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RESUMO
A placenta é um 6rgdo materno-fetal essencial para o desenvolvimento adequado do feto, formando a
interface entre a circulagdo da mée e do feto. Continuamente, 0s seres humanos Sdo expostos a
desreguladores enddcrinos (DEs), sendo que, na populacdo de gestantes, estes podem interferir no
desenvolvimento da prole. Os ftalatos, classificados DEs, sdo utilizados como plastificantes para
garantir maior maleabilidade e flexibilidade aos plésticos. Quando o pléstico é descartado no meio
ambiente, ele se degrada em microplésticos (MPs) e nanoplasticos (NPs). E alarmante a quantidade de
lixo plastico que vem se acumulando nos ecossistemas terrestre e aquatico, o que tem se tornado um dos
maiores desafios de salde publica no mundo. A hipotese deste trabalho foi que condicdes adversas
durante a gestagdo, como a exposi¢cdo aos ftalatos e micro-nanoplasticos (MNPs), poderiam
comprometer a salde materna e alterar 0s processos celulares e bioquimicos desempenhados pela
placenta trazendo consequéncias ao desenvolvimento da prole. Assim, o objetivo deste trabalho foi
investigar se a exposicao gestacional a uma mistura de ftalatos e MNPs interfere na interface materno-
fetal, ao alterar a eficiéncia reprodutiva feminina, a morfologia placentaria, 0 microbioma materno e
fetal, e alterar o desenvolvimento fetal. Para isso, ratas prenhes da linhagem Sprague Dawley foram
distribuidas em 6 grupos: CTR: (controle; veiculo); T1: 20ug/kg/dia da mistura de ftalatos (MF); T2:
200mg/kg/dia MF; T3: 1mg/kg/dia de nanoplasticos 100 nm (NPs); T4: 20ug/kg/dia MF + 1mg/kg/dia
NPs 100 nm; T5: 200mg/kg/dia MF + 1mg/kg/dia NPs 100 nm. O tratamento foi feito via oral do dia
gestacional 5 (DG5) ao DG20. No DG20, 6-8 ratas de cada grupo foram anestesiadas e submetidas a
laparotomia. Os fetos foram isolados, pesados e fixados para as analises viscerais e esqueléticas. Foram
coletados os ovarios e o0 Utero para o registro de corpos luteos, e sitios de implantacao e reabsorgdes. As
placentas seguiram para analises histoldgicas (HE), e moleculares (RTg-PCR e Western Blotting) para
avaliacdo da expressdo génica e proteica de alvos relacionados com estresse oxidativo, sinalizacdo
celular, fatores de crescimento. Por fim, foram coletadas amostras fecais das mées no DG20 e de ratos
p6s-desmame no dia p6s-natal (DPN) 22, para analise do microbioma intestinal. Os resultados indicaram
aumento da perda pré-implantacional nos grupos T3, T4 e T5; redugdo do peso placentario e aumento
de sua eficiéncia na prole masculina no grupo T3. Também foi observada uma diminuigdo na distancia
anogenital na prole feminina (T1) e masculina (T2), e uma redugdo no numero de fetos com peso
adequado para a idade de prenhez no T3. Além disso, houve aumento nos niveis de expressao génica de
alvos relacionados a diferenciacdo de células trofoblésticas e fatores de crescimento relacionados a
angiogénese na placenta, principalmente nos grupos T3, T4 e T5. Em relacdo ao microbioma materno,
houve reducéo da diversidade alfa no grupo T1, e aumento da classe Bacilli e das ordens Bacillales e
Lactobacillales, nos grupos T2, T3 e T4. Dessa forma, os resultados encontrados demonstram que 0s

NPs, isolados ou em combinacdo com os ftalatos, induziram altera¢cbes materno-placentarios.

Palavras-chave: exposi¢do materna, placenta, desenvolvimento fetal, desreguladores enddcrinos,

poluentes ambientais.



ABSTRACT

The placenta is a vital maternal-fetal organ for the healthy development of the fetus, forming an interface
between maternal and fetal circulation. Human beings are continually exposed to endocrine disruptors
(EDs), and in the pregnant population, these can interfere with the development of the profile.
Phthalates, considered as EDs, are added to plastics as plasticizers to increase their malleability and
flexibility. When these enter the environment, they degrade and form microplastics (MPs) and
nanoplastics (NPs). One of the largest threats to human health is the rising global overuse of plastics.
Unfavorable circumstances, like exposure to phthalates and micro-nanoplastics (MNPs), during early
development, may have an impact on the profile's adult life. Therefore, the objective of this work was
to investigate whether gestational exposure to a mixture of phthalates and NPs interferes with the
maternal-fetal interface, altering female reproductive efficiency, placental morphology, maternal and
fetal microbiome, and altering fetal development. For this, pregnant rats of the Sprague Dawley line
were distributed into 6 groups: C: (control; vehicle); T1: 20ug/kg/day of the phthalate mixture (MF);
T2: 200mg/kg/day MF; T3: 1mg/kg/day of 100 nm nanoplastics (NPs); T4: 20ug/kg/day MF +
1mg/kg/day NPs 100 nm; T5: 200mg/kg/day MF + 1mg/kg/day NPs 100 nm. Treatment was
administered orally from gestational day 5 (GD5) to GD20. On GD20, 6-8 rats from each group were
anesthetized and underwent laparotomy, and blood was collected for hormonal analysis. Fetuses were
isolated and weighed for visceral and skeletal analyses. The ovaries and uterus were collected to record
corpora lutea, and implantation and resorption sites. The placentas were sent for histological (HE) and
molecular (RTg-PCR and Western Blotting) analysis to evaluate the gene expression of targets related
to oxidative stress, cell signaling, and growth factors. Finally, fecal samples were collected from mothers
on GD20 and from post-weaning rats on postnatal day (PND) 22 for analysis of the intestinal
microbioma. The results indicated an increase in pre-implantation loss in T3, T4 and T5 groups, a
reduction in placental weight and an increase in its efficiency in male offspring in T3 group. In addition,
a decrease in anogenital distance was observed in female (T1) and male (T2); a reduction in the number
of fetuses appropriate for the gestational age in T3 group. Furthermore, the treatment demonstrated an
increase in gene expression levels of targets related to trophoblast cell differentiation and growth factors
related to angiogenesis in the placenta, mainly in T3, T4 and T5 groups. In relation to the maternal
microbiome, there was a reduction in alpha diversity (T1) and an increase in the Bacilli class and the
Bacillales and Lactobacillales orders, in T2, T3 and T4 groups. Thus, the results found demonstrate that

NPs, alone and in combination with the phthalate mixture, induced maternal and placental alterations.

Keywords: maternal exposure, placenta, fetal development, endocrine disruptors, environmental

pollutants.
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CAPITULO 1: CONTEXTUALIZACAO E FUNDAMENTACAO
CIENTIFICA

1. PLASTICOS, ADITIVOS E NANOPLASTICOS

O uso de plastico tem aumentado constantemente desde sua producdo em larga escala a
partir de meados da década de 50 do século passado. Estima-se que a producdo global tenha
alcancado 8,9 bilhdes de toneladas (Geyer; Jambeck; Law, 2017), e somente em 2022, esse
namero chegou a aproximadamente 400,9 milhdes de toneladas (PLASTICS EUROPE, 2022).
Devido a facilidade, baixo custo e durabilidade, a producdo em massa de itens plasticos e sua
utilizacdo aumentam a cada ano, criando-se uma cultura de producdo em massa de lixo plastico.
O descarte incorreto desses polimeros se acumula em ecossistemas aquaticos e terrestres,
afetando o meio ambiente e a vida dos seres humanos (Barnes et al., 2009; Landrigan et al.,
2020). Conforme o plastico, disperso no ambiente, se fragmenta em particulas menores, forma
0s microplasticos e nanoplasticos, que se tornam uma grande preocupacao tanto para a saude
humana quanto para o meio ambiente. A medida que essas particulas se infiltram em diversos
microambientes, hd um crescente interesse em entender 0s possiveis impactos que podem ter
sobre o corpo humano e 0 meio ambiente em escala mundial (Wagner; Reemtsma, 2019).

Os residuos pléasticos, quando eliminados e expostos a outros componentes, decompdem-
se em enormes quantidades de microplasticos (medindo <5 pm) e nanoplasticos (<100 nm)
(Gigault et al., 2018; Song et al., 2017). Uma Unica particula de microplastico (MPs) pode se
decompor em bilhdes de particulas de nanoplastico (NPs), sugerindo que a polui¢do por
nanoplasticos, provavelmente, é predominante em todo o mundo (Gigault et al., 2016;
Hernandez; Yousefi; Tufenkji, 2017). Diversos estudos analisaram os efeitos do aumento da
poluicdo por micro e nanoplasticos (MNPs) em todo o 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). Isso destaca a necessidade de um maior entendimento
e investigacao sobre os nanoplasticos e seus potenciais efeitos na saude de humanos e animais.

A exposicdo aos MNPs em humanos pode ocorrer através da ingestdo de agua e produtos
alimentares contaminados com plastico ou por inalagao de ar poluido com pléastico (Figura 1)
(Prata et al., 2020). Os MNPs tém sido identificados em uma variedade de fontes, incluindo

frutos do mar (peixe, camardao e mexilhGes), produtos domésticos (sal marinho, mel, actcar e
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sacos de chd), agua da torneira, &gua engarrafada, cervejas, locais de construcao civil, fabricas
e terrenos agricolas (Barboza; Vieira; Guilhermino, 2018; Hernandez; Yousefi; Tufenkji,
2017). Essa deteccédo generalizada de plasticos destaca a extensdo da contaminacao por plastico
no meio ambiente e na cadeia alimentar. Além disso, acredita-se que os nanoplasticos (<100nm)
podem atravessar a barreira dérmica devido ao seu tamanho, rota associada normalmente a
mondmeros e aditivos dos plasticos como os ftalatos (Prata et al., 2020). E, por serem menores,
0s NPs possuem maior facilidade em sua absorcdo pelo trato gastrointestinal e sdo capazes de
atravessar membranas biologicas importantes (Banerjee; Shelver, 2021; Kannan; Vimalkumar,
2021), causando alterages no sistema genital masculino e feminino, sistema enddcrino (ex.:
adrenal e tireoide), e sistema nervoso (Leso et al., 2023; Ullah et al., 2023).

A presenca de particulas de plasticos na placenta humana foi descrita pela primeira vez por
Ragusa e colaboradores em 2021 (Ragusa et al., 2021). Em gestantes, os microplasticos tém a
capacidade de entrar na corrente sanguinea e chegar a placenta através do sistema respiratério
materno e do trato gastrointestinal (Arumugasaamy et al., 2019). Mesmo que 0s mecanismos
precisos que os MNPs usam para cruzar a placenta ainda nédo estejam esclarecidos, quando 0s
MNPs atingem a superficie materna da placenta, eles podem penetrar nos tecidos mais
profundos por meio de vias de transporte, tanto ativas quanto passivas (Medley et al., 2023;
Tetro et al., 2018). Ademais, em um estudo recente com camundongos machos e fémeas, a
administracdo de MPs (0,5 e 2mg de MPS por 90 dias) induziu toxicidade reprodutiva e de
desenvolvimento, ao reduzir o peso corporal dos filhotes, o nimero de fetos nascidos vivos por
mée e a proporc¢ao sexual dos filhotes (Park et al., 2020).

Além disso, a extensa area de superficie hidrofobica dos MNPs torna-os eficazes em carrear
outras particulas poluentes, como os desreguladores enddcrinos (DES), ftalatos, metais pesados
e outros produtos quimicos (Deng et al., 2020). Essas substancias associadas podem causar
danos a satde dos mamiferos, principalmente dos seres humanos, por meio de processos de
bioacumulacéo e biomagnificacdo (Ullah et al., 2023). Dentre esses compostos, os ftalatos, ou
diésteres de acido ftalico, sdo amplamente utilizados como plastificantes para conferir maior
maleabilidade e flexibilidade em diversos produtos de plastico de cloreto de polivinilo, como
brinquedos, cosméticos, recipientes de alimentos e dispositivos hospitalares (Wang; Zhu;
Kannan, 2019). Por causa de sua estrutura quimica, os ftalatos sdo facilmente liberados para o
ambiente, 0 que contribui para sua presenca generalizada. Classificados como DEs, os ftalatos

tém sido especialmente estudados por sua atividade antiandrogénica (Radke et al., 2018), e
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assim, a maior parte dos estudos avaliam o papel da exposi¢do ao ftalato em aspectos

reprodutivos, metabdlicos e neurolégicos.

EXPOSICAO HUMANA AOS FTALATOS E NANOPLASTICOS
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Figura 1: Representacdo esquematica das principais vias de exposi¢cdo humana aos ftalatos e nanoplasticos, vias
como inalagdo, ingestdo e absorcdo dérmica. A absorcdo desses compostos e sua biodisponibilidade na corrente
sanguinea possibilitam sua transferéncia através da barreira placentaria, alcancando o embrido ou feto durante a
gestacdo e causando impactos transgeracionais. Fonte: o proprio autor. Criado pelo app biorender.com.

A literatura mostra que, em roedores, hd provas suficientes que a exposicdo ao ftalato
provoca toxicidades reprodutivas e de desenvolvimento. Nos seres humanos, as alteracdes de
dismorfismo no trato genital, observados em lactentes do sexo masculino, foram
significativamente associados a exposicdo pré-natal a ftalatos (Swan et al., 2005). J& em
modelos animais, a distancia anogenital (DAG) tem se revelado um marcador altamente
sensivel para avaliar a desmasculinizacdo do trato genital masculino. Essa métrica é utilizada
para monitorar os efeitos de substancias potencialmente disruptivas ao desenvolvimento sexual.
Diversos estudos epidemioldgicos mostraram gque meninos, cujas maes apresentaram niveis
elevados de ftalato na urina durante a gravidez, frequentemente exibem uma DAG reduzida,
sugerindo uma possivel influéncia antiandrogénica dos ftalatos (Swan et al., 2015; Radke et al.,
2018).

Estudos toxicoldgicos prévios tém se concentrado principalmente na avaliacdo dos efeitos
dos ftalatos de forma isolada. No entanto, € importante considerar que 0s seres humanos e
animais estdo expostos a misturas de diferentes ftalatos (Ferguson et al., 2014; Meeker;

Ferguson, 2014; Watkins et al., 2014). Em Illinois, nos Estados Unidos, um estudo determinou
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a concentracdo dos 6 principais metabolitos de ftalatos na urina de gestantes. Esses metabolitos
incluiram: 21% DEHP (di-2-etilhexil ftalato), 35% DEP (dietil ftalato), 15% DBP (di-n-butil
ftalato), 8% DiBP (diisobutil ftalato), 5% BBzP (butil benzil ftalato), e 15% DiNP (diisononil
ftalato).O estudo visou determinar as proporc¢des dos diferentes ftalatos aos quais os fetos estéo
expostos indiretamente durante a gestacdo (Zhou; Gao; Flaws, 2017). Esse estudo mostrou uma
visdo mais realista da exposicdo materna aos ftalatos, ao refletir condigfes similares da
exposicdo observadas no cotidiano. Isso proporciona uma maior compreensdo da exposi¢ao no
periodo gestacional, destacando como esses produtos afetam o desenvolvimento fetal. Além
disso, esses resultados podem aprimorar futuras investigacdes e desenvolver estratégias de
prevencdo mais eficazes para mitigar os riscos associados aos DES.

2. DOHAD E DESREGULADORES ENDOCRINOS

Estudos com a finalidade de explicar a associacdo entre o ambiente, o0 desenvolvimento
embriofetal alterado e a fisiopatologia ao longo da vida se enquadram no conceito DOHaD,
traduzido como “Origens Desenvolvimentistas da Satde ¢ da Doenga” (Barker et al., 1989;
Roseboom; Watson, 2012). Essa hipotese derivou-se da teoria de Barker, postulado na década
de 80, no qual estabelece que o ambiente nutricional, hormonal e metabolico fornecido pela
mée pode ter um efeito permanente na estrutura e fisiologia da sua prole (Barker et al., 1989;
Barker; Osmond, 1986). Ainda, exposicfes a agentes toxicos, como produtos quimicos e
poluentes, ou desreguladores enddcrinos, antes ou logo apds o nascimento, podem programar
o individuo para ter um risco aumentado em desenvolver doencas e ter maleficios para a saude
adulta (Zhang; Ho, 2011).

No contexto DOHaD, as janelas de suscetibilidade se referem aos periodos criticos do
desenvolvimento, no qual o organismo em questdo esta suscetivel e exposto a diferentes
ambientes, modulando a suscetibilidade/risco de desenvolver doengas mais tardes na vida.
Entretanto, quando decidimos mudar o foco, surge o conceito de "janelas de oportunidades”, as
quais podem ser vistas como 0s periodos em que intervencdes e acdes podem ter impactos
positivos e transformadores (BARKER et al., 1989; JAIN, 2020). Ambos os conceitos postulam
gue o ambiente no qual o individuo esta inserido, seja favoravel ou hostil, modulam a saude e
0 bem-estar ao longo da vida. Essas janelas sdo marcadas por uma sensibilidade aumentada,
onde o organismo esta mais receptivo a influéncias externas, sejam elas nutricionais, ambientais

ou comportamentais (Figura 2).
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Figura 2: Representacéo esquematica do conceito DOHaD e suas influéncias. Existem inimeros fatores externos
e ambientais que influenciam a qualidade do desenvolvimento fetal e da placentacdo. A hipétese DOHaD propde
que o ambiente no qual um individuo se expde durante o desenvolvimento precoce, ou exposi¢des a agentes
toxicos, produtos quimicos ou poluentes, pode afetar sua sensibilidade ou risco de desenvolver doenca e distdrbios
reprodutivos mais tarde na vida. Entretanto, durante esse periodo critico também podem ocorrer intervencdes e
mudancas positivas para que as oportunidades sejam aproveitadas para a promocao da satde do individuo.

