, apoptose, desequilíbrio de canais iônicos, entre

outros mecanismos (Luo et al. 2019; Liu et al. 2022). Luo et al. 2019, por exemplo,

expuseram codornas fêmeas a 250 mg/Kg/dia, 500 mg/Kg/dia e 1000 mg/Kg/dia de

DEHP pelo método de gavagem oral, no período de 45 dias, e observaram potencial

https://paperpile.com/c/PMtdVn/tYS6
https://paperpile.com/c/PMtdVn/dipf+ZyD6
https://paperpile.com/c/PMtdVn/tYS6
https://paperpile.com/c/PMtdVn/dipf+ZyD6
https://paperpile.com/c/PMtdVn/tYS6
https://paperpile.com/c/PMtdVn/8Ovb
https://paperpile.com/c/PMtdVn/jSXc+Sav6
https://paperpile.com/c/PMtdVn/GIxr
https://paperpile.com/c/PMtdVn/jSXc+Sav6
https://paperpile.com/c/PMtdVn/jSXc+Sav6
https://paperpile.com/c/PMtdVn/nKI3+W6XU
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neurotoxicidade do ftalato no cérebro. Já no trabalho de Liu et al. 2022, a exposição

ao DEHP foi realizada em ratas gestantes, com 300 mg/Kg/dia inseridos na comida,

com e sem a presença de Zinco, do dia 0 ao 19 da gestação. Estes autores, por sua

vez, observaram que o DEHP afetou a neurogênese no cérebro fetal e a homeostase

do zinco da prole.

O sistema reprodutivo também é afetado pela ação do DEHP, uma vez que

ele funciona como um inibidor da esteroidogênese. Em Agarwa et al. 1985, com a

exposição subcutânea de 1 - 10 mg/kg de DEHP em camundongos ICR, machos

adultos, foram observadas reduções de nascimentos, com o tratamento de DEHP em

relação ao controle. Em Agarwa et al. 1989, a exposição também foi subcutânea de 1

- 100 mL/Kg de DEHP em camundongos, no entanto, ocorreu tanto em machos como

em fêmeas. Nesses trabalhos, portanto, evidenciou-se a redução da fertilidade,

apresentando efeitos como menor densidade e mobilidade do esperma, além de

interferência nos níveis de testosterona e possível relação com desregulações no

colesterol (Agarwa et al. 1985; Agarwal et al. 1989; Botelho et al. 2009;

Martino-Andrade et al. 2010).

https://paperpile.com/c/PMtdVn/K1wU+r8Dp+Leip+b65Q
https://paperpile.com/c/PMtdVn/K1wU+r8Dp+Leip+b65Q
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1.2 Hipótese DOHaD

A origem desenvolvimentista da saúde e da doença (DOHaD, do inglês

Developmental Origins of Health and Disease) é uma hipótese originada da proposta

inicial chamada de Origens Fetais das Doenças em Adultos (do inglês Fetal Origins of

Adult Disease) de 1990 (Hales et al. 1991). A hipótese postula que fatores ambientais

estressores durante períodos críticos do desenvolvimento, da concepção à primeira

infância, podem conduzir a consequências à saúde a longo prazo (Baker et al. 2007).

Fatores como desnutrição, infecções, exposição a substâncias químicas, e mais

recentemente poluente desreguladores endócrinos podem, por exemplo, alterar o

meio intrauterino e consequentemente modular o desenvolvimento do neonato

contribuindo com o surgimento de doenças na vida adulta como mostra na FIGURA 5

(Barker et al. 2007; Gluckman et al. 2008; Tedner et al. 2012).

Figura 5. Representação esquemática da premissa DOHaD: exemplificação de fatores ambientais
afetando o desenvolvimento placentário e contribuindo para o surgimento de desordens a curto e longo
prazo (Bhattacharya et al. 2022).

Nesse sentido, o que a literatura descreve é que fatores estressores podem

afetar o padrão epigenético (metilação de DNA e/ou modificações de histonas) do

indivíduo em desenvolvimento. Essas mudanças, levariam a regulação na expressão

https://paperpile.com/c/PMtdVn/2jip
https://paperpile.com/c/PMtdVn/kGrj
https://paperpile.com/c/PMtdVn/kGrj+WeI4+9OhS
https://paperpile.com/c/PMtdVn/vDCr
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gênica em vias cruciais do metabolismo, predispondo o indivíduo ao surgimento de

desordens metabólicas na vida adulta. (Barker et al. 2001; Bateson et al. 2004;

Moskalev et al. 2014; Langley-Evans et al. 2010). Atualmente, além da importância do

período intrauterino para a hipótese DOHaD, outras fases críticas são consideradas

como susceptíveis a programação como lactação, primeira infância e adolescência

(Langley-Evans et al. 2010; Bateson et al. 2004; Bronson et al. 2016).

O período lactacional faz parte de uma etapa importante para o

desenvolvimento dos mamíferos, como é bem descrito na literatura. No crescimento do

neonato, alterações na composição e/ou produção do leite materno podem ocasionar

mudanças no SNC (Sistema Nervoso Central), alterações em órgãos periféricos, como

nas células β-pancreáticas, e até mesmo influenciar a composição da microbiota

intestinal. Isso ocorre pois o leite possui em sua composição lipídios, carboidratos,

proteínas, enzimas, vitaminas, hormônios e outras biomoléculas essenciais para suprir

necessidades nutricionais e funcionais no desenvolvimento do neonato (Picó et al.

