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Impacto potencial desta pesquisa:

A pesquisa investiga como a exposi¢cao a ftalatos e nanoplasticos, em diferentes
janelas da biologia reprodutiva feminina, afeta o desenvolvimento e a fungéo ovariana
em roedores. Os resultados podem esclarecer mecanismos de programagao
reprodutiva, revelar vias de acdo desses contaminantes e ampliar a compreensao
sobre os impactos dos polimeros plasticos na saude reprodutiva feminina ao longo da
vida. Além disso, o estudo pode subsidiar politicas publicas voltadas a regulacéo da
producdo e descarte de plasticos, bem como fortalecer a conscientizacdo da

populacio sobre 0s riscos associados ao uso inadequado desses materiais.

Potential impact of this research:

The research investigates how exposure to phthalates and nanoplastics, at different
windows of female reproductive biology, affects ovarian development and function in
rodents. The results may clarify mechanisms of reproductive programming, reveal
pathways of action of these contaminants, and expand the understanding of the
impacts of plastic polymers on female reproductive health across the lifespan. In
addition, the study may support public policies aimed at regulating the production and
disposal of plastics, as well as strengthen public awareness of the risks associated

with the improper use of these materials.
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Resumo

A produgao plastica cresce continuamente, ampliando a preocupagcdo com seus
residuos no ambiente e na saude humana. Os nanoplasticos (NPs), particulas
derivadas da degradacdo do plastico, apresentam capacidade de internalizagao
celular e de causar efeitos adversos em sistemas bioldgicos. Os ftalatos, aditivos
plasticos amplamente utilizados, atuam como desreguladores enddcrinos,
perturbando a homeostase hormonal. A exposicdo a contaminantes ambientais
durante janelas criticas do desenvolvimento pode programar alteragdes duradouras
na saude reprodutiva, conforme o conceito das Origens Desenvolvimentistas da
Saude e da Doenga (DOHaD). Nesse contexto, esta dissertagao avaliou os efeitos da
exposi¢cao a nanoplasticos de poliestireno (PS-NPs) e ftalatos, de forma isolada e
combinada, sobre a funcio ovariana, utilizando diferentes modelos experimentais e
periodos de exposig¢ao. Inicialmente, foram analisados os efeitos diretos desses
contaminantes em foliculos antrais de camundongos cultivados in vitro, demonstrando
impacto no crescimento folicular e alteragdes na expressao de genes relacionados a
apoptose (Casp3, Casp8 e Bcl2) e ao balango oxidativo (Cat, Nrif2 e Gpx1), com a
coexposicao também afetando receptores hormonais (Esr2 e Ar). Em seguida, foram
avaliados os efeitos da exposicao direta e da coexposicao durante o estabelecimento
da reserva ovariana em ovarios neonatais de camundongos in vitro. A coexposi¢ao
impactou genes envolvidos na regulagao do ciclo celular (Ccnd2, Cdk6 e Cdkn1c),
balanco oxidativo (Cat, Gpx1 e Hmox1), sinalizagdo estrogénica (Esr2),
desenvolvimento folicular (Amh) e atividade inflamatéria e lisossomal (Ccl2 e Lamp1),
especialmente na dose ambientalmente relevante, sugerindo comprometimento da
manutencao da reserva ovariana. Por fim, a exposi¢cédo gestacional e lactacional a PS-
NPs, ftalatos e suas coexposicdes promoveu alteragcdes persistentes no
desenvolvimento reprodutivo da prole feminina, reducdo dos niveis séricos de
estradiol na idade adulta e reprogramagao do proteoma ovariano, caracterizada por
disfuncdo mitocondrial, remodelacdo do citoesqueleto, desbalango do metabolismo
energético e ativacado de vias de resposta ao estresse oxidativo. Este estudo reforga
a relevancia da exposicdo a contaminantes plasticos como um fator de risco
emergente para a saude reprodutiva e destaca a importédncia de considerar
exposi¢cdes combinadas na avaliagao de riscos ambientais.

Palavras-chave: Nanoplasticos; Ftalatos; Coexposigao; in vitro; in vivo, DOHaD;

Ovirio.



Abstract

Plastic production continues to increase, raising concerns about plastic-derived
residues in the environment and human health. Nanoplastics (NPs), particles
generated from plastic degradation, have the ability to be internalized and to induce
adverse effects in biological systems. Phthalates, widely used plastic additives, act as
endocrine disruptors and interfere with hormonal homeostasis. Exposure to
environmental contaminants during critical developmental windows may program long-
lasting alterations in reproductive health, as proposed by the Developmental Origins of
Health and Disease (DOHaD) concept. In this context, this dissertation evaluated the
effects of exposure to polystyrene nanoplastics (PS-NPs) and phthalates, individually
and in combination, on ovarian function, using different experimental models and
exposure periods. Initially, the direct effects of these contaminants were assessed in
mouse antral follicles cultured in vitro, demonstrating impaired follicular growth and
altered expression of genes related to apoptosis (Casp3, Casp8, and Bcl2) and
oxidative balance (Cat, Nrf2, and Gpx1), while co-exposure also affected hormonal
receptors (Esr2 and Ar). Subsequently, the effects of direct exposure and co-exposure
during the establishment of the ovarian reserve were evaluated in neonatal mouse
ovaries cultured in vitro. Co-exposure affected genes involved in cell cycle regulation
(Ccnd2, Cdk6, and Cdkn1c), oxidative balance (Cat, Gpx1, and Hmox1), estrogen
signaling (Esr2), follicular development (Amh), and inflammatory and lysosomal activity
(Ccl2 and Lamp1), particularly at the environmentally relevant dose, suggesting
impairment of ovarian reserve maintenance. Finally, gestational and lactational
exposure to PS-NPs, phthalates, and their co-exposures induced persistent alterations
in female offspring reproductive development, reduced serum estradiol levels in
adulthood, and reprogramming of the ovarian proteome, characterized by
mitochondrial dysfunction, cytoskeletal remodeling, imbalance in energy metabolism,
and activation of oxidative stress response pathways. This study reinforces the
relevance of exposure to plastic-related contaminants as an emerging risk factor for
reproductive health and highlights the importance of considering combined exposures
in environmental risk assessment.

