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RESUMO 

 

Impacto da exposição á misturas químicas de desreguladores endócrinos 
desde a gestação até a idade adulta no coração de ratos Wistar 

 

 
Os desreguladores endócrinos (DE) são substâncias que alteram a biossíntese 
hormonal e promovem efeitos tóxicos ocasionando doenças cardiovasculares. 
Entretanto, os efeitos da associação de vários DE a longo prazo na remodelação 
cardíaca não foram elucidados. O objetivo desse estudo foi avaliar os efeitos crônicos 
de uma mistura de DE na remodelação cardíaca de ratos nos aspectos relacionados 
a estrutura, função e nos marcadores de estresse oxidativo. Fêmeas prenhes da 
linhagem Sprague-Dawley foram divididas em 2 grupos experimentais: Grupo CT 
(veículo: óleo de milho, por gavagem) e Grupo DE Mix: receberam 32,11mg/kg/dia da 
mistura constituída de doze DE (ftalatos, pesticidas, filtros u.v., bisfenol A, 
butilparabeno) diluídos em óleo de milho (2ml/kg), por gavagem. As ratas prenhes ou 
lactentes receberam o tratamento do dia gestacional 7 (DG7) até o dia pós-natal 21 
(DPN21). Após o desmame, no DPN22, os filhotes machos da geração F1 
continuaram a receber a mistura de DE até os 220 dias de idade, e após foram 
eutanasiados. Após esse período foram realizadas a análise ecocardiográfica, 
histopatológica e análise do estresse oxidativo. Não houve alterações da função 
sistólica (encurtamento do endocárdio: CT- 44,44 ± 3,12 % vs. DE Mix- 44,70 ± 3,32%) 
e diastólica do ventrículo esquerdo (Onda E/A: CT- 3,37 ± 1,15 vs. DE Mix- 3,68 ± 
1,20). Foi possível observar uma diminuição significativa na área dos cardiomiócitos 
(CT- 347 ± 91,62 µm2 vs. DE Mix- 202 ± 72,70 µm2, p < 0,01) e não houve alterações 
da dimensão fractal. Os níveis de peroxidação lipídica estavam reduzidos no Grupo 
DE Mix (CT- 5,73 ± 0,36 vs. DE Mix- 5,17 ± 0,60 nmol/mg de proteína, p = 0,008). As 
enzimas superóxido dismutase (SOD, CT- 10,18 ± 9,25 vs. DE Mix- 4,93 ± 1,48 U/ mg 
de proteína, p= 0,10) e a Glutationa reduzida (GSH, CT- 28,47 ± 15,17 vs. DE Mix- 
39,66 ± 43,85 µM/ mg de proteína, p= 0,53) não se alteraram. Houve diminuição da 
enzima Glutationa -S- Transferase (GST, CT- 138,3 ± 28,44 vs. DE Mix- 113,8 ± 48,44, 
mM/ mg de proteína, p= 0,01). A mistura de DE de forma crônica, desde a gestação, 
teve impacto negativo no microambiente cardíaco, promovendo atrofia cardíaca e 
alterações nos marcadores do estresse oxidativo, sem promover modificações 
funcionais. 
 
Palavras-chave: Atrofia cardíaca; Desregulador endócrino; Estresse oxidativo; 

Sistema cardiovascular; Fractal. 



 

ABSTRACT 

 

The impact of a mixture endocrine-disrupting chemical exposure during 
gestational and adult period in the heart in wistar rats 

 
Endocrine disruptors (ED) are substances that alter hormonal biosynthesis and 
promote toxic effects, causing cardiovascular diseases. However, the long-term effects 
of association of several ND on cardiac remodeling have been elucidated. The aim of 
this study was to evaluate the chronic effects of a DE mixture on cardiac remodeling in 
aspects related to structure, function and oxidative stress. Pregnant females of the 
Sprague-Dawley strain were divided into 2 experimental groups: CT Group (vehicle: 
corn oil, by gavage) and DE Mix Group: received 32.11mg/kg/day of a mixture 
consisting of twelve DE (phthalates, pesticides, u.v. filters, bisphenol A, butylparaben) 
diluted in corn oil (2ml/kg), by gavage. Pregnant or lactating rats received the treatment 
from gestational day 7 (DG7) until postnatal day 21 (DPN21). After weaning, at DPN22, 
the male offspring of the F1 generation continued to receive the DE mixture until they 
were 220 days old, after which they were euthanized. After this period, 
echocardiographic and histopathological analysis and analysis of oxidative stress were 
performed. There were no changes in the systolic (endocardial shortening: CT- 44.44 
± 3.12 % vs. DE Mix- 44.70 ± 3.32) and diastolic function of the left ventricle (E/A 
wave: CT- 3.37 ± 1.15 vs. DE Mix- 3.68 ± 1.20). It was possible to observe a significant 
decrease in the area of cardiomyocytes (CT- 347 ± 91.62 µm2 vs. DE Mix- 202 ± 72.70 
µm2, p < 0.01) and there were no changes in the fractal dimension. Lipid peroxidation 
levels were reduced in the DE Mix Group (CT- 5.73 ± 0.36 vs. DE Mix- 5.17 ± 0.60 
nmol/mg of protein, p = 0.008). The enzyme superoxide dismutase (SOD, CT- 10.18 ± 
9.25 vs. DE Mix- 4.93 ± 1.48 U/ mg of protein, p= 0.10) and reduced Glutathione (GSH, 
CT- 28 .47 ± 15.17 vs. DE Mix- 39.66 ± 43.85 µM/mg protein, p= 0.53) did not change. 
There was a decrease in Glutathione -S- Transferase (GST, CT- 138.3 ± 28.44 vs. DE 
Mix- 113.8 ± 48.44, mM/mg of protein, p= 0.01). The chronic mixture of ED, since 
pregnancy, had a negative impact on the cardiac microenvironment, promoting cardiac 
atrophy and changes in oxidative stress markers, without promoting functional 
changes. 
 
