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Resumo: A Organizagio de Cooperagio e Desenvolvimento Econémico (OECD) criou um grupo de trabalho

para validar os métodos-teste para detecgio de disruptores enddcrinos. Esta breve revisio descreve o ensaio iz vivo

recomendado pela OECD para detecgao de substincias com efeito estrogénico.
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INTRODUCAO

Nos dltimos anos evidenciou-se que muitos produ-
tos quimicos, presentes no meio ambiente, podem inter-
ferir com as a¢des fisioldgicas dos hormonios endégenos.
Estas substincias podem imitar, antagonizar, ou interferir
com horménios endégenos e, por isso, foram chamados
de disruptores endécrinos (DARBRE, 2006b).

Os disruptores enddcrinos, que além de serem encon-
trados no meio ambiente, podem também ser provenientes
de produtos sintéticos, atuam, principalmente, no genoma
celular como agonistas ou antagonistas dos receptores de
esterdides. Comeste mecanismo deagio podem causara pro-

dugio de hormoénios ou até mesmo o bloqueio do processo
de sintese hormonal e, com isso, provocar interferéncia nas
fungdes sistémicas do organismo (WARING e HARRIS,
2005; TABB e BLUMBERG, 2006).

Dentre os efeitos causados pela alteragao hormo-
nal, os disruptores enddcrinos podem alterar a fungio
reprodutiva e causar feminizacio por ligacio a recepto-
res de estrogénio ou androgénio (WARING e HARRIS,
2005; TABB e BLUMBERG, 2006) bem como inter-
ferir com o crescimento mamdrio, a lacta¢io e predis-
por a doengas uterinas como fibroses e endometriose
(MCLACHLAN et al., 2006). Podem ainda ligar-se a

receptores tireoidianos e desregular o sistema neuroen-
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décrino (WARING e HARRIS, 2005; WHITEHEAD
e RICE, 2006). Além disso, evidéncias sugerem uma
possivel correlagio entre a utilizagao de produtos cos-
méticos (DARBRE, 2006a) e fitoestrogénios com o au-
mento da incidéncia de cAncer de mama, caracterizando

a interferéncia causada pelos disruptores enddcrinos
(WUTTKE et al., 2003; DARBRE, 2006a).

Os disruptores endécrinos podem ainda possuir
outros mecanismos de a¢ao e, quando nio agem no ge-
noma, podem alterar a sintese enzimdtica de subpro-
dutos hormonais causando alteragio na fung¢io imune,
alteracao comportamental e da meméria (WARING e
HARRIS, 2005; WHITEHEAD e RICE, 2006).

Atualmente, os estudos concentram-se na avalia-
¢ao da interferéncia dos disruptores endécrinos durante
o periodo pré-natal e pds-natal inicial pois estas fases
de crescimento caracterizam-se pelo rdpido crescimen-
to e pela grande dependéncia de a¢oes hormonais. Per-
turbagdes no sistema enddcrino durante estes periodos
podem causar, tardiamente, alteragoes anatdmicas, fi-
siolégicas, comportamentais e até mesmo predispor
ao desenvolvimento de doencas (VANDENBERGH,
2004; DICKERSON e GORE, 2007). Durante o de-
senvolvimento intra-uterino podem determinar cresci-
mento intra-uterino restrito bem como alteracio na ma-
turagio do cérebro e das gonadas (SCHOETERS et al.,
2008). Tardiamente podem causar puberdade precoce e
aumento da incidéncia de cAnceres como o cincer vagi-

nal e o cancer de préstata (VANDENBERGH, 2004;
DICKERSON e GORE, 2007).

REGULAMENTACAO

Através da andlise dos resultados de estudos indican-
do interferéncia de substancias na satide humana, os érgaos
reguladores internacionais iniciaram esforgos para padro-
nizac¢io de métodos eficazes para a detecgao de substincias
potencialmente nocivas para a fisiologia hormonal.

Em 1998, na Europa, a Organizacio de Cooperagio e
Desenvolvimento Econémico (Organization for Economic
Co-operation and Development) (OECD) (ORGANIZA-
TION FOR ECONOMIC CO-OPERATION AND
DEVELOPMENT, 1998) e no mesmo ano, nos Estados
Unidos, a Agéncia de Protegio Ambiental (Environmental
Protection Agency) (EPA) iniciaram o desenvolvimento de
um novo protocolo para rastreio e teste de potenciais disrup-
tores endécrinos (COOK et al., 1997; FENNER-CRISPE,
1997; LUCIER, 1997; RHOMBERG, 1997).