2021). Além disso, muitos estudos demonstram como a presença de agentes

estressores no período da lactação pode ser capaz de programar o metabolismo na

primeira infância (Souza et al. 2022). Sugere-se então o período da lactação como

janela de susceptibilidade, contribuindo para a hipótese DOHaD (Gomes et al. 2018).

https://paperpile.com/c/PMtdVn/XNBj+1AnP+Xjyi+Cd9w
https://paperpile.com/c/PMtdVn/XNBj+1AnP+Xjyi+Cd9w
https://paperpile.com/c/PMtdVn/1AnP+Xjyi+A7kK
https://paperpile.com/c/PMtdVn/m6O3+1POq+IZQR
https://paperpile.com/c/PMtdVn/m6O3+1POq+IZQR
https://paperpile.com/c/PMtdVn/m6O3+1POq+IZQR
https://paperpile.com/c/PMtdVn/m6O3+1POq+IZQR
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1.2.1 DEHP e metabolismo materno
O período lactacional é de grande demanda energética para a lactante. Para a

produção do leite é necessária uma mobilização dos tecidos maternos e aumento do

consumo de alimentos. Requer tanto um suprimento nutricional quanto o

desenvolvimento de mecanismos que garantam o uso preferencial dos nutrientes

obtidos para a glândula mamária. É característico um aumento da secreção de

prolactina e ocitocina, assim como da supressão do eixo hipotálamo-pituitária-gonadal

e quadros de hipoinsulinemia (Vernon 1989). Durante a lactação, o decaimento dos

níveis de estrogênio e progesterona é essencial para a lactogênese, uma vez que

esteróides sexuais inibem os efeitos lactogênicos da prolactina (Horseman 1999).

A prolactina, por sua vez, atua localmente na glândula mamária e estimula a

síntese e secreção de componentes do leite, mas também diminui a lipogênese no

fígado e no tecido adiposo, assim como aumenta a entrega de glicose e lactato,

precursores lipogênicos, para a glândula mamária. Além disso, é a prolactina que

estimula a regeneração, diferenciação e manutenção do epitélio do tecido secretório,

durante a lactação (Knight et al. 1986; Hassiotou et al. 2013).

A sensibilidade à insulina é aumentada na glândula mamária e diminuída no

músculo e no tecido adiposo, reduzindo a lipogênese na periferia. Os adipócitos, por

sua vez, aparentam aumento da lipólise durante a lactação (Mcnamara et al. 1995).

Isso ocorre em resposta à estimulação da norepinefrina em adipócitos da região

femoral (Rebuffé-Scrive et al. 1985). As concentrações de insulina, cortisol e tiroxina

séricos tendem a ser menores durante a lactação (Motil et al. 1994). As mudanças

neuroendócrinas possuem o objetivo de facilitar a entrega dos nutrientes para a

glândula mamária. A lactação é um período que altera o ambiente hormonal e sua

sinalização materna a favor da lipólise.

Há diferenças anatômicas das glândulas mamárias entre os roedores e os

humanos. Os humanos possuem um par de mamilos e glândulas mamárias, enquanto

os ratos possuem 6 pares. Em ratas fêmeas as glândulas mamárias são

tubuloalveolares com um sistema ramificado de ductos e alvéolos secretórios terminais

organizados em lóbulos (Masso-Welch et al. 2000). Na mulher, a glândula mamária

normal consiste em 2 grandes estruturas (ductos e lóbulos), dois tipos de células

https://paperpile.com/c/PMtdVn/nPav
https://paperpile.com/c/PMtdVn/FMsm
https://paperpile.com/c/PMtdVn/2cFR+f3Wa
https://paperpile.com/c/PMtdVn/1cLE
https://paperpile.com/c/PMtdVn/U2T3
https://paperpile.com/c/PMtdVn/ih22
https://paperpile.com/c/PMtdVn/nj8l
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epiteliais e dois tipos de estroma (interlobular e intralobular), com cerca de 15 a 20

ductos maiores que se conectam até o mamilo (Masso-Welch et al. 2000; Pillay et al.

2022). Em contraste, no rato, cada glândula tem um único ducto lactífero se

conectando até o mamilo (Ballard et al. 2013).

Mudanças na produção do leite materno o divide em 3 tipos, o colostro, leite

transicional e leite maduro. O colostro caracteriza o primeiro leite formado, rico em

proteína, imunoglobulinas e sódio, mas baixo em lactose. Em humanos, ele é

produzido no final da gestação, durante os 5 dias após o nascimento. Já o leite maduro

ocorre após o período de 5 a 15 dias após o parto, caracterizado por uma mistura do

leite anterior, rico em água, com pouca gordura e altos níveis de lactose, com o leite

posterior que apresenta altos níveis de gordura, importante para o crescimento do bebê

(Waard et al. 2017).

Em ratos, a lactação é dividida em períodos: precoce, médio e tardio (Bautista et

al. 2019). O período inicial são os 6 dias após o nascimento, o médio são do 7 ao dia

14, após o nascimento, sendo considerado o período de máxima produção do leite. E,

o período tardio, quando a produção declina, se caracteriza do dia 15 até o último dia

(21) da lactação, como mostra na FIGURA 6 (Knight et al. 1986).

Figura 6. Diferenças da anatomia da glândula mamária de ratos, camundongos e humanos,
respectivamente, assim como diferenças dos períodos da lactação. Abreviação: H & E, Hematoxilina e
Eosina (Rodríguez-González et al. 2020).

https://paperpile.com/c/PMtdVn/nj8l+mUlS
https://paperpile.com/c/PMtdVn/nj8l+mUlS
https://paperpile.com/c/PMtdVn/9iHI
https://paperpile.com/c/PMtdVn/TpLm
https://paperpile.com/c/PMtdVn/Vkty
https://paperpile.com/c/PMtdVn/Vkty
https://paperpile.com/c/PMtdVn/2cFR
https://paperpile.com/c/PMtdVn/BGTM
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O período da lactação e gestacional são fases de vulnerabilidade pela exposição

a químicos ambientais como o DEHP (Bellinger et al. 2013). O di-etilhexil ftalato causa

desordens metabólicas maternas (Aldyreva et al. 1975; G. Latini et al. 2003). Já foram

evidenciados efeitos do DEHP e alguns metabólitos influenciando no desenvolvimento

placentário de ratas, atuando na inibição da proliferação celular e prejudicando o

desenvolvimento do feto (Schmidt et al. 2012; Zong et al. 2015; Venturelli et al. 2019;

Hou et al. 2022; Sun et al. 2022).