Keywords: Cardiac atrophy; Endocrine disruptor; Oxidative stress; Cardiovascular 

system; Fractal. 
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RESUMO 

 

 

O objetivo desse estudo foi avaliar se a exposição a uma mistura de Desreguladores Endócrinos 

(DE) desde a vida intrauterina até a vida adulta afeta parâmetros cardíacos de ratos machos. 

Ratas prenhes da linhagem Sprague-Dawley foram divididas em 2 grupos experimentais: Grupo 

CT (veículo: óleo de milho, por gavagem) e Grupo DE Mix: receberam 32,11mg/kg/dia da 

mistura constituída de doze DE (ftalatos, pesticidas, filtros u.v., bisfenol A, butilparabeno) 

diluídos em óleo de milho (2ml/kg), por gavagem. As ratas prenhes ou lactentes receberam o 

tratamento do dia gestacional 7 (DG7) até o dia pós-natal 21 (DPN21). Após o desmame, no 

DPN22, os filhotes machos da geração F1 continuaram a receber a mistura de DE até os 220 

dias de idade. Após tratamento, os animais foram submetidos a análises ecocardiográficas, 

seguida de eutanásia, com coleta de tecido cardíaco para avaliação histopatológicas e de estresse 

oxidativo. Não houve alterações da função sistólica (encurtamento do endocárdio: CT- 44,44 ± 

3,12 % vs. DE Mix- 44,70 ± 3,32) e diastólica do ventrículo esquerdo (Onda E/A: CT- 3,37 ± 

1,15 vs. DE Mix- 3,68 ± 1,20, p> 0,05). Foi possível observar uma diminuição significativa na 

área dos cardiomiócitos (CT- 347 ± 91,62 µm2 vs. DE Mix- 202 ± 72,70 µm2, p < 0,01), sem 

alterações da dimensão fractal. Os níveis de peroxidação lipídica estavam reduzidos no Grupo 

DE Mix (CT- 5,73 ± 0,36 vs. DE Mix- 5,17 ± 0,60 nmol/mg de proteína, p= 0,008). A enzima 

superóxido dismutase (SOD, CT- 10,18 ± 9,25 vs. DE Mix- 4,93 ± 1,48 U por mg de proteína, 

p= 0,10) e a Glutationa reduzida (GSH, CT- 28,47 ± 15,17 vs. DE Mix- 39,66 ± 43,85 µM por 

mg de proteína, p= 0,53) não se alteraram. Houve diminuição da Glutationa -S- Transferase 

(GST, CT- 138,3 ± 28,44 vs. DE Mix- 113,8 ± 48,44, mM por mg de proteína, p= 0,01). A 

mistura de DE desde a gestação até a vida adulta, teve impacto negativo no microambiente 

cardíaco, promovendo atrofia cardíaca e alterações nos marcadores do estresse oxidativo, sem 

promover modificações funcionais. 

 

 

Palavras Chaves: Atrofia cardíaca; estresse oxidativo; gestation; sistema 

cardiovascular; fractal. 
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Introdução 

 

 

Os desreguladores endócrinos (DE) são compostos químicos sintéticos de origem 

exógena que interferem na biossíntese hormonal e incluem substâncias como plastificantes, 

dioxinas, agentes farmacêuticos, fungicidas, pesticidas e outros produtos de cuidados pessoais 

aos quais somos expostos diariamente por meio da inalação, ingestão ou contato dérmico 

(Kavlock et al. 1996; Soto and Sonnenschein 2010; Deng et al. 2019a; Brehm, Flaws 2019). 

A frequente exposição causada pelos DE está relacionada com o surgimento de lesões 

no sistema cardiovascular, com o desenvolvimento de doenças metabólicas (diabetes melittus 

tipo 2, dislipidemia, síndrome metabólica, obesidade) Wang et al. 2020, 2021,e 

cardiovasculares (hipertensão arterial, aterosclerose, alterações coronarianas e infarto agudo 

do miocárdio) (Petrakis et al. 2017; Amara et al. 2019; Prasanth et al. 2009). Os DE podem 

causar remodelação cardíaca, que é caracterizada por alterações estruturais, morfológicas e 

moleculares no coração até os vasos, que podem afetar o funcionamento deste sistema (Cohn 

Jay N et al. 2000; Deng et al. 2019a). Entretanto, os estudos tem focado nos compostos isolados 

ou em pequenos grupos, e em menores períodos de exposição. Deng e colaboradores (2019ª),  

mostrou que a exposição contínua ao DEHP nas doses de 0,1,1,10mg/kg/dia em camundongos 

machos de 5 a 6 semanas, por 6 semanas, aumentou a pressão arterial, espessamento do septo 

intraventricular e parede ventricular, um indicativo de alteração da remodelação cardíaca. 

Para mimetizar uma exposição ambiental mais realística Christiansen e colaboradores 

(2012) descreveram uma mistura de 13 compostos químicos, cuja composição envolve 

ftalatos, 5 pesticidas; e o metabólito do pesticida DDT, diclorodifenil-dicloroetileno (p,p’-

DDE). (Christiansen et al. 2012; Axelstad et al. 2014; Isling et al. 2014; Boberg et al. 2015). 

Esses 8 compostos são caracterizados por possuírem, predominantemente, propriedades anti-

androgênicas, sendo a classe dos pesticidas a mais predominante para essa característica. 

Além disso, a mistura também contém quatro substâncias predominantemente estrogênicas: dois 

filtros u.v., o metoxinamato de octila (OMC) e o 4-metil-benzidileno cânfora (4-MBC); o 

composto fenólico bisfenol A (BPA) e o preservativo antifúngico butilparabeno. A mistura 

também inclui a droga paracetamol, previamente descrita como uma droga anti-androgênica. 

