Revista Brasileira de Ciéncias da Saide

Volume 25 Numero 3 Paginas 441-450 2021 ISSN 1415-2177

DOI: 10.22478/ufpb.2317-6032.2021v25n3.57204

Efeitos do Octil-metoxicinamato na Histopatologia do Testiculo,
Rim e Figado de Ratos Wistar

Effects of Octyl methoxycinnamate on the Histopathology of Testicle,
Kidney and Liver in Wistar Rats
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RESUMO

Objetivo: Investigar os efeitos adversos que o OMC pode
causar nas funcdes reprodutiva, hepatica e renal, por meio
da analise comparativa da morfologia dos testiculos, rins e
figados, qualidade do esperma e alteragdes na massa corporal
de ratos Wistar. Metodologia: Os animais, com 2 meses de
idade, foram divididos em dois grupos, os quais o primeiro
grupo, controle, ingeriu apenas 6leo de milho, a partir de
uma dose inicial de 0,6ml e o segundo grupo, tratado, ingeriu
apenas o OMC, com a mesma dose inicial. As doses foram
ajustadas diariamente com base no peso atual do animal,
em uma proporgao de 5ml/kg. Apés 21 dias de exposigéo as
substancias, os animais foram sacrificados e foi realizada a
laparotomia para coleta de testiculos, rins e figado para analise
histopatologica, além de amostras de esperma para elaboragéo
do espermograma. Resultados: A analise histopatologica
evidenciou areas hemorragicas no parénquima do cértex
renal, alteragdes celulares nos corddes de hepatdcitos, perda
dos tubos seminiferos e alteragdes nas células de linhagem
espermatogénica. A analise do espermograma comprovou que
a substancia causou um aumento na taxa de espermatozoides
anormais, com aumento no numero de anomalias na cabega e
cauda. Concluséo: Foi constatado que o filtro solar analisado,
a partir das alteragdes morfoldgicas nos 6rgéos e na qualidade
do sémen, de fato afetou as fungdes reprodutivas, hepaticas e
renais dos animais analisados.

DESCRITORES
Filtro solar. Octil-Metoxicinamato. Histopatologia.
Espermograma.

ABSTRACT

Objective: To investigate the adverse effects that OMC can
cause in reproductive, liver and renal functions, through the
comparative analysis of the morphology of the testicles, kidneys
and livers, sperm quality and changes in the body mass of
Wistar rats. Methodology: The animals, with 2 months of age,
were divided in two groups, in which the control ingested only
corn oil, from an initial dose of 0.6ml, and the treatment group
ingested only the OMC, with the same initial dose. The doses
were adjusted daily based on the current weight of the animal,
in a proportion of 5ml/kg. After 21 days of exposure, the animals
were sacrificed and the laparotomy was made from the testicles,
kidneys, and livers for histopathological analysis, besides sperm
samples for elaboration of the spermogram. Results: The
histopathological analysis evidenced hemorrhagic areas in the
renal cortex parenchyma, cellular alterations in the hepatocyte
strands, loss of seminiferous tubes and alterations in the cells
of spermatogenic lineage. The spermogram analysis proved
that the substance caused an increase in the abnormal sperm
rate, with an increase in the rate of anomalies in the head and
tail. Conclusion: It was found that the analyzed solar filter, from
morphological alterations in the organs and sperm quality, in
fact affected the reproductive, liver, and renal functions in the
analyzed animals.

DESCRIPTORS
Solar filter. Octyl-Metoxycinnamate. Histopathology.
Spermogram.
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LOPES e CRISCI

Os filtros solares sdo compostos lipofilicos
que atua como bioacumuladores
nos tecidos dos animais aquaticos”.
Seus efeitos sdo similares aos demais
compostos xenobidticos, causando alteragdes
comportamentais, reprodutivas e hormonais
nos animais expostos?.

O crescente uso de filtros solares pela
populacdo em regides costeiras e ribeirinhas
contribui para a contaminacgao da agua, peixes
e até de alimentos por meio da irrigagcéo’.
Além disso, trabalhos apontam a presenca
de substancias derivadas de filtros solares em
aguas de torneira e de esgoto tratado?®.

