Universidade Federal do Rio de Janeiro
Centro de Ciências da Saúde
Faculdade de Medicina
Programa de Pós-Graduação em Endocrinologia

 
 


Avaliação da expressão de proteínas da cascata da endotelina após exposição durante lactação ao DEHP








 
 
 

Cléo Ferreira Costa Ribeiro 

 





Projeto apresentado ao Programa de Pós-graduação em Endocrinologia da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Rio de Janeiro – UFRJ, como requisito para o Processo de Seleção do Doutorado.
 


Orientador: Prof. Dr. Clemilson Berto Junior
 




Rio de Janeiro
Junho 2025


Resumo
Desreguladores endócrinos (DE) são substâncias exógenas que interferem nos processos hormonais, incluem o Di(2-etilhexil)ftalato (DEHP), um plastificante amplamente utilizado em dispositivos médicos. O DEHP é metabolizado no organismo e tem sido relacionado a alterações metabólicas , mediadas pela ativação dos receptores nucleares PPARγ. A endotelina-1 (ET-1), é um potente peptídeo vasoconstritor, exercendo papel fundamental na regulação vascular e renal, e sua expressão tem sido evidenciada como modulada pela exposição ao DEHP, possivelmente via estresse oxidativo e disfunção de receptores nucleares. Este estudo tem como objetivo investigar a influência da exposição perinatal ao DEHP sobre a expressão da endotelina e a função hepática em ratos Wistar. Durante o período de lactação, as ratas foram expostas a diferentes doses de DEHP, e os filhotes serão avaliados em distintos momentos pós-natais. Serão realizados exames moleculares, incluindo PCR em tempo real e Western blot, para quantificação dos genes e proteínas relacionados à via da endotelina (Edn1, Ece1, Ece2, Ednra, Ednrb), com normalização pelos genes controle Gapdh e Actb. Os dados serão analisados estatisticamente para verificar diferenças significativas entre os grupos.
Palavras chave: Endotelina-1; DEHP; disruptor endócrino; modulação
Abstract
Endocrine disruptors (EDs) are exogenous substances that interfere with hormonal processes and include Di(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP), a plasticizer widely used in medical devices. DEHP is metabolized in the body and has been associated with metabolic alterations mediated by the activation of nuclear receptors, particularly PPARγ. Endothelin-1 (ET-1) is a potent vasoconstrictor peptide that plays a fundamental role in vascular and renal regulation, and its expression has been shown to be modulated by DEHP exposure, possibly through oxidative stress and nuclear receptor dysfunction. This study aims to investigate the influence of perinatal DEHP exposure on endothelin expression and liver function in Wistar rats. During the lactation period, dams were exposed to different doses of DEHP, and the offspring will be evaluated at various postnatal time points (PN21, PN90, and PN180). Molecular analyses, including real-time PCR and Western blot, will be performed to quantify genes and proteins related to the endothelin pathway (Edn1, Ece1, Ece2, Ednra, Ednrb), with normalization using the housekeeping genes Gapdh and Actb. Data will be statistically analyzed to assess significant differences between groups.
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1.Introdução	Comment by Clemilson Junior: Precisa rever todas as referências. Só tem algumas no final. ISSO É MUITO IMPORTANTE.

1.1 Desreguladores endócrinos.

Os Desreguladores Endócrinos (DE) são substâncias exógenas que interferem nos processos de síntese, secreção, transporte, ligação, ação ou eliminação de hormônios endógenos, os quais são fundamentais para a regulação das funções biológicas, incluindo a manutenção da homeostase, reprodução, desenvolvimento e comportamento dos organismos. Esses compostos apresentam grande diversidade estrutural e podem ser de origem natural, produzidos pelo próprio organismo, ou sintetizados artificialmente (BARROS, et al, 2019).