Os ovários são alvos para a ação do DEHP, e há influência na diminuição da

fertilidade em ratas fêmeas. Além disso, outro ftalato (MEHP) pode, em modelos in

vitro, diminuir a biossíntese do estradiol pela supressão da atividade enzimática da

aromatase, causando um desequilíbrio hormonal e prejudicando o sistema reprodutor

feminino. Por outro lado, em modelos in vivo, a exposição a altas doses de DEHP, 500

mg/Kg/dia, pré e pós natal resultou em alterações no número de folículos (Sjöberg et al.

1986; Davis et al. 1994; Wolf et al. 1999; Grande et al. 2007; Wolterbeek et al. 2015).

A influência do contaminante no metabolismo materno ainda não é

completamente compreendida, ademais a presença do DEHP no período

periconcepcional, pós concepcional e no líquido amniótico já foi evidenciada, com

doses que variam de 1,2 mg/Kg/dia até 405 mg/Kg/dia (Adibi et al. 2003; Latini et al.

2003; Silva et al. 2004; Huang et al. 2007), mas seus potenciais efeitos sobre o

desenvolvimento fetal, assim como suas consequências em longo prazo, ainda estão

sendo elucidados. Quando o foco está sobre o período da lactação, os estudos sobre

ftalatos, metabolismo materno e suas consequências para a progênie são ainda

desconhecidos na literatura.

https://paperpile.com/c/PMtdVn/BZ4y
https://paperpile.com/c/PMtdVn/U9BE+GZjX
https://paperpile.com/c/PMtdVn/GIxr+RNbi+fJkj+eNEE+kyMS
https://paperpile.com/c/PMtdVn/GIxr+RNbi+fJkj+eNEE+kyMS
https://paperpile.com/c/PMtdVn/0Hc6+sSHf+7rJm+aHqW+uVYn
https://paperpile.com/c/PMtdVn/0Hc6+sSHf+7rJm+aHqW+uVYn
https://paperpile.com/c/PMtdVn/9cYk
https://paperpile.com/c/PMtdVn/BsI7
https://paperpile.com/c/PMtdVn/9cYk
https://paperpile.com/c/PMtdVn/9cYk
https://paperpile.com/c/PMtdVn/WP50
https://paperpile.com/c/PMtdVn/aYcj
https://paperpile.com/c/PMtdVn/9cYk
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2. Objetivo
Investigar os efeitos da exposição ao DEHP (di-etilhexil ftalato) em ratas

lactantes Wistar fêmeas, sobre o metabolismo e a homeostase glicêmica durante o

período da lactação.

2.1 Objetivos específicos
Nas ratas fêmeas expostas ao DEHP durante o período de lactação,

propomos testar e avaliar os efeitos do ftalato sobre:

a) As medidas murinométricas de evolução da massa corporal, ingestão

alimentar diária e ganho de massa corporal;

b) A glicemia em jejum e níveis de insulina sérica;

c) Os índices HOMA-β (capacidade secretória de insulina pelas células β

pancreáticas) e HOMA-IR (resistência à insulina);

d) O peso relativo do TAB visceral e hepático;

e) O perfil lipídico sérico: lipoproteína de baixa densidade (LDL), lipoproteína de

muita baixa densidade (VLDL-c), triglicérides (TGL) e colesterol total sérico

(CT);

f) A expressão de proteínas envolvidas na via de sinalização da insulina:

proteína quinase B (AKT) e proteína quinase B fosforilada (AKT-p) no tecido

hepático e adiposo branco visceral.

g) As medidas murinométricas de evolução e ganho de massa corporal, peso

relativo do TAB visceral e hepático da prole exposta de forma indireta, pelo

leite materno ao DEHP, ao desmame.
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3. Metodologia

3.1 Modelo experimental
O modelo experimental utilizado neste trabalho consistiu no uso de ratos

Wistar fêmeas, com aprovação pelo comitê de ética em Pesquisa Animal da

instituição sob o número 099/19. Os animais do projeto foram fornecidos pelo

Biotério Central (IBCCF-UFRJ) e mantidos em condições adequadas de temperatura

(±22°C), com livre acesso a comida e água, e ciclo de luz (claro-escuro) de 12 horas.

Ao total 12 ratas Wistar foram colocadas para acasalar, na proporção de três

fêmeas para um macho (3:1). Depois do acasalamento, as ratas grávidas (9 ao total)

foram separadas dos machos e divididas aleatoriamente em três grupos, (n =

3/cada.) Além disso, foram determinados 6 filhotes machos por rata, em cada grupo,

durante todo o período da lactação, como é demonstrado na FIGURA 7.

A partir da divisão, ocorreu a exposição ao DEHP (CAS 117-81-7, D201154;

Sigma-Aldrich ≥99,5%) diluído em óleo sésamo comercial (CAS 8008-74-0, S3547;

Sigma-Aldrich), pelo método de gavagem oral materna. A exposição ao ftalato foi

feita nas mães, no período da lactação, do dia 1 ao dia 21, a partir do nascimento

dos filhotes até o desmame (pós-natal, PN1 ao PN21). Dessa forma, os três grupos

foram divididos em:

● Grupo controle: veículo com óleo de sésamo;

● Grupo baixa dosagem: 100 mg/kg/dia de DEHP;

● Grupo alta dosagem: 500 mg/kg/dia de DEHP.

As dosagens utilizadas de 100 mg/Kg/dia e 500 mg/Kg/dia já foram relatadas

na literatura como diretamente relacionada com a ocorrência de efeitos no sistema

reprodutivo de ratos machos, principalmente com o órgão reprodutor

(Martinez-Arguelles et al. 2009; Daniel et al. 2011; Rowdhwal et al. 2018), sendo

essa faixa de doses as mais utilizadas pela literatura.

https://paperpile.com/c/PMtdVn/L5vx+IM0N+Gaey
http://paperpile.com/b/PMtdVn/IM0N
https://paperpile.com/c/PMtdVn/L5vx+IM0N+Gaey
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Figura 7: Modelo esquemático da metodologia experimental realizada. Feita no site BioRender (a

autora).

No dia final da exposição, ao desmame das proles, as ratas lactantes foram

mantidas em jejum por 6 horas. Após o jejum e a análise da glicemia, a eutanásia

ocorreu através da gilhotina, após uso de anestesia com 1,5% de Isoflurano

(Sigma-Aldrich®, código 792632).

