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RESUMO 
 

Influência de desreguladores endócrinos no microambiente renal de ratos 
durante o envelhecimento: aspectos histopatológicos 

 

Os rins são órgãos essenciais para diversas funções homeostáticas, porém são 

vulneráveis a danos causados por exposição a produtos químicos ambientais, 

especialmente desreguladores endócrinos (DE). Esses compostos podem interferir no 

sistema endócrino e estão associados a uma série de efeitos adversos à saúde, 

incluindo lesões renais e nefrotoxicidade. A exposição a DE durante o 

desenvolvimento fetal é particularmente preocupante, pois pode levar a modificações 

estruturais e funcionais duradouras nos rins, predispondo a doenças renais na vida 

adulta. Assim, o objetivo do estudo foi caracterizar os efeitos da exposição perinatal a 

uma mistura de DE sobre a histoarquitetura renal. Fêmeas prenhas da linhagem 

Sprague-Dawley foram divididas aleatoriamente em 2 grupos experimentais: Grupo 

Controle: receberam veículo (óleo de milho, 2 ml/kg, por gavagem) e Grupo ED Mix: 

receberam 32,11 mg/kg/dia da mistura constituída de doze compostos (ftalatos, 

pesticidas, filtros u.v., bisfenol A, butilparabeno) diluídos em óleo de milho (2 ml/kg), 

por gavagem. As ratas prenhas ou lactentes recebem o tratamento do dia gestacional 

7 (DG7) até o dia pós-natal 21 (DPN21). Após o desmame, no DPN22, os filhotes 

ficaram alojados até os 440 dias de idade recebendo água e ração ad libitum, quando 

foram eutanasiados. O rim foi coletado, dissecado e processado para análise 

histológica. Secções coradas com hematoxilina-eosina e picrossírius foram 

submetidas à análise fractal, kariométrica, análise de volume glomerular, perímetro 

nuclear, fator de alongamento e quantificação dos tipos de colágeno. A mistura de DE 

não alterou o índice organo-somático e peso absoluto do rim. Nos animais expostos à 

mistura foram observadas lesões como necrose e fusão tubular verificando uma 

tendência biológica (p = 0,068) para um maior número de alterações patológicas no 

grupo exposto. Verificou-se aumento do perímetro nuclear e a presença de núcleos 

maiores no córtex (p < 0,0001) e na medula (p = 0,003) de animais expostos à mistura, 

além de alteração no padrão de organização celular nas regiões glomerulares (p < 

0,0001) e medular (p = 0,0018) destes animais. A exposição à mistura de DE alterou 

o padrão de organização do colágeno renal, aumentou a fibrose representada pelo 

aumento do colágeno I e III nos compartimentos cortical e medular (p < 0,0001) e 



reduziu a quantidade no glomérulo (p < 0,0001). Esses achados sugerem que a 

exposição perinatal a DE pode alterar a histoarquitetura do microambiente renal 

durante o envelhecimento, indicando que o ambiente pode impactar na função renal 

e a saúde ao longo da vida. 

 

Palavras-chave: Nefropatia, Desreguladores endócrinos, Efeitos retardados da 

exposição pré-natal. 

 
 
 



ABSTRACT 
 

Influence of perinatal exposure to an endocrine disruptor mixture on the renal 
microenvironment in aged rats: histopathological aspects 

 

The kidneys are essential organs for several homeostatic functions, but they are 

vulnerable to damage caused by exposure to environmental chemicals, especially 

endocrine disruptors (ED). These compounds can interfere with the endocrine system 

and are associated with a number of adverse health effects, including kidney injury and 

nephrotoxicity. Exposure to ED during fetal development is of particular concern 

because it can lead to long-lasting structural and functional changes in the kidney, 

predisposing to kidney disease in adulthood. Therefore, the aim of this study was to 

characterize the effects of perinatal exposure to a mixture of ED on renal 

histoarchitecture. Pregnant Sprague-Dawley rats were randomly divided into 2 

experimental groups: Control Group (vehicle: corn oil, by gavage) and ED Mix Group: 

received 32.11 mg/kg/day of the mixture consisting of twelve compounds (phthalates, 

pesticides, UV filters, bisphenol A, butylparaben) diluted in corn oil (2 ml/kg), by 

gavage. Pregnant or lactating rats received treatment from gestational day 7 (GD7) to 

postnatal day 21 (PND21). After weaning, on PND22, the pups were housed until 440 

days of age receiving water and food ad libitum, when they were euthanized. The 

kidney was collected, dissected and processed for histological analysis. Sections 

stained with hematoxylin-eosin and picrosirius were subjected to fractal analysis, 

karyometric analysis, glomerular volume analysis, nuclear perimeter, elongation factor 

and quantification of collagen types. The DE mixture did not alter the organosomatic 

index and absolute weight of the kidney. In the animals exposed to the mixture, lesions 

such as necrosis and tubular fusion were observed, verifying a biological tendency (p 

= 0.068) for a greater number of histological alterations in the exposed group. An 

increase in the nuclear perimeter and the presence of larger nuclei were observed in 

the cortex (p < 0.5) and medulla (p = 0,003) of animals exposed to the mixture, in 

addition to changes in the pattern of cellular organization in the glomerular and 

medullary regions of these animals. Exposure to the DE mixture altered the pattern of 

renal collagen organization, increased fibrosis represented by the increase in collagen 

I and III in the cortical and medullary compartments (p < 0.0001) and reduced the 



amount in the glomerulus. These findings suggest that perinatal exposure to ED may 

significantly affect the histoarchitecture of the renal microenvironment during aging,  

indicating that the environment may impact renal function and health across the 

lifespan. 