Desreguladores endécrinos (DES) sdo substancias quimicas, naturais ou sintéticas,
presentes no meio ambiente que interferem no sistema enddcrino dos organismos, podendo
alterar a biossintese, armazenamento, transporte, atividade ou eliminacdo de horménios
enddgenos (Yoon et al., 2014). Essas substancias sdo capazes de afetar diversos processos
fisiologicos regulados pelos hormdnios, como crescimento, desenvolvimento, reproducéo,
metabolismo e resposta imunoldgica. Os DEs, amplamente usados em diversas indistrias no
mundo todo, incluem muitos produtos quimicos, como ftalatos, fenois, metais pesados,
pesticidas, entre outros (Liu et al., 2024). Os seres humanos podem ser expostos aos DEs de
diversas maneiras, incluindo a ingestédo de alimentos contaminados, o contato com produtos
quimicos, ou a inalagdo de particulas (Yilmaz et al., 2020).

Durante o periodo gestacional, é essencial que haja uma agdo hormonal correta para
garantir o crescimento adequado de tecidos e 6rgdos. No entanto, gestantes e bebés sdo expostos
diariamente a produtos quimicos, incluindo os DEs (Thomas Zoeller et al., 2012; Fisher et al.,
2016). Essa exposi¢do, num momento crucial, pode afetar o equilibrio hormonal e o feto em
desenvolvimento, cuja sensibilidade a essas substancias é alta (Choudhary et al., 2003; Murphy

et al., 2006). Além disso, alguns desreguladores enddcrinos podem se acumular em tecidos
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placentarios e prejudicar sua funcdo (Marsit, 2016; Liu et al., 2024). J& foi descrito na literatura
associacao entre a exposicdo a DEs e diversas alteragdes metabdlicas e reprodutivas (Brehm;
Flaws, 2019; Guarnotta et al., 2022; Hirke et al., 2023; Pan et al., 2024), interferéncias na
microbiota (Calero-Medina et al., 2023) e distdrbios no neurodesenvolvimento (Ozel; Riiegg,
2023). E importante ressaltar que os efeitos adversos dos DEs sobre a salde reprodutiva e

gestacional podem depender do tipo, dose e periodo de exposicao.

3. PLACENTA E O DESENVOLVIMENTO FETAL

A placenta é um 6rgdo transitério encontrado apenas em mamiferos e é responsavel por
desempenhar inimeras funcGes cruciais para o desenvolvimento e o crescimento fetal. Além de
ser responsavel por ancorar o concepto na parede uterina, é o local onde ocorre as trocas
fisioldgicas entre a mée e o feto, e a producdo de hormdnios, que irdo atuar na regulacdo das
adaptacOes maternas diante da gravidez (Fowden et al., 2009; Sandovici et al., 2012; Turco;
Moffett, 2019). Além disso, fornece protecdo imunoldgica atraves dos anticorpos maternos, e
expressa diversos receptores de esteroides e transportadores de glicose que irdo auxiliar no
desenvolvimento fetal (Fowden et al., 2015a). Condicdes adversas durante o desenvolvimento
inicial podem trazer consequéncias na vida adulta da prole, e podem n&o se limitar apenas a
uma geragédo. Por isso, estudos recentes ressaltam a importancia de uma melhor compreenséo
acerca da placenta, visto que alteracdes estruturais e moleculares podem comprometer a satde
e a doenca a longo prazo, tanto para a méde quanto para a sua prole (Roseboom; Watson, 2012).
Nesse sentido, este periodo representa uma janela de suscetibilidade, nas quais as interacdes
multidirecionais entre o feto, a placenta e a mde definem o sucesso da implantagéo e do
desenvolvimento materno-fetal.

Os roedores servem como um 6timo modelo experimental para estudar o desenvolvimento
da placenta humana, ja que os estudos em humanos sdo limitados pela incapacidade de fazer
interferéncias experimentais e baseiam-se em exames pds-parto (Serman; Serman, 2011;
Sandovici et al., 2012; Guttmacher; Maddox; Spong, 2014). E importante ressaltar que, mesmo
gue a morfologia da placenta humana e de ratos difiram (Figura 3), em ambas as espécies, a
placenta é discoide, hemocorial e corioalantoidea. Além disso, o desenvolvimento placentario
em ambos é bastante semelhante, e por isso, cada vez mais a placenta de roedores tem sido
usada como modelo experimental. Enquanto os seres humanos possuem periodos de gestacao
mais longos e dao a luz, normalmente, a um Unico bebé, os roedores possuem periodo de

gestacdo curto e ttm uma ninhada com varios filhotes (Turco; Moffett, 2019).
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Figura 3: Representacdo esquematica da placenta de humanos (a) e de roedores (b), em sua forma madura. CTB,
citotrofoblasto; STB, sinciciotrofoblasto; CGTs, células gigantes trofoblasticas; CGs, células trofoblasticas de
glicogénio; ETB, espongiotrofoblasto. Fonte: adaptado de Hemberger, Hanna e Dean, 2020.

A intima relacdo dos tecidos maternos e embrionarios inicia-se com a implantacdo do
blastocisto no endométrio, que ocorre em trés etapas: a aposic¢do, contato do blastocisto com o
epitélio uterino; a adesdo, reconhecimento de moléculas na superficie e, por fim, a invasdo
(Abrahamsohn; Zorn, 1993). No inicio da implantacdo no blastocisto ha o estabelecimento da
polaridade celular constituida por células “internas”, representada pela massa celular interna
(MCI) e células “externas”, representada pelo trofoectoderma. Logo ap6s, a MCI se separa no
epiblasto e no endoderma primitivo (hipoblasto), que irdo formar o embrido propriamente dito
e 0 saco vitelinico, respectivamente (Hemberger; Hanna; Dean, 2020). Em ratos, as células
trofoblasticas gigantes (CTG) primarias, formadas a partir do trofoblasto blastocistico
(trofoectoderma), fazem a invasdo do endométrio e liberam enzimas proteoliticas para degradar
a matriz extracelular e se instalar nesse espaco para desenvolver o aporte nutricional inicial do
embrido (Bevilacqua; Abrahamsohn, 1989; Watson; Cross, 2005). Entdo, as CTGs, derivadas
do trofectoderma que ndo estd em contato com a massa celular interna, sdo anélogas as células
citotrofoblasticas extravilosas (EVTs) em humanos. Ja as células do trofoectoderma que estdo
adjacentes a massa celular interna formam dois tipos celulares, o ectoderma extraembrionario,
que formara as células trofoblasticas do cérion e depois o labirinto; e o cone ectoplacentario
(CEP) (Abrahamsohn; Zorn, 1993; Hemberger; Watson; Cross, 2005; Hanna; Dean, 2020).
Também, nesse periodo da janela de implantagéo, a invasdo do trofoblasto ao endométrio induz
a reacdo decidual nesse tecido, com influéncia hormonal de estrogénio e progesterona, se
tornando mais espesso e altamente vascularizado, agora chamado de decidua. Esse tecido
apresenta um papel importante na sintese de hormonios como prolactina e prostaglandinas
esteroides, bem como no armazenamento de energia em forma de glicogénio e lipideos (Cha;
Sun; Dey, 2012).
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Na gastrulacéo de roedores, que se inicia no dia embrionério (E) 6,5, é gerado o mesoderma
extraembrionério a partir do epiblasto. Esse mesoderma formara o alantoide e as camadas
mesodérmicas extraembrionarias do amnio e do cérion (Hemberger; Hanna; Dean, 2020). Em
seguida, a juncdo corioalantoidea, responsavel pela relacdo hemocorial, inicia o
desenvolvimento da placenta, seguido pela ramificacdo de vilosidades e vascularizacdo do
trofoblasto, formando o labirintotrofoblasto (Watson; Cross, 2005). Isso gera um rearranjo dos
tecidos, para estabelecer, posteriormente, os compartimentos da placenta madura. O labirinto é
sustentado pela zona basal/juncional, compostas por espongiotrofoblastos, uma camada de
células derivadas do CEP (Rossant; Cross, 2001). No oitavo dia de prenhez, células do
trofoectoderma formam o CEP, entre a decidua mesometrial e o embrido. As células do CEP
invadem a decidua, se proliferam e diferenciam, na regido basal, em tipos especificos de CTGs,
como as células trofoblasticas gigantes de glicogénio. Enquanto isso, a decidua se diferencia e
se irradia pelo utero. No décimo primeiro dia, sdo observadas as regibes da zona
juncional/basal, zona do labirinto e decidua basal. No décimo quarto dia, a placenta madura
apresenta sua morfologia definitiva e CTGs ja diferenciadas (Watson; Cross, 2005; Hemberger;
Hanna; Dean, 2020). Portanto, a placenta de roedores € dividida em dois compartimentos fetais,
as zonas juncional/basal e do labirinto, e um compartimento materno, a decidua basal (Figura
4) (Takata et al., 1997; Sandovici et al., 2012, Medley et al., 2023).

Zona do Labirinto

Capilar fetal

Endotélio do
e o ~¥ capilar fetal

— Sinciotrofoblasto

S
= ™ citotrofoblasto

Lacuna materna

Zona
Juncional/Basal

Decidua

Figura 4: Representagdo esquematica da placenta de ratas, evidenciado os trés compartimentos, as zonas labirinto
e juncional/basal e a decidua materna. Ao lado, estrutura da barreira placentaria formada por trés camadas de
células, uma camada de citotrofoblasto e duas de sinciciotrofoblasto. Além da representacdo da rota de
translocacéo de particulas plasticas. A seta preta mostra a rota da particula a ser transportada da circulagdo materna
para a fetal. Fonte: adaptado de Medley et al., 2023. Criado pelo app biorender.com.

A regido do labirinto é formada pelas lacunas maternas, septos trofoblasticos e capilares
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fetais, e é responsavel por fornecer um ambiente para as trocas de oxigénio e nutrientes entre a
circulacdo materna e fetal. Os septos trofoblasticos sdo compostos por trés camadas distintas de
células, uma camada de citotrofoblasto e duas camadas de sinciciotrofoblasto (Figura 4), que
formam uma barreira através da qual as substancias devem atravessar para alcancar o sangue
fetal, e por isso a placenta de roedores é classificada como hemotricorial (Hemberger; Hanna;
Dean, 2020).

A morfogénese do labirinto € um periodo crucial para o desenvolvimento da placenta e
depende de varias vias de sinalizacdo intercelular, pois sem um labirinto bem desenvolvido e
devidamente vascularizado, resulta numa ma difuséo de oxigénio e nutrientes, e possivelmente
na interrupcdo da gestacdo (Serman; Serman, 2011). Além da sinalizacdo de proteinas, os
receptores nucleares, incluindo o receptor ativado por proliferadores de peroxissoma (PPAR),
sdo essenciais para a morfogénese do labirinto (Watson; Cross, 2005). Durante a organogénese,
o PPARYy, presente nas células trofoblasticas, exercem fungdes criticas no desenvolvimento
placentério, visto que alteracBes nas vias de sinalizacdo dessa molécula pode levar a
malformacdes congénitas (Jawerbaum; Capobianco, 2011). Alguns fatores de crescimento e de
angiogénese como o FGF (fator de crescimento de fibroblasto), o IGF-1 (fator de crescimento
semelhante a insulina 1), o PIGF (fator de crescimento placentario), o VEGF (fator de
crescimento vascular endotelial), sdo essenciais para a formagdo de uma placenta funcional e
para a continuacdo da gestacdo (Artoni et al., 2007; Corra et al., 2012). Além disso, durante
toda a gestacdo, a placenta passa por um intenso processo proliferativo e sua regulacdo €
baseada no equilibrio de fatores promotores e inibidores do ciclo celular (Correia-Da-Silva et
al., 2004).

A regido adjacente ao labirinto é a zona basal, ou juncional, a qual compreende 0s
espongiotrofoblastos, as células de glicogénio e as células trofoblasticas gigantes (Watson;
Cross, 2005). Os espongiotrofoblastos, células ovoides e mononucleares, possuem funcgédo
enddcrina, pois mantém a secrecdo de progesterona do corpo lateo, além de regular o
crescimento do endotelio fetal na placenta pela secrecdo de fatores angiogénicos (Silva;
Serakides, 2016). Como explicado anteriormente, ha duas populacdes de CTGs distintas
durante o desenvolvimento placentario: as CTGs primarias, derivadas do trofoectoderma e
responsaveis pela invasao do endometrio e a degradacao da matriz extracelular, possuem funcéo
fagocitica, mas ndo sdo constituintes da zona basal; e as CTGs secundarias, derivadas do CEP,
as quais possuem abundéancia de citoplasma, nucleo gigante e poliploides, e sdo importantes

para a formacédo da interface entre o sangue materno e o sangue fetal. Além disso, essas duas
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populacdes de células produzem muitas citocinas e horménios essenciais para o fluxo sanguineo
e regulacdo de respostas maternas, além de possuirem uma especializa¢do imunoldgica por ndo
exibirem determinantes do complexo principal de histocompatibilidade em suas membranas
(Silva; Serakides, 2016). Por fim, as células de glicogénio possuem nudcleos mais condensados
e granulos de glicogénio no citoplasma, e representam a maior parte da zona basal no DG14.
Importantes para o controle hormonal da gestacdo e como fontes de energia no final do
desenvolvimento fetal, pois a partir do DG17 comecam a se degradar até o final da gestacéo,
no qual se encontra 0 maior crescimento intrauterino (Sferruzzi-Perri et al., 2009).

A placenta, portanto, é um 6rgdo multifuncional que regula a transferéncia de nutrientes e
diversas substancias, como xenobidticos, entre a mae e o feto (Serman; Serman, 2011). Varios
metabolitos, toxinas e hormdnios, presentes na circulacdo materna, conseguem atravessar a
membrana placentaria, expondo o feto em desenvolvimento (Bréauner et al., 2022). Diferentes
estudos evidenciaram a relacdo entre exposi¢cGes ambientais durante a vida fetal e varias
condigdes adversas cronicas na vida da prole, chamando a atencéo para as condicdes iniciais
do desenvolvimento e impactos permanentes nos organismos (Barker et al., 1989; Calkins;
Devaskar, 2011; Skogen; @verland, 2012).

4 MICROBIOTA INTESTINAL

O microbioma intestinal é um ecossistema de microrganismos que habitam o intestino,
representando 0s genomas coletivos de todos 0os microrganismos encontrados nesta regido
(Hills et al., 2019). A microbiota, que é a comunidade desses microrganismos, desempenha
funcdes essenciais para a manutencdo fisiolégica do corpo humano. Um dos principais
beneficios da microbiota é a fermentacdo de fibras alimentares, resultando na producdo de
acidos graxos de cadeia curta (AGCC), como butirato, propionato e acetato (Adak; Khan,
2019). Esses compostos sdo fundamentais para a satde do epitélio intestinal, pois fornecem
energia para as células intestinais, promovendo sua regeneracdo e manutencdo. Além disso, 0s
AGCC ajudam a fortalecer a barreira intestinal, que controla a passagem de nutrientes e
medicamentos para a corrente sanguinea (Morrison; Preston, 2016; Valdes et al., 2018; Adak;
Khan, 2019). A microbiota também influencia o sistema imunoldgico, auxiliando as células
imunologicas a promover uma resposta adequada a patdgenos enquanto evita reagdes
exageradas a substancias inofensivas, como os alérgenos (Garcia-Montero et al., 2021).

Em relacdo a interacdo da microbiota e sistema neuroendocrino, estipulada por meio do

eixo intestino-cérebro, a microbiota pode produzir neurotransmissores e outras moléculas
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sinalizadoras que influenciam o humor e o comportamento (Kuwahara et al., 2020). Como é o
caso da serotonina, um neurotransmissor produzido por bactérias que afeta o bem-estar
emocional (Garcia-Montero et al., 2021). Além disso, as intera¢cGes entre a microbiota e 0
sistema nervoso podem modular respostas ao estresse e influenciar condi¢cGes como ansiedade
e depressdo (Stinson, 2020). Diversos estudos mostram que, mesmo que a composi¢cdo da
microbiota possua um fator genético, € muito influenciada por fatores ambientais relacionados
a dieta, medicamentos e estilo de vida (Valdes et al., 2018; Hills et al., 2019).

Os microrganismos intestinais sao essenciais para muitos aspectos da saude humana,
incluindo caracteristicas imunoldgicas, metabdlicas e neuroldgicas (Valdes et al., 2018). Dessa
forma, visto toda a importancia da microbiota, as alteragcdes que acometem a composicédo e
diversidade da microbiota como a disbiose sdo associadas a uma série de doencas cronicas ndo
transmissiveis, como obesidade, doenca inflamatoria intestinal (DIl), diabetes tipo 2 (DM2),
sindrome metabdlica (SM), doenca cardiovascular (DCV), doencas autoimunes e até cancer
colorretal (\Valdes et al., 2018; Hills et al., 2019), afetando a saide do individuo. Além disso, a
microbiota intestinal de mulheres gestantes pode afetar o desenvolvimento do feto (Stinson,
2020). A disbiose pode causar inflamacao sistémica, que pode comprometer a placenta e afetar
a nutricdo fetal, resultando em um fornecimento inadequado de nutrientes essenciais, como
vitaminas e minerais cruciais para o desenvolvimento do feto (Stinson, 2020; Sarkar et al.,
2021). Outro ponto importante ¢ a relacdo da satde da microbiota com a regulagdo do sistema
imunoldgico, e assim, uma microbiota desequilibrada pode aumentar o risco de infeccdes e
doencas autoimunes na mée, o que pode ter consequéncias diretas sobre a satde do feto (Basak;
Varma; Duttaroy, 2023).