Embora alguns desreguladores sejam naturais, a maioria é de origem sintética, possuindo diferentes fontes, estruturas e aplicações. De modo geral, apresentam alta estabilidade e baixa reatividade química, características que favoreceram seu uso em larga escala e com ampla liberdade. Em muitos casos, esses compostos não demonstraram efeitos tóxicos significativos nos testes convencionais, o que, aliado à falta de suspeitas sobre sua ampla disseminação, resultou na ausência de medidas específicas para proteção da saúde humana e animal (AVELO, SOJO E COTE, 2016).
Os desreguladores endócrinos são substâncias similares aos hormônios, possuindo ação endócrina, são exógenos, e inclusive o DEHP é um dos mais comuns desreguladores aos quais o ser humano está exposto (SORIANO ET AL, 2023).

1.2 DEHP	Comment by Clemilson Junior: Ainda há pouca informação sobre as ações do dehp no fígado e sua relação com disfunções hormonais...	Comment by Clemilson Junior: Aqui vc mencionou o metabolismo mas não das ações do DEHP. O que ele faz no organismo? Já existe algo demonstrado? E qual a relação dele com a função do fígado? E do coração? Aqui vc também precisa falar sobre os efeitos transgeracionais do DEHP
O Di(2-etilhexil)ftalato (DEHP) é um plastificante que está presente em diversos materiais médicos, tais como bolsas para transfusão de sangue, material para hemodiálise e alimentação parenteral, o que coloca os pacientes em contato com esses plastificantes (INOUE ET AL, 2005). Diversos trabalhos indicam que os plastificantes são suscetíveis ao deslocamento da embalagem plástica para o meio em contato. Por possuir alta lipossolubilidade, o DEHP pode facilmente migrar da embalagem e entrar em contato com o organismo humano, o que pode possibilitar interações adversas à saúde (MONTEIRO, GOTARDO, 2005). O fato de esses plastificantes serem suscetíveis à migração da embalagem para o produto em contato, devido à sua característica de lipossolubilidade, juntamente com a fácil absorção desse composto orgânico pelo organismo humano, tem gerado preocupação e incentivado a pesquisa sobre o tema (SCHIAVETTO, CRISCI, MALFARÁ, 2016).	Comment by Clemilson Junior: O ponto final vem sempre depois da referencia. Corrigir em todo o texto.
Os dispositivos médicos que possuem PVC contêm aproximadamente 10 a 40% de DEHP, a porcentagem encontrada no meio em contato com a bolsa pode variar de acordo com diferenças na maneira de estocar e guardar os produtos (INOUE, K.; KAWAGUCHI, M.; YAMANAKA, R., 2005).
Conforme visto na figura 1, o DEHP é metabolizado de maneira extensiva no organismo, a princípio havendo a clivagem do DEHP em MEHP, que é posteriormente metabolizado por diferentes processos de oxidação no organismo (KOCH, PREUSS, E ANGERER, 2006).
A exposição ao DEHP tem sido associada a alterações metabólicas importantes, incluindo obesidade, diabetes mellitus e acúmulo de adipócitos, efeitos mediados em grande parte pela ativação dos receptores nucleares PPARs, especialmente o PPARγ. No fígado, essa modulação contribui para a diferenciação celular e acúmulo lipídico, favorecendo o desenvolvimento de esteatose hepática e potencialmente de doença hepática gordurosa não alcoólica (NAFLD). Estudos histológicos demonstram que, embora a arquitetura hepática permaneça preservada após exposição ao DEHP, há um aumento significativo na presença de pequenas gotículas lipídicas nos hepatócitos principalmente nos grupos expostos precocemente ou ao longo da vida, indicando um acúmulo lipídico subclínico que pode evoluir para disfunção hepática (AN et al., 2021).
Por outro lado, a exposição ao di(2-etilhexil)ftalato (DEHP) induziu alterações hepáticas variadas, que dependem da espécie animal estudada. De maneira geral, os ftalatos administrados por via oral ou intraperitoneal provocaram hepatomegalia, que regrediu para valores normais após a interrupção da exposição. A análise histopatológica dos fígados hipertrofiados revelou vacuolização lipídica, congestão, turvação citoplasmática e degeneração gordurosa acentuada, evidenciando o dano hepático associado à exposição ao DEHP (SETH, 1982).