O octil-metoxicinamato (OMC) é um dos
filtros solares mais utilizados em cosméticos
atualmente na protecdo contra os efeitos
nocivos dos raios ultravioleta. Os estudos
sobre essa substancia comecaram quando
ela foi a protagonista do branqueamento dos
corais que ocorreu na Oceania*. Porém, ja
existiam estudos que relatavam seus efeitos
nas fungdes hormonais de mamiferos®.

Existem relatos da presenca do OMC
em fluidos biolégicos como o sangue, a urina
e o leite materno, além de ser apontado como
possivel causador de vasorelaxamento nas
artérias umbilicais e potencial desregulador
da tireoide®.

O comprometimento da funcao
tireoidiana é causado pela exposicao a
desreguladores enddcrinos, levando a
disturbios neurolégicos e problemas de
desenvolvimento fetal, além do hipotireoidismo’.
O hipotireoidismo é um disturbio que prejudica
a producao do hormanio tiroxina pela glandula
tireoide, desacelerando o metabolismo,
gerando fadiga, sonoléncia, depressao e
raciocinio lento®.

A desregulacdo enddcrina € um
mecanismo que possui efeitos relacionados
ao funcionamento do sistema enddcrino, tendo
potencial de danificar ou alterar a funcéo de
um orgao enddcrino, como os rins, figados e
glandulas sexuais, interagir com um receptor
de hormdnios ou alterar o metabolismo de um
hormonio produzido®.

Diversos potenciais desreguladores
endocrinos tém sido constantemente langcados
no ambiente durante os ultimos anos, sendo
o ambiente aquatico o mais afetado'™. Os
seres humanos podem ser expostos a
essas substancias de diferentes formas,
principalmente de maneira indireta, pela
ingestao de agua ou alimentos contaminados®.

Os efeitos de desreguladores
endocrinos, como é o caso do OMC, nas
fungdes reprodutivas e hepaticas ja sdo em
parte conhecidos''. A exposigcdo ao OMC em
machos causa relativa reducéo de peso dos
testiculos e uma diminui¢cao da producéao
do hormdnio testosterona’. Além de efeitos
nos testiculos, a diminuigcdo na produgao do
horménio tiroxina ocasiona alteragbes nas
atividades enzimaticas do figado™.

Pela pesquisa bibliografica preliminar,
foi notado que embora alguns dos efeitos
do OMC nos testiculos e figado sejam
relatados, existe uma escassez de trabalhos
que analisem as alteragbes morfolégicas
ocasionadas nos tecidos desses 6rgaos
e nao existem relatos de efeitos nos rins.
A literatura também carece de analises
da qualidade de esperma dos animais
analisados, comprovando a necessidade de
ampliar as pesquisas nessas areas.

Com base nisso, os objetivos do estudo
em questdo foram analisar as alteracbes
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morfolégicas que o OMC pode causar nos
tecidos dos rins, figados e testiculos em ratos
Wistar, além de descrever alteracdes na massa
corporal e na qualidade do esperma, com o
intuito de evidenciar possiveis alteracdes nas
funcdes reprodutiva, hepatica e renal dos
animais.

METODOLOGIA

Foram utilizados 20 ratos Wistar
machos, recém desmamados, com 60 dias e
peso médio inicial de 250g. Durante o periodo
experimental os animais foram mantidos
no biotério em condi¢cbes controladas de
temperatura (20 e 25°C) e umidade relativa
(55%), em regime de luz de 12h/12h, sendo
acesas as 08:00 h e apagadas as 20:00 h. Os
animais receberam ragao balanceada e agua
ad-libitum.

Depois de identificados, os animais
foram divididos aleatoriamente em dois grupos
(controle e tratado) com 10 animais cada,
onde conviveram dois animais por caixa.

O grupo controle recebeu uma dose
inicial de 0,6ml de 6leo de milho, onde a dose
foi ajustada diariamente de acordo com a
variagao de peso do animal, na qual a dose
final foi de 0,71ml. O grupo tratado recebeu
uma dose inicial de 0,6ml do OMC, também
ajustada diariamente, na qual a dose final foi
de 0,63ml.

As doses foram realizadas uma vez
por dia, durante 21 dias, no periodo da tarde,
por via oral com sonda gastrica apropriada
(gavagem)'. Os animais foram pesados ao
final de cada dia para que a dosagem fosse
ajustada de acordo com o seu peso atual, em
uma proporgao de 5ml/kg*.