A literatura descreve a disbiose taxondmica como uma reducéo quantitativa ou qualitativa
da composicdo da microbiota intestinal (Kriss et al., 2018). O microambiente intestinal, tanto
humanos quanto em roedores, observamos os principais filos Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria, Proteobacteria, e a propor¢do de Firmicutes e Bacteroidetes € considerada um
marcador preditivo de saude e doencas ndo transmissiveis, como as mencionadas acima (Mariat
2009), dois filos que juntos representam mais de 90% da populagéo bacteriana total.

Interessantemente, o intestino ndo é s6 o principal 6rgdo de acUmulo de micro e
nanoplasticos (MNPs), mas também o ambiente intestinal e muito suscetivel a liberagéo de
outras substancias, como aditivos, de microplasticos (Figura 5) (Jin et al., 2019). Os
desreguladores enddcrinos tém sido associados a diversas alteragdes e disturbios metabdlicos,

0 que influencia na composicdo e fungdo da microbiota intestinal (Galvez-Ontiveros et al.,
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2020). Alguns estudos associaram os efeitos dos DEs na microbiota intestinal e 0 aumento do
risco de disturbios metabdlicos, como obesidade (Malaisé et al., 2017). Lei e colaboradores
(2019), apos exposicdo oral ao DEHP em camundongos, observaram a alteracdo da composicao
da microbiota intestinal, afetando diretamente a producdo de metabolitos bacterianos
relacionados a distdrbios no neurodesenvolvimento (Lei et al., 2019). Também j& foram
descritas exposicOes a MNPs e seus efeitos adversos no microbioma intestinal de roedores,
assim como relatado em um estudo com camundongos, na qual a exposi¢ao aos MPs durante 8
semanas na vida adulta resultou em um acumulo excessivo e induziu inflamacdo e danos
mecéanicos em varios 6rgdos como baco, figado, rim, pulmo e coragdo (Zhang et al., 2024).
Dessa forma, a microbiota intestinal, que se desenvolve gradualmente ao longo dos primeiros
mil dias de vida, é dindmica e altamente suscetivel aos fatores ambientais, que, por sua vez,

podem levar ao desenvolvimento de doencas cronicas (Stinson, 2020).

Impactos na barreira epitelial

Contaminantes Funcdo barreira

INGESTAO Recrutamento de células imune
. Secregao de citocinas
NANOPLASTICOS + Estresse oxidativo
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Composigdo da microbiota
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Figura 5: Representacdo esquematica da exposi¢do aos nanoplasticos e ftalatos, as principais vias de exposi¢éo,
e as consequéncias para 0 microambiente intestinal, como impactos na barreira epitelial, disbiose intestinal e
imunotoxicidade. Fonte: adaptado de Hirt; Body-Malapel, 2020.

5 JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TEMA

A gestacdo é um periodo critico do desenvolvimento, caracterizado por maior sensibilidade
e suscetivel a diversos fatores ambientais, os quais podem interferir na programacao fetal.
Durante esse periodo, a placenta desempenha um papel fundamental na organogénese, na qual
as interacdes multidirecionais entre o bebé, a placenta e a mée definem o sucesso da reproducéo.
Assim como a microbiota intestinal desempenha um papel essencial na manutengdo da

homeostase e na regulacdo imunoldgica materno-fetal, sua desregulacdo pode contribuir para
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alteracbes na placenta e no desenvolvimento do feto. Nesse sentido, a hipotese DOHaD
descreve que um ambiente hostil, como a exposicdo aos plasticos e seus aditivos, durante o
desenvolvimento, pode aumentar o risco e a suscetibilidade de doencas mais tarde na vida.
Além disso, estudos tém mostrado que a associacdo dos micro- e nanoplasticos com substancias
quimicas dispersas no meio ambiente, incluindo os ftalatos, acentuam os efeitos dessas
substancias devido as suas interacdes com as particulas em diferentes organismos e seus efeitos
no intestino (Deng et al., 2018; Zhang et al., 2020). Os ftalatos e nanoplasticos podem atravessar
as membranas bioldgicas, barreiras hematoencefalica e placentaria, além de interferir em
diversos receptores hormonais e alterar a sintese e secrecdo de hormonios. No mais, pesquisas
epidemioldgicas em humanos revelaram que a exposicdo aos ftalatos, durante o
desenvolvimento fetal, esta associado ao baixo peso ao nascimento e a partos mais tardios, e
seus metabdlitos a diferenciacdo do trofoblasto, além de alteracbes na integridade do epitélio
intestinal e na composicdo da microbiota, 0 que pode comprometer o desenvolvimento
imunolégico e metabdlico do feto (Adibi et al., 2009; Zhang et al., 2009).

Sabendo que a dispersdo do lixo plastico € um problema de saude pablica mundial, e que
seus residuos geram danos para a salde de diferentes espécies, em especial na populacédo de
gestantes, estudar os impactos da exposicdo aos ftalatos e nanoplasticos é essencial para
compreender melhor seus efeitos e adotar medidas que protejam a satde gestacional, pds-natal
e reprodutiva dos individuos. Assim, pretende-se investigar a exposicdo gestacional a uma
mistura de ftalatos e nanoplasticos, em doses ambientalmente relevantes, com o intuito de testar
a hipotese de que residuos plasticos combinados, ou ndo, poderiam prejudicar a sade materna,
a placenta, o desenvolvimento do feto e a composi¢cdo do microbioma materno. Com isso,
pretende-se entender melhor os aspectos relacionados a interagdo materno-fetal em animais
expostos a derivados plasticos, bem como, estimular a discusséo de politicas publicas acerca da

extensa e generalizada utilizacdo do plastico e suas consequéncias.
6 OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da exposi¢do gestacional a uma mistura de
ftalatos e aos nanoplasticos de poliestireno (isolados e combinados) sobre a eficiéncia
reprodutiva feminina, a morfologia placentaria das ratas prenhes ao final da gestacdo, o
desenvolvimento fetal de sua prole e a constituicdo do microbioma intestinal.

6.1 Objetivos especificos:

Ao comparar 0 grupo controle aos grupos expostos, 0s objetivos especificos foram:
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Nas mées:
e Analisar parametros indicadores de fertilidade;
e Avaliar a composicdo da microbiota intestinal materna.
Nas placentas:
e Analisar a morfologia placentaria, em nivel histoldgico, no final do periodo gestacional
(DG20);
e Analisar fatores de crescimento na placenta por RTg-PCR e Western Blotting;
e Avaliar outros alvos de diferenciacéo trofoblastica e sintese de glicocorticoides por RT-
gPCR;
e Investigar biomarcadores de estresse oxidativo na placenta.
Na prole:
e Examinar medidas biométricas dos fetos ao final do periodo gestacional (DG20);
e Analisar pardmetros viscerais e esqueléticos fetais;

e Auvaliar a composi¢cdo da microbiota intestinal nos filhos pos-desmame (DPN22).
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CAPITULO 2: ALTERACOES MATERNAS E PLACENTARIAS

Efeitos da exposicdo materna a uma combinacdo de ftalatos e nanoplasticos na
morfofisiologia placentaria e no perfil oxidativo

Natalia Magosso?, Patrick Vieira de Souzat, Mirella Franco Moreira?, Vanessa Aguiar Rocha?,
Matheus Naia Fioretto?; Victoria Cristina Pinha?, Gabriel Aquino de Souza Maiat, Vinicius Luis

Rocha da Silva Maria?, Wellerson Rodrigo Scarano*

! Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, Instituto de Biociéncias, S&o Paulo,
UNESP, Botucatu, SP, Brasil.

2 Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Faculdade de Ciéncias, UNESP, Bauru, SP, Brasil.

1. INTRODUCAO

O conceito DOHaD prop6e que insultos ambientais e efeitos adversos durante periodos
criticos do desenvolvimento podem impactar a satde e a biologia do desenvolvimento da prole
ao longo da vida (Lapehn; Paquette, 2022; Alves; Alves, 2024), aumentando a suscetibilidade
a doencas crénicas como obesidade, diabetes e doencas cardiovasculares. Dentre os fatores
ambientais, a exposicdo aos ftalatos e nanoplasticos constitui um fator extremamente
preocupante, visto que esses compostos sdo onipresentes no ambiente capazes de atravessar
barreiras bioldgicas, como a hematoencefélica, a placentaria e a hematotesticular (Zurub et al.,
2024), podendo gerar danos na morfogénese, na funcdo placentaria e na programacao
epigenética (Chavatte-Palmer; Couturier-Tarrade; Rousseau-Ralliard, 2024). Em vista disso, é
importante destacar que apesar do plastico trazer grandes conveniéncias aos humanos, nos
ultimos anos, a producdo de plastico vem crescendo exacerbadamente, e expondo 0s seres
humanos e todo o ecossistema a poluicéo plastica. Em virtude dessa contaminagéo téo difundida
e do crescimento da cultura “descartavel”, surge o termo atual “era do plasticeno”, usado para
descrever essa nova era dominada pelo plastico (Renault et al., 2024).

A literatura tem demonstrado que a exposi¢cdo materna aos ftalatos provoca danos no

desenvolvimento do sistema genital, como o aumento de incidéncia de cancer de préstata
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(Scarano et al., 2019; Aquino et al., 2023), reducdo da DAG e atraso da puberdade em modelos
in vivo (Radke et al., 2018); impactos no sistema respiratorio (Vernet et al., 2017);e nas fungdes
tireoidianas (Alsen et al., 2021). Além disso, um estudo mostrou uma associacao significativa
entre a exposicao aos ftalatos e efeitos adversos em homens e mulheres, como diabetes tipo II,
resisténcia a insulina, sobrepeso/obesidade, alergia e asma (Wang; Zhu; Kannan, 2019).

Os nanoplésticos foram descritos como causadores de adversos efeitos sistémicos tanto em
humanos quanto em roedores. Efeitos como inflamacdo e estresse oxidativo nos ovarios e
testiculos (Wei et al., 2022), aumento de processos celulares inflamatdrios (Forte et al., 2016;
Banerjee; Shelver, 2021), inflamacdo no figado (Deng et al., 2017), estresse oxidativo e
apoptose (Inkielewicz-Stepniak et al., 2018), efeitos na homeostase metabdlica, como
alteracdes no metabolismo de aminodacidos, disbiose intestinal e disfuncao da barreira intestinal
(Jinetal., 2019; Luo et al., 2019).

Além dos efeitos sobre a prole, é fundamental considerar os impactos sobre as maes,
representando um "ponto de partida” crucial para compreender as consequéncias bioldgicas e
transgeracionais. Em vista disso, um estudo de coorte demonstrou que a exposi¢do aos ftalatos
pode prejudicar a salde e a pressao arterial materna, ao relatar a associacdo positiva entre a
exposicao pré-natal aos ftalatos e a hipertensao induzida pela gravidez (Soomro et al., 2023).
Adicionalmente, os ftalatos podem afetar o metabolismo da glicose ao inibir a sinalizacdo da
insulina, a captacdo ou a oxidacdo da glicose no organismo (Radke et al., 2020). Em relacéo
aos NPs, um estudo experimental demonstrou que a exposi¢cdo materna ao poliestireno de
nanoplastico (NPs) de 50 nm de didmetro (0,5 a 100ug/dia) leva a distarbios neuroldgicos nas
mées e na prole (Jeong et al., 2022). Outro estudo elucidou que a exposicdo materna aos NPs
de 100 nm, a uma Unica dose de 50ug/dia, durante a gestacdo e lactacdo, impactam o eixo
microbiota-intestino-cérebro, destacando o risco de disfuncdo cerebral em descendentes e
também sobre as maes (Li et al., 2024).

Portanto, investigar quais sdo as consequéncias diretas do impacto da exposi¢cdo materna
aos ftalatos e nanoplasticos, enfatizando a saide materna e placentaria, pode trazer resultados
biologicos valiosos para compreender as consequéncias sobre o desenvolvimento ndo so da
prole, como tambem das maes. Dessa forma, hipotetizamos que a exposi¢do aos nanoplasticos
e ftalatos, isolados ou em combinacéo, afeta negativamente a eficiéncia reprodutiva feminina e
a morfofisiologia placentéria, resultando em alteraces fenotipicas e moleculares que podem

estar associadas ao aumento do risco de desenvolvimento de doengas cronicas na prole.
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2. OBJETIVO

A fim de fornecer uma compreensdo aprofundada dos impactos bioquimicos e estruturais
da exposicao a esses poluentes ambientais na placenta, este estudo teve como objetivo avaliar
os efeitos da exposicéo gestacional a uma mistura de ftalatos e aos nanoplasticos de poliestireno
(isolados e combinados) sobre a eficiéncia reprodutiva feminina e a morfologia placentéria das
ratas prenhes ao final da gestacéo (DG20). Para isso, foram analisados pardmetros indicadores
de fertilidade da fémea; a morfologia placentaria; fatores de crescimento na placenta por RTg-

PCR e Western Blotting; e biomarcadores de estresse oxidativo na placenta.
3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento Experimental

Machos adultos da linhagem Sprague Dawley (n=15), com 120 dias de idade (DPN),
pesando aproximadamente 300g e fémeas adultas (n=50), no DPN120, pesando
aproximadamente 300g, provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica
na Area da Ciéncia de Animais de Laboratério (CEMIB/UNICAMP), foram mantidos no
Biotério de Pequenos Mamiferos do Departamento de Morfologia do IBB/UNESP, em
condigOes controladas de luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e temperatura
(média de 23-25°C) e receberam agua (em garrafas de vidro) e racdo para roedores a vontade.
Apbs o periodo de aclimatacdo dos animais, eles foram separados para o acasalamento, que foi
realizado durante o periodo escuro do ciclo, colocando-se de duas fémeas na caixa do macho,
e o dia zero de prenhez (DGO) foi determinado pela presenca de espermatozoides em esfregacos
vaginais de fémeas em estro.

As ratas prenhes foram divididas aleatoriamente em 6 grupos experimentais (n=6-8/grupo):
CTR: grupo controle que recebeu o éleo de milho/agua; T1: recebeu 20 pg/kg/dia da mistura
de ftalatos (MF) diluidos em dleo de milho; T2: recebeu 200 mg/kg/dia da mistura de ftalatos
(MF) diluidos em 6leo de milho; T3: recebeu nanoesferas de poliestireno (NPs) de 100 nm na
concentracdo de 1,0 mg/kg/dia diluido em agua destilada; T4: recebeu 20ug/kg/dia da MF +
NPs de 100 nm na concentragdo de 1,0 mg/kg; e T5: recebeu 200mg/kg/dia da MF+ NPs de
100 nm na concentracdo de 1,0 mg/kg. As ratas de cada grupo receberam o tratamento, via oral,
do dia gestacional 5 (DG5) ao DG20.

Os animais dos grupos T1, T2, T4 e T5 receberam as respectivas doses da mistura de
ftalatos na seguinte proporcdo: 21% DEHP (di-2-etilhexil ftalato), 35% DEP (dietil ftalato),
15% DBP (di-n-butil ftalato), 8% DiBP (diisobutil ftalato), 5% BBzP (butil benzil ftalato), e
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15% DiNP (diisononil ftalato). A proporc¢ao da mistura se baseia na composi¢do dos principais
ftalatos detectados em amostras de urina de mulheres gravidas em lllinois, EUA (Zhou; Gao;
Flaws, 2017). Os ftalatos e nanoplastico foram obtidos da Sigma Aldrich ®: DEHP: 36735,
DEP: 524972, DBP: 524980, DiBP: 152641, BBzP: 308501, DiNP: 376663; nanoesferas de
poliestireno (nanoplasticos): 43302.

Durante o tratamento, as ratas prenhes, mantidas em gaiolas individuais, foram pesadas em
dias alternados para calcular o volume da mistura e dos NPs a ser administrado. Foram
investigados sinais clinicos de toxicidade (peso corporal, diarreia, piloerecdo, sangramento,
respiracdo anormal, tremores, convulsbes e mudanca de marcha, postura e reacdo a
manipulagdo). No DG20, 6-8 ratas por grupo foram anestesiadas com uma mistura de xilazina
(5mg/kg corpdreo) e cetamina (80m/kg corporeo) para laparotomia, e em seguida, foi realizada
puncao cardiaca para coleta do sangue. Os fetos e as suas respectivas placentas foram isolados
e pesados. As placentas foram fragmentadas para o estudo histolégico e molecular. O
delineamento experimental esta representado na figura 5. Imagem criado pelo app
BioRender.com (Figura 5).

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas estabelecidas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e o protocolo
experimental foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu (ANEXO 2) (Protocolo: 1174020523).
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Figura 6: Delineamento experimental representando o tratamento, 0s grupos experimentais, as doses utilizadas e
a composicdo da mistura de ftalatos (MF). O tratamento foi do dia gestacional 5 (DG5) até o DG20, por via oral.
As ratas prenhes foram divididas em 6 grupos experimentais, grupo controle (C): recebeu dleo de milho/agua
(veiculo), T1: recebeu 20pg/kg/dia da MF, T2: recebeu 200mg/kg/dia da MF, T3: recebeu 1mg/kg/dia de
nanoesferas de poliestireno (NPs) 100 nm, T4: recebeu 20ug/kg/dia + 1mg/kg/dia de NPs, e T5: recebeu
200mg/kg/dia + 1mg/kg/dia de NPs. Ao final do periodo gestacional (DG20), as ratas foram eutanasiadas e 0s
fetos, placentas, ovarios e Utero coletados para analises biométricas, histolégicas e moleculares.