Diferentemente dos estudos que abordam a exposição à DE isolados e a exposição a 

curto período, esse estudo tem como objetivo avaliar os efeitos de uma mistura de DE na 

remodelação cardíaca nos aspectos relacionados a função, estrutura, e no estresse oxidativo 

de ratos expostos desde a vida intrauterina até a vida adulta. 
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Materiais e métodos 

 

 

Animais e Ambiente de Experimentação 

24 fêmeas adultas (120 dias de idade, pesando aproximadamente 300g) e 12 machos 

adultos (90 dias de idade, pesando aproximadamente 300g) da linhagem Sprague-Dawley, 

foram obtidos no Centro Multidisciplinar para Investigação Biológica na Área de Ciência de 

Animais de Laboratório (CEMIB/UNICAMP), e mantidos no Biotério de Pequenos 

Mamíferos da UNOESTE, em condições controladas de luminosidade (12 horas de luz/12 

horas de escuro) e temperatura (média de 23ºC a 25ºC). Todos os animais receberam ração 

comercial livre de fitoestrógenos (NUVILABCR1/NuvitalPR) e água filtrada em bebedouros 

de vidro com tampa e bico metálicos com capacidade para 500 mL. Água e ração foram 

fornecidas ad libitum. Os animais foram distribuídos na proporção de duas a três fêmeas e um 

macho adulto (para acasalamento) por gaiola de polipropileno de 41x34x16cm, com tampa de 

aço inox na forma de grade e forradas com maravalha branca de pinho autoclavada, sendo as 

trocas das gaiolas e da maravalha realizadas 2 vezes por semana. Durante toda a fase de 

experimentação foram controladas as condições de umidade relativa do ar (55 ± 10) e 

exaustão do ar contínua. Os procedimentos de manuseio, administração de drogas, anestesia 

e eutanásia dos animais foram submetidos à Comissão de Ética no Uso de Animais da 

UNOESTE (Protocolo CEUA 6034) e seguiram o Protocolo ARRIVE. 

 

Delineamento Experimental 

Acasalamentos foram realizados durante o período escuro do ciclo, onde foram 

colocadas de duas a três fêmeas na caixa do macho. O dia zero de prenhez/gestacional (DG0) 

foi determinado pela presença da cabeça de espermatozóide no esfregaço vaginal e a citologia 

vaginal positiva da fase de estro. As fêmeas identificadas como prenhes foram mantidas 

individualmente nas gaiolas e divididas aleatoriamente em 2 grupos experimentais 

(n=10/grupo): Grupo DE MIX: 30,11 mg/kg/dia da mistura de DE diluídos em óleo de milho 

(2 ml/kg); Grupo Controle (CT): óleo de milho, ambos administrados via gavagem. Os 

animais do grupo DE Mix receberam uma mistura de DE (Sigma Aldrich, St Louis, Missouri, 

EUA) desenvolvida por Christiansen et al. (2012) e reproduzida por Axelstad et al. (2014), 

Isling et al. (2014), Boberg et al. (2015), Mandrup et al. (2015) e Johansson et al. (2016). A 

composição da mistura é descrita detalhadamente na Tabela 1, adaptada de Christiansen et al. 

(2012). 
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Tabela 1. Composição da mistura, consumo humano individual justado dos compostos 

químicos e misturas 100x. 

 

 

Compostos químicos (Cas nº) 

Consumo humano ajustado e 

escolhido como base para estudo 

das misturas (mg/kg de peso 

corpóreo ao dia)a 

Mistura 100x 

(mg/kg de peso 

corpóreo ao 

dia) 

DBP (175606-05-0) 0,

01 

1 

DEHP (117-81-7) 0,

02 

2 

Vinclozin (50-471-44-8) 0,

00

9 

0,9 

Procloraz (67747-09-5) 0,

01

4 

1,4 

Procimidona (32809- 16- 8) 0,

01

5 

1,5 

Linuron (330-55-2) 0,

00

06 

0,06 

Epoxiconazol (133855-98-8) 0,

01 

1 

p,p’-DDE (72- 55-9) 0,

00

1 

0,1 

4-MBC (36861-47-9) 0,

06 

6 

OMC (5466-77-3) 0,

12 

12 

Bisfenol A (80-05- 07) 0,

00

15 

0,15 

Butilparabeno (94-26-8) 0,

06 

6 

Total (mg/kg) 0,

32 

32,11 

ªVer Christiansen et al. (2012) para informações detalhadas sobre as estimativas do consumo 

humano e para as concentrações ajustadas que foram escolhidas como base para a mistura.  
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O paracetamol foi retirado da mistura de DE devido o potencial hepatotóxico. Dessa 

forma ficando 12 componentes na mistura sendo uma adaptação em relação a composição original 

composta por 13 elementos. Foi aplicado o tratamento nas ratas prenhes/lactentes do dia 

gestacional 7 (DG7) até o dia pós-natal 21 (DPN21), nos mesmos períodos entre 8h à 10h. Estas 

foram mantidas em gaiolas individuais e pesadas em dias alternados para permitir o cálculo do 

volume da mistura de DE. Após o nascimento, o número de filhotes por ninhada foi ajustado 

para 8 (4 fêmeas e 4 machos) afim de manter a proporção entre machos e fêmeas de 1:1. 

Ninhadas com número de filhotes inferior a sete não foram descartadas da pesquisa. 