[image: https://lh7-rt.googleusercontent.com/docsz/AD_4nXdvj_7yOjBmhX5Ix2PBc9o9qBm5paq9FDV15opvIPo0euwRGvIzfDFn5OLrFBjqTLWLRFWe8K7pnLKW7axdXrfVX5Irks5TromH0rdODFow6d1o2FNXcapAJGdzOO0fvY_qBvmgEA?key=pgtIVa1ORvTK4dKFV4DEC5Vo]

Figura 1. O metabolismo do DEHP (KOCH, PREUSS, E ANGERER, 2006).	Comment by Clemilson Junior: Toda figura que aparece no manuscrito deve ser apontada no texto (por exemplo, conforme visto na figura x...)


                   1.3 Endotelina	Comment by Clemilson Junior: Ao final dessa sessão, preciso que vc escreva o que já há na literatura sobre DEHP modulando a função hepática e endotelina ao mesmo tempo ou separadamente....

A endotelina 1 (ET-1) é um peptídeo, com função de promover a vasoconstrição, que é produzido e liberado pelas células presentes que revestem o endotélio, a princípio como peptídeo inativo, e, através da ação de algumas enzimas conversoras, ela é convertida em um peptídeo completamente funcional, tendo seus efeitos mediados através da ligação aos receptores ETA e ETB (COSTA, 2018). Existem 3 isoformas da endotelina, sendo elas ET-1, ET-2, ET3, que pouco se diferenciam, estas sendo compostas por 21 aminoácidos, com 4 resíduos de cisteína, e possuindo duas pontes dissulfeto, que são essenciais, tanto para sua ligação aos receptores, quanto para preservar sua função biológica. (VALDEZ, 2013). Estudos iniciais com preparações teciduais farmacológicas, como aorta de rato e artéria pulmonar de coelho, revelaram diferenças na classificação de afinidade para as três isoformas endógenas de ET, sugerindo a existência de dois subtipos de receptores. No ano seguinte, foram identificados dois receptores acoplados à proteína G (GPCRs): o ETA (Arai et al., 1990), no qual ET-1 e ET-2 demonstraram maior potência em comparação com ET-3 (ET-1 = ET-2 > ET-3), e o ETB, onde as três isoformas apresentaram eficácia equivalente (ET-1 = ET-2 = ET-3) (DAVENPORT, ET AL, 2016)
Em indivíduos saudáveis, a ET-1 eleva a pressão arterial média, diminui a frequência cardíaca, o débito cardíaco e o volume sistólico, além de promover vasoconstrição intensa e prolongada na vasculatura pulmonar, renal, esplâncnica, miocárdica e no músculo esquelético. Haynes e Webb no ano de 1995 evidenciaram que o antagonista seletivo do receptor ETA, o BQ123, provoca aumentos no fluxo sanguíneo do antebraço em homens saudáveis. O bloqueio do receptor ETB pode, isoladamente ou em conjunto com o antagonismo do receptor ETA, gerar vasoconstrição local em jovens saudáveis. Esses achados indicam que a ET-1 endógena desempenha um papel fisiológico importante na regulação do tônus vascular. (BOHM, PERNOW, 2007)	Comment by Clemilson Junior: Faltou essa referencia ao final do parágrafo
A resposta induzida pela endotelina pode ser dividida em dois grandes grupos, conforme a intensidade da potência farmacológica dos três isopetídeos. O primeiro grupo de respostas abrange vasoconstrição, broncoconstrição, contração do músculo liso uterino e secreção de aldosterona. Neste grupo, os isopeptídeos ET-1 e ET-2 apresentam maior potência, sendo mais eficazes que o ET-3. O segundo grupo envolve vasorrelaxamento e inibição da agregação plaquetária dependente da endotelina, onde os três isopeptídeos possuem potência similar. (LIPP ET AL, 2005).