3.2 Justificativa das doses

O nivel de exposicao diaria estimada da populacéo geral de DEHP, um dos ftalatos mais
amplamente utilizado, é de 3-30 ug/kg/dia (Doull et al., 1999). Em relagdo aos outros ftalatos
da mistura, a faixa de exposicao humana diaria do DEP ¢ de 2,32 a 12 pg/kg/dia, do BzBP ¢ de
0,26 a 0,88 pg/kg/dia, do DBP ¢ de 0,84 a 5,22 pg/kg/dia e do DiBP ¢ de 0,12 a 1,4 ng/kg/dia,
ja o DINP chegam a 26 pg/kg/dia (Doull et al., 1999; Kavlock et al., 2002). De acordo com essa
estimativa, a dose inferior da mistura de ftalatos utilizada no nosso estudo (20 pg/kg/dia) imita
a exposicao humana diaria pois contém aproximadamente 4 pg/kg/dia de DEHP, a dose de
ingestdo diaria toleravel (EPA, 1996). A dose mais elevada (200 mg/kg/dia) contém
aproximadamente 100 mg/kg/dia de DEHP, e foi escolhida para testar os efeitos desta mistura
a um nivel superior ao da exposi¢cdo humana ambiental; com o intuito de comparar 0s nossos
resultados com informaces disponiveis de estudos com um unico ftalato que utilizaram doses

proximas deste nivel, e com estudos isolados de exposicdo ocupacional (Zhou; Gao; Flaws,
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2017; Scarano et al., 2019; De Freitas et al., 2021).

A dose de nanoesferas de poliestireno (NPs — 100 nm) selecionada foi a de 1 mg/kg de peso
corporal/dia para avaliar a concentracdo ambientalmente relevante de nanoplasticos.
Recentemente, ha diversos estudos nos quais avaliam os efeitos e a toxicidade da exposicao de
micro e/ou nanoplasticos em diferentes concentragdes e tamanhos (Yong; Valiyaveettil; Tang,
2020). Em estudos com camundongos expostos, durante a gestacdo ou ndo, a particulas de
poliestireno (0,5, 50 e 100 nm), com dose de 1mg/L, foram observados efeitos como diminuicao
do peso corporal, alteracdo da microbiota intestinal, e aumento de estresse oxidativo, e em casos
de exposi¢do materna, pode aumentar o risco de distdrbios metabdlicos na prole (Deng et al.,
2017; Lu et al., 2018; Luo et al., 2019). J&4 em humanos, dados de toxicidade sao mais escassos.
Outro estudo com MNPs de 20, 500 ou 1000 nm mostrou que as particulas sdo facilmente
absorvidas por células sanguineas e potencialmente citotdxicos, além de estimularem a secrecéo

de interleucinas pré-inflamatorias (Prietl et al., 2014).

3.3 AvaliagOes maternas e Teste de fertilidade

As fémeas prenhes foram anestesiadas e eutanasiadas no DG20. Foram coletados o0s
ovarios para o registro do nimero de corpos IUteos e o Utero para observacdo dos sitios de
implantacdo, reabsor¢des, numero de fetos vivos e mortos. Ainda, os fetos e suas respectivas
placentas foram pesados. Com esses dados coletados, foi feita a determinacédo do potencial de
fertilidade (eficiéncia de implantacdo): sitios de implantacdo/ corpos luteos x 100; taxa de
perdas pré-implantacdo: n° de corpos luteos — n° de implantagdes/ n® de corpos luteos X 100;
taxa de perdas pos-implantacdo: n° de implantagdes — n° de fetos vivos/ n° de implantagcfes x
100; e eficiéncia placentaria, que é a relacdo dos pesos fetal e placentario.

As placentas coletadas foram aquelas que se encontravam na extremidade distal dos cornos
uterinos e, apés identificacdo do sexo, duas de fémeas e duas de machos, foram selecionadas,
seccionadas sagitalmente e fixadas em solugdo Davidson (30% de alcool absoluto, 15% de
formaldeido, 5% de acido acético e 50 % de agua destilada) antes de ser processado para a
incorporagdo em parafina, e outra placenta (prole masculina) foi congelada a -80°C para

analises moleculares e de estresse oxidativo.

3.4 Microscopia de luz e morfometria placentaria

Amostras das placentas, seccionadas sagitalmente, foram fixadas por imersdo em Solucao

Davidson por 24 horas, a 4°C, em seguidas transferidas para alcool 70% para serem incluidas
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em Paraplast® (Sigma-Aldrich®). Cortes semi-seriados de 5pum, com intervalor entre os cortes
de 50 pm, foram produzidos em micrétomo rotativo, coletados em laminas silanizadas e
armazenados até o momento de uso. Ap6s microtomia, os cortes do material incluido em
Paraplast® foram submetidos a seguinte coloracéo:

- Hematoxilina-Eosina (HE): para estudo morfolégico de ordem geral;

Os campos microscépicos foram digitalizados utilizando o sistema de captura e anélise de
imagens acoplado a fotomicroscopio AxioLab. Al (Carl Zeiss Microscope, Jena, Germany).
As laminas coradas pelo HE foram fotografadas e a espessura (comprimento) das regides da
zona do labirinto (ZL), zona basal (ZB) e da decidua basal (Dec) foram mensuradas pelo
software ImageJ, usando cortes com as areas maximas para a camada de toda a placenta. Os
valores médios do comprimento foram calculados a partir de 3 cortes seriados de pelo menos 2

placentas femininas e 2 placentas masculinas de cada ninhada.

3.5 Analise molecular por RT-gPCR

Apds a eutanasia, amostras de placentas coletadas foram mantidas a -80°C até o momento
do uso. A extracdo do RNA (n = 5 animais/grupo) foi realizada com o kit TriZol (Ambion,
EUA), segundo as instrucdes do fabricante. A quantificacdo e a pureza do material foram
verificadas por espectrofotometria em um NanoVueTM Plus (GE HealthCare Life Sciences,
Estados Unidos). A reacdo de transcricdo reversa (RT) foi realizada utilizando-se o iScript™
cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad Laboratories, Inc, CA, EUA). Os primers foram desenhados
através do software Primer Express® (AppliedBiosystems, Foster City, CA, EUA), a partir de
sequéncias publicadas no GenBank (www.pubmed.com), e sintetizados pela Exxtend
Biotecnologia — Solucdo em Oligos (Paulinia, SP, Brasil). A termociclagem foi executada no
equipamento QuantStudio (Life Technologies, EUA). As reacBes para cada gene foram
elaboradas em duplicatas, e para cada amostra foi plotado um grafico de amplificacdo. A
quantificacdo relativa de cada gene foi realizada utilizando o método 2-AA CT, de acordo com
Livak e Schmittgen, (2001). Os valores obtidos para todas as amostras foram normalizados pela
razao obtida entre os genes alvo e o gene enddgeno (Gapdh). Os alvos de interesse foram genes
cuja expressao génica esta relacionado a sinalizagédo celular em células trofoblasticas (Ppara. e
Ppary), fatores de crescimento (Vegf, Fgf, Plgf, 1gf-1), e vias de biossintese de glicocorticoides
(Cypl1lbl e Hsd11b2). A lista de primers obtidos esta no anexo 1 (ANEXO 1 - Tabela 4).

3.6 Analise da expressao proteica por Western Blotting
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As placentas (n=5/grupo) foram homogeneizadas em tampdo de extracdo RIPA (Pierce,
Rockford, IL, USA) adicionado de inibidor de proteases. Posteriormente foram centrifugadas a
4000 RPM, a 4°C por 20 minutos para remoc¢do do material insolivel. A determinacdo da
concentracdo de proteinas foi realizada pelo método de (Bradford, 1976). Aliquotas (70ug de
proteinas) foram submetidas a eletroforese, sob condic¢des redutoras, em gel de poliacrilamida
a 10%. Apos a corrida eletroforética, as proteinas foram eletrotransferidas para uma membrana
de nitrocelulose Hybond ECL (Amersham, Little Chalfont, Reino Unido). Apos isso, as
membranas foram bloqueadas com leite desnatado 5% diluido em TBS por 1h e entdo incubadas
por 16 horas a 4° C com os anticorpos primarios, que foram selecionados dentre os alvos
encontrados alterados no RT-gPCR.

Apbs a lavagem em TBS, as membranas foram incubadas com anticorpo secundario
especifico para cada primario por 2 horas e novamente lavadas em TBS. O peso molecular
relativo das bandas foi determinado de acordo com o padréo de peso molecular marcado com
cores, Kaleidoscope (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), que foi adicionado junto a corrida
eletroforética. A reacdo foi revelada por kit ECL e as imagens das bandas foram adquiridas em
equipamento fotodocumentador Image Quant 350 (GE — Healthcare). Posteriormente, foram
realizadas analises semiquantitativas por densitometria das bandas, e as densidades dpticas
integradas (10Ds) das bandas de proteinas alvo foram medidas usando o software ImageJ
(National Institutes of Health, EUA). Os niveis de expressdo foram normalizados (divididos
pelos valores de quantificagdo) para B-actina (Abclonal, AC026, 10t.9100026001) (peso
molecular 42 kDa — enddgeno — que também foi revelado da mesma forma que os alvos) e 0s
resultados normalizados foram expressos como a média + DP. Os anticorpos escolhidos para a
analise foram VEGF (Santa Cruz, SC152, lot. D0815) e IGF-1 (Santa Cruz, SC1422, l0t.J1810).

3.7 Avaliacéo do perfil oxidativo nas placentas

As técnicas aqui foram realizadas na Universidade Estadual de Londrina (UEL) em
parceria com a profa. Dra. Glaura S. A. Fernandes. Os fragmentos armazenados em freezer a -
80°C e enviados para Londrina foram homogeneizados com um homogeneizador Ultraturrax
(Marconi, Piracicaba, Brasil) em tampéo fosfato-salina (pH 7.2) e normalizados a 1 mg de
proteinas/mL de acordo com o método de Bradford (Bradford, 1976). Deste homogenato,
determinou-se a concentracdo de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS),
proteinas carbonilicas (PCO), glutationa reduzida (GSH), glutationas totais (GT), glutationa S-
transferase (GST), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD).
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3.7.1 Lipoperoxidagao

A concentracdo de TBARS (substéncias reativas ao acido tiobarbitdrico) foi utilizada para
quantificar a peroxidacdo lipidica, de acordo com o método descrito por Federici (2007)
(Federici; Shaw; Handy, 2007). Os niveis de TBARS foram determinados pela diferenca das
absorbancias em 535 e 572 nm (Multiskan GO, Thermo Scientific, Vantaa, Finland). Os

resultados foram expressos em nanomols de TBARS/mg de proteina.
3.7.2 Proteinas carbonilicas

Para a quantificacdo de proteinas carboniladas utilizou-se o0 método de Reznick e Parker
(1994) com adaptagdes (Reznick; Packer, 1994). Para tal, utilizou-se de homogenatos proteicos
normalizados a Img/mL. Foram adicionados 300uL de amostra homogeneizada em dois tubos,
o0 branco, no qual foram adicionados 500uL. de HCI 2M, e a reacgdo, ao qual foram adicionados
meio de reacdo contendo 5,5'-ditiobis-(acido 2-nitrobenzdico) (DTNB; 0,1982%) diluido em
HCI 2M. As reagdes foram incubadas por 1h com agitacdo vigorosa a cada 15 min. Apos esse
tempo, adicionou-se 500uL de &cido tricloroacético (TCA; 28%) em todos os tubos e aguardou-
se 10 minutos para formacéo de precipitado. Em seguida, todos os tubos foram centrifugados a
9.000g por 10 minutos e o sobrenadante foi descartado. O pellet formado foi ressuspendido
com 1 mL de solucdo de etanol e acetato de etila (1:1), em seguida os tubos foram centrifugados
e tiveram seu sobrenadante descartado. Esse processo de lavagem do pellet foi repetido por
mais 2 vezes. Entdo, adicionou-se 350 mL de solugdo aquosa de hidrocloreto de guanidina
(57,31%) nos tubos, que foram agitados e a reacdo foi incubada por 10 minutos. Por fim,

pipetou-se 150uL da solucdo final em microplaca e a absorbancia foi medida em 380 nm.
3.7.3 Glutationas

As concentragdes de GSH e GT foram realizadas de acordo com o proposto por Rahman e
colaboradores (2007) (Rahman; Kode; Biswas, 2007). O método baseia-se na reacdo entre o
acido 5,5-ditiobis 20-nitrobenzdico (DTNB) e a GSH, resultando em um produto de coloracdo
amarelada, cuja absorbancia ¢ medida em 412 nm. Os resultados foram expressos em pmol/mg

de proteina.

Para a GT, o método baseia-se na reducdo da glutationa oxidada (GSSG) na amostra pela
adicdo de NADPH, numa reagdo catalizada pela glutationa redutase (GR), que também é
acrescida ao meio. Posteriormente, a glutationa total, agora reduzida, é quantificada também
por reacdo com DTNB com absorbancia medida em 412 nm. Os resultados foram expressos em
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umol/mg de proteina.

A concentracdo de (GSSG) foi calculada de acordo com o proposto por Carrara e
colaboradores (2019), (Carrara, 2019) levando em consideracao a estequiometria da reacéo. Os

valores de GSSG foram calculados seguindo a equagao:
GSSG (umol) = [GT1—[GSH]/2
Os resultados foram expressos em pmol/mg de proteina.

A atividade da enzima GST foi avaliada conforme proposto por Keen e colaboradores
(1976) (Keen; Habig; Jakoby, 1976). Espectrofotometricamente por meio da reducdo de GSH
e lise de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), com formacdo tioésteres. A absorbancia da
reacao foi medida a 340 nm durante 5 min em intervalos de 40 s. Os resultados foram expressos

como puM de tioéter formados por minuto por mg de proteina.
3.7.4 Atividade da catalase

A atividade da CAT foi determinada por meio da degradagdo do peroxido de hidrogénio
em agua e oxigénio. A absorbancia da reacdo foi medida em 240 nm por 1 min, em intervalos

de 15 s. Os resultados foram expressos em mM/minuto/mg de proteina.
3.7.5 Atividade da superoxido dismutase

A atividade da enzima SOD foi determinada de acordo com o proposto por Senthikulmar
com adaptacdes de Erthal e colaboradores (2020) (Erthal et al., 2020). O método baseia-se na
quantificacdo de complexos formados pelos anions superéxido com o nitroblue tetrazolium
(NBT) e com o hidrocloreto de sddio de hidroxilamina (NH20OH.HCI), de coloracéo azulada,
cuja absorbancia foi medida em 560 nm por 2 min em intervalos de 15 s. Os resultados foram

expressos em unidades de SOD/mg de proteina.
3.8 Andlise estatistica

Nas andlises estatisticas, a unidade experimental foi a ninhada. Os valores obtidos foram
expressos como média + DP ou mediana, seguido do intervalo interquartil g1-g3. Para os dados
quantitativos e morfométricos foi utilizado o ANOVA seguido do teste de comparagdo maltipla
de Tukey. A diferenca estatistica foi considerada significativa quando *p<0,05, ou **p<0,01
Para essas andlises foi utilizado o software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San
Diego, California, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1 Parametros maternos e placentarios

Durante o periodo de tratamento, ndo foram observados sinais de toxicidade clinica nas
ratas prenhes expostas aos ftalatos e nanoplasticos. Ndo houve diferenca no ganho de peso
corporeo, potencial de fertilidade e peso do Utero gravidico entre 0s grupos experimentais bem
como em outros pardmetros reprodutivos como nimeros de corpos lGteo, nimeros de absorcdes
e implantacdes, taxa de perda pds-implantacional (Tabela 1). No entanto, foi observado um
aumento na taxa de perda pré-implantacional nos grupos T3, T4 e T5 em relacdo ao controle
(CTR) (Tabela 1).

Grupos experimentais

Parametros CTR T1 T2 T3 T4 T5

Peso Corporeo
Final (g) (DG20)

Ganho de peso

402,1£33,39 384,4+2635 397,7+13,69 397,4+5883 417,0+4587 391,1+63,33

102,9+13,8 93,14+22,7 104,7+12,18 86,14 +32,58 94,2 + 33,37 93,71+ 36,9
Corporeo (9)

Peso do Utero
o 70,81+1296 69,15+13,88 81,31+838 66,056+24,94 77,92+16,23 | 70,35+31,95
gravidico (g)
Potencial de
N 88,41 +£3,47 8567+1242 9125+799 67,70+2434 73,65+26,04 75,64+3443
Fertilidade (%)

N° implantagbes &= 12,83+2,14 12,00+1,91 13,83+1,33 10,86 + 4,06 12,00 +5,24 12,29 + 6,26

N° Corpos
o 145 +2,17 14,00+ 0,82 15,17 + 0,75 16,14 + 3,76 16,00 + 4,12 16,00 + 2,31
uteos

N° reabsor¢des 1,00 +£1,00 0,57 +0,78 0,50 +0,83 1,14+1,46 1,00 +£1,00 0,29 £0,49

Taxa de perda
pré-
. . 11,49 £ 1,42 14,28 + 4,69 8,79 * 3,26 32,74+8,72** 2500+1165* 2321+13,01*
implantacional
(%)
Taxa de perda
pos-
. . 8,33+2,99 4,54 +2,65 3,48 £2,22 9,52 +£5,43 7,69 + 3,89 2,27 £ 4,69
implantacional

(%)

Tabela 1: Pardmetros reprodutivos e de pesos maternos. Valores expressos média = DP (n = 7/grupo); teste
ANOVA, seguido de Tukey; e significativo quando p<0,05 comparado ao CTR. Para as taxas de perdas foi feito
teste de Fisher; e significativo quando *p<0,05 ou **p<0,01 comparado ao CTR.
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Em relagdo aos parametros placentarios, o peso placentéario da prole masculina reduziu no

grupo T3 em relacdo ao CTR, consequentemente, a relacdo do peso fetal sobre placentério,

conhecido como eficiéncia placentaria, aumentou nesse mesmo grupo (Tabela 2).