Keywords: Nanoplastics; Phthalates; Co-exposure; In vitro; In vivo; DOHaD; Ovary.
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FUNDAMENTAGAO CIENTIFICA

1.1.0s plasticos

Os plasticos sao materiais sintéticos, complexos e heterogéneos amplamente
utilizados e descartados. Sua composigao é baseada em uma estrutura de polimero
a base de carbono e milhares de aditivos quimicos para controlar propriedades como
cor, flexibilidade, estabilidade, aversao a agua, resisténcia ultravioleta e retardamento
de chama (Landrigan et al., 2023). Os polimeros mais comumente utilizados sao:
polietiieno (PE), polipropileno (PP), poliestireno (PS), cloreto de polivinila (PVC),
tereftalato de polietilieno (PET) e poliuretano (PU) (Singh Jadaun et al., 2022).
Particularmente, o PS possui baixo custo e étimas propriedades mecanicas, o que o
torna muito utilizado e estudado por ser um dos mais comuns no cotidiano, sendo
encontrado em materiais de construcdo, recipientes alimentares, espumas de
embalagens e utensilios descartaveis (Jeong et al., 2022; Singh Jadaun et al., 2022).

Do ponto de vista de producéo, a manufatura desses polimeros cresce de forma
exponencial ao longo dos anos. Em 2002, a producao foi de aproximadamente 204
milhdes de toneladas, e em 2021, esse numero atingiu a marca de 390,7 milhdes de
toneladas, com projegdes de exceder 600 milhdes de toneladas até 2030 (Talaie et
al., 2025). Somado a isso, 90,2% da produgdo mundial de plasticos foi derivada de
combustiveis fésseis, enquanto os plasticos reciclaveis e bioplasticos representaram
apenas 8,3% e 1,5% da produgao mundial, respectivamente (Europe, 2022). Assim,
esses dados demonstram que grande parte dessa produgdo € liberada no meio
ambiente, onde & extremamente persistente, gerando um acumulo exponencial de

residuos plasticos.
1.2.Micro/nanoplasticos (MNPs)

Uma vez no ambiente, os residuos plasticos sofrem processos de degradagéao
quimica, fisica e bioldégica gerando residuos resistentes e nocivos para o ambiente e
para a saude humana (Wojnowska-Baryta; Bernat; Zaborowska, 2022). A degradacéao
plastica ndo € um processo simples e totalmente eficaz devido a composigdo do
polimero, produzindo enormes quantidades de particulas pequenas denominadas
microplasticos (MPs, <6 mm) e nanoplasticos (NPs, < 100 nm) (Gigault et al., 2018;
Prata et al., 2020; Song et al., 2017).
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Dependendo de sua origem, os MPs e os NPs sao classificados como primarios
ou secundarios, e suas caracteristicas fisico-quimicas sao diretamente
correlacionadas com os efeitos em sistemas bioldgicos. Os primarios séo produzidos
em tamanhos pequenos com o objetivo de exercer fungdes comerciais especificas,
como por exemplo pastas de dentes e esfoliantes, enquanto os secundarios sao
resultado da decomposicdo de plasticos maiores devido a fendmenos fisicos,
quimicos ou bioldgicos (Li; Busquets; Campos, 2020; Prata et al., 2020b).

Nos ultimos anos, a deteccdo de microplasticos no ambiente aumentou
significativamente, sobretudo devido a degradagcdo da poluigdo plastica existente.
Diversos estudos analisaram os efeitos do aumento da poluicdo por
micro/nanoplasticos (MNPs) em todo o0 mundo e evidenciaram que aproximadamente
5 a 13 milhdes de toneladas de detritos plasticos entram no ecossistema marinho a
cada ano (Nabi et al., 2022). Em 2015, as terras agricolas da Europa continham entre
63 mil e 430 mil toneladas de MPs (Nizzetto; Futter; Langaas, 2016). Ainda, outro
estudo demonstrou que a cada 10 gramas de fezes humanas sao encontrados 20
MPs, sendo eles de 9 tipos diferentes (Schwabl et al., 2019). A Figura 1 demonstra a
poluicdo plastica e sua degradagdo no ambiente marinho, além dos niveis de

microplasticos em diferentes amostras.

Industrias Descarte incorreto

@ -
00 -
o0 @
Raios UV. [} @ ‘ —
® ‘O ® Ecossistema Marinho
Mi lasti 5 a 13 milhoes de toneladas deMPs
Icroplasticos (Nabi et al., 2022)

(MPs)

Terras Agricolas
63 a 430 mil toneladas de MPs

~_ (Nizzetto; Futter; Langaas, 2016)

Amostras Fecais
10 g -> 20 MPs,
9 diferentes tipos
(Schwabl et al., 2019)

Figura 1. Representagéo da poluicao plastica no ambiente marinho e niveis de MNPs no ecossistema

marinho, terras agricolas e amostras fecais Criado em BioRender.com.