Para o desenvolvimento de um novo protocolo,
a OECD, organizou um grupo de trabalho que
analisou as diversas metodologias para detecgiao de
disruptores enddcrinos e, dentre eles o teste iz vivo de
uterotropismo em ratos se mostrou bastante eficaz na
detec¢do de agonistas ou antagonistas do estrogénio.
Foram também realizados estudos multicéntricos para
validagio da técnica (KANNO et al., 2001; KANNO
et al., 2003a; b; OWENS et al., 2003; OWENS e
KOETER, 2003). Apés a divulgagio dos trabalhos e
discussao dos resultados, o grupo de estudo atualizou o
protocolo para rastreio de substincias com propriedades
estrogénicas (ORGANIZATION FOR ECONOMIC
CO-OPERATION AND DEVELOPMENT, 2007)

que serd sumarizado a seguir.

PROTOCOLO

PRINCIPIO DO METODO

O desenvolvimento do método consiste no fato de
que o utero responde a acio do estrogénio de duas ma-
neiras: em um momento inicial hi aumento no peso do
6rgao causado pelo actimulo de liquido sendo seguido pelo
aumento de peso uterino causado pelo crescimento tecidu-
al. Esta resposta uterina ao estrogénio ocorre de maneira
rdpida e vigorosa particularmente em roedores, sendo esse
o modelo animal utilizado para este tipo de estudo.

O estudo deve ser feito quando o eixo hipotdlamo-
hipéfise-ovério nio estd funcionante levando a circulagio
de baixos niveis de estrogénio endégeno. Isto garantird o
peso uterino baixo e um grande potencial de resposta do
Gtero se a substincia teste possuir efeito estrogénico.

MODELO ANIMAL

O modelo animal escolhido para o desenvolvimen-
to do experimento ¢ o roedor, sendo o rato o modelo
mais utilizado.

Para a avaliagdo da substincia sio utilizados ani-
mais com o eixo hipotdlamo-hipéfise-ovirio nao funcio-
nante sendo descritos dois modelos para este fim:

- Fémeas imaturas (apds o desmame e antes da pu-
berdade) e

- Fémeas adultas jovens ooforectomizadas (utiliza-
das apés decorrido algum tempo da cirurgia para se obter
a involugio uterina).

Os dois modelos sio vélidos, compardveis e com
reprodutibilidade semelhante. Os animais imaturos dife-
rem dos animais ooforectomizados por ainda nio terem
o eixo hipotdlamo-hipéfise-ovdrio funcionante, sendo as-
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sim, mais sensiveis na detec¢io das substincias, sendo o
modelo de escolha quando sio investigadas substincias
com menor potencial estrogénico.

ANIMAIS IMATUROS

Os animais imaturos deverdo receber a substincia
teste de modo que ao término da administragio das doses
nao ocorra o aumento fisioldgico dos estrogénios enddge-
nos, associado ao inicio da puberdade. Para isto, cada la-
boratério deverd analisar as caracteristicas de sua colonia,
determinando a data do inicio da puberdade, de forma a
definir a melhor data para o inicio do ensaio. O dia de
nascimento deve ser especificado e geralmente é consi-
derado como o dia zero de nascimento. O tltimo dia de
administracio deve ser preferencialmente no dia 21 de
vida podendo se estender até o dia 25 em alguns casos.

ANIMAIS OOFORECTOMIZADOS

A cirurgia de ooforectomia geralmente ¢ realizada
entre seis e oito semanas de idade. Apés a cirurgia, é ne-
cessdrio um intervalo minimo de 14 dias para o inicio da
administracdo das substincias, para garantir a completa
involucio uterina.

O procedimento cirtrgico deve ser realizado com
técnica asséptica e no pés-operatdrio deve ser utilizada
analgesia, seguindo as regras da ética e bem estar animal.

CONDICOES DE ALOJAMENTO E
MANUTENCAO DOS ANIMAIS

A temperatura da sala dos animais deverd ser de 22° +
3°C com umidade relativa do ar minima de 30% e maxima
70%. A iluminacio deveri ser artificial com o ciclo claro/
escuro de 12 horas. Agua e ragio deverio ser oferecidas 2
vontade. A ragdo deverd ser escolhida criteriosamente para
garantir que nio haja substincias com efeito estrogénico
— como alta concentragdo de alfafa e soja — e causar inter-
feréncia no estudo. Este cuidado também deve ser tomado
com os materiais utilizados como forragem da caixa.