 

Keywords: Nephropathy; Endocrine disruptors; Prenatal exposure delayed effects. 
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RESUMO 
 

Os rins são órgãos essenciais para diversas funções homeostáticas, porém são vulneráveis a 
danos causados por exposição a produtos químicos ambientais, especialmente desreguladores 
endócrinos (DE). Esses compostos podem interferir no sistema endócrino e estão associados a 
uma série de efeitos adversos à saúde, incluindo lesões renais e nefrotoxicidade. A exposição a 
DE durante o desenvolvimento fetal é particularmente preocupante, pois pode levar a 
modificações estruturais e funcionais duradouras nos rins, predispondo a doenças renais na vida 
adulta. Assim, o objetivo do estudo foi caracterizar os efeitos da exposição perinatal a uma 
mistura de DE sobre a histoarquitetura renal. Fêmeas prenhas da linhagem Sprague-Dawley 
foram divididas aleatoriamente em 2 grupos experimentais: Grupo Controle: receberam veículo 
(óleo de milho, 2ml/kg, por gavagem) e Grupo ED Mix: receberam 32,11mg/kg/dia da mistura 
constituída de doze compostos (ftalatos, pesticidas, filtros u.v., bisfenol A, butilparabeno) 
diluídos em óleo de milho (2ml/kg), por gavagem. As ratas prenhas ou lactentes recebem o 
tratamento do dia gestacional 7 (DG7) até o dia pós-natal 21 (DPN21). Após o desmame, no 
DPN22, os filhotes ficaram alojados até os 440 dias de idade recebendo água e ração ad libitum, 
quando foram eutanasiados. O rim foi coletado, dissecado e processado para análise histológica. 
Secções coradas com hematoxilina-eosina e picrossírius foram submetidas à análise fractal, 
kariométrica, análise de volume glomerular, perímetro nuclear, fator de alongamento e 
quantificação dos tipos de colágeno. A mistura de DE não alterou o índice organo-somático e 
peso absoluto do rim. Nos animais expostos à mistura foram observadas lesões como necrose e 
fusão tubular verificando uma tendência biológica (p = 0,068) para um maior número de 
alterações patológicas no grupo exposto. Verificou-se aumento do perímetro nuclear e a 
presença de núcleos maiores no córtex (p < 0,0001) e na medula (p = 0,003) de animais expostos 
à mistura, além de alteração no padrão de organização celular nas regiões glomerulares (p < 
0,0001) e medular (p = 0,0018) destes animais. A exposição à mistura de DE alterou o padrão 
de organização do colágeno renal, aumentou a fibrose representada pelo aumento do colágeno 
I e III nos compartimentos cortical e medular (p < 0,0001) e reduziu a quantidade no glomérulo 
(p < 0,0001). Esses achados sugerem que a exposição perinatal a DE pode alterar a 
histoarquitetura do microambiente renal durante o envelhecimento, indicando que o ambiente 
pode impactar na função renal e a saúde ao longo da vida. 
 
Palavras-chave: Nefropatia, Desreguladores endócrinos, Efeitos retardados da exposição pré 
natal. 
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ABSTRACT 
 

The kidneys are essential organs for several homeostatic functions, but they are vulnerable to 
damage caused by exposure to environmental chemicals, especially endocrine disruptors (ED). 
These compounds can interfere with the endocrine system and are associated with a number of 
adverse health effects, including kidney injury and nephrotoxicity. Exposure to ED during fetal 
development is of particular concern because it can lead to long-lasting structural and functional 
changes in the kidney, predisposing to kidney disease in adulthood. Therefore, the aim of this 
study was to characterize the effects of perinatal exposure to a mixture of ED on renal 
histoarchitecture. Pregnant Sprague-Dawley rats were randomly divided into 2 experimental 
groups: Control Group (vehicle: corn oil, by gavage) and ED Mix Group: received 32.11 
mg/kg/day of the mixture consisting of twelve compounds (phthalates, pesticides, UV filters, 
bisphenol A, butylparaben) diluted in corn oil (2 ml/kg), by gavage. Pregnant or lactating rats 
received treatment from gestational day 7 (GD7) to postnatal day 21 (PND21). After weaning, 
on PND22, the pups were housed until 440 days of age receiving water and food ad libitum, 
when they were euthanized. The kidney was collected, dissected and processed for histological 
analysis. Sections stained with hematoxylin-eosin and picrosirius were subjected to fractal 
analysis, karyometric analysis, glomerular volume analysis, nuclear perimeter, elongation 
factor and quantification of collagen types. The DE mixture did not alter the organosomatic 
index and absolute weight of the kidney. In the animals exposed to the mixture, lesions such as 
necrosis and tubular fusion were observed, verifying a biological tendency (p = 0.068) for a 
greater number of histological alterations in the exposed group. An increase in the nuclear 
perimeter and the presence of larger nuclei were observed in the cortex (p < 0.5) and medulla 
(p = 0,003) of animals exposed to the mixture, in addition to changes in the pattern of cellular 
organization in the glomerular and medullary regions of these animals. Exposure to the DE 
mixture altered the pattern of renal collagen organization, increased fibrosis represented by the 
increase in collagen I and III in the cortical and medullary compartments (p < 0.0001) and 
reduced the amount in the glomerulus. These findings suggest that perinatal exposure to ED 
may significantly affect the histoarchitecture of the renal microenvironment during aging, 
indicating that the environment may impact renal function and health across the lifespan. 
 