Parametros

Peso Placentario

(Fémeas) (g)

Peso Placentario
(Machos) (g)
Eficiéncia
Placentaria
(Fémeas)
Eficiéncia
Placentaria
(Machos)

CTR

0,66 +0,03

0,65+0,11

6,56 + 0,82

6,51 +0,51

T1

0,63+0,08

0,63 +0,07

6,44 + 0,65

6,73 +0,43

T2

0,62+0,04

0,65+0,06

6,67 £ 0,41

6,78 £0,83

Grupos experimentais

T3

0,67 +0,15

0,56 +0,12*

6,01 +1,61

7,34 +1,60*

T4

0,59 £ 0,06

0,61 +0,08

6,79 £ 0,36

6,82+0,78

T5

0,68 £0,12

0,66 £ 0,09

6,25+ 1,35

6,45+ 1,43

Tabela 2: Pardmetros placentarios por ninhada. Valores expressos média + DP; teste ANOVA, seguido de Tukey;

e significativo quando *p<0,05 comparado ao CTR.

4.2 Analise histologica e morfometria placentaria

Na analise histoldgica pode se observar a presenca de todos 0os componentes teciduais das

placentas nos diferentes grupos (Figura 7). Na analise morfométrica da placenta, através da

medida de comprimento e area do eixo placentério, ndo foi observada nenhuma diferenca entre

0s grupos (Figura 8).
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Figura 7: Fotomicrografia representativa da placenta do grupo controle. Objetiva 20x e 40x. Abreviagdes: ZL,
zona do labirinto; ZB, zona basal; Dec, decidua.
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Figura 8: Morfometria da placenta nos diferentes grupos experimentais, na prole feminina e masculina,
representando a quantificacdo do comprimento relativo da Zona do Labirinto (a,d), Zona Basal (b,e) e Decidua
(c,f). Teste ANOVA, seguido de Tukey; e significativo quando *p<0,05 comparado ao CTR.
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4.3 Analises moleculares

A analise da expressdo génica de fatores relacionados a sinalizacdo celular e a
diferenciacéo trofoblastica mostrou aumento de Ppar a no grupo T5 quando comparado aos
grupos CTR, T2 e T3 (Figura 9a). Ainda, houve um aumento na expressao de Ppary em T5 em

relacdo ao CTR (°p<0,06, Figura 9b).

a b
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10+ i - | 2.5 : ° ]
g 1 2.0 -
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T T T T 0.0 T T T
CTR T1 T2 T3 T4 T5 CTR T1 T2 T3 T4 T5

Grupos Experimentais Grupos Experimentais

Figura 9: Gréficos representativos da expresséo dos genes (a) Ppar a e (b) Ppar v; a partir da andlise por RT-
gPCR. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata. A expressdo dos genes € dada pela quantificacdo do
2"AACT e os valores expressos pela média = DP (n=5/grupo); teste ANOVA, seguido de Tukey; e significativo
quando **p<0,01 ou °p<0,06 comparado ao CTR.

A expressdo génica dos fatores Vegf, 1gf-1, e Fgf mostrou-se aumentada no grupo tratado
com nanoplastico (T3) quando comparada ao grupo CTR (Figura 10a-c). Além disso, a
expressao de Vegf aumentou nos grupos T3 e T4 em relacdo ao CTR, eem T4 em relacdoa T1
(Fig. 10a). Ja a expressdo do Igf-1 aumentou nos grupos T1, T3 e T4 quando comparado ao

CTR (Fig. 10b). Nao houve alteracdo na expressdo de Plgf entre os grupos experimentais (Fig.

10d).

49



Vegf lgf-1
49— 5
d ** - * [ ]
! EEE— o !
% 3 T * % *k
c A c ’_‘ .
© © 34
< o v
O 27 O A
o T 27
o ] o
0 0 T T
CTR T1 T4 T5 CTR TL T2 T3 T4 T5
Grupos Experimentais Grupos Experimentais
C d
Fgf Plgf
67 2.5+
L] E
[} o 2-09 ]
8 4 * g’ E 4
8 ] . c 1.5
=
O O 7
o, < 1.0-
2 = 4 ©
= P ]
L]
0 T T 0.0
CTR T1L T2 T3 T4 T5 CTR T1
Grupos Experimentais Grupos Experimentais

Figura 10: Gréaficos representativos da expressdo dos genes (a) Vegf, (b) Igf-1, (c) Fgf e (d) Plgf; a partir da
analise por RT-qPCR. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata. A expressdo dos genes é dada pela
quantificacdo do 2"AACT e os valores expressos pela média = DP (n=5/grupo); teste ANOVA, seguido de Tukey;
e significativo quando *p<0,05 e **p<0,01 comparado ao CTR.

Em relacdo a andlise de vias de biossintese de glicocorticoides, ndo houve alteracdo
significativa entre os grupos de tratamento na expressdao génica de Cypllbl, enzima
responsavel por converter deoxi-corticosterona em corticosterona, e Hsd11b2, enzima que

converte corticosterona (glicocorticoide ativo) em cortisona (forma inativa) (Fig. 11a, b).
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Figura 11: Gréficos representativos da expressdo dos genes (a) Cyplibl e (b) Hsd11b2; a partir da analise por
RT-qPCR. Todas as amostras foram avaliadas em duplicata. A expressdo dos genes é dada pela quantificagdo do
2"AACT e os valores expressos pela média = DP (n=5/grupo); teste ANOVA, seguido de Tukey; e significativo

quando p<0,05 comparado ao CTR.

A analise da expressao proteica por WB mostrou que ndo houve alteracao significativa nos
niveis de VEGF (Fig. 12a). No entanto, um aumento da expressdo de IGF-1 no grupo T3 em

relacdo ao CTR foi observado (Fig. 12b).
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Figura 12: Gréaficos representativos da expressao proteica de (a) VEGF, (b) IGF-1; a partir da analise por Western
Blotting. A expressdo das proteinas é dada pela densitometria de bandas, com as amostras e corridas representadas,
assim como o enddgeno (B-actina) e 0s pesos moleculares a direita. Os valores expressos pela média + DP
(n=5/grupo); teste ANOVA, seguido de Tukey; e significativo quando *p<0,05 comparado ao CTR.

4.4 Avaliagéo do perfil oxidativo

Em relacéo a avaliacdo do perfil oxidativo das placentas coletadas observou-se reducéo do
TBARS no grupo T2 em relagdo ao CTR (Fig. 13a). A atividade da enzima superdxido
dismutase (SOD) apresentou-se reduzida nos grupos T2 e T3 em relacdo ao CTR (Fig. 13b), ja
a atividade da catalase (CAT) apresentou aumento no grupo T3 em relacdo ao CTR (Fig. 13c).

A glutationa S-transferase demonstrou redugdo no grupo T2 em relagdo ao CTR (Fig. 13d).
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Figura 13: Graficos representativos do perfil oxidativo das placentas das ratas (a) concentracdo de TBARS, (b)
atividade da SOD, (c) atividade da CAT e (d) glutationa s-transferase. Os valores expressos pela média + DP
(n=5/grupo); teste ANOVA, seguido de Tukey; e significativo quando *p<0,05 ou **p<0,01 comparado ao CTR.

5. DISCUSSAO

Nosso estudo é inédito em demonstrar os efeitos da mistura de ftalatos associada aos
nanoplasticos na biologia do desenvolvimento, especialmente sobre a placenta. Nossos dados
apontaram para efeitos adversos na salde reprodutiva materna e na placenta, mostrando
alteracdes biométricas, na sintese de RNAs mensageiros e proteinas que codificam fatores de
crescimento e diferenciagéo celular de trofoblastos, bem como em enzimas relacionadas ao

equilibrio redox na placenta.

A embriogénese € um periodo crucial para o desenvolvimento inicial e pode ser sensivel a
fatores ambientais e nutricionais, modulando o processo de implantacdo. Ha diversos estudos

realizados que evidenciaram os efeitos sisttmicos de DEs na fertilidade feminina (Caserta et
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al., 2021). Realizar o calculo da taxa de perda pré-implantacional, que leva em consideracéo a
porcentagem de embrifes que ndo se implantaram no Utero em relacdo ao total que foi
produzido, € um parametro importante para avaliar o sucesso do processo de implantacéo e,
consequentemente, da satde reprodutiva. Aqui, observamos um aumento na taxa de perda pré-
implantacdo em T3, T4 e T5, grupos expostos a nanoplésticos (isolados e em conjunto com a
mistura de ftalatos). O processo de implantagéo e decidualizacdo s&o regulados por diversos
fatores moleculares, proteicos e hormonais (Dey et al., 2004). Hormdnios como estrogeno e
progesterona estdo envolvidos na recepcao do endométrio ao blastocisto, por meio da interacéo
com o0s seus receptores. Os ftalatos, atuando como DEs, podem inibir a atividade desses
horménios e alterar o processo de receptividade endometrial e implantacdo do blastocisto,
aumentando as chances de ocorrer perdas pré-implantacional, como visto neste trabalho. Além
disso, 0s grupos com perdas pré-implantacdo sdo os grupos com NPs, o0 que nos leva a
hipotetizar que os NPs podem modificar o ambiente uterino, alterando o inicio da implantacdo
e levando a implantacdo tardia, apos o 5° dia gestacional, como visto neste estudo.

Em um estudo com roedores, ap6s exposicao a altas doses de DEHP durante a gestacéo, 0s
pesquisadores observaram um comprometimento da receptividade do endométrio e reducédo de
implantagOes, assim como outras alteracbes na expressdo génica e proteica de receptores
hormonais (Li et al., 2012). Além disso, outros estudos com roedores mostraram que a
exposicdo aos MNPs causou impactos reprodutivos, como reducdo dos niveis circulantes de
hormdénios e menores taxas de implantacdes de embrides (Wei et al., 2022; Zurub et al., 2024).
Esses resultados indicam que a exposicdo aos ftalatos e NPs podem alterar pardmetros
reprodutivos e de fertilidade feminina, ao reduzir a taxa de pré-implantacdo. Assim como a
embriogénese, a organogénese, que se inicia apos a gastrulacdo, e em ratos ocorre entre o0 E6
ao E8, é um periodo suscetivel a insultos externos que podem levar a malformacGes ou
disfuncGes em diferentes 6rgdos. Apesar disso, ndo observamos alteraces na estrutura externa
dos fetos, e as avaliagbes dos parametros viscerais e esqueléticos ndo mostraram mudancas

significativas (dados ndo publicados).

Os dados obtidos no presente estudo mostraram que o tratamento, durante a gestacao, ndo
foi capaz de alterar o0 peso corporeo materno, mas reduziu o peso placentario e aumentou a
eficiéncia placentaria apenas da prole masculina no grupo T3. O suprimento placentario de
nutrientes & um dos principais determinantes do crescimento in utero, e a redugdo experimental

no crescimento da placenta pode levar ao aumento da eficiéncia, calculado como grama de feto
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produzido por grama de placenta. Assim, a relagdo do peso feto-placentario (F:P) corresponde
a uma das formas de avaliar o suprimento e a eficiéncia placentéria (Fowden et al., 2009; Coan
et al., 2010). Essa relacdo € um dado comumente utilizado para avaliar como a placenta se
adaptou e respondeu as necessidades nutricionais e fisiologicas do feto. Caso haja reducdo na
eficiéncia placentéria, pode significar que houve uma transferéncia de nutrientes por grama de
placenta menor, ja um aumento na eficiéncia, seria um aumento na transferéncia (Fowden et
al., 2009; Hayward et al., 2016). Alguns estudos sobre a exposicdo aos ftalatos, durante a pré-
concepcdo ou gestacdo, ja foram associados a condicdes adversas como restricdo do
crescimento intrauterino (RCIU), baixo peso ao nascer, alteragdes no desenvolvimento
embrionario e funcéo placentéria, reduzindo o peso fetal e placentério (Zong et al., 2015; Shen
et al., 2017; Mustieles et al., 2019). Estudos com nanoplasticos sdo mais escassos para esse
parametro, entretanto, um estudo recente observou a translocacdo de nanoesferas de
poliestireno da placenta para o feto, e seus efeitos materno-fetais como a reducao do peso das
placentas e o aumento na eficiéncia placentaria (Cary et al., 2023). Além disso, para dar o
suporte adequado no crescimento fetal, as placentas grandes e pequenas adotam estratégias
diferentes no final da gestacdo, e podem ter reacdes de adaptacdes (morfoldgicas ou funcionais)
e de sinalizacdo para o feto dependendo das condigdes ambientais e da gravidade do insulto
(Fowden et al., 2009). A partir desse cenario, 0s nossos resultados sugerem que houve algum
desbalanco entre o fornecimento de nutrientes da placenta para o feto, pois a relacdo F:P na
prole masculina estava aumentada, devido a reducdo dos pesos placentarios no grupo exposto
aos nanoplasticos. Entretanto, a funcéo placentaria de manter o fornecimento de nutrientes para
o feto pode ser determinada por outros fatores, como a atividade e expressdo de transportadores,
ndo avaliados neste trabalho.

Como um 6rgédo enddcrino, a placenta desempenha um papel importante na sinalizacéo
hormonal e se torna alvo de substancias quimicas que atuam como interferentes endécrinos
(Warner et al., 2021). Os ftalatos e seus metabolitos agem como ligantes para receptores
nucleares, como receptores de estrogénio (ER) e androgénio (AR), e receptores ativados por
proliferador de peroxissomos (PPAR), sendo este ultimo importante na implantacéo e invasao
trofoblastica (Fournier et al., 2008), no desenvolvimento embrionario, na diferenciagdo de
tecidos, como trofoblasto (Barak et al., 1999), inducdo da vascularizacdo placentaria e
angiogénese (Asami-Miyagishi et al., 2004), metabolismo lipidico (Latruffe; Vamecq, 1997),
secrecdo hormonal e respostas inflamatorias, associadas a diabetes mellitus gestacional, pré-

eclampsia e RCIU (Holdsworth-Carson et al., 2010). Na placenta, 0 PPAR é expresso no
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trofoblasto, nas EVTs em humanos e no labirinto em roedores, e agem como fatores de
transcri¢do dependentes de ligante. Foi relatado em camundongos knockout para PPAR vy, que
a auséncia desse fator de transcricdo resulta em letalidade fetal, demonstrando que esse gene
esta relacionado com a diferenciacao trofoblastica e vascularizacao placentaria, importante para
a regido do labirinto (Barak et al., 1999). Nossos resultados mostraram que a expressao génica
de duas isoformas do Ppar, a ¢ y, aumentou no grupo T35, indicando um possivel mecanismo da
associacdo dos ftalatos e NPs sobre o desenvolvimento placentario, mediado por Ppar. Ainda,
esse aumento pode refletir no aumento de fetos PIP no T5, visto que outros trabalhos associaram
a expressao génica e proteica aumentadas de PPAR a e y nas placentas de fetos com restricao
de crescimento intrauterino (Holdsworth-Carson et al., 2010). Outro estudo demonstrou que as
expressdes de mMRNA e proteina das duas isoformas aumentaram apds exposicao gestacional a
DEHP de maneira dose dependente (750 ou 1500 mg/kg/dia) (Xu et al., 2008), sugerindo que
0 PPAR o e y podem estar envolvidos na regulacdo controlada por DEHP. Além disso, foi
demonstrado que ftalatos e seus metabolitos podem inibir a invasdo do EVT, pela regulacéo
negativa de metaloproteinases da matriz (MMPs), por meio da via de PPAR y (Gao et al., 2017),
0 que pode explicar a taxa de perda pré-implantacional reduzida nos grupos T4 e T5. Dessa
forma, a regulacgdo génica inadequada desses receptores pode afetar negativamente a placenta,
e causar danos para o feto e para a mae.

Os fatores de crescimento atuam na regulacdo de varios processos placentarios e fetais,
incluindo invasdo do trofoblasto, angiogénese, proliferacdo celular, remodelacdo vascular
materna, homeostase tecidual, entre outros (Rossant; Cross, 2001; Kunath et al., 2014; Basak;
Varma; Duttaroy, 2023). O fator de crescimento endotelial vascular (Vegfa), um dos principais
fatores pro-angiogénicos, exerce um papel critico na vasculatura da placenta que sustenta a
troca de nutrientes e oxigénio entre o feto e a mée (Sandovici et al., 2012), e no inicio da
gestacdo em humanos é encontrado em células do sinciciotrofoblasto (STB) viloso, estromais
vilosas, deciduais e EVC, e no termo, sdo encontrados no sinciciotrofoblasto (STB) e células
extravilosas (EVC). Vefg é induzido por fator induzivel de hipdxia (Hif-1) e se liga a duas
isoformas do receptor tirosina quinase (VEGFR1/FItl ou VEGFR2/Kdr), e a inativacdo desse
gene ou de seus receptores pode levar a morte de embrides em roedores (Challier; Vervelle;
Uzan, 2001), destacando sua importancia. Outro fator pré-angiogénico € de crescimento de
fibroblasto (Fgf) que atua na manutengdo e proliferacdo inicial de células do trofoblasto, no
momento da invasdo blastocistica, por meio da via FGF/MAPK. A termo, em humanos, FGF é

positivo em células do STB, celulas de Houfbauer e vasos (Kunath et al., 2014). O aumento
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desses genes nos grupos de tratamento T3 pode estar relacionado a um mecanismo
compensatério sob condicfes de hipoxia, estresse oxidativo ou até danos placentarios, sendo
esse ultimo explicado pelo desbalanco de peso placentario. Além disso, um sistema de baixa
perfusdo materna, vilosidades imaturas nas placentas e inflamacéo ja foram associadas a fetos
com RCIU (Macara et al., 1996; Tachibana; Nakayama; Miyoshi, 2016). No entanto, outro fator
pro-angiogénico, o fator de crescimento placentario (PIgf) ndo mostrou alteracéo significativa
entre os grupos. O Plgf encontrado em células STB e CTB, e no endotélio, possui sequéncia de
aminoacidos semelhante ao Vegf e responde diretamente as concentracdes de oxigénio. Em um
estudo caso-controle foi observado a associacdo entre 0os metabdlitos de ftalatos e bisfenol A
(BPA) encontrados na urina de gestantes e reducdes em fatores pré-angiogénicos, como Plgf,
sugerindo que a exposicao a esses DES pode causar a perfusdo placentaria deficiente (Ferguson
etal., 2015).

