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Impacto potencial desta pesquisa

1. Titulo da Tese: Efeitos da exposi¢do perinatal a uma mistura de ftalatos sobre a
prostata dorsolateral de ratos: aspectos inflamatorios e oxidativos

O presente trabalho contribui para a compreensdao de alguns mecanismos de como os
plastificantes podem afetar a prdstata e a saide reprodutiva. Ao mimetizar a exposi¢ao
humana, os resultados constituem evidéncias tteis para fomentar politicas publicas sobre a
gestao dos plastificantes e a contaminagdo humana.

Potential impact of this research

1. Thesis Title: Effects of perinatal exposure to a phthalate mixture on the dorsolateral
prostate of rats: inflammatory and oxidative aspects

The present study contributes to the understanding of some mechanisms of how plasticizers
can affect the prostate and reproductive health. By mimicking human exposure, the results
provide useful evidence to promote public policies on the management of plasticizers and
human contamination.
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Resumo

Os ftalatos constituem o principal grupo de plastificantes utilizados pela indistria atualmente,
sendo caracterizados, também, como importantes poluentes ambientais. Estudos demonstram
que esses compostos sdo capazes de atuar como desreguladores endocrinos, interferindo com
a sinalizacdo hormonal e alterando a homeostase de 6rgaos hormdnio-dependentes, como a
prostata. Dessa forma, a exposicdo aos plastificantes, sobretudo de maneira perinatal,
programa o Orgdo ¢ promove diversas alteracdes morfologicas e metabodlicas, dentre elas o
estresse oxidativo e as reacOes inflamatorias que aumentam a susceptibilidade do
desenvolvimento de doencas mais tarde na vida. Essa relacdo entre a programacao in utero e
o desenvolvimento de doencas mais tarde na vida ¢ a base da teoria DOHaD ou Origens
Desenvolvimentistas da Saude e da Doencga. Nesse contexto, o presente estudo tem como
objetivo avaliar os efeitos da exposi¢do perinatal a uma mistura composta de seis ftalatos, em
diferentes concentragdes, sobre a estrutura prostatica, bem como analisar marcadores
moleculares teciduais envolvidos com os processos de inflamacao e estresse oxidativo. Para
isso, ratas prenhes da linhagem Sprague-Dawley receberam uma mistura de seis ftalatos,
[DEHP (Bis(2-etilexil) ftalato), DEP (Dietil ftalato), DBP (Di-n-butil ftalato), DiBP
(Diisobutil ftalato), BBP (Butilbenzil ftalato) e DiNP (Diisononil ftalato)], (por gavagem, do
dia gestacional 10 ao dia pds-natal 21, sendo separados nos respectivos grupos Controle (C -
6leo de milho), T1 (20 pg/kg/dia da mistura) e T2 (200 mg/kg/dia da mistura). No dia
pos-natal 120, a prole foi eutanasiada e a prostata dorsolateral foi processada para as analises
morfoldgicas, de expressdo génica (RT-qPCR) e de perfil oxidativo. Como resultado,
observou-se que a mistura de ftalatos foi capaz de desorganizar a arquitetura glandular
prostatica, ocasionando o surgimento de lesdes teciduais proliferativas e pré-malignas. A
exposi¢ao aos plastificantes também promoveu desorganizagao do compartimento estromal,
com aumento na deposi¢cdo de fibras coldgenas na matriz extracelular no grupo T2 e aumento
do recrutamento e ativacdo de mastdcitos em ambos os grupos expostos. A andlise de genes
relacionados ao processo inflamatorio revelou que a mistura ocasionou o aumento dos genes
Ifnbl e Ticaml no grupo T1, em relagdo ao Controle, bem como aumentou a sintese proteica
de IFN-B no grupo T2. A atividade da enzima antioxidante Glutationa-S-Transferase
mostrou-se elevada no grupo T2, em relacdo ao Controle. Dessa maneira, os resultados
indicam que a exposicao perinatal a referida mistura de ftalatos compromete a integridade
prostatica, promovendo alteracdes histologicas e respostas inflamatorias e oxidativas
compensatorias.