O ET-1 também é produzido por células do sistema nervoso central (neurônios, astrócitos), células endometriais e hepatócitos. A ET-2 é sintetizada principalmente no intestino e nos rins, e em menores quantidades no miocárdio, na placenta e no útero. A ET-3 foi encontrada em altas concentrações no cérebro, além de ser detectada ao longo de todo o trato gastrointestinal, nos pulmões e nos rins.  (LIPP ET AL, 2005).

2. Justificativa

Estudos demonstram que a exposição ao DEHP em modelos experimentais resulta em um aumento significativo na expressão gênica da endotelina-1 , alteração essa que está associada à ativação do sistema renina-angiotensina. Essa modulação sugere que o DEHP pode contribuir para disfunções orgânicas por meio da interferência em mecanismos relacionados à regulação da pressão arterial. No fígado, essa elevação da ET-1 pode intensificar processos inflamatórios e fibrogênicos, uma vez que a endotelina atua como potente agente vasoconstritor e modulador da proliferação celular, promovendo estresse oxidativo, lesão celular e alterações estruturais hepáticas. Dessa forma, a exposição ao DEHP não apenas provoca alterações histopatológicas, como vacuolização lipídica e degeneração gordurosa, mas também pode exacerbar o comprometimento funcional hepático por meio da regulação aberrante de mediadores vasoativos como a endotelina-1.

.Objetivo
O presente trabalho tem como objetivo investigar a relação entre a exposição ao ftalato di(2-etilhexil)ftalato (DEHP) e a modulação dos níveis de endotelina, especialmente da endotelina-1 (ET-1) e com a função hepática em animais expostos ao DEHP apenas durante o período de amamentação. 
Metodologia Proposta
Protocolo Experimental
Este projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa com Animais da instituição (protocolo nº 099/19), seguindo as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). Ratas Wistar adultas, saudáveis e sexualmente maduras, serão mantidas em biotério sob condições controladas de temperatura (22 ± 2°C), umidade relativa (50–60%) e ciclo claro/escuro de 12 horas, com acesso livre a água e ração padrão. Após o acasalamento e confirmação de gestação, as ratas serão monitoradas durante todo o período gestacional. Após o parto, cada ninhada será padronizada para conter seis filhotes machos, a fim de reduzir variabilidades relacionadas ao tamanho da ninhada.
Durante o período de lactação (até o 21º dia pós-natal – PN21), as ratas lactantes serão alocadas aleatoriamente em três grupos experimentais (n=5 ratas lactantes por grupo), de acordo com a dose de DEHP administrada por gavagem:
· Grupo 100DEHP: receberá 100 mg/kg/dia de DEHP (Sigma, St. Louis, MO, USA) diluído em óleo de gergelim.
· Grupo 500DEHP: receberá 500 mg/kg/dia de DEHP.
· Grupo Controle: receberá apenas o veículo (óleo de gergelim).
A administração será realizada uma vez ao dia, durante todo o período de lactação. Ao final desse período (PN21), um filhote macho de cada ninhada será eutanasiado para análises iniciais. Outro filhote será mantido até a fase de jovem adulto (PN90) e também será eutanasiado para coleta de amostras. Os filhotes remanescentes (n=2 por ninhada) serão acompanhados até os 140 dias de vida.
Ao final do protocolo (PN180), todos os animais serão eutanasiados por decapitação sem anestesia, procedimento compatível com as normas éticas para coleta de sangue sem interferência farmacológica. O sangue será coletado em tubos heparinizados, centrifugado (2500 rpm por 25 minutos a 4°C) e o soro obtido será armazenado a -20°C até a realização das análises bioquímicas. O fígado será coletado, processado e armazenado a -80°C para posteriores análises moleculares.
Avaliações Experimentais	Comment by Clemilson Junior: Aqui vc precisa colocar o que vc vai avaliar nos animais: western blot e PCR para as proteínas e genes que vimos quando vc confeccionou os primers