Apo6s o periodo de exposicdo as
substancias, os animais foram anestesiados
com injecéo de Tiopental sédico na dose de
120 mg/kg IP. Apds o sacrificio foi realizada a
laparotomia para a coleta de testiculos, rins,
e figados, onde apenas os testiculos foram
pesados para posterior comparagao, tendo
em vista os relatos de alteragcdes na massa
desses 6rgaos pela desregulagdo hormonal2.

Foram preparadas laminas individuais
para cada o6rgdo dos animais do grupo
controle e tratado, com cortes de 8um de
espessura, fixados em formalina 10%,
incluidos em parafina histologica e corados
com hematoxilina-eosina'.

Além dos orgaos, foram coletadas
amostras de esperma para elaboragcdo do
espermograma. A amostra de esperma
foi separada e diluida em 1ml de solucéo
fisiolégica, sendo observada no microscépio
optico para classificagdo do nivel de vigor
dos espermatozoides de cada animal. Para
analisar a morfologia dos espermatozoides
foi utilizado o método Eosina-Nigrosina,
onde foram adicionadas 1 gota de esperma
homogeneizado, coletadas 30 minutos antes,
2 gotas de Eosina 3% e 4 gotas de solugéo
de Nigrosina 8% para a preparagao das
laminas’. O esfregago foi observado em
microscopio optico com objetiva de imersao,
contando 100 espermatozoides por lamina.

ANALISE DOS DADOS

Apos a coleta dos 6rgaos foram
realizadas suas devidas analises
histopatologicas, onde foram comparadas as
diferencas existentes nos tecidos dos grupos
controle e tratado para identificar possiveis
alteragcdes morfolégicas ocasionadas pela
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ingestdo do OMC. Além da analise comparativa
dos 6rgaos, a variagao do peso dos animais e
de seus respectivos testiculos foi equiparada.

Por meio do Test-t Student para
amostras independentes, foram comparados
0s pesos dos animais e os testiculos dos dois
grupos e por meio do teste para amostras
pareadas, os pesos de animais do mesmo
grupo'. Foram comparadas também as
amostras de esperma de ambos 0s grupos,
por meio do Test-t Student para amostras
independentes, onde foram aferidas diferengas
no vigor e na taxa de normalidade dos
espermatozoides.

RESULTADOS

Na analise histopatoldgica do rim dos
animais do grupo controle, observou-se que

o0 parénquima do cértex renal apresentava
aspectos normais, com glomérulos renais e
estruturas tubulares apresentando nucleos
com cromatina frouxa (Fig. 1A). No grupo
que ingeriu OMC, o parénquima do coértex
renal apresentou areas hemorragicas intra e
extraglomerulares (Fig. 1B, seta preta).
Observou-se, na analise
histopatoldgica do figado do animal do grupo
controle, que o parénquima hepatico estava
normal, com aspectos lobulares preservados
e corddes de hepatdcitos com caracteristicas
também normais (Fig. 1C). No entanto, no
grupo experimental que ingeriu o OMC,
verificaram-se areas pouco preservadas com
evidente destrabeculagdo hepatocelular,
discreto infiltrado inflamatério com congestao
vascular (Fig. 1D, seta preta), hepatdcitos
com degeneracgao hidrépica (Fig. 1D, seta

Figura 1. Fotomicrografias dos aspectos histopatolégicos dos rins, figados e testiculos

g5
h )

Fonte: Elaborado pelos Autores. (H.E.) (40X)

controle, apresentando aspectos

) -' TN —
A) Parénquima do cortex renal do grupo

= 3 N

B} Areas hemorrdgicas intra e

extraglomerulares (seta preta). C) Parénguima hepatico do figado com aspectos normais.
D} Evidente destrabeculacio hepatocelular. Discreto infiltrado inflamatério com congestio
vascular (seta preta). Hepatocitos com degeneracédo hidropica (seta pontilhada). Nicleos
picndticos (seta preta pontihada). E) Seccdes testiculares normais com espaco
intertubular integro (seta preta). F) Tecido intertubular escasso (seta pontilhada). Tubos
seminiferos imegulares e areas com alteracdes nas células da linhagem espermatogénica

(F1, seta preta). |

444

R bras ci Saude 25(3):441-450, 2021



Efeitos do Octil-metoxicinamato na Histopatologia do Testiculo, Rim e Figado de Ratos Wistar

Tabela 1. Comparacao da taxa de mobilidade dos espermatozoides dos animais do Grupo Controle
e Tratado

Taxa de Mobilidade
Animal Controle Tratado
| 01 -
1l - 03
1 04 03
IV 05 04
v 05 02
Vi 03 02
Vi 03 02
Vil 05 05
X 04 02
X 05 01

Fonte: Elaborado pelos Autores.

pontilhada) e nucleos picnaticos (Fig. 1D, seta
preta curta).