No ambiente, os MNPs representam uma ameaca crescente ao funcionamento
e a integridade de ecossistemas. Estudos recentes demonstraram que a ingestao de
MNPs pode ser detectada em quase todos os niveis zooldgicos, principalmente por

serem facilmente ingeridos, devido ao seu tamanho reduzido em relacdo aos
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macroplasticos (Nguyen et al., 2023; Wu et al., 2019). Embora os efeitos dessa
ingestdo ainda nao estejam completamente esclarecidos, ja foram descritas
consequéncias como abrasao interna, obstrugdo do trato gastrointestinal, formagao
de ulceras e até mortalidade em determinados organismos (Nguyen et al., 2023). Além
disso, organismos de niveis troficos iniciais, como zooplancton e invertebrados,
podem ingerir e acumular microplasticos, alertando para a transferéncia e acumulagao
trofica (Collignon et al., 2012).

Nos humanos, a exposigéo aos plasticos pode ocorrer por ingestao, inalagéo e
exposi¢ao dérmica (Dzierzynski et al., 2024; Prata et al., 2020c). A ingesté&o, principal
via de exposicao, pode ocorrer por meio de alimentos e agua contaminados. Entre os
alimentos, destacam-se aqueles armazenados em recipientes plasticos (exposi¢cao
estimada em 2.977 itens por pessoa), frutos do mar (estimada em 8,92 x 10 itens de
moluscos e de 518 a 4.600 itens de peixes por pessoa por ano) e sal (estimada em
506 itens por kg) (Wu et al.,, 2022). Outra via critica de exposicdo é a inalagao,
proveniente de tecidos sintéticos, abrasdo de materiais e suspensao de microplasticos
no ambiente. As concentracbes estimadas variam de 1,1 a 59,4 fibras/m® em
ambientes internos e de 0,3 a 1,5 fibras/m® em ambientes externos (Zhang et al.,
2020). Por fim, o contato dérmico também constitui uma via conhecida de exposigao.
Considerando que os poros da pele possuem diametro de 40 a 80 ym, a barreira
dérmica pode ser ultrapassada por NPs, fibras e aditivos. Embora poucos estudos
quantifiguem a exposi¢ao dérmica a essas substancias, essa via esta principalmente

relacionada a absorg¢ao de aditivos plasticos (Prata et al., 2020; Wu et al., 2022).

Estudos demonstraram que em humanos, os MNPs conseguem atingir o
coracgao (Yang et al., 2023), o figado (Horvatits et al., 2022), a placenta (Ragusa et al.,
2021), o pulmao (Amato-Lourencgo et al., 2021), os testiculos (Zhao et al., 2023) e os
ovarios (Montano et al., 2025). Além disso, particulas também foram encontradas
particulas em amostras biolégicas de leite materno e urina (Liu et al., 2023; Pironti et
al., 2022). Estudos experimentais indicam que a exposicao a essas particulas pode
induzir respostas inflamatérias, estresse oxidativo e danos celulares em diversos
modelos bioldgicos (An et al., 2021; Babaei et al., 2022; Wang et al., 2022; Zhu et al.,
2023).

Do ponto de vista fisico-quimico, a toxicidade de nanoparticulas ¢é influenciada

por forma, tamanho, carga, modificagao de superficie, estrutura cristalina, capacidade
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de adsorg¢ao, aglomeracdo e capacidade de dissolugcdo em solugbes. Essas
caracteristicas determinam como essas particulas interagem com células e organelas,
resultando em maior ou menor internalizagdo e toxicidade (Santacruz-Marquez;
Gonzalez-De los Santos; Hernandez-Ochoa, 2021). Assim, o estudo de particulas
plasticas torna-se um desafio, uma vez que sao encontradas no ambiente com
diferentes caracteristicas e tamanhos, demonstrando a importancia de discutir, de
forma correlacionada, as caracteristicas das particulas avaliadas e seus

consequentes efeitos toxicologicos em modelos experimentais.

Considerando esses determinantes fisico-quimicos da toxicidade, os NPs
tornam-se particularmente alarmantes dentro do grupo dos MNPs. Devido ao seu
tamanho ainda menor em comparagéao aos MPs, eles passaram a ser considerados
ubiquos no ambiente, especialmente em oceanos, atmosfera e solo, figurando entre
0s principais contribuintes para a poluigao plastica global (Lau et al., 2020; Rochman,
2018; Wu et al., 2019). Além disso, devido aos tamanhos nanométricos, os NPs
possuem maior facilidade em sua absorgao pelo trato gastrointestinal e sdo capazes
de atravessar barreira biolégicas importantes, como o cérebro, tornando-se mais
alarmantes para a saude humana (Banerjee; Shelver, 2021; Campanale et al., 2020;
Ullah et al., 2023; Nihart et al., 2025).

Ademais, os NPs possuem uma grande area superficial hidrofébica, o que os
torna ideal para adsorgao e transporte de poluentes como os desreguladores
enddcrinos (DEs) e outros poluentes quimicos no ambiente (Deng et al., 2020).
Estudos tem mostrado que grande parte das particulas plasticas encontrados em
humanos possuiam quantidades de quimicos ambientais como ftalatos e Bisfenol A
(Roslan et al., 2024). Dessa forma, os NPs tornam-se mais alarmantes do ponto de
vista de dispersdo ambiental, da contaminagcdao e dos efeitos toxicos. Além disso,
deixam de ser preocupantes apenas de forma isolada, despertando atencéo para sua
capacidade de interagir com poluentes quimicos ambientais, favorecendo processos
de transporte, bioacumulagcdo e potencializacdo de efeitos téxicos. A Figura 2
demonstra as principais caracteristicas fisico-quimicas que influenciam a toxicidade
de microparticulas, também demonstrando a capacidade dos MNPs de adsorver

outros poluentes quimicos, como os ftalatos.
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Figura 2. Caracteristicas fisico-quimicas e suas influéncias em microparticulas, como os nanoplasticos.
Essas caracteristicas determinam sua interagdo com o ambiente e sistemas bioldgicos, incluindo
tamanho, carga e propriedades de superficie, area superficial/porosidade, concentragdo e
aglomeracao, além da capacidade de adsorver ftalatos e outros poluentes organicos. Criado em