Keywords: Nephropathy; Endocrine disruptors; Prenatal exposure delayed effects. 
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1. INTRODUÇÃO  

 

Os rins apresentam várias funções homeostáticas essenciais. Essas funções incluem a 

remoção de resíduos, o equilíbrio de fluidos eletrólitos, o equilíbrio metabólico ácido-base do 

sangue, bem como a produção e modificação de hormônios para pressão sanguínea, homeostase 

de cálcio, potássio e estímulo à produção de glóbulos vermelhos 1. 

Conforme revisado por Kataria et al. 2, diversos estudos documentaram os efeitos 

adversos renais que ocorrem em resposta à exposição gradual a uma ampla gama de produtos 

químicos ambientais  2. Existem evidencias de que alguns desses produtos químicos, 

denominados desreguladores endócrinos (DE), podem levar a lesões renais, dano oxidativo 

mitocondrial e nefrotoxidade 3. Em uma revisão feita por Schug et al. 4 é possível concluir que 

a exposição a inúmeros DE em seres humanos está intimamente relacionada com o surgimento 

de doenças na prole e nas gerações subsequentes. 

Em seres humanos e animais a desregulação endócrina é um mecanismo de efeito 

relacionado ao funcionamento do sistema endócrino. Os DE podem agir de inúmeras maneiras, 

entre elas: danificando diretamente um órgão endócrino ou alterando a função deste; 

interagindo com receptores hormonais ou alterando o metabolismo de um hormônio específico 

euro 5. 

Diversas doenças renais, como a hipertensão, podem ter origem no início da vida 6. 

Durante o período crítico do desenvolvimento, o rim fetal é particularmente vulnerável aos 

impactos adversos dos distúrbios gestacionais, levando a modificações funcionais e estruturais, 

conhecidas como programação renal 7. Uma ampla gama de agravos a saúde materna pode 

induzir a programação renal, dando origem a doenças renais e hipertensão durante o 

envelhecimento. Estes incluem desnutrição ou doenças maternas, abuso de substâncias ou uso 

de medicamentos durante a gravidez, além da exposição a produtos químicos ambientais 3,8.  

Com base em informações disponíveis na literatura científica foram elaboradas, pela 

Organização Mundial de Saúde, listas de substâncias químicas suspeitas de causar desregulação 

do sistema endócrino 9. Como revisado por Maqbool et al. 10, cerca de 800 compostos químicos 

utilizados no cotidiano são capazes de desregular o ambiente hormonal, sendo que apenas uma 

pequena  parcela foi avaliada e teve seus mecanismos de ação elucidados. Além disso, são raros 

os trabalhos que dão enfoque à ação combinada de vários DE, tratando em sua maioria 

substâncias isoladas ou em pequenos grupos. Diante da necessidade de compreender a ação dos 

DE em conjunto, Christiansen et al. 11 desenvolveram uma mistura de 13 compostos químicos, 
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os quais foram escolhidos por representarem uma gama de outros DE e, assim, mimetizar a 

exposição humana.  

A associação entre a exposição materna a fatores de risco ambientais e o aumento das 

chances de desenvolver doenças em adultos é conhecida como “programação 

desenvolvimentista” ou “origens desenvolvimentistas da saúde e da doença” (DOHaD). A 

hipótese ganhou força após surgimento de diversos estudos observacionais seguido de 

investigações epidemiológicas, evidenciando que insultos antes do nascimento poderiam 

predispor a prole a doenças não transmissíveis em momentos posteriores da vida 12. 

As doenças renais são extremamente prevalentes em todo o mundo. Cerca de 10% da 

população global é afetada pela doença renal crônica (DRC) 13. Considerando não só a doença 

renal, mas também a carga crescente de diversas doenças não transmissíveis globais, a OMS 

notificou a população sobre as políticas de prevenção e controle de doenças não transmissíveis. 

Tais politicas reúnem um conjunto de ações que visam conhecer a distribuição e os fatores de 

risco na população, identificando seus condicionantes sociais, econômicos e ambientais, com 

objetivo de subsidiar a prevenção e controles das mesmas 14. Tanto assim, de fato, que o 

conceito DOHaD torna-se uma estratégia de prevenção chave para reduzir os riscos de doenças 

crônicas nas próximas gerações15. 

A partir dos questionamentos levantados acima, o presente estudo teve como objetivo 

investigar se a exposição a uma mistura de DE durante o período perinatal é capaz de provocar 

alterações teciduais nos diferentes compartimentos renais no envelhecimento. 

 

2. MATERIAIS E MÉTODOS 
 

2.1 Animais e Ambiente de Experimentação  

 

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

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

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. Os animais foram distribuídos na proporção de duas a três fêmeas e um macho 

adulto para acasalamento por gaiola de polipropileno de 41 x 34 x 16 cm, 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 ambientais do biotério como: temperatura 
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(média de 23 °C a 25°C), umidade relativa do ar (55 ± 10%), período de luz (12 horas claro/12 

horas escuro) e exaustão do ar contínua. Todos os animais receberam ração comercial livre de 

fitoestrógenos (NUVILABCR1/Nuvital-PR) 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 

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). 