Nas seccdes testiculares dos ratos do
grupo controle (Fig. 1E), os tubos seminiferos
apresentaram-se bem organizados. O epitélio
seminifero mostrou-se integro, com células
espermatogénicas em todas as etapas de
desenvolvimento e o espaco intertubular
apresentou-se normal, contendo vasos
sanguineos (Fig. 1E, seta preta). Nas sec¢des

testiculares dos ratos do grupo tratado
com OMC (Fig. 1F), os tubos seminiferos
apresentaram-se irregulares e com areas
com alteracdes nas células da linhagem
espermatogénica (Fig. 1F, F1, seta preta),
e o tecido intertubular apresentou-se bem
escasso (Fig. 1F, seta pontilhada).

Espermograma
Com base na analise comparativa

Figura 2. Alteragdes morfoldgicas no esfregaco de espermatozoides

Fonte: Elaborado pelos Autores (Eosina-Migrosina). (100X). A)

Espermatozoides do grupo controle apreseniaram aspecios normais. B)
Espermatozoides anormais de animais que ingeriram o OMC.
Sem cauda (seta pontilhada) e acéfalo (seta preta).
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do esperma dos dois grupos por meio do
espermograma, se observou que a taxa de

mobilidade (vigor) média dos espermatozoides
dos grupos controle e tratado nao foram
significativamente diferentes (p = 0,1449).
Ao verificar a morfologia dos
espermatozoides, notou-se que as taxas
meédias de normalidade dos espermatozoides

dos grupos controle e tratado foram de fato
significativamente diferentes (p = 0,0428),
onde foi verificado um aumento na taxa de
espermatozoides acéfalos (Fig. 2B, seta
preta) e sem cauda (Fig. 2B, seta pontilhada)
no grupo que recebeu o OMC. As taxas que
indicavam espermatozoides sem gancho,
com cauda enrolada, cauda com angulacao

Tabela 2. Taxas de normalidade e anomalias dos espermatozoides dos animais do Grupo Controle

Anomalias Anomalias Anomalias | Anomalias

De De De Multiplas
[ ¥ N Cabeca Cauda Gancho

ACF SC |CE] CAA | CAT | SA SG SG+5C

%

C1 a0 02 04 01 - - 02 - 01
c2 83 04 07 01 -- 01 03 - 01
C3 a1 04 08 02 01 -- 02 -- 02
C4 79 05 1 02 01 - 01 - 01
C5 a0 04 05 - .- -- 01 - -
CE a9 08 02 -- -- -- 01 -- --
c7 a7 03 06 01 - - 01 01 01
C8 | 90 04 03 01 - 02 - - -
Cc9 75 09 10 02 02 - 01 01 -
Cc10 | 93 03 02 - 02 -

Fonte: Elaborado pelos Autores.C = Animais

do Grupo Controle; N = Taxa de Normalidade: ACF = Acefalos SC -

Sem Cauda; CE - Cauda Enrolada; CAA - Cauda com Angulacio Acentuada CAT - Cauda com Angulacio
Atenuada; SA— Cauda sem Angulacio; SG — Sem Gancho; SG + SC - Sem Gancho e Sem Cauda

Tabela 3. Taxas de normalidade e anomalias dos espermatozoides dos animais do Grupo Tratado

Anomalias Anomalias Anomalias | Anomalias
De De De Multiplas
T N Cabeca Cauda Gancho
ACF SC JCE] cAA ] CAT | SA 5G S5G + 5C
%
T 35 21 41 -- - - 01 - 02
T2 &3 02 06 -- 02 - 02 - -
T3 76 09 12 02 - . 01 -
T4 | 74 04 21 - - - 01 - -
T8 64 05 20 05 04 01 01 — -
TG &5 12 23 -- - - - - -
T7 a0 a7 02 -- - - 01 - -
T8 a0 02 03 04 - 01 - - -
T9 78 08 11 - - .- 02 . 01
T10 | 71 11 14 01 02 - 01 - -