Para a avaliação dos efeitos da exposição ao DEHP na via da endotelina, serão realizadas análises moleculares nos tecidos dos animais utilizando as técnicas de PCR em tempo real (qPCR) e Western blot. Serão quantificados os níveis de expressão gênica de Edn1, Ece1, Ece2, Ednra e Ednrb, os quais estão diretamente envolvidos na síntese, conversão e sinalização da endotelina-1 (ET-1). Os genes Gapdh e Actb serão utilizados como controles endógenos para normalização da expressão relativa. Além disso, a análise por Western blot permitirá a detecção e quantificação das respectivas proteínas codificadas por esses genes, possibilitando uma correlação entre os níveis de transcrição e tradução, com o objetivo de esclarecer os possíveis mecanismos moleculares mediados pelo DEHP nessa via vasoativa. 
qPCR: No qPCR, utilizaremos primers previamente desenhados para os genes Edn1, Ece1, Ece2, Ednra e Ednrb, todos envolvidos na via da endotelina. Esses primers garantem que somente as regiões correspondentes a esses genes sejam amplificadas durante a reação com objetivo de  quantificar a expressão gênica relativa desses cinco genes, comparando com genes controle como GAPDH ou β-actina, para normalizar os dados.
Análise histológica:Com o objetivo de avaliar as estruturas do fígado sob efeito do DEHP com lâminas previamente preparadas e coradas com Hematoxilina e Eosina.
Hepatograma: Será realizada a avaliação da função hepática dos ratos Wistar por meio da análise do hepatograma, que consiste na dosagem de marcadores bioquímicos séricos indicativos de integridade e funcionalidade hepática. Serão quantificados os níveis de lactato desidrogenase (LDH), transaminase oxalacética (TGO/AST), transaminase pirúvica (TGP/ALT), fosfatase alcalina (FAL), bilirrubina total (BT), bilirrubina direta (BD) e bilirrubina indireta (BI). Esses parâmetros permitirão verificar possíveis alterações hepáticas decorrentes das intervenções experimentais, auxiliando na identificação de processos inflamatórios, lesões celulares e disfunções metabólicas no fígado dos animais.
Western blot : A técnica será utilizada para a detecção e quantificação das proteínas codificadas pelos genes Edn1, Ece1, Ece2, Ednra e Ednrb, previamente avaliados no nível de expressão gênica por qPCR. Inicialmente, as proteínas totais serão extraídas a partir do tecido hepático dos ratos Wistar, quantificadas (geralmente por método de Bradford ou BCA) e, em seguida, separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) com base no seu peso molecular. Após a separação, as proteínas serão transferidas para uma membrana de nitrocelulose ou PVDF. A membrana será então bloqueada para evitar ligações inespecíficas e incubada com anticorpos primários específicos contra as proteínas alvo: endotelina-1 (EDN1), enzimas conversoras de endotelina 1 e 2 (ECE1 e ECE2), e os receptores ETA (EDNRA) e ETB (EDNRB). Posteriormente, será realizada a incubação com anticorpos secundários conjugados a enzimas (como HRP), permitindo a detecção por quimioluminescência, possibilitando, assim, a confirmação da presença e a quantificação relativa das proteínas da via da endotelina, complementando os dados de expressão gênica e permitindo uma análise integrada da regulação molecular em nível transcricional e proteico. 
Análise Estatística
Os dados serão expressos como média ± erro padrão da média (EPM). A comparação entre os grupos será realizada por análise de variância (ANOVA) univariada, seguida do teste de Bonferroni para dados paramétricos. Para dados não paramétricos, será aplicado o teste de Kruskal-Wallis com pós-teste de Dunn. Diferenças estatisticamente significativas serão consideradas quando p < 0,05.