 

2.2 Mistura de DE 

 

Os compostos DBP (Cas nº 175606-05-0), DEHP (Cas nº 117-81-7), Vinclozin (Cas nº 

50-471-44-8), Procloraz (Cas nº 67747-09-5), Procimidona (Cas nº 32809-16- 8), Linuron (Cas 

nº 330-55-2), Epoxiconazol (Cas nº 133855-98-8), p,p’-DDE (Cas nº 72- 55-9), 4-MBC (Cas 

nº 36861-47-9), OMC (Cas nº 5466-77-3), BPA (Cas nº 80-05- 07) e Butilparabeno (Cas nº 94-

26-8) foram adquiridos junto à Sigma-Aldrich (St Louis, Missouri, EUA). A mistura de DE foi 

diluída em óleo de milho (veículo) na concentração de 32,11 mg/kg/dia e administrada por via 

oral (gavagem) nos animais durante o período gestacional e lactacional. A composição da 

mistura é descrita detalhadamente na Tabela 1, adaptada de Kristensen et al.16. 
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Tabela 1- Composição da mistura, consumo humano individual justado dos compostos 
químicos e misturas 100x a exposição humana. 

Compostos químicos 

Consumo humano ajustado e 
escolhido como base para estudo das 
misturas (mg/kg de peso corpóreo ao 

dia) ¹ 

Mistura 100x (mg/kg de 
peso corpóreo ao dia) 

DBP  0,01 1 

DEHP  0,02 2 

Vinclozin  0,009 0,9 

Procloraz  0,014 1,4 

Procimidona  0,015 1,5 

Linuron  0,0006 0,06 

Epoxiconazol  0,01 1 

p,p’-DDE  0,001 0,1 

4-MBC  0,06 6 

OMC  0,12 12 

Bisfenol A  0,0015 0,15 

Butilparabeno  0,06 6 

Total (mg/kg)  0,32 32,11 
¹Ver Kristensen et al. (2012) para informações detalhadas sobre as estimativas do consumo humano e para as 
concentrações ajustadas que serão escolhidas como base para a mistura 
 

 

2.3 Delineamento Experimental  

 

A presença de esperma no esfregaço vaginal e a citologia vaginal positiva da fase de 

estro foram consideradas como indicadoras do dia gestacional 0 (DG0). As fêmeas consideradas 

prenhes foram mantidas individualmente nas gaiolas e divididas aleatoriamente em 2 grupos 

experimentais (n = 10/grupo): Grupo Ctrl (veículo: óleo de milho, 2 mL/kg/dia por gavagem); 

Grupo ED Mix (32,11 mg/kg/dia da mistura de DE diluídos em óleo de milho (2 mL/kg/dia) 

por gavagem). Os animais do grupo ED Mix receberam uma mistura de DE desenvolvida por 

Kristensen et al. (2012) e reproduzida por Boberg et al. 17, Isling et al. 18, Johansson et al. 19, 

Mandrup et al.20.  

A mistura de DE sofreu adaptação em relação à original, com remoção do paracetamol 

da sua composição, em virtude do potencial hepatotóxico que esta droga possui.  

As ratas prenhes ou lactentes receberam o tratamento do DG7 até o dia pós-natal 21 

(DPN21), sempre no mesmo período (8h – 10h). As ratas prenhes ou lactentes foram mantidas 

em gaiolas individuais e pesadas em dias alternados para permitir o cálculo do volume da 

mistura de DE a ser administrado e a investigação de sinais clínicos de toxicidade.  
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Após o nascimento, o número de filhotes por ninhada foi reduzido para 8 (proporção 

entre machos e fêmeas de 1:1 sempre que possível), e ninhadas com número de filhotes inferior 

a sete não foram utilizadas no estudo.  

No DPN22 foi feito o desmame dos filhotes machos, totalizando 8 animais no grupo 

controle (Ctrl) e 9 animais no grupo tratado (ED Mix), sendo cada animal provenientes de proles 

diferentes. Os animais foram mantidos até os 440 dias de idade recebendo água e ração ad 

libitum, quando foram eutanasiados por aplicação intramuscular dos anestésicos cetamina e 

xilazina, seguido de exsanguinação. Os rins esquerdos e direito foram removidos, pesados e 

utilizados para as análises histológicas. 

Figura 1- Representação esquemática do delineamento experimental. As linhas referem-se ao 
período de exposição das ratas prenhas (GD07 a PND21) com a mistura de 12 DE. As linhas 
verdes representam a gavagem para o grupo exposto apenas ao óleo de milho e linhas azuis para 
a exposição à mistura de DE. Período da eutanásia (seta vermelha – PDN440). GD (Gestational 

Day); PND (Postnatal Day). 
 