Cada animal foi devidamente separado dos demais no momento da eutanásia

no intuito de evitar estresse. No final da exposição, no dia 21, metade das proles dos

filhotes (n = 9 por grupo) também foram eutanasiadas (PN21) e a outra metade foi

acompanhada até 90 dias (PN90), para análise a longo prazo dos efeitos indiretos

ao DEHP. O sangue foi coletado em tubos heparinizados e centrifugado (2500

rpm/25 min/ 4°C). O soro foi separado e armazenado em -20ºC.

Os tecidos hepático (lobo lateral, lobo esquerdo e lobo mediano) e adiposo

branco visceral (retroperitoneal, perigonadal e mesentérica) foram coletados. Os

tecidos hepático e adiposo foram seccionados, pesados e colocados em microtubos.

O armazenamento desses tecidos foi em -80ºC, para as futuras análises bioquímicas

e hormonais.
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3.2 Avaliação murinométricas e nutricionais
Durante a exposição, as ratas lactantes foram pesadas uma vez por semana

e a ingestão alimentar realizada a cada 3 dias. A partir desses dados, foram obtidos

a evolução da massa corporal e o ganho de massa corporal ao longo do tratamento,

além da avaliação de parâmetros como a eficiência alimentar, que consiste na razão

entre a ingestão alimentar e o ganho de massa corporal (DA SILVA NERY et al.,

2011).

3.3 Pesagem relativa do tecido hepático e do tecido adiposo branco
Ao final da eutanásia, os tecidos hepático e adiposo branco visceral foram

retirados e pesados em balança analítica. Após a pesagem do tecido hepático, um

pequeno pedaço dos lobos: lateral, esquerdo e mediano foi retirado e armazenados

juntos. Assim como para o TAB visceral, partes da região retroperitoneal,

perigonadal e mesentérica foram coletadas e armazenadas juntas.

3.4 Avaliação da homeostase glicêmica
A glicemia de jejum materna foi medida após 6 horas em jejum. Foi feito um

pequeno corte na ponta da cauda e o sangue foi coletado em fitas-testes com

glicose oxidase. Os valores obtidos da glicemia foram marcados pelo glicosímetro

(ACCU CHECK-Active, Roche®).

Para medição da insulina, foi utilizada a técnica ELISA (do inglês Enzyme

Linked Immunosorbent Assay) utilizando o ensaio Sandwich ELISA (Rat/Mouse

Insulin ELISA- Sigma- Aldrich, código EZRMI-13k, Millipore® Corporation Billerica,

MA, U.S.A). O método compreende uma reação enzimática medida

espectrofotometricamente pela absorção entre os comprimentos de onda de 450 nm

e 590 nm. Nesse método, o aumento da absorção é diretamente proporcional à

quantidade de insulina capturada na amostra.

Com os valores de insulina e glicose obtidos, os índices HOMA foram

calculados. O HOMA-β consiste na capacidade secretória de insulina das células β

pancreáticas, e o HOMA-IR consiste na resistência à insulina.
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Assim, segundo a descrição de MATHEWS et al. (1985), os cálculos para

obtenção dos índices de HOMA foram:

HOMA-IR = (insulinemia em jejum (mU/L) x glicemia de jejum (mmol/L)/ 22,5).

HOMA-β = (20 x insulinemia de jejum [mU/L] / glicemia de jejum [mmol/L] -

3,5).

3.5 Avaliação do perfil lipídico
Na avaliação do perfil lipídico, os níveis séricos de colesterol total (CT),

triglicerídeos (TGL) e o colesterol LDL (Lipoproteína de Baixa Densidade) foram

avaliados por kit comercial (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil). Os testes de TGL e CT

consistem em um processo enzimático colorimétrico, com cromógeno cereja

responsável pela cor cereja, cuja intensidade é diretamente proporcional à

concentração de colesterol e triglicerídeos na amostra. Já no teste de LDL, o

componente DSBmT = N,N - Bis(4 - Sulfobutil) - m - Toluidina Disodio é o

responsável pela cor.

A equação de Friedewald (1972) foi utilizada para o cálculo da concentração

de VLDL-c (Lipoproteína de muita baixa densidade), a partir da fórmula:

Colesterol VLDL = Triglicérides / 5.

3.6 Quantificação proteica por Western Blotting
Na técnica de Western Blotting, 50 mg do tecido adiposo e hepático foram

processados e homogeneizados no equipamento Turrax, com o acréscimo de 1 mL

do tampão RIPA ( 50 mM TRIS pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% TRITON x 100, 0,1% SDS,

5 mM EDTA, 50 mM NaF, 1 mM Ortovanadato de Na, 30 mM pirofosfato de Na), e do

coquetel de inibidores de proteases (Sigma-Aldrich, Saint Louis, USA), no momento

do processamento. Após o processamento com o Turrax, o tecido adiposo ainda

passou por sonicação ultrassônica para quebra das gotas lipídicas e maior acesso

às proteínas do tecido. Depois da homogeneização, as amostras foram

centrifugadas a 2534 xg /25 min/ 4°C. O sobrenadante do tecido hepático e o

infranadante do tecido adiposo foram retirados e armazenados a -20ºC.
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Após processamento, a dosagem protéica das amostras foi realizada pelo Kit

de Ensaio Proteico BCA Pierce, utilizando a leitura do espectrofotômetro no

comprimento de onda de 560 nm. Foram calculados os volumes de pipetagem para

10 µg de proteína/por homogenato do tecido adiposo e para 30 µg de proteína/

homogenato do tecido hepático.