Posteriormente no DPN 22 foi realizado o desmame dos filhotes machos, que foram alojados 

em caixas contendo 3 animais cada. Os animais continuaram recebendo o tratamento com a 

mistura completa de DE diariamente até os 220 dias de idade. Após 24 horas do último 

tratamento os animais (DPN 221) foram submetidos a análise ecocardiográfica e após 

submetidos à eutanásia por meio de aplicação intramuscular de uma mistura de anestésicos 

como ketamina (50 mg kg-1, IP Dopalen®) e xilazina (0,5 mg kg-1, IP, Anasedan®), seguido de 

exsanguinação por punção cardíaca. O coração foi dissecado, pesado e parte do VE foram 

congelados em nitrogênio líquido e armazenados em freezer -80º C para análises do estresse 

oxidativo. Outros fragmentos do VE foram colocados em solução fixadora para posteriores 

análises histopatológicas. Todas as análises foram feitas de forma cega. (Figura 1). 

 

 

 
 

Figura 1. Esquema do desenho experimental 
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Análise ecocardiográfica 

 

A avaliação ecocardiográfica foi realizada 24 horas após último tratamento, e para sua 

realização foi utilizado um ecocardiograma comercialmente disponível (General Electric 

Medical Systems, Vivid T8 Pro, Israel), equipado com uma sonda de multifrequência de 5 a 12 

MHz. Os ratos foram anestesiados por injeção intramuscular de uma mistura de ketamina (50 

mg kg-1, IP Dopalen®) e xilazina (0,5 mg kg-1, IP, Anasedan®). Uma visão de eixo curto 

paraesternal bidimensional do ventrículo esquerdo (VE) foi obtida no nível dos músculos 

papilares. Os traçados do modo M foram obtidos a partir de vistas de eixo curto do VE ou 

abaixo da ponta dos folhetos da válvula mitral e no nível da valva aórtica e do átrio esquerdo. 

As imagens em modo M do VE foram impressas em preto em uma impressora térmica (Sony 

UP-890MD), a uma velocidade de varredura de 100 mm/s. Todas as estruturas de VE foram 

medidas manualmente pelo mesmo observador. As medidas foram feitas a partir da média de 

pelo menos cinco ciclos cardíacos nos traçados M-mode. A Frequência Cardíaca (FC) foi 

avaliada e as seguintes variáveis estruturais foram medidas: diâmetro do átrio esquerdo (AE), 

espessura da parede diastólica posterior do VE, espessura da parede septal diastólica do VE 

(EDSIV) e diâmetro aórtico (AO). A massa ventricular esquerda foi calculada utilizando a 

fórmula [(DDVE + EDPP (espessura diastólica da parede posterior) + EDSIV) - DDVE] × 1,04. 

A espessura relativa da parede VE (Índice massa do VE) foi calculada pela fórmula 2 × 

EDPP/DDVE. A função sistólica do VE foi avaliada pelos seguintes parâmetros: porcentagem 

de encurtamento do endocárdio (PEE), porcentagem de encurtamento do mesocárdio (PEM), 

velocidade de encurtamento da parede posterior (VEPP). A função diastólica do VE foi avaliada 

pela velocidade de entrada mitral diastólica precoce e tardia (ondas E e A), Relação E/A e tempo 

de relaxamento isovolumétrico (TRIV). Uma avaliação conjunta da função diastólica e sistólica 

do VE foi realizada pelo índice de desempenho miocárdico (Índice Tei), conhecido também 

como índice de performance miocárdica, calculado da seguinte forma: [(Tei-a (tempo de 

contração isovolumétrica + tempo de ejeção + tempo de relaxamento isovolumétrico) – Tei-b 

(tempo de contração isovolumétrica + tempo de ejeção + tempo de relaxamento isovolumétrico) 

÷ Tei-b)]. O estudo foi complementado com avaliação por imagem de Doppler tissular da 

velocidade sistólica (TDIS'), diastólica precoce (E') e tardia (A') do anel mitral (velocidades 

médias das paredes laterais e septais) (Okoshi et al. 2004). 
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Análises anatômicas e histológicas 

 

Após o período experimental os ratos foram pesados (PCF), eutanasiados e o coração 

dissecado em ventrículo esquerdo (VE), átrios (ATs) e ventrículo direito (VD) e foram pesados. 

As relações VE/PCF, AT/PCF e VD/PCF foram utilizadas como índice de hipertrofia. Após 

isso as amostras do VE foram fixadas em formalina e a incorporação em blocos de parafina 

para obter 4 micrômetros de espessura dos cortes histológicos. Os cortes histológicos foram 

corados em lâmina com solução Hematoxilina-Eosina (HE); para a mensuração das áreas 

transversais dos cardiomiócitos foi utilizado o microscópio LEICA (modelo DM750, Alemanha) 

com a utilização do sistema de análise de imagem Leica Application Suite LAS 4.2.0 (Media 

Cybernetics, Silver Spring, Maryland, EUA) (Matsubara et al. 2000; Oliveira Junior et al. 2013; 

Negrão et al. 2019). 

Todas as imagens foram capturadas pela câmera de vídeo com a ampliação de 400x 

(objetiva de 40x). Quatro secções do ventrículo esquerdo foram obtidas de cada animal em 

campos diferentes, analisando as capturas escolhidas de acordo com o local onde mais células 

puderam ser visualizadas em um corte transversal (Matsubara et al. 2000; Huet et al. 2015; 

Negrão et al. 2019). Foram utilizadas áreas seccionais médias obtidas para cada grupo como 

indicadores do tamanho da célula. 

Para análise fractal foram analisadas secções histológicas, coradas com HE, de 10 

animais/grupo, sendo fotografadas (3 campos histológicos/secção, aumento de 40x), 

binarizadas para leitura. Como ferramenta avaliativa o software Image J (Instituto Nacional de 

Saúde, Estados Unidos – NIH), disponível gratuitamente na Internet (http://rsbweb.nih.gov/ij/), 

pelo método box-counting. O software considerou o box-counting em duas dimensões, 

permitindo a quantificação da distribuição de pixels nesse espaço dessa forma não considerando 

a textura da imagem. Com isso as duas imagens com a mesma distribuição dos pixels, uma 

binarizada e outra em níveis de cinza, possuirão a mesma dimensão fractal, dessa forma as 

analises foram guiadas na relação entre a resolução e a escala avaliada, e o resultado fora 

quantitativamente expresso como a dimensão fractal do objeto que é DF= (Log Nr / log r-1), 

sendo Nr a quantidade de elementos iguais necessários para preencher o objeto original e r a 

escala aplicada ao objeto. Dessa forma, a dimensão fractal foi calculada com o software Image 

J ficando sempre entre 0 e 2, não distinguindo texturas diferentes. (Oliveira Junior et al. 2013; 

Huet et al. 2015). 