2.4 Índice Organo-Somático 

 

  O peso dos ratos foi registrado logo após a aplicação intramuscular do anestésicos, 

seguido pela eutanásia. O peso de cada rim foi registrado e o coeficiente do órgão foi calculado 

como peso do órgão/peso corpóreo x 100%. 
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2.5 Análise da estrutura renal  

 

Os fragmentos do rim foram fixados por imersão em metacarn (6 metanol: 3 

clorofórmio: 1 ácido acético) e mantidos em álcool 70%. Com isso, posteriormente o material 

foi desidratado em soluções crescentes de etanol, clarificado em xilol e incluído em paraplast 

(Oxford Labware, St. Louis, MO, USA). Os fragmentos incluídos em paraplast foram 

seccionados com 4μm de espessura em micrótomo rotativo e submetidos às seguintes 

colorações:  

1. Ácido Periódico de Schiff (PAS): análise histopatológica de ordem geral. 

2. Hematoxilina - Eosina (HE): análise da dimensão fractal, análise kariométrica, 

análise de volume glomerular, análise de perímetro nuclear e fator de alongamento.  

3. Picrossírius: análise das fibras de colágeno. 

 

2.5.1 Análise Histopatológica  

 

A análise histopatológica foi realizada de forma cega por observador experiente usando 

um microscópio óptico padrão (NIKON Labohot, Japão). Os parâmetros avaliados no rim 

foram: congestão, vacuolização citoplasmática, infiltrado inflamatório, hemorragia, 

vacuolização nuclear, fusão tubular e necrose. Cada avaliação para cada animal foi pontuada 

entre 0-3 (0: sem alteração, 1: leve, 2: moderada, 3: grave). O escore máximo para cada amostra 

foi 21 e o escore mínimo foi 0. Para cada rim de cada animal, somaram-se os escores dos 

diferentes parâmetros e determinou-se o escore histopatológico médio do órgão 21. 

 

2.5.2 Análise Kariométrica  

 

A análise kariométrica foi realizada em secções histológicas coradas com H.E de 10 

animais/grupo, sendo fotografado 4 campos histológicos/secção, aumento de 100x e realizada 

a medição de 5 regiões nucleares/fotografia aleatórias. Áreas de seção transversal nuclear (μm2) 

e perímetros (μm) foram determinados para núcleos de 200 células secretoras epiteliais para 

obter o parâmetro do fator de forma [=4π.área nuclear/(perímetro nuclear)2]. O parâmetro do 

fator de forma mede arredondamento e valores indicam a forma do núcleo, variando de 0 a 1, 

onde 1 representa uma forma perfeitamente circular.  
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2.5.3 Análise Fractal  

 

Foram analisadas secções histológicas, coradas com HE, de 10 animais/grupo, sendo 

fotografadas (10 campos histológicos/secção, aumento de 40x), binarizadas para leitura e a 

dimensão fractal. Para análise fractal foi utilizado como ferramenta 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, 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 análises foram guiadas na relação entre a resolução e a escala avaliada, e o resultado 

foi 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 ficando sempre entre 

0 e 2, não distinguindo texturas diferentes. 

 

2.5.4 Análise do Volume Glomerular 

 

Foram selecionados pelo menos cem glomérulos para cada grupo. Os diâmetros menor 

e maior para cada glomérulo foram medidos usando o software Image J (National Institute of 

Health, EUA). O volume glomerular foi calculado pela seguinte fórmula: 4Π(d(G)/23 /3, onde 

d(G) representa a média aritmética dos diâmetros maior e menor 22. 

 

2.5.5 Análise Perímetro Nuclear e Fator de Alongamento 

 

Foi realizada em secções histológicas coradas com H.E de 10 animais/grupo, sendo 

fotografados 4 campos histológicos/secção, aumento de 100x e realizada a medição de 5 regiões 

nucleares/secção histológica. Para cada núcleo foi avaliado o perímetro (μm) e o fator de 

alongamento (diâmetro menor/diâmetro maior). Para o fator de alongamento valores = 1 estão 

associados a núcleos circulares e valores menores que 1 indicam uma forma mais alongada.  
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2.5.6 Quantificação dos Colágenos tipo I e tipo III 

 

Foram analisadas secções histológicas, coradas com Picrossirius, de 10 animais/grupo, 

sendo fotografados 10 campos histológicos/secção em aumento de 40x. As lâminas foram 

analisadas utilizando luz polarizada, que diferencia os tipos de colágeno através da intensidade 

das fibras birrefringentes. Mais especificamente, a coloração avermelhada representa o 

colágeno tipo I e a cor esverdeada refere-se ao colágeno tipo III  23,24. Usando a ferramenta RGB 

measure do Image J, as fibras de colágeno foram diferenciadas e quantificadas (Image J, 2004). 

 

2.6 Análise Estatística  

 

Os resultados obtidos nas análises foram testados estatisticamente pelo teste de 

normalidade de Shapiro-Wilk, onde constatou-se que os dados biométricos (índice organo-

somático e peso absoluto do rim), análise de volume glomerular, análise de fator de 

alongamento (glomérulo), análise fractal por HE (córtex, medula e glomérulo), análise 

histopatológica e análise fractal por picrossírius (córtex) eram paramétricos. Posteriormente, 

foi aplicado o teste T-student para averiguação da significância entre os grupos através do 

software Prism 5.0 (GraphPad) (significância com valor de p < 0,05). Já a análise de perímetro 

nuclear, análise de fator de alongamento (córtex e medula), análise de quantificação de colágeno 

tipo I e III (córtex, glomérulo e medula), análise fractal por picrossírius (glomérulo e medula) 

não obtiveram distribuição normal, sendo aplicado o teste não paramétrico de Mann-Whitney 

(significância com valor de p < 0,05).  