Apé6s um periodo de aproximadamente cinco dias
de aclimatagio os animais sao divididos em grupos con-
trole e tratados. Os animais adultos deverao ser alojados
em caixas individuais ou em grupos de até trés animais.
Devido 2 idade, é recomendado que as fémeas imaturas
sejam alojadas em grupos.

GRUPOS EXPERIMENTAIS

Deverio ser realizados no minimo dois grupos ex-
perimentais que receberao doses diferentes da substancia

a ser testada além do grupo controle. Cada grupo deverd
conter no minimo seis animais. O peso dos animais nao
deverd variar mais do que 20% da média de peso corporal
do grupo e 0 a média de peso dos grupos nio podera ser
diferente estatisticamente.

ADMINISTRACAO DAS
SUBSTANCIAS

As substancias sdo administradas diariamente, no
mesmo hordrio, via oral ou via injegdo subcutinea por,
no minimo, trés dias consecutivos. Quando utilizados os
animais ooforectomizados, o tratamento poderd se esten-
der além de sete dias de acordo com a substincia analisada,
principalmente quando se tratar de um agonista fraco do
estrogénio. As doses escolhidas para o tratamento devem
ser tais que garantam a sobrevivéncia dos animais e nio
causem efeitos toxicos até o miximo de 1000mg/kg/dia
por animal. Quando administrado via oral ou subcutinea
(regido dorsal) o volume mdximo a ser administrado nio
deverd ultrapassar 5SmL/Kg de peso corporal, exceto nos
casos que utilizem solugio aquosa que deverd ser de no
mdximo 10mL/Kg de peso corporal.

Necropsia
Os animais s3o necropsiados 24 horas apds a admi-
nistra¢do da ultima dose da substancia teste.

VARIAVEIS ANALISADAS

- Observagao clinica: Deverio ser anotados os casos
em que houver mortes, ou qualquer tipo de morbidade
ou alteragdo da normalidade como lacrimejamento, pilo-
erecdo, mudanga de padrao respiratério;

- Peso corporal: Os animais deverdo ser pesados
diariamente a partir do primeiro dia de tratamento;

- Consumo de ragdo: poderd ser realizado através
do consumo de ragdo por caixa, dividindo-se o consu-
mo pelo peso dos animais da mesma caixa ou individu-
almente;

- Abertura vaginal: nos animais imaturos deverd ser
observada a presenga ou auséncia de abertura vaginal;

- Peso uterino: O ttero deve ser cuidadosamente
removido, sendo rapidamente dissecados o tecido gor-
duroso e conjuntivo, aderidos aos cornos e, nos animais
impuberes, também os ovérios e ovidutos. E importante
que o processo seja répido para evitar o ressecamento
do material. Nos animais ooforectomizados, se houver
restos de ovdrios, o utero deve ser descartado. A vagina
¢ separada do ttero logo abaixo da cérvice pois esta faz
parte do érgao;
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- O dtero deve ser pesado com e sem o seu conte-
tdo fluido;

- Anélise histopatolégica: Utero e vagina sio fixados
em formol 10%, processados histologicamente, corados
com Hematoxilina-Eosina e analisados sob microscépio.
Especificamente na vagina é observado o grau de querati-
nizagio e cornificagio.

ESTATISTICA

Os pesos médios uterinos dos grupos tratados sio
comparados com aqueles do grupo controle para verifica-
¢ao de aumento significativo utilizando nivel de signifi-
cancia de 5%. Um aumento estatisticamente significativo
no peso médio uterino do grupo tratado ¢ considerado
como uma resposta positiva.

CONCLUSAO

Em resumo, o método apresentado, segundo a
OECD tem sensibilidade suficiente para detectar disrup-
tores enddcrinos com efeito agonista estrogénico, permi-
tindo a predi¢io do risco do consumo humano.
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Abstract: The Organization for Economic Cooperation and
Development (OECD) has set up a task force to validate test
methods for the detection of endocrine disrupters. This brief
review describes the rodent in vivo assay recommended by
OECD for the detection of oestrogens.
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