As amostras foram coradas com tampão de amostra e fervidas a 90ºC por 5

minutos para desnaturação das proteínas, sendo as amostras pipetadas em gel de

poliacrilamida 12%. Na primeira etapa foi realizada a eletroforese em gel das

amostras separando as proteínas por tamanho (150V, 50 minutos). Logo em

seguida, foi realizada a transferência das proteínas do gel para membranas de

nitrocelulose no sistema Semi-dry, da Bio-Rad (15V, 1h30m). Após a transferência, o

bloqueio das proteínas foi realizado em uma solução de TTBS (solução salina

tamponada com TRIS e 0,1% de TWEEN, pH 7,6) e leite Ninho Molico Nestlé (5%) e

posteriormente, a marcação proteica ocorreu com anticorpos primários e

secundários, específicos para cada proteína e hospedeiro. Antes do bloqueio e de

cada anticorpo, foram realizadas lavagens com TTBS 3x, por 5 minutos cada, na

membrana.

A revelação das proteínas ocorreu por quimioluminescência, através do

Sistema Automático de Imagem Molecular ImageQuant™ 500. As membranas foram

incubadas overnight, a 4ºC, com os anticorpos primários: p-AKT 1/2/3 1:500,

sc-514032, Santa Cruz Biotechnology; AKT1 (B-1) 1:500, sc-5298, Santa Cruz

Biotechnology; α/β-actina 1:1000, 2148S, Cell Signalling. Logo em seguida, foi feita

marcação com os respectivos anticorpos secundários específicos para cada

anticorpo primário, por 2 horas, a 4ºC: anticorpo secundário Goat anti-Rabbit IgG

HRP (H+L) 1:5000, #31463, Invitrogen e Goat anti-Mouse 1:5000 IgG HRP (H +

LI-COR 1), 926-80010, LI-COR Biosciences.

Para análise dos resultados, os dados foram tratados e quantificados pelo

programa ImageJ 1.8.0, feito em Java para processamento de imagens. Os valores

foram inseridos em tabelas do Excel. Os resultados obtidos de p-AKT foram

corrigidos pelos valores da AKT, assim como os valores de AKT foram corrigidos

pelos valores respectivos da α/β-actina.

https://www.biocompare.com/100287-LI-COR-Biosciences/
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3.7 Avaliação murinométrica da prole ao desmame

Durante o período da lactação, as proles (n=54 total) foram monitoradas em

evolução de massa corporal a partir da pesagem dos animais uma vez por semana.

Ao desmame, metade da prole (n=27 total) foram eutanasiadas e os tecidos

hepáticos e o TAB visceral também foram coletados, seccionados, pesados e

armazenados em -80 ºC.

3.8 Análise estatística
Para análise estatística dos resultados, foi utilizado One-way ANOVA com

dados não paramétricos, apresentando a média e desvio padrão, seguida do teste

Bonferroni. Para diferenças significativas, p<0,05. O GraphPad Prism® versão 8.0.1

(GraphPad Software, inc.) e o Excel foram empregados para computação e análise

estatística dos dados, assim como para montagem dos gráficos.
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4. Resultados

4.1 Perfil murinométrico materno

Os dados abaixo mostram os resultados obtidos após a exposição de 21 dias

de DEHP, sobre a evolução da massa corporal e o ganho de massa corporal

maternos, e como observado não se obteve nenhuma diferença estatística nos

dados, embora se observe uma tendência ao aumento do ganho de massa corporal

nos grupos de 100 mg/Kg/dia e 500 mg/Kg/dia, em comparação com o grupo

controle, como mostra a FIGURA 8.

Figura 8. A apresenta a evolução da massa corporal dos grupos controle, 100 mg/Kg/dia e 500
mg/Kg/dia (valores de P=0,2 e F=1,5), e em B o ganho de massa corporal das mães lactantes
expostas ao DEHP durante a lactação (valores de P=0,3 e F=1,1). (n = 3 por grupo). Teste estatístico
one-way ANOVA, seguidos do teste Bonferroni, considerando *p<0,05, apresentando barras de erro.
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Na FIGURA 9, são apresentados os resultados de ingestão alimentar e do

coeficiente alimentar, onde não foi identificada diferença entre os grupos.

Figura 9. Em A, dados da ingestão alimentar dos grupos controle, 100 mg/Kg/dia e 500 mg/Kg/dia
(valores de P=0,8 e F=0,1) e em B, os valores do coeficiente de eficácia alimentar das mães (valores
de F=0,9 e P=0,4) lactantes expostas ao DEHP durante a lactação. (n = 3 por grupo). Teste estatístico
one-way ANOVA, seguidos do teste Bonferroni, considerando *p<0,05, apresentando barras de erro.
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Em relação aos dados do peso relativo do tecido adiposo branco e hepático

materno, não houve alterações significativas entre os grupos, demonstrado na

FIGURA 10.

Figura 10. Em A, o peso relativo do tecido adiposo branco (TAB) (valores de P=0,7 e F=0,3), e em
B o peso relativo do tecido hepático (valores de P=0,09 e F=3,5) das mães lactantes expostas ao
DEHP durante a lactação. (n = 3 por grupo). Teste estatístico one-way ANOVA, seguidos do teste
Bonferroni, considerando *p<0,05, apresentando barras de erro.
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4.2 Perfil glicêmico materno

Em relação aos efeitos da exposição ao DEHP sobre a homeostase

glicêmica, como mostra a FIGURA 11, os resultados abaixo mostram uma

interferência sobre a glicemia de jejum, com aumento de +31,7% no grupo exposto a

100 mg/Kg/dia e +38,1% no grupo 500 mg/Kg/dia, em relação ao controle. Os níveis

de insulina não diferiram estatisticamente entre os grupos. Com relação aos índices

glicêmicos, não observamos diferença entre os grupos apesar da tendência ao

aumento no HOMA-IR e diminuição no HOMA-β entre os grupos tratados,

comparados ao grupo controle.

Figura 11. Em A, dados relativos à glicemia de jejum, dos grupos controle, 100 mg/Kg/dia e 500
mg/Kg/dia (valores de P=8,2 e F=0,01). Em B, a insulina sérica de jejum (valores de P=0,9 e F=0,1).
Em C e D, os dados do índice HOMA-IR (P=0,9 e F=0,4) e HOMA-β (P=2,6 e F=0,1), respectivamente
das mães lactantes expostas ao DEHP durante a lactação. (n = 3 por grupo). Teste estatístico one-way
ANOVA, seguidos do teste Bonferroni, considerando *p<0,05, apresentando barras de erro.
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4.3 Perfil lipídico materno

Em relação às análises do perfil lipídico materno, não houve diferença

estatística entre os grupos em relação ao nível de triglicérides, LDL e VLDL- C, no

entanto houve diferença de 156,8% no grupo 500 mg/Kg/dia nos níveis séricos de

colesterol em relação aos outros grupos , demonstrado na FIGURA 12.