Dados dos Animais:

	Grupo
	Identificação dos Animais

	Controles
	4F1, 4F2
5F1, 5F2
6F1, 6F2

	100 DEHP
	4F1, 4F2, 4F3
2F1, 2F2, 2F3
3F1, 3F2, 3F3

	500 DEHP
	7F1, 7F2, 7F3
8F1, 8F2, 8F3
9F1, 9F2, 9F3





Cronograma: 

	Atividades
	Semestre 1
	Semestre 2
	Semestre 3
	Semestre 4

	Revisão de literatura e estabelecimento dos protocolos de pesquisa
	
	
	
	

	Inicio dos experimentos com estudo de histologia
	
	
	
	

	Condução das analises bioquímicas
	
	
	
	

	Avaliação de dados e estatísticas
	
	
	
	

	Desenvolvimento e revisão de dissertação
	
	
	
	

	Defesa em banca / Publicação de trabalho
	
	
	
	







Declarações éticas:

O presente estudo será conduzido em conformidade com os princípios éticos estabelecidos pela Lei nº 11.794/2008, que regulamenta o uso de animais para fins científicos no Brasil, bem como com as diretrizes do Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA). Todas as etapas experimentais que envolvem animais serão previamente submetidas à apreciação e aprovação da Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da instituição de origem.
        Foram utilizados Ratas Winstar, tratados com DEHP e dietas correspondentes.         Durante a realização dos experimentos in vivo, adotou-se todas as medidas possíveis para conferir o bem-estar aos animais, incluindo monitoramento contínuo, condições adequadas de alojamento e uso de métodos que minimizem dor, estresse e sofrimento respeitando os princípios dos 3Rs (Redução, Refinamento e Substituição), buscando otimizar o número de animais utilizados sem comprometer o rigor científico da pesquisa.

6. Financiamento:
Entre 2020 e 2027, diversos recursos financeiros foram obtidos para apoiar pesquisas científicas relacionadas à endocrinologia e à doença falciforme. Entre 2020 e 2022, o pesquisador Clemilson Berto Junior recebeu R$ 22.000,00 por meio do edital ARC_2019 (E-26/010.002689/2019), destinado a auxílio ao pesquisador recém-contratado, com o projeto “Endocrinologia na Doença Falciforme: do Desenvolvimento de Novos Protótipos Candidatos a Fármacos ao Cuidado na Clínica do Paciente”. De 2020 a 2023, Leandro Miranda Alves coordenou um projeto contemplado com R$ 374.837,12 no edital Emergentes/2019 (E-26.010/002198/2019), com o título “O Estado da Arte no Estudo de Contaminantes Ambientais de Ação Desreguladora Endócrina: Efeitos nos Sistemas Endócrino, Renal, Cardiovascular e Imune”. Entre 2023 e 2025, Clemilson Berto Junior foi novamente contemplado, desta vez com R$ 86.400,00 pelo Programa Jovem Cientista do Nosso Estado – 2022 (E-26/200.298/2023), com o projeto “Reposicionamento de Fármacos para a Doença Falciforme: Papel da Endotelina-1 e da Bosentana”. No biênio 2025-2027, o mesmo pesquisador recebeu R$ 400.000,00 por meio do programa CNPq/MCTI/FNDCT Nº 22/2024 – Conhecimento Brasil (444487/2024-7), para o projeto “Papel do Sulfeto de Hidrogênio na Anemia Falciforme”. Ainda no mesmo período, Clemilson Berto Junior obteve R$ 600.000,00 via o edital de Apoio ao Jovem Pesquisador Fluminense (E-26/210.561/2025), com o projeto “Papel da Endotelina-1 na Progressão da Doença Falciforme e Possível Interface no Reposicionamento de Fármacos”.
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