Biorender.com

1.3.Ftalatos e o conceito DOHaD

O plastico possui em sua composic¢ao diversos aditivos quimicos adicionados
a fim de conferir certas caracteristicas de acordo com o objetivo do polimero, como
por exemplo resisténcia a chama, maleabilidade, cor e forma (Zhang et al., 2024). Um
dos principais aditivos utilizados na manufatura do plastico sdo os ftalatos, compostos
quimicos derivados do acido ftalico que sao tipicamente aplicados para conferir maior
maleabilidade, e sdo amplamente utilizados em telhados, pisos, tapetes, embalagens
de alimentos e bebidas, peg¢as de automoveis, bolsas de sangue, equipamentos de
didlise e fabricagao de luvas (Bos$nir et al., 2003; Schettler, 2006; Wang; Zhu; Kannan,
2019).

A ligacdo nao-covalente aos produtos com os quais eles sdo empregados
permite sua liberagéo e, por consequéncia, a contaminagéo de agua potavel (0,16-
170 ug/dm3), amostras de ar (<0,4-65 ng/m3) e amostras de poeira (2,38-4,1 g/kg)
(Przybylinska; Wyszkowski, 2016). Assim, considerando a producado exacerbada de
produtos plasticos, a incorporacdo de ftalatos em produtos de uso comum e a

presenga comprovada no ambiente, dados de biomonitoracdo estima-se que 75 a

22



143
144

145
146
147
148
149
150
151
152
153

154
155
156
157
158
159
160
161
162
163

164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174

175

100% da populagao € exposta a ftalatos no dia a dia, através da via oral, inalagéo e

contato dérmico (Hannon; Flaws, 2015; Silva et al., 2004).

Os ftalatos sdo comumente conhecidos como diésteres do acido ftalico, entre
0s quais se destacam o di(2-etilhexil) ftalato (DEHP), o dibutilftalato (DBP) e o
dietilftalato (DEP) (Hannon; Flaws, 2015). Ap6s a exposi¢cédo, os ftalatos séo
rapidamente metabolizados pelo organismo, sendo os diésteres clivados em
monoésteres, formas frequentemente responsaveis por grande parte da toxicidade
associada a esses compostos (Meeker; Sathyanarayana; Swan, 2009). Devido a sua
rapida metabolizagao e excregcéo, a dosagem dos metabdlitos urinarios € amplamente
utilizada como principal método de biomonitoramento da exposigao a ftalatos (Wang;
Zhu; Kannan, 2019).

Essa problematica torna-se ainda mais complexa, visto que os ftalatos atuam
predominantemente como substancias antiandrogénicas, e por isso, sdo enquadrados
no grupo de substancias classificadas como DEs (Fisher, 2004). DEs sao substancias
que alteram a homeostase ou a agao hormonal enddgena, alterando a produgao,
liberacado, transporte e metabolismo de horménios (Braun, 2017). Dessa forma, os
DEs tém efeitos nocivos potenciais em sistemas hormdnio-dependentes, como o
sistema reprodutivo, podendo causar uma série de adversidades como puberdade
precoce, niveis alterados de horménios esteroides sexuais, ciclicidade menstrual
interrompida, endometriose (Chattopadhyay; Ghosh, 2021) e, até mesmo efeitos

sobre a prole (De Freitas et al., 2021; Venturelli et al., 2019).

O conceito das origens desenvolvimentistas da saude e da doenga/
Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) postula que fatores
ambientais no inicio da vida, como na gestacdo e amamentagado, sao capazes de
influenciar a programacgédo epigenética e modificar microambientes teciduais,
alterando a saude e a doenca do individuo no futuro (Wadhwa et al., 2009).
Historicamente, em 1986, David Barker despertou o interesse da comunidade
cientifica acerca da preocupacgao sobre a exposi¢ao a fatores estressores no inicio da
vida e suas repercussoes tardias (Barker; Osmond, 1986). Barker demonstrou uma
forte correlacédo entre a mortalidade por doencga cardiaca isquémica entre 1968 e 1978
e a mortalidade neonatal e infantil entre 1921 e 1925 no Pais de Gales, e propés a
hipotese de que a ma nutricdo no inicio da vida teria relagdo com o aumento da

mortalidade por doenga coronariana no futuro (Barker; Osmond, 1986; Suzuki, 2018).
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Apos isso, diversos estudos experimentais e epidemiolégicos foram realizados no
ambito do conceito DOHaD contribuindo para o entendimento de que a exposi¢ao a
condi¢des estressoras durante o inicio da vida impactam ndo apenas no aumento da
incidéncia de doengas crénicas nao transmissiveis, mas também podem influenciar a
oncogénese nos descendentes, especialmente em Orgdos dependentes de
horménios, como a prostata e a mama (Aquino et al., 2023; Barker; Osmond, 1986;
Keinan-Boker et al., 2009; Santos et al., 2019, 2022; Varuzza et al., 2019). A Figura 3

demonstra as principais bases teoricas e biolégicas da tematica DOHaD.