Figura 12. Em A, os triglicérides medidos dos grupos controle, 100 mg/Kg/dia e 500 mg/Kg/dia
(valores de P=0,6 e F=0,4), em B o colesterol com *p<0,05 comparando o grupo 500 mg/Kg/dia com
o controle e #p<0,05 com o grupo 100 mg/Kg/dia (P=0,01 e F=6,4), em C os níveis de VLDL-C (P=0,6
e F=0,4) e em D os níveis de LDL (P=0,6 e F=0,5), das mães lactantes expostas ao DEHP durante a
lactação. (n = 3 por grupo). Teste estatístico one-way ANOVA, seguidos do teste Bonferroni,
considerando *p<0,05, apresentando barras de erro.
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4.4 Quantificação proteica AKT e AKT-p materna

Através da técnica do Western Blotting, na FIGURA 13 demonstramos os

resultados para a expressão proteica de AKT e AKT-p no tecido hepático, sendo

possível observar que não houve diferença significativa na expressão dessas

proteínas no tecido analisado.

Figura 13. Dados quantitativos das proteínas analisadas pela técnicaWestern Blotting. Em A, mostra a
expressão de AKT/β-actina dos grupos controle, 100 mg/Kg/dia e 500 mg/Kg/dia (valores de P=0,7 e
F=0,3), em B a expressão de AKT-p/AKT (P=0,6 e F=0,3) e em C as imagens das bandas das proteínas
analisadas relativas às mães lactantes expostas ao DEHP durante a lactação. (n= 3 por grupo). Teste
estatístico one-way ANOVA, seguidos do teste Bonferroni, considerando *p<0,05, apresentando barras
de erro.
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No tecido adiposo branco também não houve diferenças significativas na

expressão de AKT e AKT-p nos grupos tratados com DEHP, em relação ao controle,

mostrados na FIGURA 14.

Figura 14. Dados quantitativos das proteínas analisadas pela técnicaWestern Blotting. Em A, mostra
a expressão de AKT/β-actina dos grupos controle, 100 mg/Kg/dia e 500 mg/Kg/dia (valores P=0,7 e
F=0,3), em B a expressão de AKT-p/AKT (P=0,9 e F=0,4) e em C as imagens das bandas das
proteínas analisadas relativas às mães lactantes expostas ao DEHP durante a lactação.(n =
2-3/grupo). Teste estatístico one-way ANOVA, seguidos do teste Bonferroni, considerando *p<0,05,
apresentando barras de erro.
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4.5 Perfil murinométrico filhotes PN21

Para compreender, se as alterações metabólicas observados nas mães

lactentes de alguma forma impactaram no desenvolvimento da prole, alguns

parâmetros dos filhotes foram analisados. Em relação aos filhotes, ao desmame

(PN21), após a exposição materna de 21 dias ao DEHP, foi possível notar uma

redução em -15,4% no ganho de massa corporal dos filhotes do grupo 500

mg/Kg/dia em relação ao controle. Além disso, o peso relativo do TAB da prole ao

desmame, também se mostrou reduzido em -37,3% no grupo 500 mg/Kg/dia em

relação ao controle, enquanto o peso relativo do tecido hepático não mostrou

diferença, como revela a FIGURA 15.

Figura 15. Dados dos animais PN21. Em A, a análise da evolução da massa corporal (valores P=0,7
e F=0,3), em B o ganho de massa corporal (P<0,0001 e F=21,1). Análises feitas nos filhotes dos
grupo controle, 100 mg/Kg/dia e 500 mg/Kg/dia, durante a lactação. Em C, o peso relativo do tecido
adiposo branco (P=0,01 e F=0,5), em D o peso relativo do tecido hepático (P=0,4 e F=0,7). (n = 18
por grupo em A e B) e (n = 9 por grupo em C e D). Teste estatístico one-way ANOVA, seguidos do
teste Bonferroni, considerando p<0,05, apresentando barras de erro.
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5. Discussão

Atualmente, o sobrepeso afeta cerca de 30% a 70% dos adultos na região da

europa e superior a 60% das crianças antes de entrarem na puberdade (Schmidt et

al. 2012). A exposição aos desreguladores endócrinos ocorre durante todas as fases

da vida. Na europa, por exemplo, o DEHP compreende 18% de todos os

plastificantes que são utilizados nos plásticos (Latini et al. 2010). A alta prevalência,

portanto, pode contribuir para doenças como obesidade, hipertensão e diabetes de

mellitus (Grün et al. 2009).

Além da obesidade, o diabetes mellitus entra como mais uma comorbidade

com preocupações em todo o mundo. Em 2019, a prevalência do diabetes entre os

adultos era de aproximadamente de 9,3%, indicando que cerca de 463 milhões de

adultos possuíam diabetes e esse número pode ainda aumentar para 700 milhões

em 2045 (Federação Internacional de Diabetes, 2019). Além disso, os

desreguladores ambientais mostram direta relação com o desenvolvimento da

diabetes. Sua ação evidencia modulações metabólicas e efeitos como resistência à

insulina (Radke et al. 2019). Nesse sentido, o DEHP, pode causar efeitos adversos

na homeostase glicêmica e na sensibilidade à insulina.

Dessa forma, ao analisar os resultados apresentados, muito pode ser

discutido sobre as possíveis interferências do DEHP em períodos críticos do

desenvolvimento, como a lactação, em especial sobre o metabolismo materno.