 

http://rsbweb.nih.gov/ij/
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Biomarcadores do estresse oxidativo  Avaliação da Peroxidação lipídica 

 

A avaliação da lipoperoxidação (LPO) foi determinada por meio da análise do 

hidroperóxido de lipídio o qual evidencia uma das fases da oxidação de ácidos graxos (Aviram 

and Eias 1993; Parfitt et al. 1994). Para isso foi utilizado o ensaio de reatividade ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS), comparando com a curva padrão do sub-produto da peroxidação 

lipídica, o malondialdeído (MDA). Para tal, 50uL de cada amostra foi pipetada em duplicata 

em microplaca de 96 poços, seguido da adição de FeCl3 (1M), agitado e incubado em banho a 

90ºC por 15 minutos. Em seguida a placa foi resfriada para interromper a reação, e então foi 

avaliada em leitor de placas, nos comprimentos de onda de 535 e 572nm. A peroxidação lipídica 

foi estimada por quantidade total de proteína, e os resultados expressos em nmol de TBARS 

por mg de proteína. 

 

Atividade de Glutationa-S-transferase  

 

A atividade da Glutationa-S-transferase (GST) foi avaliada por espectrofotometria com 

CDNB (1-cloro-2,4-dinitrobenzeno) de acordo com Keen et al. (1976), com base na respectiva 

conjugação com a glutationa reduzida (GSH) (Keen et al. 1976). Foi feito o monitoramento do 

aumento da absorvância, através da formação do tioeter no comprimento de onda de 340nm 

(RS: 100 mM potassium phosphate buffer pH 6.5; 1.5 mM GSH; 2 mM CDNB) por 5 minutos 

com 40 segundos de intervalo. Valores foram expressos em uM de tioeter formado/min/mg 

proteína. 

 

Atividade de Superoxido Dismutase (SOD) 

 

A atividade de Superóxido Dismutase (SOD) foi determinada seguindo o ensaio descrito 

por Ewing e Janero (1995), através da redução do nitroblue-tetrazólio (NBT) por radicais 

superóxido gerados pela mistura NADH e fenazina metassulfato em pH fisiológico mensurada 

a 560nm (Ewing and Janero 1995). A mistura foi preparada contendo tampão de carbonato de 

sódio (50mM, pH 10,2), NTB (96 uM) e Triton X-100 (0,6%), incubada por 2 minutos com 

hidrocloreto de sódio e hidroxilamina (NH2OH·HCl) (20 mM, pH 6.0). O volume final foi 

ajustado para 200 uL. A reação consiste na quantificação de complexos formados por aníons 

superóxido com adição de NBT e NH2OH·HCl, pela coloração amarelada dado a redução de 

NBT, resultando em uma coloração azulada lida em leitor de microplacas a 560 nm por 2 
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minutos com intervalos de 15 segundos. Os resultados foram expressos em U de SOD por mg 

de proteína. 

 

Quantificação de Glutationa reduzida (GSH) 

 

Os níveis de Glutationa reduzida (GSH) foi avaliada de acordo com método descrito por 

Sedlak e Lindsay (1968) com adaptações de Siervo (2015). Os níveis de GSH foram 

determinados com DITIOBIS-5,5-(2-NITRO-ACIDO BENZOICO) em sobrenadante de 

homogenato de coração evidenciados pela formação de coloração amarela. Os níveis de GSH 

foram avaliados em 412 nm e os resultados expressos em micromol/mg de proteína (Sedlak and 

Lindsay 1968; Siervo et al. 2015). 

 

 

Análise estatística 

 

A normalidade dos dados foi avaliada pelo teste de Shapiro Wilk. A comparação entre os 

grupos foi realizada pelo teste t não paramétrico (dados normais) ou por meio do teste de Mann 

Whitney (dados não paramétricos). Os resultados foram expressos como a média ± desvio 

padrão, ou mediana e intervalo interquartílico dependendo da distribuição Guausiana dos dados. 

Foi utilizado o programa estatístico GraphPad Prism7. Um valor de p inferior a 0,05 foi 

considerado estatisticamente significativo. 

 

Resultados Ecocardiograma 

Em relação a análise ecocardiográfica, não houve alterações nos parâmetros estruturais 

avaliados pelo diâmetro diastólico do ventrículo esquerdo, diâmetro sistólico do ventrículo 

esquerdo e massa do VE, bem como não houve alterações na função sistólica avaliada pela 

fração de encurtamento do endocárdio do ventrículo esquerdo e fração de ejeção. A função 

diastólica (onda E/onda A e TRIV) foi semelhantebentre os grupos experimentais. (Tabela 2 e 

Figura 2). 
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Tabela 2. Dados estruturais e funcionais ecocardiográficos. Valores expressos em média ± 

desvio padrão ou mediana e intervalo interquartílico. 