Modificagdes Epigenéticas Reorganizagao/adaptagao
Promator Gene alvo Células = Sistemas
Tecidos

Estresse

Condicionamento
no inicio da vida

Exposicao _—"" ,_____/-75 =

Ambiental

Desnutricao

Auumento da suscetibilidade a doengas como: chesidade, diabetes, doencas
cardiovasculares e cancer

Substancias
Toxicas

Figura 3. Representagdo esquematica dos principais agentes estressores associados as respostas
adaptativas da prole frente a insultos ocorridos durante o desenvolvimento intrauterino. A
representacao remete ao conceito de programacéao fetal e DOHaD, enumerando diferentes agentes
estressores e suas consequéncias em nivel celular e sistémico na prole. Imagem criada em

BioRender.com.

Com a evolugédo do conhecimento sobre o conceito DOHaD, com enfoque na
dieta e doengas crbnicas nao transmissiveis, atualmente, expande-se a utilizagao de
modelos experimentais associando a exposi¢ao perinatal a quimicos ambientais,
como os DEs e MNPs (Romano et al., 2022). No sistema genital, especificamente o
masculino, destacam-se dentre as principais alteragdes em modelos experimentais a
interferéncia na distancia anogenital, atraso na instalagdo da puberdade, anomalias
nas ceélulas germinativas e na espermatogénese, toxicidade nos testiculos e
epididimos associadas com a disgenesia testicular e alteragbes na prostata (Aquino
et al., 2023; Latini; De Felice; Verrotti, 2004; Manikkam et al., 2013; Scarano et al.,

2019, 2009). No sistema genital feminino, além de alteracbes em vias hormonais, ha

24



200
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227
228
229
230
231
232
233

reducdo da reserva ovariana e efeitos sobre a foliculogénese e esteroidogénese,
alteracao do peso corporeo, modificagdes no perfil de expressao génica, aumento da
incidéncia de cancer de mama; repercussdes multigeracionais, entre outros (Chiang;
Mahalingam; Flaws, 2017; Hannon et al., 2015b; Hannon; Flaws, 2015b; Jurewicz;
Hanke, 2011; Rattan et al., 2018).

Além dos DEs, estudos demonstraram que MNPs tém a capacidade de
atravessar diferentes barreiras biolégicas, dependendo de seu tamanho, aumentando
o potencial de bioacumulagdo juntamente com aditivos quimicos em tecidos com
barreiras altamente seletivas, como o cérebro, protegido pela barreira
hematoencefalica (Amato-Lourenco et al., 2024). Essa bioacumulagao também ja foi
relatada na interface materno-fetal em humanos, sendo encontrados na placenta
(Ragusa et al., 2021), no mecdnio e no corddao umbilical (Zhu et al., 2024)
demonstrando a capacidade dessas particulas chegarem até o embrido/feto durante
o desenvolvimento intrauterino.

Embora ainda escassos, estudos experimentais ja fornecem evidéncias de
acumulo, de translocacao para o embriao/feto e de efeitos adversos de MNPs durante
a gestacgao (Grindler et al., 2018; Ragusa et al., 2021). A presenga de MNPs no tecido
placentario foi descrita pela primeira vez em 2020, em ratos tratados com MNPs de
poliestireno (Fournier et al., 2020), e vem ganhando cada vez mais destaque,
demonstrando efeitos tanto estruturais, como funcionais (Aghaei et al., 2022; Fournier
et al., 2020; Hu et al., 2021; Nie et al., 2021; Yang et al., 2022). Além dos efeitos
diretos na placenta, a exposi¢cao gestacional a MNPs demonstraram causar restricao
do crescimento fetal na ultima metade da gravidez em ratos, reducao da proporgao do
peso feto-placentario, diminuicdo do comprimento do corddo umbilical e baixo peso
ao nascer (Zurub et al., 2023).

No sistema genital masculino, a exposi¢cdo gestacional e lactacional a NPs
afetou o peso testicular, alterou o epitélio seminifero e reduziu a contagem
espermatica da prole (Huang et al., 2022). No sistema genital feminino, a exposigao
precoce a MNPs foi capaz de atrasar a puberdade, desregular o ciclo estral e provocar
alteragdes na foliculogénese e na proporgao folicular da prole (Cheng et al., 2025; Dou
et al., 2024). Mesmo com poucos trabalhos, a literatura demonstra que tanto o sistema
reprodutor masculino quanto o feminino sdo sensiveis a exposi¢cao precoce a NPs.

E relevante destacar que mulheres e criancas apresentam niveis mais elevados
de exposicao a ftalatos. Em bebés, o contato frequente com superficies empoeiradas
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e a utilizacdo de brinquedos plasticos podem aumentar a absor¢éo desses compostos
(Meeker; Sathyanarayana; Swan, 2009). Nas mulheres, estudos mostram que os
niveis urinarios de metabdlitos de ftalatos sao significativamente maiores do que nos
homens, provavelmente devido a presenca desses compostos em produtos
cosmeéticos de uso diario, como perfumes, logdes, esmaltes e sprays capilares
(Hannon; Flaws, 2015; Silva et al., 2004). Esses achados evidenciam a importancia
de compreender os efeitos da exposicdo a ftalatos em grupos mais vulneraveis,
incluindo impactos na saude feminina, na gestacéo e na transferéncia materno-fetal,

bem como nos primeiros dias de vida dos descendentes.
1.4.Ovario, Desenvolvimento e Janelas de Plasticidade

O ovario é a gbnada feminina responsavel por fungbes reprodutivas e
endocrinas. Trata-se de um 6rgéao heterogéneo composto por um epitélio superficial,
um cortex contendo foliculos ovarianos em diferentes estagios de desenvolvimento,
corpos luteos e estroma, e uma medula rica em vasos sanguineos, vasos linfaticos e
fibras nervosas (Clement, 1987; Junqueira; Carneiro, 2012). Dentre as fungdes dos
ovarios destacam-se a maturagdo e a oocitagdo do gameta feminino, bem como, a
producdo e secrecdo de horménios sexuais femininos, controlando muitos aspectos
do desenvolvimento e da fisiologia feminina (Hannon; Flaws, 2015).