 

3. RESULTADOS  
 

Na avaliação do índice organo-somático foi verificado que a mistura de DE não alterou 

o e o peso absoluto do rim quando comparado ao grupo Ctrl (Tabela 2). 

 
Tabela 2- Dados biométricos da prole de ratos expostos durante a gestação, lactação a uma 
mistura de DE baseada na exposição humana.  
Parameters Ctrl ED MIX 
Organosomatic Indices 0.3646 ± 0.061               0.3518 ± 0.056 
Absolute Kidney Weight (g)                               1.983 ± 0.288                1.711 ± 0.429                                  

  
Os resultados são expressos em média ± DP. p < 0,05 em relação ao grupo Ctrl. 
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A análise histopatológica abordou parâmetros incluindo vacuolização citoplasmática, 

necrose, congestão, hemorragia, vacuolização nuclear, infiltrado inflamatório e fusão tubular. 

Após a análise e pontuação desses parâmetros observou-se que o grupo exposto à mistura de 

DE apresentou uma tendência biológica (p = 0.0687) para um maior número de alterações 

histopatológicas (Tabela 3 e Figura 2). Entre as alterações mais prevalentes no grupo ED Mix 

destacam-se necrose (Figura 2, círculo) e fusão tubular (Figura 2, círculo tracejado) (66,6% no 

grupo ED Mix vs 12,5% no grupo Ctrl) (Tabela 3). 

 

Tabela 3- Escore histopatológico de ratos expostos à mistura de DE na gestação e lactação. 
 

 
 

MIX  Ctrl DE 
Number of Animals Examined  08 09 
Parameters    
Cytoplasmic Vacuolization 7/8 9/9 
Necrosis 1/8 6/9 
Congestion 6/8 9/9 
Hemorrhage 0/8 0/9 
Nuclear Vacuolization 4/8 7/9 
Inflammatory Infiltrates 8/8 9/9 
Tubular Fusion 1/8 6/9 
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Figura 2- Cortes histológicos e escore histopatológico no rim de ratos expostos a uma mistura 
de DE durante a gestação e lactação. Detalhes das lesões renais identificadas nos grupos 
experimentais: (A) necrose (círculo), (B) fusão tubular (círculo tracejado), (C) congestão 
venosa (asterisco) e infiltrado inflamatório (ponta de seta), (D) infiltrado inflamatório (ponta 
de seta), (E) vacuolização citoplasmática (quadrado), (F) congestão venosa (asterisco) e 
infiltrado inflamatório (ponta de seta). (n = 10/grupo). Aumento de 40X. Coloração: PAS. (G) 
Representação gráfica das médias dos escores histopatológicos. Os resultados foram expressos 
como mediana [intervalo interquartil], Teste de Mann-Whitney. 
 

A figura 3 evidencia que a exposição à mistura de DE modificou o fenótipo nuclear das 

células renais e estas alterações foram dependentes do compartimento analisado.  
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Figura 3- Cortes histológicos de diferentes compartimentos renais (córtex, glomérulo e 
medula). As regiões corticais e medulares no grupo ED Mix apresentaram núcleos mais 
arredondados (H, L, setas) enquanto no grupo Ctrl eram mais elípticos (B, F, setas). Ampliação 
de 40X (A, E, G, K). Ampliação de 100X (B, C, D, F, H, I, J, L) (10 animais/grupo). Coloração: 
HE.  

 

A análise kariométrica indicou que a mistura de DE foi responsável por aumentar o fator 

forma do núcleo das células córtex (p < 0,0001) e medula (p = 0,0107), indicando núcleos mais 

arredondados (Figura 3, setas; Figura 4A e C). A análise do perímetro nuclear corrobora com 

estes resultados, indicando a presença de núcleos maiores nas células corticais (p < 0,0001) e 

medulares (p = 0,0032) dos animais expostos à mistura de DE (Figura 4D e F). Em 

contrapartida, o fator de alongamento não mostrou diferença entre os grupos em nenhuma das 

análises (figura 4J, K e L). 

Além das alterações no formato nuclear, o padrão de distribuição celular também foi 

alterado. A análise fractal apontou diferença entre os grupos experimentais, mostrando no grupo 

ED Mix redução da dimensão fractal nas células glomerulares (p < 0,0001) e aumento nas 

células medulares (p = 0,0018) (Figura 4H e I). 

Os glomérulos também apresentaram alteração em seu volume, como indicado na figura 

5, onde pode ser observado redução nos animais exposto à mistura de DE (p = 0,0256). 
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Figura 4- Representação gráfica da análise kariométrica (A, B, C), perímetro nuclear (D, E, F), 
análise fractal (G, H, I), fator de alongamento (J, K, L). Resultados expressos como média ± 
DP (G, H, I, K, teste t-student) ou mediana [intervalo interquartil] (A, B, C, D, E, F, J, L, teste 
de Mann-Whitney). *p < 0,05 comparado ao grupo Ctrl. (10 animais/grupo). 

 
 
 
 

 
Figura 5- Cortes histológicos de glomérulos de ratos expostos durante a gestação e lactação, a 
uma mistura de doze DEs. Características morfológicas do glomérulo nos grupos Ctrl (A) e ED 
Mix (B). Os gráficos representam a quantificação do volume glomerular (C) e da área do espaço 
da capsula de Bowman (D). Resultados expressos em média ± DP (10 animais/grupo). 
Ampliação 100x. Coloração: HE. *p <0,05 comparado ao grupo Ctrl. 