 

 Grupos Experimentais  

Variáveis CT (n= 11) DE Mix (n=10) p valor 

FC (bpm) 212.3 ± 18.09 224.2±22.30 0.19 

DDVE (mm) 8.80 ± 0.43 8.69 ± 0.51 0.61 

DSVE (mm) 4.88 ± 0.32 4.88 ± 0.32 0.99 

EDPP (mm) 1.24 ± 0.14 1.13 ± 0.09 0.07 

% ENC END 44.44 ± 3.12 44.70 ± 3.32 0.85 

Massa VE (g) 0.37 (0.29-0.39) 0.28 (0.26-0.36) 0.06 

E/A 3.37 ± 1.15 3.68 ± 1.20 0.55 

FE % 0.82 ± 0.02 0.82 ± 0.02 0.89 

TRIV (ms) 41.36 ± 4.53 42.90 ± 5.59 0.49 

FC: frequência cardíaca; DDVE e DSVE; Diâmetro diastólico e sistólico do ventrículo 

esquerdo (VE), respectivamente; EDPP espessura da parede posterior; % ENC END: 

porcentagem de encurtamento do endocárdio; massa do VE; E/A: onda E/onda A; 

FE: fração de ejeção; TRIV: tempo de relaxamento isivolumétrico do VE. Teste t ou 

Mann Whitney. 
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Figura 2. Figuras ilustrativas da análise ecocardiográfica do ventrículo esquerdo: (a) 

diâmetro diastólico (DDVE) e sistólico do VE (DSVE) do Grupo CT, (b) medidas das ondas 

E e A no Grupo CT, (c) diâmetro diastólico e sistólico do VE do Grupo DE Mix, (d) medidas 

das ondas E e A no Grupo DE Mix. 

Dados anatômicos 

 

Quanto ao peso dos animais, não houve diferenças significativas entre os grupos 

experimentais. Contudo, a mistura de DE causou redução no VD no Grupo DE Mix. Em 

relação aos índices de hipertrofia representados pelas relações VE/PCF, AT/PCF e 

VD/PCF, nenhum apresentou resultados significativos entre os grupos. (Tabela 3) 
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Tabela 3. Dados anatômicos dos ratos submetidos a exposição crônica de DE. 

 

 Grupos Experimentais  

Variáveis     

 CT (n= 11) DE Mix (n= 10) p valor 

PCF (g) 503,2 ± 16,50 500,5 ± 16,51 0,91 

AT (g) 0,09 ± 0,01 0,08± 0,02 0,67 

AT/PCF (mg/g) 0,17 ± 0,01 0,18 ± 0,01 0,72 

VD (g) 0,28 ± 0,01 0,25 ± 0,01 0,045 

VD/PCF (mg/g) 0,54 ± 0,07 0,48 ± 0,05 0,37 

VE (g) 1,01 ± 0,02 0,98 ± 0,03 0,46 

VE/PCF (mg/g) 2,03 ± 0,04 1,97 ± 0,02 0,25 

 

PCF: peso corporal final, AT: átrio, AT/PCF: relação átrio e peso corporal final, VD: ventrículo 

direito, VD/PCF: relação ventrículo direito e peso corporal final, VE: ventrículo esquerdo, 

VE/PCF: relação ventrículo esquerdo e peso corporal final. 

Análise histológica 

 

Essa análise evidenciou, uma diminuição de 41,78% da área dos cardiomiócitos dos 

ratos tratados com a mistura de DE em relação ao grupo controle (Grupo CT- 347 ± 91,62 

µm2 e Grupo DE Mix- 202 ± 72,70 µm2, p < 0,01). (Figura 3) 
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Figura 3. Análise histopatológica do tecido cardíaco do Grupo CT (a) e Grupo DE Mix (b) 

coradas com Hematoxilina e Eosina. Aumento de 400X. Teste t não pareado. * p < 0,05. 

Para avaliar a organização tecidual cardíaca, foi avaliada a dimensão fractal utilizando 

cortes histológicos do ventrículo esquerdo corados com HE. Não houve alteração da dimensão 

fractal entre os grupos avaliados (Grupo CT-1.5±0.10 ua vs. Grupo DE Mix- 1.40± 0.9 ua). 

(Figura 4) 
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Figura 4. Cortes histológicos de ventrículo esquerdo do Grupo CT e de animais submetidos a 

exposição de mistura de DE- Grupo DE Mix, corados com HE (a e c). Sendo que (b e d) 

correspondem as imagens em HE após processo de binarização, onde é possível observar que 

o núcleo aparece em preto, enquanto o resto da célula em branco. O Grupo DE Mix não 

apresentou mudanças na fractabilidade (e). Teste t não pareado. 

Biomarcadores do estresse oxidativo 

 

Os resultados de MDA (malondialdeído) ou TBARS, mostram uma diminuição nos 

níveis de MDA no Grupo DE Mix quando comparado com o CT (CT- 5,73 ± 0,36 vs. DE Mix- 

5,17 ± 0,60 nmol/mg de proteína, p = 0,008) (Fig. 5a). Dentre os parâmetros do sistema 

antioxidante do organismo não houve diferença estatística para SOD (CT- 10,18 ± 9,25 vs. DE 

Mix- 4,93 ± 1,48 U por mg de proteína, p= 0,10) e GSH (CT- 28,47 ± 15,17 vs. DE Mix- 39,66 

± 43,85 µM por mg de proteína, p= 0,53) (Fig. 5d e 5b). Contudo, houve diminuição da atividade 

de GST (CT- 138,3± 28,44 vs. DE Mix- 113,8 ± 48,44, mM por mg de proteína, p= 0,01)  no 

grupo submetido ao tratamento com DE. (Fig. 5c). 
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Figura 5. Quantificação de estresse oxidativo e enzimas antioxidantes. (a) Comparação dos 

níveis de malondialdeído entre os Grupos CT e DE Mix, como indicativo de estresse oxidativo 

(peroxidação lipídica). (b) Níveis de GSH entre os grupos. (c) Quantificação da atividade 

enzimática de GST e (d) SOD entre os grupos. Teste t não pareado ou Mann Whitney. * p < 

0.05 vs. CT. 