Fonte: Elaborado pelos Autores.T — Animais do Grupo Tratado; N — Taxa de Normalidade; ACF — Acéfalos SC -
Sem Cauda; CE — Cauda Enrolada; CAA — Cauda com Angulacdo Acentuada CAT — Cauda com Angulacio
Atenuada; SA - Cauda sem Angulacio; SG - Sem Gancho; 5G + SC - Sem Gancho e Sem Cauda
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acentuada, cauda com angulagao atenuada,
cauda sem angulag&o ou sem gancho e sem
cauda permaneceram normais.

Variagao de peso dos animais

Ao analisar a variagdo de peso dos
animais do grupo controle, concluiu-se que
0 ganho médio de peso dos animais desse
grupo foi de 24,3g, onde esse ganho médio

nao foi estatisticamente significativo (p =
0,0981). Ao observar a variagdo de peso dos
animais do grupo tratado, concluiu-se que
0 ganho médio de peso dos animais desse
grupo foi de 27,99, onde esse ganho médio
de peso foi estatisticamente significativo (p =
0,0131).

Ao comparar os pesos finais do grupo controle
e do grupo tratado, foi realizado que os pesos
finais médios dos animais dos dois grupos

Tabela 4. Comparagao entre os pesos iniciais e finais dos animais do Grupo Controle e Tratado

Grupo Controle Grupo Tratado
Animal Peso Inicial (g) Peso Final (g) Peso Inicial (g) Peso Final (g)
| 271 37 248 257
Il 255 294 272 303
1] 270 220 258 273
v 263 308 281 296
A 276 327 266 284
Vi 27 317 264 268
Vil 258 2584 247 273
Vi 262 295 288 336
X 272 217 260 261
X 276 338 261 273

Fonte: Elaborado pelos Autores

Tabela 5. Comparacéo do peso dos testiculos direito e esquerdo entre os animais do Grupo Controle

e Tratado
Grupo Controle Grupo Tralado
Animal Testiculo Testiculo Direito Testiculo Testiculo Direito
Esguerdo (g) (g} Esquerdo (g) (a)
0 44,47 44,43 44,61 44,47
I 44 37 4449 44,56 44 57
i 44,64 44,34 44,58 44,55
v 31,83 44 64 44 52 44 42
v 44,71 44 63 44 25 44 27
Vi 44 50 37,00 4473 44,62
Vil 44,68 44 37 44,48 44 57
VIl 44 65 44 52 4450 44 53
IX 44,62 44 43 44 46 44,43
x 44 59 44 45 44 45 44 51

Fonte: Elaborado pelos Autores.
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nao foram significativamente diferentes (p =
0,9673).

Variagéo de peso dos testiculos

Ao se comparar os pesos dos testiculos
direito e esquerdo do grupo controle e do grupo
tratado, concluiu-se que os pesos médios
dos testiculos dos animais dos dois grupos
nado foram significativamente diferentes (p =
0,3343).

DISCUSSAO

Atualmente, existe uma grande
utilizacao de filtros solares possuindo diversos
componentes desconhecidos pela opiniao
popular e, alguns deles, podem ser nocivos
tanto a saude humana quanto para diversos
outros organismos™. Sendo assim, é de suma
importancia a investigacdo sobre os efeitos
que essas substancias podem causar nesses
organismos devido a sua grande presenca
no cotidiano da populagéo, para desvendar
os fatores causados pela sua toxicidade
e estabelecer medidas de intervencao, no
ambito da saude publica, quanto ao uso
desses compostos.

Os resultados obtidos por este trabalho
comprovaram que ocorreram mudangas na
estrutura dos 6rgaos das fungdes reprodutoras
e hepaticas, além de uma queda na qualidade
do sémen, ja evidenciadas por Axelstad et
al.", sobre os efeitos da exposicdo ao OMC
nos periodos pré e pos-natal, onde alteragoes
nos tecidos dos érgaos foram comprovadas
e a taxa de anomalias em espermatozoides
aumentou.

As alteracdes nos rins ocasionadas
pelo OMC apresentadas nesse trabalho

foram inéditas na literatura, demonstrando
a necessidade do estudo das possiveis
alteragdes nos demais 6rgaos dos organismos
afetados, ndo se limitando apenas as fungdes
hepaticas e reprodutoras.