O fator de crescimento semelhante & insulina 1 (lgf-1), conhecido por promover a
proliferacdo do trofoblasto, estimular o transporte de glicose na placenta, remodelacao vascular
materna, entre outras fungdes essenciais (Sferruzzi-Perri et al., 2017), ja foi associado a
placentas RCIU e normalmente, os IGFs séo baixos em bebés recém-nascidos PIG em humanos
(Randhawa; Cohen, 2005). Eles regulam atividade proliferativa e anti-apoptética por meio da
ligacdo com receptor e ativacdo das vias de sinalizacdo MAPK e PI3K-AKT, respectivamente.
Nesse estudo, esse fator de crescimento apresentou aumento na expressao génica e proteica no
grupo T3, o que pode significar que ha um aumento da demanda de transcri¢do génica de Igf-
1, devido ao aumento de fetos nascidos PIP, como uma forma de compensacéo e tentativa de
melhorar o fornecimento de nutriente da mée para a placenta e da placenta para o feto, visto
que a eficiéncia placentaria aumentou nesse mesmo grupo. Como visto anteriormente, estudos
com a exposicao a ftalatos e nanoplasticos possuem efeitos toxicos no feto e na placenta, e
podem causar restricdo do crescimento fetal (Aghaei et al., 2022; CHEN et al., 2023). Aqui
demonstramos que o impacto do tratamento com ftalatos e nanoplasticos desencadeia um
aumento na expressao génica de fatores de crescimento. Mesmo com esse aumento, 0 ambiente
adverso induzido pela exposicdo gestacional pode restringir a eficacia desses fatores de
crescimento. Ademais, a exposicdo a desreguladores enddcrinos pode contribuir para a
insuficiéncia placentaria e para a restricdo do crescimento fetal (Yu et al., 2024), mesmo que

haja um aumento de Igf-1 como reagdo compensatoria desse desbalanco.
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Os glicocorticoides sdo hormonios esteroides sintetizados, principalmente, pelas glandulas
adrenais, sob acao do eixo hipotadlamo-hipéfise (horménio liberador de corticotrofinas - CRH e
horménio adrenocorticotréfico - ACTH). Durante a gestacédo, essas substancias desempenham
um papel crucial para a promocéo de adaptacdes metabolicas na mée (Seckl, 2011; Fowden et
al., 2015; Harris). No feto, os glicocorticoides podem originar-se de trés fontes: passagem
transplacentaria da mée, producéo na placenta e secrecdo das glandulas adrenais fetais (Staud
et al., 2006). Os niveis de glicocorticoides maternos sdo mais altos do que no feto, e apenas
uma fracdo reduzida penetra na membrana placentaria, por conta da acdo da enzima 11f3-
hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (HSD11p2) (Harris; Seckl, 2011; Fowden et al., 2015).
No entanto, a placenta secreta CRH, que atinge o feto e estimula a producdo de ACTH e cortisol
(Mclean et al., 1995). No feto em desenvolvimento, esse eixo hipotalamo-hipofise-adrenal
(HPA) auxilia a producao do liquido surfactante nos pulmdes, a maturacdo de outros tecidos
fetais e no momento do parto (Staud et al., 2006). Estudos experimentais com roedores
mostraram que o estresse pré-natal e a administracdo de glicocorticoides resultaram em baixo
Peso ao nascer e prejuizos neurocognitivos (Takahashi; Turner; Kalin, 1992; Vallée et al., 1999;
Welberg; Seckl; Holmes, 2000). Outros estudos expuseram células placentéarias a alguns tipos
de ftalatos e observaram alteracdo na via esteroidogénica placentaria (Xu et al., 2016; Leng et
al., 2020). Entretanto, na analise de expressao génica da Cypllbl, enzima responsavel por
converter deoxi-corticosterona em corticosterona, e Hsdl11lb2, enzima que converte
corticosterona em cortisona, ndo demonstrou alteracao significativa.

Em relacdo a anélise do perfil oxidativo das placentas, a reducdo de GSTpi, SOD e TBARS
no grupo T2 é um resultado intrigante, ja que a literatura evidencia que o estresse oxidativo €
gerado por uma diminuicdo do sistema antioxidante frente ao excesso de radicais livres, o qual
pode levar a impactos mitocondriais, celulares e teciduais, sendo fator de risco para pré-
eclampsia e disturbios gestacionais (Grzeszczak et al., 2023; Basegmez et al., 2024). Apesar
dos niveis de TBARS estarem diminuidos, o que indica uma menor formacdao de radicais livres,
é possivel considerar que a exposicao aos ftalatos altera parcialmente o sistema antioxidante
placentério, tornando-o suscetivel ao estresse oxidativo. Ainda, essa condi¢do ndo leva ao
estresse pela quantidade diminuida de TBARS, entretanto isso pode indicar que o metabolismo
energético placentario esta prejudicado, ou seja, ha menos b-oxidacdo de &cidos graxos e
metabolismo glicidico, gerando menos transportadores de elétrons. Assim, esta condigdo € um
indicativo de menor producéo atividade dos complexos da cadeia transportadora de elétrons e

de sintese de ATP, o qual tem potencial de susceptibilizar a placenta a danos estruturais e
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funcionais, com consequéncias adversas a prole. Em um estudo, Santos-Rosendo et al. (2020)
demonstraram, em modelo de ratas obesas, uma diminui¢cdo nos niveis de TBARS e das
atividades de SOD e CAT, com sobrecarga em vias de 0xido nitrico, caracterizando possiveis
mecanismos placentarios adaptativos frente a adversidades gestacionais (Santos-Rosendo et al.,
2020).

Por outro lado, o grupo T3 (exposi¢do somente aos nanoplasticos) exibiu uma diminuicéo
de SOD e aumento de CAT. SOD ¢ responsavel pela formacdo de peréxido de hidrogénio
(H202), enquanto CAT € uma das enzimas antioxidantes responsaveis pela sua degradacéo.
Este € outro mecanismo que gera discussao, pois apesar de ndo haver um aumento dos radicais
livres, aparentemente hd uma sobrecarga da formacdo de H.O», todavia sem sua devida
degradacdo pelo sistema subjacente. Portanto, € plausivel considerar que as particulas de
nanoplasticos tenham interferéncia direta sobre a cadeia transportadora de elétrons, biossintese
de aminoéacidos e até mesmo acdo enzimdtica. Nesse contexto, estudos recentes ja
demonstraram a citotoxicidade dos microplasticos em culturas de células pulmonares humanas,
identificando disturbios nos niveis de espécies reativas de oxigénio, no potencial de membrana
mitocondrial e regulacdo da apoptose (Zhang et al., 2022). Outros estudos experimentais
demonstraram que os microplasticos causam disfuncdo mitocondrial mediada pela NADPH
oxidase 4, impactando o potencial de membrana e metabolismo energético celular em células
respiratdrias (Halimu et al., 2022; Lee et al., 2022).

Com isso, hipotetizamos que tanto os ftalatos em maior dose, quanto 0s nanoplasticos,
podem interferir diretamente sobre a fun¢do mitocondrial nas células placentarias, o que abre
caminho para futuros estudos que investiguem, isoladamente, a correlacdo direta entre esses

dois fatores.

Os dados promissores e inéditos apresentados neste trabalho demonstram que 0s
nanoplasticos de forma isolada, e em combinacdo com a mistura de ftalatos, foram mais efetivos
em ocasionar alteracGes maternas e placentérias, quando comparados com 0s animais expostos
somente a mistura. Esses resultados, assim como outros poucos relatados na literatura,
demonstram que a combinacdo de nanoplasticos com outros agentes quimicos pode aumentar

os efeitos dessas substancias sobre os tecidos biolégicos.
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CAPITULO 3: PARAMETROS E ALTERACOES BIOMETRICAS
DA PROLE

Exposicao aos plasticos durante a gestacdo de ratas e os efeitos no desenvolvimento e na

programacao fetal: uma abordagem DOHaD

Natélia Magosso?, Patrick Vieira de Souza!, Mirella Franco Moreiral, Vanessa Aguiar Rochal,
Matheus Naia Fioretto?; Victoria Cristina Pinhal, Gabriel Aquino de Souza Maia?, Vinicius Luis

Rocha da Silva Maria2, Wellerson Rodrigo Scaranot

1 Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, Instituto de Biociéncias, Sdo Paulo,
UNESP, Botucatu, SP, Brasil.

2 Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Faculdade de Ciéncias, UNESP, Bauru, SP, Brasil.

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento fetal € um periodo critico no qual ocorre a formacdo e maturagdo dos
Orgdos e sistemas do organismo. Esse periodo é altamente suscetivel a fatores/estressores
ambientais, como nutricdo materna, estresse, alcool, nicotina, agentes toxicos e desreguladores
enddcrinos (Choudhary et al., 2003). Interferéncias e perturbacdes nesse momento podem
programar o individuo a ter um aumento do risco de desenvolver doencas ao longo da vida
(Zhang; Ho, 2011). No contexto DOHaD, a placenta desempenha um papel essencial na
regulacdo entre o ambiente materno e fetal. Alteracbes moleculares, como visto no capitulo 2,
ou funcionais podem impactar no transporte de nutrientes e hormonios, influenciando na
programacéo fetal (Lapehn; Paquette, 2022). Além disso, a exposic¢ao aos poluentes ambientais,
como ftalatos e nanoplasticos, durante a gestacdo tem sido muito investigada devido a
capacidade de afetar a programacdo epigenética, alterar o microambiente intrauterino e o
desenvolvimento fetal (Lapehn; Paquette, 2022; Zurub et al., 2024).

Dessa forma, estudos experimentais demonstram que estes poluentes, principalmente os
ftalatos podem impactar o desenvolvimento de 6rgdos reprodutores (Scarano et al., 2025),

modificar a arquitetura vascular da placenta (Hirke et al., 2023), e reduzir a distancia anogenital
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(DAG), um marcador sensivel e suscetivel a exposicdo a DEs (Radke et al., 2018). Essas
alteracbes podem resultar em restricdo de crescimento intrauterino (RCIU) (Tachibana;
Nakayama; Miyoshi, 2016), e modificacbes na programacdo metabolica e imunoldgica
(Reynolds et al., 2019), que vao aumentar a suscetibilidade a doengas mais tarde na vida desses
descendentes. Em um estudo com roedores, a exposicao ao ftalato DBP (500 mg/kg/dia) durante
a gestacdo e lactacdo resultou em fetos subdesenvolvidos e um aumento no ndmero de
absorces, além de prejudicar o sistema neuroenddcrino, ao aumentar os niveis de cortisol e
reduzir a serotonina em filhotes com um més de idade, e ainda demonstrou efeitos
antiandrogénicos nas trés geracOes sucessivas (Radha; Basha, 2024). Em relacdo aos
nanoplasticos, muitos estudos mostraram a translocacéo placentaria de particulas de NPs em
modelos de roedores (Cary et al., 2023), e consequentemente a sua presenca em diversos 6rgaos
maternos e fetais, como coracdo, pulméo, rim, figado e cérebro. Em um recente estudo com
ratos Sprague-Dawley, foi relatado que particulas de MNPs permanecem em tecidos fetais e
em filhotes jovens de duas semanas, apds exposi¢cdo materna, via aerossol, demonstrando a
passagem, a acumulacdo bioldgica e a permanéncia dessas particulas dentro de um modelo

materno-fetal (Moreno et al., 2024).

Portanto, investigar as consequéncias do impacto da exposi¢cdo materna aos ftalatos e
nanoplasticos, enfatizando na saude da prole, pode trazer resultados bioldgicos valiosos para
compreender as consequéncias sobre o desenvolvimento fetal. Dessa forma, hipotetizamos que
a exposicdo aos nanoplasticos e ftalatos, isolados ou em combinacdo, afeta negativamente o
desenvolvimento fetal, ao afetar diretamente a satde materna e a morfofisiologia placentéria,
resultando em alteracdes fenotipicas e moleculares que resultam em consequéncias para a prole

em desenvolvimento.

2. OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos da exposi¢do gestacional a uma mistura de
ftalatos e aos nanoplasticos de poliestireno (isolados e combinados) sobre o desenvolvimento
fetal de sua prole, ao examinar medidas biométricas dos fetos ao final do periodo gestacional
(DG20) e analisar parametros viscerais e esqueléticos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Delineamento experimental

O delineamento experimental foi 0 mesmo descrito no Capitulo 2. Machos adultos da
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linhagem Sprague Dawley (n=15), com 120 dias de idade (DPN), pesando aproximadamente
300g e fémeas adultas (n=50), no DPN120, pesando aproximadamente 300g, provenientes do
Centro Multidisciplinar para Investigacdo Biologica na Area da Ciéncia de Animais de
Laboratorio (CEMIB/UNICAMP), foram mantidos no Biotério de Pequenos Mamiferos do
Departamento de Morfologia do IBB/UNESP, em condig¢des controladas de luminosidade (12
horas de luz/ 12 horas de escuro) e temperatura (média de 23-25°C) e receberam agua (em
garrafas de vidro) e racdo para roedores a vontade. Apds o periodo de aclimatacdo dos animais,
eles foram separados para o0 acasalamento, que foi realizado durante o periodo escuro do ciclo,
colocando-se de duas fémeas na caixa do macho, e o dia zero de prenhez (DGO) foi determinado
pela presenca de espermatozoides em esfregacos vaginais de fémeas em estro.

As ratas prenhes foram divididas aleatoriamente em 6 grupos experimentais (n=6-8/grupo):
CTR: grupo controle que recebeu o éleo de milho/agua; T1: recebeu 20 pg/kg/dia da mistura
de ftalatos (MF) diluidos em 6leo de milho; T2: recebeu 200 mg/kg/dia da mistura de ftalatos
(MF) diluidos em 6leo de milho; T3: recebeu nanoesferas de poliestireno (NPs) de 100 nm na
concentracdo de 1,0 mg/kg/dia diluido em agua destilada; T4: recebeu 20ug/kg/dia da MF +
NPs de 100 nm na concentracdo de 1,0 mg/kg; e T5: recebeu 200mg/kg/dia da MF+ NPs de
100 nm na concentracdo de 1,0 mg/kg. As ratas de cada grupo receberam o tratamento, via oral,
do dia gestacional 5 (DG5) ao DG20.

Os animais dos grupos T1, T2, T4 e T5 receberam as respectivas doses da mistura de
ftalatos na seguinte proporcdo: 21% DEHP (di-2-etilhexil ftalato), 35% DEP (dietil ftalato),
15% DBP (di-n-butil ftalato), 8% DiBP (diisobutil ftalato), 5% BBzP (butil benzil ftalato), e
15% DiNP (diisononil ftalato). A proporc¢ao da mistura se baseia na composi¢do dos principais
ftalatos detectados em amostras de urina de mulheres gravidas em Illinois, EUA (Zhou; Gao;
Flaws, 2017). Os ftalatos e nanoplastico foram obtidos da Sigma Aldrich ®: DEHP: 36735,
DEP: 524972, DBP: 524980, DiBP: 152641, BBzP: 308501, DiNP: 376663; nanoesferas de
poliestireno (nanoplasticos): 43302.

No DG20, 6-8 ratas por grupo foram anestesiadas com uma mistura de xilazina (5mg/kg
corporeo) e cetamina (80m/kg corporeo) para laparotomia, e em seguida, foi realizada puncéo
cardiaca para coleta do sangue. Os fetos e as suas respectivas placentas foram isolados e
pesados. Os fetos foram medidos quanto as distancias cranio-caudal, encefalica e anogenital,
em seguida foram fixados para posterior estudo visceral e esquelético. O delineamento
experimental esta representado na figura 14. Imagem criado pelo app BioRender.com (Figura
14).
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Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas estabelecidas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e o protocolo
experimental foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu (ANEXO 2) (Protocolo: 1174020523).

7N 753

DG5 | periodo de Tratamento | DPG20

Composigao da MF
CTR Controle (6leo de milho ﬁ PP~ 35%
( ) DEHP - 21%
2 . DBP - 15%
g T1 20 pg/kg/dia MF =l NP 15%
: DiBP - 8%
E T2 200 mg/kg/dia MF BBzP - 5%
&
g T3 1 mg/kg/dia NPs
=]
(="
E T4 20 pg/kg MF + 1 mg/kg NPs B =
|
T5 200 mg/kg MF + 1 mg/kg NPs ';,,;
Eutanésia €0 — “ {Fe——
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Protocolo CEUA: 1174020523 W Y |

Figura 14: Delineamento experimental representando o tratamento, 0s grupos experimentais, as doses utilizadas
e a composi¢do da mistura de ftalatos (MF). O tratamento foi do dia gestacional 5 (DG5) até o DG20, por via oral.
As ratas prenhes foram divididas em 6 grupos experimentais, grupo controle (C): recebeu dleo de milho/agua
(veiculo), T1: recebeu 20pg/kg/dia da MF, T2: recebeu 200mg/kg/dia da MF, T3: recebeu 1mg/kg/dia de
nanoesferas de poliestireno (NPs) 100 nm, T4: recebeu 20ug/kg/dia + 1mg/kg/dia de NPs, e T5: recebeu
200mg/kg/dia + 1mg/kg/dia de NPs. Ao final do periodo gestacional (DG20), as ratas foram eutanasiadas e 0s
fetos isolados, pesados, e medidos com paquimetro digital as distancias cranio-caudal, encefélica e anogenital, e
em seguida, foram colocados em fixadores para posterior anélises viscerais e esqueléticas.