O componente funcional dos ovarios, os foliculos, sdo compostos por um odcito
circundado por dois tipos de células: células da granulosa e células da teca. Nos
ovarios, os foliculos sofrem um processo denominado foliculogénese que consiste no
desenvolvimento e maturacdo folicular, coordenado por fatores autdcrinos,
paracrinos, justacrinos e uma rigorosa regulagdo endodcrina por gonadotrofinas
hipofisarias (hormdnio foliculo estimulante — FSH e horménio luteinizante — LH)
(Orisaka, et al., 2021; Edson et al., 2009). A quantidade de foliculos nos mamiferos é
determinada no periodo perinatal (Hannon; Flaws, 2015; Pepling, 2006), definindo a
reserva folicular e, consequentemente, a expectativa de vida reprodutiva.

Durante o desenvolvimento embrionario, as células germinativas primordiais
migram do saco vitelino para a crista genital, através do mesentério posterior, e se
alojam na gbnada em diferenciacdo. Em sequéncia, essas células proliferam
massivamente por mitose e se aglomeram em ninhos nas quais células escamosas
pré-granulosas circundam as oogonias. Ao estabelecer os ninhos, inicia-se a meiose

transformando as oogOnias em odcitos primarios até serem parados no estagio
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dipléteno da profase | da meiose até a puberdade (Baillet; Mandon-Pepin, 2012;
Borum, 1961; Hirshfield, 1991; Pepling, 2006). Nesse periodo, os ninhos comegam a
se decompor para a formagao de foliculos primordiais.

A quebra desses aglomerados se da pela morte de odcitos presentes por
apoptose, permitindo que as células somaticas envolvam odcitos sobreviventes,
formando os foliculos primordiais. Essa morte de células germinativas precisa ser
altamente regulada para garantir a produgdo de uma populagao folicular suficiente
para sustentar a fertilidade feminina (Greenfeld et al., 2007). Em humanos o
estabelecimento dos foliculos ocorre por volta do 6° - 9° més de gestagcéo, e em
roedores, por volta do 3° dia pds-natal, quando comega a formacgao dos foliculos
primordiais (Hannon; Flaws, 2015). Nesse sentido, exposi¢des durante esse periodo
de estabelecimento da reserva folicular podem ser determinante para a saude
reprodutiva, considerando que fendmenos de morte celular, estresse oxidativo e
influéncia hormonal podem comprometer a relagdo entre sinalizagdes inibitérias e
proliferativas nos foliculos primordiais dormentes, gerando ativagdo precoce de
foliculos primordiais desencadeando senescéncia ovariana precoce (Gaytan et al.,
2015). A figura 4 elucida o desenvolvimento ovariano, a formacgé&o dos foliculos

primordiais e a linha do tempo desse desenvolvimento em humanos e roedores.
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Figura 4. Estabelecimento da reserva folicular durante o desenvolvimento ovariano. Apds a

implantagéo, as células germinativas primordiais (CGPs) migram para a crista genital, onde proliferam,
formam ninhos de oogdnias e iniciam a meiose. A quebra dos ninhos por apoptose resulta na formagéao
dos foliculos primordiais. A linha do tempo inferior compara as janelas de desenvolvimento reprodutivo

entre humanos e roedores. Imagem criada com Biorender.com, inspirada em Ho, Shuk-Mei et al. 2018.
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Apods sua formacao, os foliculos primordiais permanecem dormentes por um
longo periodo e seu recrutamento e desenvolvimento podem ser classificados em trés
principais fases. A primeira consiste na transicdo folicular entre os estagios
primordiais, primarios e pré-antrais, fase independente de gonadotrofinas (FSH e LH)
e que normalmente acontece por sinalizagdes paracrinas e autocrinas por multiplos
fatores de crescimento, processo rigorosamente regulado pela comunicagcao entre
odcito, células da granulosa e células somaticas circundantes (Hannon; Flaws., 2015).

Durante essa transigdo, ocorre uma mudanga morfolégica nas células da
granulosa, de escamosas para cubicas, e o foliculo passa a ser denominado foliculo
primario. Em sequéncia, se desenvolvem em foliculos pré-antrais, que sao rodeados
por pelo menos duas camadas de células da granulosa e em volta delas uma camada
de células da teca (Edson et al., 2009). A quiescéncia da reserva de foliculos
primordiais € mantida por fatores de supressao da ativacao folicular, enquanto o
recrutamento € iniciado por fatores estimulantes do desenvolvimento (Hannon; Flaws.,
2015). Assim, um desbalango nesse processo inibitério/estimulatério pode favorecer
o recrutamento da reserva folicular de forma descontrolada.

A segunda fase consiste na transigao para o estagio antral, foliculo que contém
0 ovaocito rodeado por varias camadas de células cubdides da granulosa, duas
camadas externas de células da teca e um espaco (antral) preenchido por liquido,
com presencga de horménios esteroides, proteinas, polissacarideos e moléculas de
manutencgao e sinalizagdo (Edson et al., 2009; Orisaka, et al., 2021). Esse foliculo é
capaz de oocitar e produzir as quantidades necessarias de estradiol e testosterona
para o corpo feminino (Fletcher et al., 2022; Mourikes; Flaws, 2021). Esse processo
possui majoritariamente regulagao intraovariana mas comecga a adquirir dependéncia
de FSH. Nesse momento, a dependéncia de FSH é crucial para determinar o destino
folicular, seja ele crescimento ou atresia (Orisaka, et al., 2021).