PALAVRAS-CHAVE: Plastificantes, citocinas, metabolismo oxidativo, inflamagao



Abstract

Phthalates constitute the main group of plasticizers currently used by industry and are also
characterized as important environmental pollutants. Studies show that these compounds are
capable of acting as endocrine disruptors, interfering with hormonal signaling and altering the
homeostasis of hormone-dependent organs. Thus, exposure to plasticizers, especially
perinatally, programs the organ and promotes various morphological and metabolic changes,
including oxidative stress and inflammatory reactions that increase susceptibility to
developing diseases later in life. This relationship between in utero programming and the
development of diseases later in life is the basis of the DOHaD theory (Developmental
Origins of Health and Disease). In this context, the present study aims to evaluate the effects
of perinatal exposure to a mixture composed of six phthalates, at different concentrations, on
the prostatic structure, as well as to analyze tissue molecular markers involved with the
processes of inflammation and oxidative stress. For this purpose, Pregnant Sprague-Dawley
rats received a mixture of six phthalates, [DEHP (Bis(2-ethylhexyl) phthalate), DEP (Diethyl
phthalate), DBP (Di-n-butyl phthalate), DiBP (Diisobutyl phthalate), BBP (Butyl benzyl
phthalate), and DiNP (Diisononyl phthalate)], (via gavage, from gestational day 10 to
postnatal day 21, and were separated into the respective groups: Control (C - corn oil), T1 (20
ng/kg/day of the mixture), and T2 (200 mg/kg/day of the mixture). On postnatal day 120, the
offspring were euthanized, and the dorsolateral prostate was processed for morphological,
gene expression (RT-qPCR), and oxidative profile analyses. As a result, it was observed that
the phthalate mixture was capable of disorganizing the prostatic glandular architecture,
causing the appearance of proliferative and pre-malignant tissue lesions. Exposure to
plasticizers also promoted disorganization of the stromal compartment, with an increase in the
deposition of collagen fibers in the extracellular matrix in the T2 group and increased
recruitment and activation of mast cells in both exposed groups. The analysis of genes related
to the inflammatory process revealed that the mixture caused an increase in the Ifnbl and
Ticaml genes in the T1 group, compared to the Control. The activity of the antioxidant
enzyme Glutathione S-Transferase was elevated in the T2 group, compared to the Control. In
this way, the results indicate that perinatal exposure to the aforementioned mixture of
phthalates compromises prostatic integrity, promoting histological changes and compensatory
inflammatory and oxidative responses.

KEYWORDS: Plastificants, cytokines, oxidative metabolism, inflammation
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Capitulo 1

1. Desreguladores endocrinos ambientais e plastificantes

Os processos de urbanizagdo, expansdao agricola e industrializacdo observados nas
ultimas décadas tém se pautado grandemente na utilizagdo de produtos quimicos sintéticos.
Estimativas atuais apontam que mais de 350 mil compostos sintéticos ja foram registrados,
dos quais grande parte mantém sua identidade confidencial ou descrita de maneira ambigua
(Wang et al., 2020). Apesar dos aparentes beneficios trazidos pelo emprego de tais
compostos, muitos estudos t€ém evidenciado os aspectos negativos do seu uso descontrolado,
contribuindo para o desenvolvimento de inumeras alteracdes metabolicas e doencas nos
organismos vivos expostos, dentre eles, o ser humano (Fan et al., 2023; Trasande; Sargis,
2023).

Grande parte dos compostos quimicos provenientes da industrializagdo e langados no
meio ambiente sdo classificados como Desreguladores Endécrinos (DEs), apresentando
efeitos sobre a sintese, secre¢do, transporte € agdo dos hormonios endoégenos (Luccio-camelo;
Prins, 2011; Sanchez de Badajoz, 2017). Os DEs exercem seus efeitos através de diversos
mecanismos, modulando respostas bioldgicas, como a proliferacao celular, a diferenciacdo, a
sobrevivéncia, a inflamacdo e o estresse oxidativo, o que desregula a homeostase do
organismo, afetando o metabolismo, o comportamento, o sistema imune e a saude reprodutiva
(Yeung et al., 2011; Bertram et al., 2022).

Dentre as substancias mais utilizadas atualmente estdo os compostos plasticos, que
comegaram a ser produzidos em larga escala ap6s a Segunda Guerra Mundial, alcangando
cinco milhdes de toneladas em 1950. Seu preco e versatilidade foram essenciais para o grande
sucesso e producao acentuadamente aumentada desde entdo (Geyer et al., 2017). Para atender
as diferentes necessidades de sua utilizagdao, os plasticos sdo misturados com substancias
conhecidas como plastificantes, as quais aumentam a versatilidade dos polimeros plasticos,
contribuindo para sua maleabilidade, flexibilidade e durabilidade (Bu et al., 2020).