3.2 Avaliacdo do desenvolvimento fetal

Todos os fetos foram removidos individualmente e suas placentas foram analisadas. O
namero de fetos vivos foi determinado e, em seguida, foram classificados individualmente de
acordo com os valores médios dos pesos do grupo controle (CTR) como: pequeno para a idade
de prenhez (PIP) quando o peso for inferior a média CTR (- 1,0 desvio padrdo, DP); apropriado
para a idade de prenhez (AIP) quando peso for incluido na média CTR (£ 1,0 DP); e grande
para idade de prenhez (GIP) quando o peso for superior a média CTR (+ 1,0 DP) (da Cruz et
al., 2023), o valor corrigido do desvio padrao foi calculado a partir do percentil 90 da clinica e
encaixado para o delineamento experimental deste estudo.

Todos os fetos foram avaliados sob um estereomicroscopio, de acordo com sua morfologia
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externa, detectando anomalias, como implantacdo de orelha, estrutura ocular, estrutura
craniana, sangramento interno, tamanho dos membros, fechamento do tubo neural e assim por
diante (Manson; Kang, 1994). Os fetos tambem foram medidos, com paquimetro digital, em
relacdo a distancia craniocaudal (comprimento do corpo, da ponta do nariz até a parte escamosa
da causa), as dimensdes encefélicas (medida pela distancia entre a abertura do conduto
auditivo), e a distancia anogenital (DAG - do tubérculo genital ao anus). Como a DAG pode
ser influenciada por outros fatores que nao sejam o tratamento pelo agente exégeno (Gallavan
etal., 1999), sua medicéo foi normalizada para evita-los, sendo medida pela razéo entre a DAG

(mm) e a raiz cubica da massa corporal (g).

3.3 Parametros viscerais

Para preservar sua integridade para analises futuras, os fetos escolhidos foram colocados
em uma placa de gelo, em seguida foram feitas avaliagbes na morfologia externa. Depois 0s
fetos foram imersos em solucdo Davidson para fixagao por 24 horas. Em seguida a solugéo foi
trocada por alcool 80% por 48 horas, e alcool 90% por mais 48 horas até 0 momento da analise.
O objetivo foi aplicar o plano de corte de Wilson (Wilson, 1965) na cabeca dos fetos, com
cortes transversais e longitudinais, bem como os planos propostos por Barrow e Taylor
(Barrow; Taylor, 1969) no térax, que envolvem cortes transversais e longitudinais. Esses cortes
serdo realizados para avaliar possiveis anomalias viscerais em tecidos como: ventriculos
cerebrais, cdrnea, retina, cavidade nasal, palato, glandula salivar, tireoide, esdfago, traqueia,

coragdo, timo, figado, rins, bexiga, ureteres, gbnadas.
3.4 Parametros esqueléticos

Para a realizacdo desta analise, os fetos foram submersos em solucéo de alcool 100% por
24 horas. Em seguida, a solucdo foi substituida por uma de KOH 0,8% e adicionada uma
solucdo saturada de Alizarin Red. Essa solucdo foi trocada seis vezes, com um intervalo minimo
de 24 horas entre cada troca, seguindo os procedimentos propostos por Staples e Schnell
(Staples; Schnell, 1954). Os parametros utilizados foram os estabelecidos por Aliverti e
colaboradores (Aliverti et al., 1979).

3.5 Analise Estatistica

Nas andlises estatisticas, a unidade experimental foi a ninhada. Os valores obtidos foram

expressos como média + DP ou mediana, seguido do intervalo interquartil g1-g3. Para os dados
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quantitativos e morfométricos foi utilizado o ANOVA seguido do teste de comparag¢do mdltipla
de Tukey. Para os dados oriundos de andlise de peso fetal, esquelética e visceral dos fetos foi
utilizada uma tabela de contingéncia, e os dados foram comparados utilizando o teste exato de
Fisher. A diferenca estatistica foi considerada significativa quando *p<0,05 ou **p<0,01 Para
essas analises foi utilizado o software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San Diego,
California, EUA).

4. RESULTADOS

4.1 Parametros embriofetais

Em relacdo aos parametros fetais como nimeros de fetos vivos e as distancias encefalica e
cranio-caudal ndo foram observadas diferencas significativas nos grupos de tratamento (Tabela
3). O peso placentario da prole masculina reduziu no grupo T3 em relacdo ao CTR,
consequentemente, a relacdo do peso fetal sobre placentério, a eficiéncia placentaria aumentou
nesse mesmo grupo (Tabela 3). A classificacdo do peso dos fetos mostrou, no grupo T3 em
relacdo ao CTR, uma reducdo no numero de fetos classificados como adequados para idade de
prenhez (AIP) (Figura 15), e um aumento de nimero de fetos nascidos como pequenos para
idade de prenhez (PIP, p=0,06). Além disso, o grupo T5 mostrou um aumento de fetos nascidos
como PIP quando p=0,07 (Figura 15). Outro parametro importante é a distancia anogenital
relativa, a qual foi mensurada e mostrou uma reducédo nos grupos T1, na prole feminina, e T2

na prole masculina quando comparados ao CTR (Figura 16a, b).

Grupos experimentais

Parametros CTR T1 T2 T3 T4 T5

N © Fetos Vivos 12,83 +2,14 12,00 +£1,91 1383+1,33  1086+4,06 12,00+524 @ 12,29+6,26

Proporcao sexual
de fetos vivos
. . 42/32 44/40 35/48 34/42 32/28 41/45
totais(masculino/
feminino)
Peso Fetal

. 4,062 +£0,19 3,951 + 0,28 4,003 £0,15 3,952 + 0,47 3,995+ 0,19 3,931 +0,36
(Fémeas) (g)

Peso Fetal

4,141+026  4,125+0,27 4278+0,23  4,153+0,37 4,036+0,22 4,050 +0,59
(Machos) (g)
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Eficiéncia

Placentaria 6,51 +0,51 6,73 +0,43 6,78 £ 0,83 7,34 +£1,60* 6,82 +£0,78 6,45+ 1,43
(Machos)

Distancia

Encefalica 10,11 £ 0,34 10,11 £0,19 9,792+0,64 10,29+0,32 10,10+0,15 9,847 +0,36

(Fémeas) (mm)

Distancia
Encefélica 10,16 £0,40 10,34 +£0,32 10,01+0,52 = 10,25+0,23 = 10,24+0,36 = 10,25+0,58
(Machos) (mm)

Distancia
Créanio-caudal 53,95 + 1,47 53,63 +1,99 53,79+4,12 54,04+256 5405+1,80 @ 53,89+247

(Fémeas) (mm)

Distancia
Cranio-caudal 54,64+091  5524+1,69 55,48 +3,74  55,00+156 5564+170 @ 5492+3,99
(Machos) (mm)

Tabela 3: Parametros embriofetais por ninhada. Valores expressos média + DP; teste ANOVA, seguido de Tukey;
e significativo quando *p<0,05 comparado ao CTR.

100
p=0,007 [ CTR
T
80 ] ] B
= T3
o m T4
m 15
60
X
40 | p=0,07
p=0,06 ‘
20

T
PIP AIP GIP

Figura 15: Gréfico representativo da distribuicdo do peso dos fetos (%) de acordo com a idade gestacional de
fémeas tratadas nos diferentes grupos. Teste de Fisher, significativo quando **p<0,01 comparado ao CTR. PIP —
pequeno para idade de prenhez; AIP — adequado para idade de prenhez; GIP — grande para idade de prenhez.
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Figura 16: Graficos representativos das DAGs relativas (distancia anogenital (mm) dividida pela raiz cdbica da
massa corporal (g)) da prole feminina (a) e masculina (b) nos diferentes grupos experimentais. Valores expressos
pela média + DP; teste ANOVA, seguido de Tukey. O asterisco significa diferenga estatisticamente significativa
em relagdo ao CTR quando *p<0,05 ou **p<0,01.

4.2 Parametros viscerais e esqueléticos

Considerando a limitacdo deste estudo que é o nimero amostral reduzido para avaliacdes
fetais viscerais e esqueléticas, aqui ndo foi observado nenhuma diferenca significativa das
proles femininas e masculinas nos grupos expostos em relagdo ao grupo CTR. Abaixo estdo as
fotos dos fetos do grupo controle, da prole feminina (Figura 17 e 19) e prole masculina (Figura

18 e 20) nas analises viscerais e esqueléticas realizadas.

Planos de ] l

cortes de
Wilson, 1965 e =
Barrow e e

Taylor, 1969
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Figura 17: Fotomicrografias de fetos de prole feminina coletados no DG20 para andlise visceral e fixados em
alcool absoluto, evidenciando os planos de cortes de acordo com Wilson 1965 e Barrow e Taylor 1969. Orgéos
representados e destacados: M, medula; P, palato; SN, septo nasal; CN, cavidade nasal; BO, bulbo olfatério; C,
cristalino; Co, cornea; R, retina; V, ventriculo; HC, hemisfério cerebral; D, diencéfalo; GS, glandula salivar; AA,
artéria aorta; Pu, pulmao; E, es6fago; Cor, coracao; VCI, veia cava inferior; GA, glandula adrenal; F, figado; Duo,
duodeno; Es, estdmago; GAE, glandula adrenal esquerda; RE, rim esquerdo; OvD, ovério direito; Ure, ureter;
GAD, glandula adrenal direita; RD, rim direito; OVE, ovario esquerdo; U, Utero.

Figura 18: Fotomicrografias de fetos de prole masculina coletados no DG20 para andlise visceral e fixados em
alcool absoluto, evidenciando os 6rgaos viscerais. Orgaos representados e destacados como nas fotos das fémeas.
Tr, traqueia; GS, glandula salivar; R, rim; Es, estdbmago; F, figado; Duo, duodeno; RE, rim esquerdo; RD, rim
direito; Pa, pancreas; Ep, epididimo; Re, reto; T, testiculo; B, bexiga.
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Figura 19: Fotomicrografias de fetos de prole feminina coletados no DG20 e fixados em Alizarina Red para
analise esquelética. Orgdos representados e destacados, Ra, radio; Um, Ulna; Um, umero; Me, metacarpos; V,
volmer; Pal, palato; BF, basisfenoide; BO, basoccipital; N, nasal; F, frontal; P, parietal; IP, iterparietal; VC,
veértebras cervicais; VT, vértebras toraxicas; VL, vértebras lombares; VS, vértebras sacrais; VC; vértebras caudais;
Co, costelas; F&, fémur; Ti, tibia; Fi, fibula.

Figura 20: Fotomicrografias de fetos de prole masculina coletados no DG20 e fixados em Alizarina Red para
analise esquelética como nas fotos das fémeas. Orgaos representados e destacados, Me: metatarsos; Ra, radio; Um,
Ulna; Um, Umero; V, volmer; Pal, palato; BF, basisfenoide; BO, basoccipital; VC, vértebras cervicais; VT,
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vértebras toraxicas; VL, vértebras lombares; VS, vértebras sacrais; VC; vértebras caudais; Co, costelas; F&, fémur;
Ti, tibia; Fi, fibula.

5. DISCUSSAO

Os primeiros mil dias de vida de um individuo, compreendendo desde o periodo
intrauterino até os dois anos de vida, € uma janela critica do desenvolvimento, capaz de modular
a suscetibilidade ao surgimento de doengas mais tarde na vida, um conceito atrelado a hipétese
DOHaD (Barker; Osmond, 1986; Barker, 1990). Nesse sentido, fatores ambientais e
nutricionais, neste periodo, podem ter consequéncias permanentes e se manifestar ao longo da
vida, tanto do bebé, quanto da mae (Gomez-Roig et al., 2021; Liu et al., 2024). Dessa forma, a
relacdo materno-fetal, definida pela placenta, é essencial para moldar as respostas diante de
possiveis agravos ambientais, como a exposicao aos plasticos e seus aditivos. Aqui, observamos
impactos sobre o desenvolvimento fetal, como a diminuicdo de fetos adequados para idade de
prenhez (AIP) no grupo T3, o aumento de fetos pequenos para a idade gestacional (PIP) nos
grupos T3 e T5 e a reducdo na distancia anogenital (DAG) em fémeas no grupo T1 e em machos

no grupo T2.

Apesar dos pesos fetais absolutos ndo apresentarem alteracdes significativas, no grupo T3
houve uma reducéo nos fetos classificados como adequados para idade de prenhez (AIG) em
relacdo ao CTR. Esse dado pode ser resultado do desbalanco entre o peso fetal e placentério.
Mesmo que haja um aumento na eficiéncia placentéria, por ser um dado relativo, essa mudanca
ndo foi suficiente para suportar o crescimento adequado do feto, resultando na reducdo de
nascidos AIP. O tamanho ao nascer € uma medida importante do crescimento fetal e os fetos
sdo mais vulneraveis a exposic¢do plastica do que as maes devido a sua imaturidade metabolica
(Reynolds et al., 2019; Mollers et al., 2022). De acordo com a hipdtese DOHaD, o baixo peso
ao nascer pode acarretar em consequéncias a longo prazo na vida desse individuo, como risco
aumentado de doencas cronicas — cardiovasculares e metabodlicas — e problemas no
neurodesenvolvimento (Grigorenko, 2017; Kumaran; Osmond; Fall, 2017). Na tltima década,
muitos estudos avaliaram a associacéo entre a exposicao aos ftalatos e 0 baixo peso ao nascer
em humanos (Botton et al., 2016; Yu et al.,, 2024). Dados recentes com camundongos
apontaram um aumento na restri¢cdo do crescimento fetal apds a exposi¢do materna a micro e
nanoplasticos oferecidos na agua, com concentracfes de 10mg e 1mg e tamanhos variando entre
50nm ou 10nm, o que pode ter relacdo ao fato de particulas pequenas se acumularem com mais

facilidade em tecidos e aumentar a toxicidade (Aghaei et al., 2022; Chen et al., 2023). Em um
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estudo utilizando camundongos prenhes foi observado reducdo do peso fetal e da disténcia
anogenital sexo independente apds a exposi¢cdo ao DEHP (50 ou 200mg/kg) durante a gestacao
(Shen et al., 2017). A grande variacdo entre os delineamentos experimentais dificulta a
afirmacdo da associacao positiva entre a exposi¢ao aos residuos plasticos e 0 baixo peso ao
nascer, se fazendo necessario mais estudos que fornecam resultados sistematicos sobre a relagdo

entre esses dois parametros (Shoaff et al., 2016; Yu et al., 2024).

Um dos efeitos mais efetivos da exposicao aos DES, especialmente aos ftalatos, é a reducéo
da distancia anogenital (DAG), tanto em humanos quanto em roedores, pois ela € um dos pontos
finais mais sensiveis da exposi¢do pré-natal aos ftalatos (Zarean et al., 2019; Kahn et al., 2020).
No presente estudo, a DAG absoluta foi normalizada para garantir a consisténcia dos dados, e
observamos que a razio DAG-peso corporal 2 de fetos femininos reduziram no grupo T1, e
de fetos masculinos no grupo T2, ambos expostos apenas com a mistura de ftalatos. A DAG é
um parametro que reflete a presenca dos andrégenos na diferenciagdo sexual, especialmente em
machos, e esses resultados podem demonstrar a acdo antiandrogénica classica dos ftalatos no
desenvolvimento do sistema genital. Muitos estudos demonstraram que varios tipos de ftalatos
como DEHP e DBP reduziram a distancia anogenital de machos e alteraram a histologia
testicular (Gray et al., 2000; Andrade et al., 2006; Radke et al., 2018), observando efeitos mais
evidentes em ninhadas masculinas. Além disso, a exposicdo a desreguladores enddcrinos tem
sido associada a sindrome da disgenesia testicular, condi¢Bes que afetam a producao normal de
androgenos e tem consequéncias na salde reprodutiva masculina, e a reducdo da DAG pode ser
um indicio dessa sindrome (Fisher, 2004; Mahood et al., 2005). Ja em proles femininas, 0s
efeitos observados, tanto de exposicdo a ftalatos quanto de nanoplasticos, sdo infertilidade,
interrupcao do crescimento e atresia de foliculos, desregulacdo da homeostasia de horménios
sexuais, fibrose ovariana e aumento de estresse oxidativo (Panagiotou; Ojasalo;
Damdimopoulou, 2021; Wu et al., 2023). Ademais, em um estudo foi relatado que a DAG na
prole feminina diminuiu, de uma forma ndo dependente da dose, em todos 0s grupos de
tratamento apoOs exposicdo gestacional de di-n-hexil ftalato (DHP) ou diciclohexil ftalato
(DCHP) (20, 100 ou 500mg/kg/dia) (Ahbab et al., 2017). A partir desses resultados, podemos
aferir que a exposicdo gestacional a mistura de ftalatos foi capaz de alterar parametros de
diferenciacéo sexual tanto da prole masculina quanto feminina, ao reduzir a DAG. No entanto,
0 mecanismo que reduz essa distancia em machos e fémeas pode ser distinto, visto que em
fémeas, a auséncia da testosterona é fator condicional para a diferenciacdo sexual da genitalia

externa.
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CAPITULO 4: ANALISE DO MICROBIOMA INTESTINAL
MATERNO E FETAL

Impactos na composi¢cdo do microbioma de ratos apds a exposi¢do gestacional e

lactacional aos ftalatos e nanoplasticos

Natalia Magosso?, Patrick Vieira de Souzat, Mirella Franco Moreira?, Vanessa Aguiar Rocha?,
Matheus Naia Fioretto!; Felipe Cristiano Barbosa?, Isabella Favaro?, Victéria Cristina Pinha?,
Gabriel Aquino de Souza Maial, Vinicius Luis Rocha da Silva Maria?, Josias Rodrigues?,

Wellerson Rodrigo Scarano!