Os reguladores intraovarianos que atuam na aquisi¢ao de dependéncia do FSH
envolvem diversos fatores, como a sinalizagao oocitaria, e destaca-se a formagao da
camada de células da teca que ndo apenas fornece suprimento sanguineo, como
também as sensibiliza as gonadotrofinas (Orisaka, et al., 2021). A partir desse
momento, as células da teca tornam-se capazes de produzir andrégenos que irdo se
ligar aos receptores de androgenos nas ceélulas da granulosa, induzindo a expressao
do receptor de FSH (FSHR), promovendo crescimento folicular, sobrevivéncia e
aquisicao da dependéncia de FSH (Orisaka, et al., 2021).
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Por fim, a terceira fase consiste na fase dependente de gonadotrofina. Apés um
crescimento adequado, os foliculos antrais sdo submetidos a controle ciclico pela
acao do eixo hipotalamo-hipoéfise-ovario. Durante esse periodo, um pool de foliculos
antrais se desenvolve sendo necessaria a selecdo de um ou multiplos foliculos, a
depender da espécie, para o processo final de maturacdo e consequente oocitacao
(Edson et al., 2009; Orisaka, et al., 2021). Apds a oocitagao, as células da granulosa
e da teca do foliculo remanescente diferenciam-se em células luteais grandes e
pequenas, respectivamente, formando o corpo luteo (Hannon; Flaws., 2015). A Figura

5 demonstra esquematicamente a foliculogénese ovariana.

Independente de Gonadotrofinas Dependente de Gonadotrofinas

Fatores Inibitérios

<

r

NN

Atresia Atresia
Processo irreversivel - Ativacao Fatores Estimulatérios
—_—
Primordial Primario Pré-antral Antral Pré-ovulatério Ovulatério

Figura 5. Dindmica da foliculogénese ovariana. A ativagdo do foliculo primordial € um processo
irreversivel, regulado por fatores inibitorios e estimulatérios independentes de gonadotrofinas. As
transi¢des iniciais até o estagio pré-antral ocorrem predominantemente por sinalizagdo intraovariana,
enquanto o crescimento antral torna-se progressivamente dependente de FSH. A atresia um possivel

destino em todas as etapas do desenvolvimento folicular. Imagem criada com biorender.com.

Outra funcgéo crucial do ovario é a produgao de hormdnios esteroides sexuais através
da esteroidogénese ovariana, processo conduzido principalmente pelo foliculo antral
maduro e pelo corpo luteo apds a oocitagcdo. Os hormdnios reprodutivos produzidos
podem atuar no préprio ovario, cérebro, hipéfise, mama e utero, bem como podem
atuar de maneira nao reprodutiva no cérebro, sistema cardiovascular, tecido adiposo,
pele, ossos e figado (Brehm et al., 2020; Hannon; Flaws, 2015), demonstrando a
importancia da esteroidogénese ovariana para a saude reprodutiva e em diversos
tecidos nao reprodutivos. Resumidamente, nas células da teca, o colesterol &
transportado para a mitocondria via proteina reguladora aguda da esteroidogénese
(STAR) e convertido em pregnenolona pela CYP11A1. A pregnenolona é
posteriormente transformada em progesterona (HSD3B) ou DHEA (CYP17A1), sendo
convertida em androstenediona por acdo da CYP17A1 e HSD3B, respectivamente. A
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androstenediona pode originar a testosterona através da HSD17B. Esses andrégenos
difundem-se para a granulosa, onde a androstenediona é convertida em estrona e a
testosterona em estradiol, ambas por acédo da CYP19A1 (Brehm et al., 2020; Hannon;
Flaws, 2015). A Figura 6 representa a esteroidogénese ovariana demonstrando a
interacdo das células da teca e da granulosa, essencial para a produgdo hormonal e

manutencao da fungao ovariana.

LH FSH
T Célula da Teca Célula da granulosa Y
' Foliculo Antral
STAR
[ Colesterol | ———{ Colesterol |
¥ CYP11AT | cyP11a7
CYP17AT »~~ <, HSD3B | Hsp3B }
[DHEA] [Progesterona J« Progesterona
HSD3B \u &~ CYP17AT
CYP19A1
| Androstenediona -l Estrona
| HsD17B - | HsD17B
| Testosterona >
Membrana Basal

Figura 6. Dindmica da esteroidogénese ovariana no foliculo antral. As células da teca atuam na
produgédo de andrégenos, que se difundem para as células da granulosa, onde sdo convertidos em

estrogénios. Imagem criada com biorender.com.

Assim, o ovario possui diversas fungdes, extremamente coordenadas desde o
desenvolvimento inicial até os processos de acao fisiolégica. Nos ultimos anos,
disfungbes reprodutivas como reducdo da fertilidade, canceres hormdnio-
dependentes e infertilidade vém crescendo no mundo. De acordo com um relatério da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), cerca de 17,5% da populagdo mundial adulta
sofre de infertilidade, sendo 1 em cada 6 pessoas no mundo (“Infertility prevalence
estimates”, [s.d.]). Diversos fatores contribuem para a subfertilidade e infertilidade
feminina, sendo a exposi¢ao a contaminantes ambientais uma das principais causas
relacionadas com a toxicologia da reprodugao em humanos e animais (Marques-Pinto;
Carvalho, 2013; Woodruff et al., 2008). Ademais, a fungao ovariana normal é essencial
para a saude sistémica feminina, desencadeando efeitos cardiovasculares, no humor,
cérebro e no osso (Hannon; Flaws., 2015). Nesse sentido, é crucial compreender os
efeitos de poluentes ambientais, como os residuos plasticos, na fungao ovariana.