 

 

 

Discussão 

 

Para o nosso conhecimento esse é o primeiro estudo que aborda o  impacto provocado por uma 

mistura de DE no microambiente cardíaco em ratos expostos desde a vida intra uterina até a 

vida adulta, de forma a mimetizar a exposição humana. Esse estudo evidenciou alteração da 

remodelação cardíaca, ocasionando cardiomiopatia com atrofia dos cardiomiócitos e 

modificações nos biomarcadores do estresse oxidativo. Mesmo sem alterar as funções sistólicas 

e diastólicas do ventrículo esquerdo avaliadas pelo ecocardiograma, essas modificações a nível 

celular mostram os efeitos cardiotóxicos dessa mistura de DE.  

O desenvolvimento intrauterino é altamente vulnerável a perturbações ambientais (Beydoun & 

Saftlas 2008) e certas agressões durante este período pode levar a alterações cardíacas 

permanentes (Johnson et al. 2003; Linglart L and Bonnet D, 2022;Maduro et al., 2022). Altas 
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doses pre natais de DE foi associada a condições adversas de saúde, incluindo alterações 

neurológicas, musculares, reprodutivas e do sistema imune (Yin et al., 2021；Liu et al., 2022; 

Høyer et al., 2018). A exposição de embriões de zebrafish a DEHP e dibutyl phthalate (DBP) 

mostrou correlação com alta incidência de defeitos cardíacos como edema pericárdico e 

anormalidades nos batimentos (Tang et al., 2018).  

No presente estudo, embora tenha sido encontrada alterações celulares não houve piora 

funcional e estrutural quando avaliada pelo ecocardiograma. O contrário do apresentado por 

outros estudos, como o conduzido por Hu et al. (2016) e Wu et al. (2021), em que exposição de 

30 e 150 dias (respectivamente) a bisfenol A nas doses de 30 à 100mg/kg/dia, levou a alterações 

nos parâmetros ecocardiográficos de ratos, diminuindo a fração de ejeção consideravelmente 

quando comparados com o grupo controle (Hu et al. 2016; Wu et al. 2021). Essa discordância, 

pode ser em decorrência de possíveis efeitos sinérgicos entre as substâncias misturadas, ou 

mesmo da dose utilizada, no estudo de Hu et al. (2016) os animais foram tratados com Bisfenol 

A nas doses de 5, 20, 100 mg/Kg e as alterações foram observadas na dose de 100 mg/Kg, já 

no estudo conduzido por Wu et al. (2021), a dose utilizada foi de 30 mg/kg/dia.  

A diminuição significativa da área de cardiomiócitos induzida pela mistura de DE no 

tecido cardíaco do VE, indica atrofia cardíaca, caracterizada pela modificação morfológica do 

tecido cardíaco e que pode desencadear alterações funcionais tardias. Diversos estudos 

demonstram os efeitos de DE causando disfunções cardiovasculares e alteração estruturais dos 

cardiomiócitos (Posnack et al. 2011; Negrão et al. 2019; R et al. 2019; Ramadan et al. 2020; 

Zhang et al. 2022). Em estudo conduzido por Posnack e colaboradores (2010), mostrou que 

cardiomiócitos de camundongos neonatais cultivados in vitro, expostos a DEHP, tiveram níveis 

de mRNA alterados para genes de endotelina e metaloproteinases (2 e 9), e na expressão de 

genes como da proteína vimentina que constitui filamentos de intermediários de fibroblastos, 

responsáveis pela estruturação do tecido (Posnack et al., 2010). Além disso, outros DE como o 

Bisfenol são conhecidos por induzir a hipertrofia de cardiomiócitos. Embora os mecanismos 

associados a indução de hipertrofia não tenham sido elucidados, os níveis de estresse oxidativo 

nos cardiomiócitos permaneceram alterados (Ramadan et al. 2020). Nosso estudo é o primeiro 

a mostrar que a exposição crônica a esses DE podem afetar estruturalmente o micro ambiente 

cardíaco, causando atrofia dos cardiomiócitos.  A atrofia cardíaca, com degradação proteica 

também pode estar relacionada com o sistema ubiquitina-proteasomal (UPS) e com a via 

lisossomal autofágica (ALP) ( Zhu et al. 2007; Willis et al. 2009; Lodka et al. 2016). Um outro 

mecanismo que pode ter ocasionado atrofia dos cardiomiócitos é a ação das espécies reativas 
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de oxigênio presentes no tecido. Os grupos carbonilas de proteínas (GCP) são as principais 

ocorrências de oxidação proteicas que são geralmente associadas a produção de ERO. O 

surgimento excessivo de GCP pode causar danos severos aos cardiomiócitos, causando 

disfunção ou alterações morfológicas. (Ben Amara et al. 2011; Hamdi et al. 2022). Esse menor 

tamanho dos cardiomiócitis também pode estar relacionado a alterações do crescimento fetal que se 

associa ao aumento do risco de doenças cardiometabólicas (Sánchez-Soriano  C, et alk., 2022). 

Em relação a dimensão fractal, empregamos essa metodologia inovadora, simples e de 

baixo custo com o objetivo analisar a organização celular com uma melhor acurácia e 

independente de avaliador. A dimensão fractal foi utilizada para melhor caracterizar as 

alterações fenotípicas cardíacas da hipertensão pulmonar, se mostrou uma ferramenta 

promissora para o reconhecimento de alterações cardíacas pós transplante e foi utilizada para 

diferenciar hipertrofia cardíaca fisiológica que ocorrem em atletas da cardiomiopatia (Moreira 

et al., 2011; Pacagnelli et al., 2016; Vilades et al., 2021). No nosso estudo não houve alterações 

da regularidade nuclear, assim como no estudo de De Oliveira Mantovani et al. 2021 em que 

os animais ingeriram ração com o herbicida 2,4 diclorofenoxiacético (2,4 D) por 6 meses. Isso 

evidencia que, apesar da atrofia observada nos cardiomiócitos, ainda não houve tempo 

suficiente para alterações do núcleo celular. 