Na literatura, os estudos sobre
os efeitos da acao dos filtros solares em
organismos vivos se distanciam em relagao a
idade dos ratos e as doses administradas. Os
filhotes em fase de amamentacao representam
0 grupo potencialmente mais vulneravel aos
mecanismos da toxicidade da substancia
e nao existe um consenso quanto a dose
minima necessaria para o inicio de algum
fendbmeno téxico no animal. Neste estudo a
dose administrada foi de 5ml/kg, sendo que
doses maiores causaram a mortalidade dos
animais em outros estudos™.

Os estudos centrados no OMC sdo em
sua maioria focados na agao das substancias
sobre o nivel de tiroxina total, onde em grande
parte dos casos ocorreu uma queda nesse
nivel ocasionando casos de hipotireoidismo,
evidenciado por uma grande diminuigdo no
ganho de peso e problemas neuroldgicos
posteriores, quando foram utilizados ratos no
periodo lactacional.

Os animais utilizados no presente
estudo se encontravam na fase pés-lactacional
e foram expostos a substancia por um curto
periodo de tempo, gerando menores efeitos
sobre as fungdes hormonais, onde o peso dos
animais em geral ndo sofreu alteragdo, como
evidenciado por Garcia'. Além disso, o peso
dos testiculos dos animais do grupo tratado
também nao sofreu uma variagao significativa,
confrontando os dados obtidos por Axelstad,
et al.”?
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A literatura se expande em
diversas areas, que vao desde alteracdes
comportamentais ocasionadas pelo OMC
até os seus efeitos nas artérias umbilicais
humanas®, evidenciando uma necessidade
de ampliar os estudos a respeito dessa
substancia para chegar a conclusbes mais
concordantes e abrangentes.

Para novas perspectivas, a aplicacao
do OMC na pele dos animais, visando analisar
0s niveis de penetragdo da substancia
no sangue, bem como a aplicagdo de
doses menores por via gastrica irdo auxiliar
no entendimento dos niveis minimos de
exposicao em que o OMC é capaz de causar
alteragdes no organismo afetado.

O nosso estudo foi o primeiro a aferir
a taxa de mobilidade dos espermatozoides
apos a exposigao. Indicamos a realizagao
do teste de vigor em amostras de esperma
coletadas de animais expostos a substancia
por um periodo maior, preferencialmente, no
periodo lactacional, para buscar diferencas
significativas.

A analise de 6rgaos nao relacionados
as fungdes previamente apresentadas
ajudara a compreender os efeitos do OMC
nos diferentes sistemas. Um foco principal
nas alteragcdes morfofuncionais do cérebro,
visto que a literatura relatada alteracdes
comportamentais nos animais expostos.

CONCLUSAO

Concluiu-se que a exposi¢cao ao OMC

durante o periodo pés-lactacional embora n&o
tenha causado mudancgas no ganho de peso,
de fato causou alteragdes morfolégicas nos
tecidos dos rins, figados e testiculos.

Além de mudancas nas estruturas dos
6rgaos, foi evidenciado no espermograma que
a substancia causou um aumento na taxa de
espermatozoides anormais € um aumento no
numero de anomalias na cabeca e na cauda.

O surgimento de alteragdes
morfolégicas nos tecidos dos 6rgéos e
0 aumento na taxa de espermatozoides
anormais comprovam que de fato a substancia
foi capaz de afetar as fungdes reprodutivas,
hepaticas e renais dos animais expostos.

As alteragbes causadas pelo OMC
sugerem uma necessidade de maiores
estudos sobre seus efeitos tendo em vista que
essa e outras substancias estdo presentes
no cotidiano de grande parte da populagao,
servindo de alerta as pessoas para que nao
se torne um problema de saude publica pelo
uso descuidado de produtos que contenham
grandes doses de OMC.

O estudo realizado apresentou como
limitacdes o fato de os animais serem
expostos ao OMC por apenas 21 dias, tempo
suficiente para causar alteracgdes significativas
em animais no periodo pré-lactacional,
de acordo com a literatura. O estudo foi
realizado no periodo poés-lactacional, onde
0s organismos estavam mais desenvolvidos,
sendo necessario um tempo maior de
exposicdo para ocasionar mudangas mais
significativas nos resultados apresentados.
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