Os seres humanos também sao expostos cronicamente aos ftalatos desde a
gestacao até a idade adulta (Hannon; Flaws., 2015). Portanto, estudos devem

investigar os efeitos da exposicao a poluentes ambientais, desde a fase intrauterina
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até a idade adulta. Esses poluentes plasticos podem exercer toxicidade na fungao
ovariana em diferentes janelas de vulnerabilidade, desde efeitos diretos até efeitos na
reprogramacgao precoce. Por exemplo, a exposi¢cao a poluentes que comprometam o
estabelecimento da reserva folicular pode desencadear infertilidade permanente
devido ao esgotamento folicular precoce (Hirshfield, 1991; Pepling, 2006; Chen et al.,
2025). Ademais, outro mecanismo de toxicidade reprodutiva é atingir, de forma direta,
outros estagios foliculares, como o foliculo antral, crucial para maturagao final do
oocito, oocitagdo e produgdo hormonal (Hannon; Flaws., 2015). Esse ultimo efeito
pode ser exercido através do comprometimento da funcdo do crescimento e
maturagcdo dos foliculos antrais, bem como através da inibicdo da sua acéao
esteroidogénica através da deplecao de enzimas envolvidas nesse processo (Gholiof
et al., 2025; Meling et al., 2020).

Assim, o ovario apresenta multiplas janelas de vulnerabilidade ao longo da vida,
incluindo o periodo perinatal de estabelecimento da reserva folicular, as fases iniciais
de ativacao e crescimento folicular e o estagio antral dependente de esteroidogénese,
sendo todas altamente sensiveis a interferéncias ambientais (Pepling, 2006; Hannon
& Flaws, 2015; Mourikes & Flaws, 2021). Nesse sentido, sdo necessarios novos
estudos que explorem os efeitos dos nanoplasticos, seus aditivos e seus efeitos
combinados na saude reprodutiva feminina, explorando tanto o impacto direto em
foliculos ovarianos quanto avaliando os efeitos desses poluentes no inicio da vida,
considerando as diferentes janelas de plasticidade do desenvolvimento ovariano e

folicular.

2. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos da exposi¢cao a uma mistura de ftalatos, a nanoplasticos de
poliestireno (PS-NPs), e da co-exposicdo de ambas as substancias no ovario, em
diferentes momentos da biologia reprodutiva feminina, por meio de experimentos in

vivo e in vitro, considerando distintas janelas de suscetibilidade.

2.1.Objetivos especificos

e Avaliar os efeitos diretos da exposicdo a PS-NPs e a uma mistura de monoésteres
de ftalatos, de forma isolada ou combinada, sobre o crescimento, esteroidogénese

e foliculogénese de foliculos antrais de camundongos in vitro — Capitulo 1
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¢ Avaliar os efeitos diretos da exposicao a PS-NPs e a uma mistura de monoésteres

de ftalatos, de forma isolada ou combinada, em ovarios neonatais de camundongos

durante o estabelecimento da reserva ovariana in vitro — Capitulo 2

¢ Avaliar os efeitos da exposicao gestacional e lactacional a PS-NPs e a uma mistura

de diésteres de ftalatos, de forma isolada ou combinada, sobre o estabelecimento

da maturidade reprodutiva e a saude ovariana da prole de ratos— Capitulo 3
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CONCLUSAO GERAL

O presente trabalho investigou os efeitos da exposicdo a PS-NPs, a uma
mistura de diésteres ou monoésteres de ftalatos, bem como a co-exposi¢cao desses
contaminantes, na saude reprodutiva feminina, integrando trés modelos experimentais
complementares que abordam diferentes momentos da biologia reprodutiva feminina.
A dissertacdo demonstrou que a exposig¢ao a PS-NPs e ftalatos, isoladamente ou em
coexposicdo, compromete a fungdo ovariana em diferentes janelas de
desenvolvimento. No modelo in vitro de foliculos antrais, esses contaminantes foram
capazes de internalizar e interferir no crescimento e fungdo do foliculo antral. Em
ovarios neonatais in vitro, a exposi¢cao precoce alterou genes essenciais a regulacao
do ciclo celular, ao desenvolvimento folicular e ao balango oxidativo, indicando que
insultos ambientais nesse periodo critico podem comprometer a reserva ovariana,
principalmente na coexposicdo em doses ambientalmente relevantes. Por fim, a
exposicao gestacional e lactacional promoveu alteracbes persistentes no
desenvolvimento reprodutivo da prole, nos niveis hormonais e no proteoma ovariano,
evidenciando disfungcdo mitocondrial, remodelacdo do citoesqueleto e desbalanco
energético.

A integragao dos trés capitulos demonstra que os efeitos observados na idade
adulta ndo sao eventos isolados, mas resultado de alteragdes iniciadas em niveis
celulares e teciduais precoces, que podem se acumulam e se somam com os efeitos
da exposigao na vida adulta, sugerindo disfungdo ovariana persistente. Esses dados
se correlacionam com a exposigao real, visto que somos expostos a contaminantes
ambientais, principalmente residuos plasticos, durante toda a vida. Ademais, esses
achados reforcam o conceito DOHaD, mostrando que exposi¢cdes ambientais durante
janelas criticas programam a fungéo reprodutiva feminina a longo prazo. Do ponto de
vista translacional, os resultados destacam a importancia de politicas publicas que
considerem exposicbes combinadas a plasticos e seus aditivos, visando proteger
gestantes, lactantes e recém-nascidos e prevenir efeitos adversos persistentes na

saude reprodutiva.
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