Embora ensaios de embriotoxicidade cardiaca sejam escassos em roedores, estudos com 

outros modelos experimentais, podem servir de base para novas perspectivas de ensaios, 

analisando o impacto desses desreguladores ainda durante a embriogenese. Chapalamadugu et 

al., 2014, afim de avaliar o impacto de um desses desreguladores, o Bisphenol A, no 

desenvolvimento cardiaco, trataram macacas prenhes com doses altas de bispfenol A. Em 

seguida analisando o transcriptoma e expressão genica de genes associados ao desenvolvimento 

de doenças cardiovasculares em corações fetais, foi possivel observar que houve uma regulação 

negativa de genes como cadeia pesada de miosina e isoforma cardiaca alfa (Myh6) e regulação 

positiva de disintegrina e metaloproteinases 12 em ambos os ventriculos e no atrio direito 

(Chapalamadugu et al. 2014). A alteração induzida pelo BPA desses genes suporta a hipótese 

de que a exposição ao BPA durante o desenvolvimento fetal pode afetar o coração. No nosso 

estudo, as alterações nos corações dos ratos tratados desde a vida intrauterina com o mix de DE, 

pode ter iniciado durante a embriogenese.  

Um outro estudo conduzido por Weng et al., 2021, mostrou que a exposição crônica a 

epoxiconazol, em embriões de zebrafish em diferentes concentrações promoveu alterações nos 

batimentos cardíacos, além de más formações, sendo assim um indicativo de cardiotoxicidade 

(Weng et al., 2021).  
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O estresse oxidativo está associado ao surgimento de diversos quadros patológicos, 

incluindo doenças cardiovasculares (Baradaran et al. 2014; Samman Tahhan et al. 2017; 

Guarnier et al. 2019) pois a manutenção do equilíbrio entre a produção de ERO e os elementos 

antioxidantes são fundamentais para a adequada estruturação e funcionalidade cardíaca. (Izzo 

et al. 2021). Nós demonstramos que uma mistura de DE desde a vida intrauterina até a vida 

adulta promoveu alteração do estresse oxidativo com diminuição da LPO no coração. Em 

resposta a essas alterações a GST também diminuiu. Essa diminuição da LPO pode estar 

relacionada a um efeito crônico para promover detoxificação cardíaca com ação do sistema 

antioxidante estabelecendo um processo adaptativo de proteção ao coração contra as ações 

tóxicas crônicas da mistura dos DE. O estudo conduzido por Scarton et al., (2022) fez essa 

relação, onde ratas Wistar adultas  com 67 dias de idade, foram expostas ao DE (ciantraniliprole 

– inseticida sintético) nas doeses de 10 ou 150 mg/kg/dia via oral por 28 dias, conduziu a uma 

diminuição significativa de LPO em órgãos reprodutivos, mediante a um aumento de GST (da 

Silva Scarton et al. 2022). Embora nosso estudo tenha sido conduzido em tecido cardíaco, 

essa relação é muito bem descrita na literatura nesse tecido, estabelecendo uma função clara da 

GST mediante produção de ERO, uma vez que esta quando conjugada com GSH tem a 

capacidade de detoxicação de lipídios oxidados por ERO (Pérez-Torres et al. 2022). 

O estudo conduzido por Hamdi et al., (2022), mostrou que a exposição de diferentes 

concentrações de DE por 28 dias , induziu uma maior expressão de enzimas antioxidantes como 

a CAT e SOD e aumento da LPO (Hamdi et al. 2022). A diferença entre nossos resultados pode 

estar relacionada aos diferentes períodos de exposição. Como no nosso estudo os biomarcadores 

de estresse oxidativo foram mensurados nos animais apenas no tempo final de 220 dias, existe 

a possibilidade de que o sistema antioxidante enzimático representado pela enzima GST esteja 

sendo consumida e induzindo a redução da LPO. Estudos como o de Hamdi et al (2022) e 

Chaâbane et al (2016), que utilizaram DE apresentaram níveis de MDA elevados após 

tratamento de 28 e 15 dias respectivamente, e níveis de enzimas antioxidantes como SOD e 

CAT elevados. Entretanto, o aumento da dose induziu diminuição dessa enzima como provável 

combate ao estresse oxidativo. (Chaâbane et al. 2016; Hamdi et al. 2022). Fatores como dose e 

tempo de exposição podem repercutir de forma diferente na resposta protetiva tecidual contra 

o estresse oxidativo. 

Muitos dos estudos que abordam os efeitos dos DE no sistema cardiovascular, utilizam 

apenas uma ou duas dessas substâncias, o presente estudo buscou avaliar os possíveis impactos 

em uma mistura desses DE, se assemelhando a uma exposição mais cotidiana. Além disso, 
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muitos estudos abordam análises de efeitos agudos, em altas concentrações dos compostos 

isolados, enquanto que o presente trabalho, busca uma análise de exposição crônica. Esses 

achados são importantes no âmbito da saúde pública uma vez que demonstram a cardiotoxidade 

de produtos nos quais somos expostos e é uma pesquisa básica translacional na qual pode 

direcionar a realização de outros estudos em humanos. Para autoridades sanitárias e 

regulamentadoras promove a reflexão de para estudos que busquem novas alternativas para 

substituir esses DE na produção de materiais presentes no cotidiano, tal qual materiais de 

intervenções hospitalares, para redução da exposição e consequentemente prevenção dos 

possíveis efeitos tóxicos. 

 

 

Conclusão 

 

A mistura de DE de forma crônica, desde a gestação até a fase adulta, teve impacto 

negativo no microambiente cardíaco, promovendo atrofia cardíaca e alterações nos 

marcadores do estresse oxidativo, sem promover alterações funcionais. 
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