 
Com relação ao estroma renal, a exposição à mistura de DE foi capaz de alterar a 

quantidade e a distribuição das fibras de colágeno (Figura 6, setas brancas) de maneira 

compartimento-dependente. Verificou-se aumento na proporção de fibras de colágeno tipo I e 
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tipo III no córtex e na medula (p < 0,0001) (Figura 6M, O, P e R) e redução no glomérulo (p < 

0,0001) (Figura 6N e Q), o que corrobora com a diminuição do volume glomerular verificado 

nos animais expostos à mistura de DE. Além disso, o padrão de distribuição das fibras de 

colágeno também foi alterado (p < 0,0001) (Figura 6S, T e U), mostrando que a mistura de DE 

impacta também na remodelação do estroma renal. 
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Figura 6- Cortes histológicos de rim de rato expostos durante a gestação e lactação a uma 
mistura de doze DEs. Características morfológicas do estroma renal em Ctrl (A e B - Córtex, E 
e F - Glomérulo, I e J - Medula) e ED Mix (C e D - Córtex, G e H - Glomérulo, K e L - Medula). 
Os gráficos representam a quantificação de colágeno tipo I (M, N, O), colágeno tipo III (P, Q, 
R) e dimensão fractal (S, T, U). Em M, N, O, P, Q, R, T, U, os resultados são expressos como 
mediana [intervalo interquartil], Teste de Mann-Whitney. Em S os resultados são expressos 
como média ± DP, Teste T-Student. (10 animais/grupo). Ampliação 100x. Coloração: 
Picrosirius. *p <0,05 comparado ao grupo Ctrl. 
 
 
4. DISCUSSÃO 

 

Nas últimas três décadas assistiu-se ao surgimento de evidências que demonstram a 

importância do meio ambiente durante o início da vida para o surgimento doenças crônicas 

durante o envelhecimento e nas gerações futuras 15. O modelo das origens do desenvolvimento 

da patogênese da doença é apoiado por evidências biológicas de experimentos com animais. 

Estes demonstraram que a alteração da dieta materna durante a gravidez pode modificar os 

processos fisiológicos da prole e que essas modificações são duradouras  25. 

Estudos em animais experimentais deixaram claro que os efeitos da nutrição no início 

da vida a longo prazo atuam através de alterações no desenvolvimento de órgãos e tecidos como 

pâncreas, fígado, rins, músculo esquelético e tecido adiposo. Assim como estudos pioneiros do 

tema realizado em Hertfordshire no Reino Unido para explorar a associação do início da vida 

com doenças crônicas na idade adulta 26 e os estudos com modelos animais revisados por 

Bertram & Hanson 25 , o presente estudo mostrou significativas alterações na estrutura renal de 

ratos idosos apenas com a exposição materna durante o período de gestação e lactação. 

O impacto dos produtos químicos ambientais na saúde pública e no bem-estar clínico é 

reconhecido há muito tempo. O fígado é considerado o principal órgão alvo para a maioria dos 

produtos químicos implicados na indução de efeitos tóxicos após a exposição ambiental. No 

entanto, dados emergentes e também o presente estudo sugerem que o rim é também um local 

importante de lesão após exposição a produtos químicos, embora permaneçam lacunas 

substanciais relativas aos efeitos específicos sobre a função renal 2. 

O desenvolvimento renal em humanos ocorre no útero entre o 5º e 36ª semana. Assim, 

no final da gestação, a nefrogênese é completa, e a arquitetura renal básica, incluindo vascular, 

redes neurais e hormonais são estabelecidas. Tal como acontece com os humanos, no entanto, 

a maturação do rim em animais continua durante o desmame e início do pós-desmame períodos 
7. Visto o longo período de desenvolvimento renal, é factível que o rim seja sensível à efeitos 

adversos intrauterinos e neonatais, como demonstrado no estudo.  
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Kett e Denton7 usa o termo programação renal para descrever as uma série de agravos 

que o rim pode sofrer durante seu desenvolvimento. As consequências dessa programação 

podem se manifestar grosseiramente como redução do tamanho do rim ou mais sutilmente, 

como alterações atividade do sistema renina-angiotensina-aldosterona renal. O presente estudo 

não mostrou alteração no peso renal entre os grupos; apesar deste resultado discrepante, outros 

autores demonstraram que a programação do rim pode ocorrer na ausência quaisquer efeitos 

sobre o peso ao nascer 27,28. 

O estudo de Sangai et al. 29, ao avaliar o rim de ratos expostos ao BPA por 30 dias, 

identificaram alterações degenerativas, aumento da vacuolização, desorganização do glomérulo 

e aumento do espaço entre o glomérulo e a parede da cápsula. Nosso estudo usou um score para 

avaliar em conjunto as alterações histológicas, e foi verificado uma tendência biológica, com 

maior predisposição a lesões, como necrose e fusão tubular, no grupo exposto à mistura de DE.  