Os ftalatos ou ésteres de acido ftalico se destacam como os plastificantes mais
utilizados mundialmente (Rodriguez-Bernaldo-de-Quirds et al., 2019). Tais compostos sao

classificados como DEs e estdo presentes na composicdo de diversos produtos, como
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dispositivos médicos, ferramentas, brinquedos, embalagens e componentes automobilisticos.
Alguns ftalatos sdo acrescentados ao cloreto de polivinila (PVC), outros s3o usados como
solventes ou fixadores em adesivos, fragrancias, tintas e produtos de cuidado pessoal (Bu et
al., 2020; Wang; Qian, 2021). Dessa forma, de 2007 a 2017, a producao global de ftalatos
aumentou drasticamente, passando de 2,7 milhdes de toneladas para 6 milhdes por ano, sendo
amplamente utilizados em paises emergentes, como o Brasil (Bu ef al., 2020).

A estrutura dos ftalatos varia dependendo do nimero de cadeias laterais (Figura 1).
Sendo divididos em dois principais grupos, com base em seu peso molecular: Ftalatos de
cadeia longa ou alto peso molecular - DEHP (di (2-etilhexil) ftalato), DiNP (Diisononil
ftalato), DiDP (Diisodecil ftalato), DnOP (Di-n-octil ftalato), DPhP (Dipropil heptil ftalato) -
e ftalatos de cadeia curta ou baixo peso molecular - DMP (dimetil ftalato), DEP (Dietil
ftalato), BBzP (Butilbenzil ftalato), DnBP (di n butil ftalato) e DiBP (Diisobutil ftalato)
(Benjamin et al., 2015).

DEHP DiNP DPhP DiDP DnOP
_ |
l | J ” [’ o o 0
o O’ . o0 o (l) ﬁ °. [/O ” |
P ] I L 0T NN R
Il | 0 “ | o || | P
DMP DEP BBzP DnBP DiBP

Figura 1: Representagdo da estrutura quimica de alguns ftalatos. Estruturas
quimicas individuais obtidas de National Center For Biotechnology Information
(2024).

Como os ftalatos nao se ligam covalentemente ao produto final, realizando ligagdes
quimicas fracas como ligagdes de hidrogénio e de Van der Waals (Figura 2), eles tendem a
serem facilmente liberados no meio ambiente através da migrag¢do, abrasdo ou lixiviacao
(Zhang et al., 2021). O estudo de Souza ef al. (2022) apontou uma taxa de migracao de 0,26
pg/min de DEHP a partir de brinquedos infantis, evidenciando a facilidade com que essas
substancias podem se desprender dos materiais plasticos. Essa facil liberacdo, somada ao
descarte frequente e inadequado dos produtos plésticos, vem causando o acimulo dessas

substancias em diferentes ambientes (Souza et al., 2022). A presenca de ftalatos ja foi
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detectada no ar e poeira (Kashyap; Agarwal., 2018), na urina humana (Enke et al., 2013;
Rocha et al., 2017), na saliva (Silva et al., 2005), no liquido amniético (Katsikantami et al.,
2020) e no leite materno (Kim et al., 2015; Hung ef al., 2021). Além disso, eles podem ser
absorvidos por via dérmica, inalatoria e oral, a qual constitui a principal rota de exposig¢ao

(Giovanoulis et al., 2018).

(X
@Xoxo>
%@&)
LR

et Malha de PVC

+ Ftalato

S
L

Figura 2: Representagdo da estrutura do PVC com os ftalatos. Adaptado de
Benjamin et al., 2015

Estudos recentes demonstram que os ftalatos apresentam atividade antiandrogénica e
antiestrogénica e por isso, modulam importantes receptores celulares, alterando a expressdo
de reguladores do crescimento das gonadas, esteroidogénese, desregulacdo do transcriptoma
prostatico e aumento da suscetibilidade a lesdes inflamatérias e pré-neopldsicas (Hannon;
Flaws, 2015; Repouskou et al., 2019; Scarano et al., 2019; Pallotti et al., 2020). Seus efeitos
nocivos demandam atengdo, sobretudo durante o periodo embrionario, caracterizado pela alta

plasticidade celular, e em 6rgaos mais sensiveis a alteragdes hormonais, como a prostata.

2. Prostata: Biologia, afeccoes e DOHAD

A prostata ¢ uma importante glandula exodcrina constituinte do sistema genital
masculino, estando presente exclusivamente em mamiferos (McNeal, 1988). Tal 6rgao ¢
responsavel pela sintese e secre¢do do fluido prostatico, componente do sémen rico em
proteinas, acido citrico, zinco, calcio e enzimas como PSA (antigeno especifico prostatico) e
PAP (fosfatase acida prostatica), que contribuem para a liquefagdao seminal, a viabilidade ¢ a
motilidade dos espermatozoides (Hall, 2020).

A prostata apresenta arquitetura glandular composta por acinos formados por trés
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