A escolha da dosagem nos modelos experimentais em animais é de extrema

importância, visto que o funcionamento do organismo, área de superfície do corpo e

farmacocinética, por exemplo, variam entre as espécies (Chaturvedi et al. 2001). A

escala alométrica é uma abordagem empírica, a qual a escolha da dosagem da

droga é baseada na normalização da dosagem pela área de superfície corporal do

animal. Essa abordagem considera as características anatômicas, fisiológicas e

processos bioquímicos entre as espécies, além das diferenças da farmacocinética

em relação à fisiologia. Por isso, a escala é utilizada para a conversão entre as

espécies (Rhomberg et al. 2006). A dose máxima que não é evidenciada efeitos

adversos (NOAEL) é utilizada e convertida para a dose estimada equivalente em

https://paperpile.com/c/PMtdVn/yP84+fwMt
https://paperpile.com/c/PMtdVn/yP84+fwMt
https://paperpile.com/c/PMtdVn/yEv5
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humanos (da sigla em inglês HED) associada com o fator de correção da área de

superfície corporal (USFDA. 2005). Segundo a fórmula, o HED (mg / Kg) = Dose do

animal (mg / Kg) * Km animal/ Km humano (Reagan-Shaw et al. 2008). Assim, ao

empregar os valores das doses do nosso trabalho, e os respectivos valores de Km

da literatura, as dosagens de 100 mg/Kg/dia e 500 mg/Kg/dia do nosso estudo

equivaleria a aproximadamente 16 mg/Kg/dia e 81 mg/Kg/dia em humanos. Sendo

assim, estando muito próximas das descritas nos estudos que avaliam os níveis de

exposição humanas aos ftalatos (Heudorf et al. 2007).

Com a exposição ao desregulador endócrino, em relação à evolução e ganho

de massa corporal e adiposidade, não foram obtidos nenhuma diferença estatística

entre os grupos, no entanto o número amostral de n=3 pode ser a razão de não ter

sido observada diferença estatísticas entre os grupos. Isso porque, o DEHP já se

mostrou como um modulador seletivo do PPARγ (receptor ativado por proliferadores

de peroxissoma γ) in vitro (Feige et al. 2007) e do PPARα, principais mediadores do

metabolismo lipídico e da adipogênese (Feige et al. 2007, 2010; Lapinskas et al.

2005). Além disso, em outros estudos como Hao et al. (2013), o DEHP se mostrou

capaz de ativar fatores de transcrição, como PPARγ, C/EBPα (proteínas de ligação

ao amplificador de CCAAT) e SRBP1 (fator de transcrição de ligação ao elemento

regulador de esterol 1), conhecidos por contribuir na adipogênese e estimular o

acúmulo de lipídios (Feige et al. 2007, 2010). Além da questão sobre o tamanho

amostral, possivelmente a fase da vida onde ocorreu a exposição, período de

amamentação, pode ter sido um fator que contribua para os resultado de perda de

efeito adipogênico do DEHP, como possível adaptação do metabolismo materno. A

mesma relação poderia ser estabelecida no que se refere a ingestão alimentar e a

eficiência alimentar (razão entre a ingestão e o ganho de peso), que também não

apresentaram nenhuma diferença estatisticamente.

Nos resultados obtidos, os níveis de glicose circulantes séricos se mostraram

aumentados nos grupos tratados, revelando haver alguma desregulação alvo de

investigação. As inúmeras atividades metabólicas do período lactacional provocam

diminuições nos níveis circulantes de insulina e glicose, com redução da utilização

basal de glicose pelos tecidos periféricos, uma vez que a glicose se mostra mais

https://paperpile.com/c/PMtdVn/fkQL
https://paperpile.com/c/PMtdVn/fkQL+Uetu+wCgK
https://paperpile.com/c/PMtdVn/fkQL+Uetu+wCgK
https://paperpile.com/c/PMtdVn/fgEy
https://paperpile.com/c/PMtdVn/fkQL+Uetu
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presente nos tecidos com atividades biossintéticas, como as glândulas mamárias

(Burnol et al. 1987). Dessa forma, o período lactacional revela diminuir os níveis de

glicose e insulina circulantes. Por outro lado, o DEHP é associado com o aumento

dos níveis de glicose, sugerindo ser um potencial causador para a alteração

observada (Agius et al. 1979; Burnol et al. 1986), mesmo diante do período

lactacional.

Observando outros fatores relacionados com a provável desregulação

glicêmica, o transportador GLUT4 (transportador de glicose 4) poderia estar

associado, uma vez que sua diminuição é presente em quadros como obesidade e

diabetes do tipo 2. Ele é caracterizado como o transportador de glicose e medeia

sua captação, estimulada pela insulina com sua fosforilação, em adipócitos e no

músculo, conseguindo mover rapidamente a glicose sérica para o meio intracelular,

via membrana plasmática (Parsanathan et al. 2013; S. Huang et al. 2007).

Além disso, Parsanathan et al. 2019, mostraram que o DEHP interfere na

fosforilação de GLUT4 e alteração em moléculas na sinalização de insulina do

coração, na geração F1 pela exposição materna a 100 mg/Kg/dia, durante a

lactação. Foi observado um aumento da fosforilação de GLUT4 e consequentemente

uma diminuição na capacidade da insulina de estimular a captação de glicose em

adipócitos. O PPARα também já foi relacionado com regulação da homeostase

glicêmica. Quando há uma estimulação da sua produção, consegue diminuir os

níveis proteicos de GLUT4 e o DEHP já se mostrou funcionar como um agonista de

PPARα (Lapinskas et al. 2005). Então sugerimos a possível interferência do

contaminante ambiental, DEHP, sobre a homeostase glicêmica materna por ação

sobre o GLUT4 ou mesmo sobre o PPARα, contribuindo para a hiperglicemia de

jejum.

O HOMA-β e HOMA-IR são cálculos descritos por Matthews et al (1985) para

avaliar a capacidade funcional das células β-pancreáticas em secretar a insulina e

para verificar a resistência à insulina, respectivamente. Os cálculos foram avaliados

no intuito de verificar a influência do DEHP sobre a homeostase glicêmica. No

entanto, de acordo com os resultados sem alteração da insulina, não foram

verificadas diferenças que mostram uma influência do contaminante com disfunções

https://paperpile.com/c/PMtdVn/xCK9
https://paperpile.com/c/PMtdVn/4x8a+HNdD
https://paperpile.com/c/PMtdVn/ud6G
https://paperpile.com/c/PMtdVn/Kc8i
https://paperpile.com/c/PMtdVn/ud6G
https://paperpile.com/c/PMtdVn/Dqku
https://paperpile.com/c/PMtdVn/wCgK
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no pâncreas. Dessa forma, o aumento de glicose observado requer maior

investigação para identificar qual mecanismo propicia a hiperglicemia evidenciada.