A vacuolização citoplasmática, apesar de um processo na maior parte das vezes 

reversível, pode ser causada por exposição a uma série de produtos químicos e precede a 

elevação da creatinina 30, um importante marcador de função renal. Outro achados importantes 

no grupo ED Mix é a presença de congestão venosa, necrose e fusão tubular, alterações que 

denotam possível dano tubular e tentativa de regeneração no grupo exposto aos DE. Kata et al. 
31 avaliaram a histologia renal em ratos expostos ao pesticida Malation por seis dias e 

observaram inflamação de diversos tecidos, incluindo o rim, no qual foi observado, assim como 

em nosso estudo, congestão de vasos sanguíneos, gerando falta de fornecimento normal de 

oxigênio e necrose nas regiões adjacentes.   

A análise kariométrica, ou seja, a quantificação de características nucleares das células 

em microscopia óptica, tem sido aplicada com sucesso na classificação de vários tipos de 

câncer32. Tosi et al. 33 encontraram uma correlação positiva entre o resultado morfométrico e a 

sobrevida em pacientes com neoplasia renal em estágio inicial. Tal estudo demonstrou que 

pacientes com núcleos das células tumorais renais mais circulares apresentaram maior taxa de 

sobrevida em cinco anos. Nosso estudo evidenciou um aumento no fator forma nuclear do 

córtex e da medula, indicando que os núcleos das células epiteliais dessas regiões estavam mais 

arredondados nos ratos expostos à mistura de DE. Em contrapartida, o perímetro nuclear estava 

maior no córtex e na medula, sendo este um fator prognóstico negativo em células tumorais 

renais. Este preditor é baseado na suposição que um grande núcleo é uma manifestação 

morfológica de conteúdo anômalo de DNA 34,35. Esses resultados discordantes talvez possa ser 

explicado pela ausência de processo tumorais estabelecidos na células de nosso estudo. Além 
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disso, o valor desta análise em células benignas e suas correlações clínicas ainda carecem de 

estudos na literatura.  

A análise fractal é uma ferramenta poderosa na compreensão de estruturas complexas, 

como as encontradas em sistemas biológicos, incluindo células. Pode ser usada para quantificar 

a organização espacial e a complexidade das estruturas teciduais36. Nas células renais esta 

análise pode ser aplicado de várias maneiras, como na morfologia celular, estrutura tubular e 

microcirculação renal. Li et al.37 avaliaram a análise fractal em pacientes com hipertensão 

arterial e sugerem que a diminuição na complexidade fractal está associado a progressão da 

doença renal crônica. Na mesma linha de raciocínio Wang et al. 38 utilizaram a aplicação da 

geometria fractal como forma de avaliação precoce a danos renais relacionados com diabetes. 

Em nosso estudo a análise fractal apresentou-se alterada no glomérulo e medula do grupo ED 

Mix, mostrando que a exposição perinatal aos desreguladores endócrinos pode alterar a 

estrutura renal e homogeneidade celular. 

O grupo exposto durante a gestação e lactação aos desreguladores endócrinos 

apresentou significativa redução de volume glomerular. Corroborando com este resultado, 

Moraes et al. 39, ao exporem ratos a fumaça de cerca de 40 cigarros/dia por 28 dias, observaram 

que o grupo exposto apresentou menor volume glomerular, o que clinicamente refletiu em 

menor volume urinário e aumento de níveis de glicemia e creatinina sérica, impactando na 

homeostasia renal  

A fibrose renal é caracterizada pela deposição patológica de colágeno, sendo que os 

tipos de colágeno I e III são os principais componentes deste acúmulo. Baues et al. 40 e Stanchev 

et al. 41  evidenciaram que o colágeno tipo I é uma proteína intersticial típica, sendo assim, a 

fibrose renal é caracterizada pelo aumento expressivo deste tipo de proteína. Nosso estudo 

constatou alteração na distribuição de fibras colágenos nos três compartimentos renais 

avaliados, além de aumento de depósito de colágeno tipo I e III no cortex e medula e redução 

no glomérulo no grupo exposto aos desreguladores endócrinos. Tais dados possuem uma 

relevância clínica significativa, pois a fibrose é um achado comum nas doenças renais crônicas, 

independente da etiologia 40,42.  

Os resultados das análises do colágeno vem em concordância com outros estudos como 

de Zhu et al. 43, que expos ratas prenhas ao DBP durante a gestação e observou na prole adulta 

aumento da displasia e fibrose renal e também com o estudo de Priego et al. 44 que analisou os 

efeitos da exposição por 5 semanas de BPA em ratos nefrectomizados, levando a infiltração 

inflamatória, lesão tubular e fibrose renal. Ambos os estudos podem explicar os efeitos devido 
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aumento de genes pró-inflamatórios e aumento significativo do estresse oxidativo, reforçando 

os efeitos deletérios dos tóxicos ambientais e seus efeitos profibróticos. 

 

5. CONCLUSÃO 

A partir dos resultados obtidos no presente estudo, podemos concluir que a mistura de 

DE foi capaz de alterar o fenótipo nuclear nos diferentes compartimentos renais, além de 

promover aumento das fibras de colágeno, estimulando a fibrose renal. Tais alterações foram 

verificadas em animais idosos, mostrando o potencial da exposição perinatal a DE em alterar o 

microambiente tecidual renal no envelhecimento. Esses resultados destacam a necessidade 

contínua de pesquisas para elucidar os mecanismos subjacentes e as consequências a longo 

prazo dessa exposição, bem como a importância de medidas preventivas para proteger a saúde 

renal e geral durante os estágios críticos do desenvolvimento. 
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