As proteínas AKT (proteína quinase B) e AKT-p (proteína quinase B

fosforilada), envolvidas com a via da insulina também foram analisadas. A via

Fosfoinositol 3 - quinase (PI3K) / proteína quinase B (AKT) tem um importante papel

na fisiologia celular por mediar o crescimento celular além da homeostase

glicêmica. No estado alimentado, a insulina é responsável pela sinalização da

FoXO1, e consequentemente redução da gliconeogênese. A insulina ativa a

fosfatidilinositol 3 - quinases (PI3K) produzindo fosfatidilinositol (3,4,5) trifosfato

(PIP3), a qual ativa a AKT e esta é responsável pela fosforilação da FoxO1 nos

resíduos Treonina 25, Serina 253, e portanto leva a inativação da FoxO1 pela

exportação nuclear provocando a supressão da gliconeogênese hepática (Lu et al.

2012; Tikhanovich et al. 2013). No experimento Rajesh et al. 2015, expuseram ratas

Wistar gestantes a 1, 10 e 100 mg/Kg/dia de DEHP, pelo método de gavagem oral

do dia 9 ao 21 da gestação. E, com seu trabalho demonstraram o DEHP reduzindo

os níveis de AKT na geração F1 dessas ratas. Dessa forma, o ftalato pode estar

associado com a interferência na correta supressão da gliconeogênese, sugerindo

aumento dos níveis de glicose pela exposição a este desregulador endócrino

(Rajesh et al. 2015).

Em nosso modelo, não houve diferenças nos níveis da expressão proteica de

AKT e AKT-p analisados, tanto no fígado quanto no tecido adiposo. O que nos

sugere que talvez outras proteínas da via da insulina podem estar alteradas pela

exposição materna ao DEHP, que não a AKT, e que justifiquem a hiperglicemia

observada nessas ratas.

Os resultados do perfil lipídico, por sua vez, mostram os níveis de colesterol

do grupo 500 mg/Kg/dia aumentados em relação ao controle e ao grupo 100

mg/Kg/dia. A principal via de eliminação do colesterol do corpo é via conversão do

colesterol em ácidos biliares, com posterior eliminação pela excreção fecal. No

fígado, a enzima CYP7A1 (colesterol 7-alfa-monooxigenase) é a principal

responsável por catalisar a formação dos sais biliares (Repa et al. 2002, Jia et al.

2011). Estudos, por exemplo, mostraram que a exposição entre 50 e 100 µM de

https://paperpile.com/c/PMtdVn/ctpF+Dgji
https://paperpile.com/c/PMtdVn/ctpF+Dgji
https://paperpile.com/c/PMtdVn/Wq8B
https://paperpile.com/c/PMtdVn/WAXD
https://paperpile.com/c/PMtdVn/Xpde
https://paperpile.com/c/PMtdVn/WAXD
https://paperpile.com/c/PMtdVn/WAXD
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DEHP, por 3 meses e meio, em células hepáticas, promove ativação da acumulação

de colesterol, inibindo a expressão proteica de CYP7A1 (Lee et al. 2020). Além

disso, Guo et a.l 2023, ao expor hepatócitos humanos (Huh7) a 1 µg/mL de DEHP,

observaram, no período de 18 horas, diminuição na expressão de LXRα (receptor

nuclear sensível a lipídios), crucial na homeostase do metabolismo do colesterol pela

regulação transcricional de CYP7A1. Dessa forma, sugerimos que a ação do DEHP

sobre CYP7A1 e/ou LXR esteja relacionada com o aumento do colesterol observado,

contribuindo para menor excreção fecal, mesmo sem diferença nas demais frações

lipídicas.

Ao observar os resultados dos filhotes PN21, o ganho de massa e o peso

relativo do TAB estão reduzidos no grupo de 500 mg/Kg/dia em relação aos demais,

assim o seu desenvolvimento saudável parece ter sido prejudicado. A relação,

portanto, dos efeitos do DEHP de forma indireta (pelo leite materno) interferindo na

diminuição da massa e do TAB nos filhotes PN21, pode sugerir algo. A exposição

materna ao DEHP pode reduzir a expressão da prolactina, levando a diminuição da

produção do leite (Pengfei et al. 2022). Dessa forma, uma possível redução na

produção do leite materno, devido a exposição ao DEHP, poderia estar diretamente

relacionada com a redução na massa corporal dos filhotes do grupo 500 mg/Kg/dia,

uma vez que os nutrientes, proteínas, lipídios, não estariam sendo devidamente

distribuídos através do leite materno para a prole. Portanto, faz-se necessário uma

posterior análise de macronutrientes do leite produzido pelas ratas lactantes, no

intuito de verificar esta possibilidade.
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6. Conclusão

Os dados apresentados revelam uma influência da exposição pelo DEHP no

período lactacional, sugerindo desregulação na homeostase lipídica, com aumento

do colesterol e na homeostase glicêmica, com quadros de hiperglicemia nas ratas

lactantes, sugerindo vias a serem investigadas. Além disso, o desenvolvimento dos

filhotes PN21, com a exposição indireta ao DEHP, pelo leite materno, parece estar

comprometido. Nesse sentido, implica-se efeitos indiretos do DEHP na diminuição

do ganho de massa corporal e da adiposidade que podem comprometer o

desenvolvimento saudável desses filhotes.

Assim, a exposição materna ao DEHP exclusivamente durante a lactação

pode alterar o metabolismo materno com potenciais consequências sobre o

desenvolvimento da prole ao desmame.

Figura 16. Esquema autoral da discussão e resultados obtidos pela exposição oral materna ao DEHP
durante a lactação. Feito pelo BioRender.
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