! Departamento de Biologia Estrutural e Funcional, Instituto de Biociéncias, S&o Paulo,
UNESP, Botucatu, SP, Brasil.

2 Departamento de Ciéncias Bioldgicas, Faculdade de Ciéncias, UNESP, Bauru, SP, Brasil.

3 Departamento de Quimica e Ciéncias Biologicas, Instituto de Biociéncias, Sdo Paulo, UNESP,

Botucatu, SP, Brasil.

1. INTRODUCAO

A microbiota intestinal, comunidade de microrganismos, possui funcdes essenciais para
manutencéo fisiologica do corpo humano (Hills et al., 2019; Stinson, 2020). Desde a descoberta
do microbioma, estudos experimentais em modelos animais forneceram informagdes sobre as
causas e consequéncias de alteracdes no ambiente intestinal. Dentre elas, fatores que podem
regular a microbiota sdo os padrdes de estilo de vida e dieta, produtos quimicos, medicamentos,
poluentes ambientais, entre outros (Garcia-Montero et al., 2021; Arifuzzaman et al., 2024).
Esses poluentes, como os ftalatos e nanoplasticos, possuem potencial para alterar a composicéao
e a funcionalidade da microbiota intestinal, contribuindo para a disbiose (Chiu et al., 2020;
Tilves et al., 2023). A disbiose € associada a uma série de doencas crénicas ndo transmissiveis,

como obesidade, doenca inflamatoria intestinal (DII), diabetes tipo 2 (DM2), sindrome
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metabdlica (SM), doenca cardiovascular (DCV), doengas autoimunes e até cancer colorretal
(Hills et al., 2019; Vijay; Valdes, 2022).

O microbioma humano, que se desenvolve gradualmente ao longo dos primeiros 1000 dias
de vida, € dindmico e altamente suscetivel aos fatores ambientais, que, por sua vez, podem levar
ao desenvolvimento de doengas cronicas (Stinson, 2020). Dessa forma, insultos maternos como
a exposicdo perinatal a substancias que atuam como desreguladores enddcrinos podem
desequilibrar a microbiota intestinal da mée e consequentemente do filho, levando a uma menor
diversidade de espécies na comunidade microbiana (Chiu et al., 2020; Shum et al., 2023). Por
iSso, a microbiota se adapta e muda continuamente ao longo de toda a vida, garantindo a
manutencdo da eubiose.

Um estudo demonstrou a toxicidade de MNPs em peixes, roedores e em células humanas.
Os principais efeitos observados, apds a exposicdo em diferentes idades e concentragdes, foram
disbiose intestinal, disfungdo da barreira intestinal, alteracdes no metabolismo, aumento do
estresse oxidativo e dos sinais de neurotoxicidade (Yong; Valiyaveettil; Tang, 2020).
Evidéncias recentes relatam que micro e nanoplasticos podem transportar e liberar outros
contaminantes, como ésteres de ftalatos (Deng 2020). Deng e colaboradores (2020), usando
modelo murino expostos a MPs isolados ou associados aos ftalatos, demonstraram que 0os MPs
adsorvem ftalatos, transportam para o intestino de camundongos e se acumulam. Como
resultados observaram um aumento significativo da permeabilidade intestinal e da inflamacéo
intestinal, assim como alteracdo na composicdo e abundancia das bactérias na analise do
sequenciamento do microbioma desses camundongos (Deng 2020). Em outro estudo com
modelo experimental de camundongos, Fan e colaboradores (2020) relataram que a exposi¢éo
pré-natal ao DEHP, em doses baixas (0,2, 2 e 20 mg/kg/dia), resultou em sindrome metabdlica
e disbiose do microbioma intestinal na prole masculina (Fan et al., 2020).

O fato de que o trato gastrointestinal ndo sé desempenha o papel de digerir e absorver
nutrientes, mas também constitui uma das principais areas de contato entre o0 organismo e 0 seu
ambiente externo, torna-o a0 mesmo tempo essencial para a sobrevivéncia e vulneravel a
potenciais ameacas vindas de fora do corpo. Nesse sentido, sabendo que a dispersdo mundial
do lixo plastico € uma problematica atual e pode trazer consequéncias para a saude da
populacdo, nossa hipotese é que a exposicdo aos nanoplasticos e ftalatos, isolados ou em
combinacéo, pode alterar acomposic¢do do microbioma intestinal materno, afetando o equilibrio
e influenciando na satde fetal, assim como na composi¢do da microbiota de filhos jovens cujas

mées foram expostas a estes poluentes.
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2. OBJETIVO

O objetivo desse estudo foi investigar a exposicdo gestacional e lactacional a uma mistura
de ftalatos e nanoplasticos (isolados e combinados) sobre a composicdo do microbioma
intestinal tanto das mdes, diretamente expostas, quanto de sua prole, avaliando amostras
maternas no periodo gestacional (DG20) e amostras de ratos machos no periodo p6s-desmame
(DPN22).

3. MATERIAS E METODOS

3.1 Delineamento experimental

A primeira parte deste delineamento foi 0 mesmo descrito nos Capitulos 2 e 3. Machos
adultos da linhagem Sprague Dawley (n=15), com 120 dias de idade (DPN), pesando
aproximadamente 300g e fémeas adultas (n=50), no DPN120, pesando aproximadamente 300g,
provenientes do Centro Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica na Area da Ciéncia de
Animais de Laboratério (CEMIB/UNICAMP), foram mantidos no Biotério de Pequenos
Mamiferos do Departamento de Morfologia do IBB/UNESP, em condicGes controladas de
luminosidade (12 horas de luz/ 12 horas de escuro) e temperatura (média de 23-25°C) e
receberam agua (em garrafas de vidro) e racdo para roedores a vontade. Apo6s o periodo de
aclimatacdo dos animais, eles foram separados para o acasalamento, que foi realizado durante
0 periodo escuro do ciclo, colocando-se de duas fémeas na caixa do macho, e o dia zero de
prenhez (DGO) foi determinado pela presenca de espermatozoides em esfregacos vaginais de
fémeas em estro.

As ratas prenhes foram divididas aleatoriamente em 6 grupos experimentais (n=6-8/grupo):
CTR: grupo controle que recebeu o éleo de milho/agua; T1: recebeu 20 pg/kg/dia da mistura
de ftalatos (MF) diluidos em 6leo de milho; T2: recebeu 200 mg/kg/dia da mistura de ftalatos
(MF) diluidos em 6leo de milho; T3: recebeu nanoesferas de poliestireno (NPs) de 100 nm na
concentracdo de 1,0 mg/kg/dia diluido em &gua destilada; T4: recebeu 20ug/kg/dia da MF +
NPs de 100 nm na concentragdo de 1,0 mg/kg; e T5: recebeu 200mg/kg/dia da MF+ NPs de
100 nm na concentragédo de 1,0 mg/kg. Os animais dos grupos T1, T2, T4 e T5 receberam as
respectivas doses da mistura de ftalatos na seguinte proporcdo: 21% DEHP (di-2-etilhexil
ftalato), 35% DEP (dietil ftalato), 15% DBP (di-n-butil ftalato), 8% DiBP (diisobutil ftalato),
5% BBzP (butil benzil ftalato), e 15% DiNP (diisononil ftalato). A proporcéo da mistura se
baseia na composi¢do dos principais ftalatos detectados em amostras de urina de mulheres

gravidas em lllinois, EUA (Zhou; Gao; Flaws, 2017). Os ftalatos e nanoplastico foram obtidos
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da Sigma Aldrich ®: DEHP: 36735, DEP: 524972, DBP: 524980, DiBP: 152641, BBzP:
308501, DiNP: 376663; nanoesferas de poliestireno (nanoplésticos): 43302.

A partir daqui o delineamento segue dois caminhos, delineamento 1) as ratas de cada
grupo receberam o tratamento, via oral, do dia gestacional 5 (DG5) ao DG20 (Figura 21), ou
delineamento 2) as ratas de cada grupo receberam o tratamento, via oral, do dia gestacional 10
(DG10) ao dia pos-natal 21 (DPN21), durante a gestacdo e a lactacdo (Figura 22). O
delineamento 1 foi realizado para analise da microbiota intestinal materna das ratas expostas na
gestacdo apos a implantacdo embrionéria, e o delineamento 2 foi desenhado para avaliar a
composigdo da microbiota intestinal dos ratos machos, no DPN22, cujas méaes foram tratadas
com ftalatos e nanoplasticos durante os periodos gestacional de organogénese e lactacional.

As ratas prenhes no DG20 e os ratos machos recém-desmamados no DPN22 foram
anestesiados com uma mistura de xilazina (5mg/kg corporeo) e cetamina (80m/kg corpéreo)
para coleta dos 6rgdos de interesse. As fezes das ratas no DG20 e dos ratos machos no DPN22
foram coletadas pela manhd em tubo estéril e congeladas em biofreezer até 0 momento do
estudo do microbiota intestinal. Os dois delineamentos experimentais estdo representados na
figura 21 e 22. Imagem criado pelo app BioRender.com (Figura 21 e 22).

Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as normas estabelecidas
pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e o protocolo
experimental foi submetido e aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) do
Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu (ANEXO 2) (Protocolo: 1174020523).

Delineamento 1:

LT 00

DG5 | periodo de Tratamento | DG 20

Composigao da MF
CTR Controle (6leo de milho) B oep-35%
g DEHP - 21%
g Ti 20 dia MF DBP - 15%
g ne/kg/ — | DINP-15%
. ' 200 dia MF DhBP =%
g T2 l mg/kg/ BBzP - 5%
g 13 1 mg/kg/dia NPs
(=]
[=9
5 T4 20 pg/kg MF + 1 mg/kg NPs
T5 200 mg/kg MF + 1 mg/kg NPs
Eutanasia - / Y‘X‘(‘“f""WW\
DG - Dia Gestacional ‘ o — nnnnAnnnnnn ol
MF — Mistura de Ftalatos FEL .~

Ser s Amplificagao do DNA e sequenciamento
NPs — Nanoesferas de poliestireno PRy q

Protocolo CEUA: 1174020523
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Figura 21: Delineamento experimental representando o tratamento, 0s grupos experimentais, as doses utilizadas
e a composi¢do da mistura de ftalatos (MF). O tratamento foi do dia gestacional 5 (DG5) até o DG20, por via oral.
As ratas prenhes foram divididas em 6 grupos experimentais. Ao final do periodo gestacional (DG20), as ratas
foram eutanasiadas e as fezes foram coletadas e armazenadas em tubos estéreis até 0 momento do processamento
das amostras, amplificacdo do DNA e sequenciamento para analise da composi¢do do microbioma.

Delineamento 2:

L3
\Via oral
N

Periodo de Tratamento

GESTAGAO 7. LACTAGAO ‘.
FiL) :
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[72]
o
5 T4 20 pg/kg MF + 1 mg/kg NPs
O
T5 200 mg/kg MF + 1 mg/kg NPs |
Eutandsia
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MF - Mistura de Ftalatos . — AN
190903991
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Protocolo CEUA: 1174020523 DPN 22 e ———

Figura 22: Delineamento experimental representando o tratamento, 0s grupos experimentais, as doses utilizadas
e a composicao da mistura de ftalatos (MF). O tratamento foi do dia gestacional 10 (DG10) até o dia pos-natal 21
(DPN21), por via oral. As ratas prenhes foram divididas em 6 grupos experimentais. Ao final do periodo
lactacional (DPN21), os filhotes foram separados das mées e os machos no DPN22 foram eutanasiados e as fezes
foram coletadas e armazenadas em tubos estéreis até 0 momento do processamento das amostras, amplificagdo do
DNA e sequenciamento para andlise da composi¢do do microbioma.

3.2 Analise do microbioma intestinal

A andlise do microbioma foi realizada com base na identificacao de bactérias, em diferentes
niveis taxondémicos, a partir do sequenciamento de amplicons da regido V6 do gene 16S do
RNA ribossémico (16SV6rDNA), utilizando-se como molde o DNA total de cada amostra,
extraido de com kits comercialmente disponiveis, conforme descrito a seguir. Essas analises
foram realizadas no Setor de Microbiologia e Imunologia do Instituto de Biociéncias em
colaboragéo do Prof. Dr. Josias Rodrigues.

3.2.1 PCR e sequenciamento dos amplicons

A PCR para a amplificagcdo do 16SV6rDNA foi realizada conforme o protocolo de
Andersson e colaboradores, com modificacdo na temperatura de anelamento (Andersson et al.,

2008). Cada um dos primers foi desenhado com uma sequéncia adaptadora especifica e, no caso
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do par reverse, houve a adi¢do de uma sequéncia barcode de identificacdo da amostra alvo da
amplificacdo (ver abaixo):

Primer Sequéncia
CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTC AG-NNNNNNNNNN*-
GATCRRCACGAGCTGACGAC

784F tPl1 CCTCTCTATGGGCAGTCGGTGATAGGAT TAGATACCCTGGTA

1061R_A_Bc

*Dlarcodes

Ao final da PCR, foi realizada uma eletroforese dos amplicons em gel de agarose (Sigma
®) a 1% em tampdo Tris-Acetato-EDTA para visualizar se houve amplificacdo especifica
utilizando-se como referéncia um marcador de tamanho molecular. As sequéncias amplificadas
foram purificadas através do sistema de beads magnéticas AMPure XP (Beckman Coulter®) e
quantificadas no aparelho Qubit 3.0 Fluorometer (Invitrogen®), com o kit de quantificacdo
Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen®). Em seguida, uma biblioteca numa concentracéo de
26 pM foi formada contendo concentra¢es equimolares de cada um dos amplicons. Essa
biblioteca foi entdo submetida a uma PCR em emulsédo. Para isto, foi misturada aos primers e
demais componentes da PCR juntamente com microesferas (lon Spheres Particles — ISPs) e
6leo. A mistura foi colocada em um termociclador especializado (lon One Touch™) onde a
reacdo se processou. Ao final, o produto da amplificacdo foi submetido a um processo de
eliminacdo de residuos de reagentes e microesferas com falhas na amplificacdo, de modo que,
ao final do processo, se obteve uma alta concentracdo de microesferas com DNA em condicdes
de ser sequenciado (ISPs enriquecidas). O DNA nas ISPs enriquecidas foi entdo submetido ao
anelamento do primer especifico para sequenciamento, e misturado com Taq Dna polymerase,
sendo a mistura carregada em um chip 314 v2-BC, que foi introduzido no sequenciador lon
PGM, previamente submetido a inicializacdo (condicionamento, com ajuste de pH e mistura de
dNTPs (desoxirribonucleotideos trifosfato) no ambiente de sequenciamento do aparelho).
Durante o sequenciamento, o sequenciador esteve ligado a um servidor responsavel pelo
armazenamento das sequéncias, geradas na forma de arquivos *fastq. A metodologia acima
descrita esta detalhada no manual do fabricante do kit de PCR em emulsdo [Torrent, 1., lon
PGM Hi-Q TM View OT2 Kit. 2017.] e de sequenciamento [Torrent, 1., lon PGM Hi-Q View
Sequencing Kit. 2017.].

3.2.2 Processamento e analise das sequéncias
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A geracdo dos dados no servidor, conforme mencionado acima, foi acompanhado do
processamento das sequéncias, eliminando erros do tipo quimeras de DNA, primers, barcodes
e adaptadores, sendo que ao final, o servidor apresentou um relatério com informacdes sobre a
qualidade e ocorréncia do sequenciamento, consistindo em QC20, fragmentacdo do DNA,
tamanho e numero de sequéncias, porcentagem de carregamento do chip e ISPs, etc. Para cada
amostra era gerado um arquivo *fastq.

A andlise dos dados foi dividida em duas etapas: 1) preparo, organizacao das sequéncias e
construcdo da tabela de OTUs e 2) analise e correlacdes estatisticas com os dados desta tabela.
Na primeira etapa, foi feita a separacdo das sequéncias de cada amostra e pesquisa na base de
dados SILVA (Quast et al., 2013), em busca da identidade de cada OTU, com base nas
sequéncias presentes. Os dados gerados na etapa 2 se basearam na relacdo de OTUs
identificados e que foram agrupados em um arquivo *.csv que, no entanto, apresentava
informacdes distorcidas. Depois de baixar e corrigir suas informagdes, este arquivo foi utilizado
para as seguintes analises estatisticas: calculo do Indice de Shannon (férmula demonstrada

abaixo) para determinacéo da diversidade alfa, e teste ANOVA, seguido de Tukey.

Indice de Shannon (H'):

H'=-%5, pi * In (pi)
Onde: S é o numero total de espécies (riqueza); pi € a proporcdo de individuos da espécie
i em relacdo ao total de individuos na comunidade (pi = % ); ni € o nimero de individuos da

espécie i; e N é o numero total de individuos de todas as espécies.
3.3 Anélise Estatistica

Nas andlises estatisticas, a unidade experimental foi a ninhada. Os valores obtidos foram
expressos como média + DP ou mediana, seguido do intervalo interquartil q1-g3. Para os dados
quantitativos e morfométricos foi utilizado o ANOVA seguido do teste de comparagdo maltipla
de Tukey. A diferenca estatistica foi considerada significativa quando *p<0,05 ou **p<0,01
Para essas analises foi utilizado o software GraphPad Prism (GraphPad Software Inc., San
Diego, California, EUA).

4. RESULTADOS

4.1. Analise do microbioma intestinal
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Em relacdo a composicdo da microbiota materna (DG20), computada pelo nimero de
OTUs de cada amostra, ndo foi observado diferenca estatistica a nivel de filo (Figura 23). Os
gréficos da composicéo a nivel de filo, classe e ordem estdo representados na Figura 23a, b e c,
respectivamente. Entretando, na ordem Bacilli houve um aumento no grupo T3 em relacéo ao
CTR (Figura 24a). Ainda, observou-se um aumento no grupo T2 na classe Bacillales (Figura

24b), e nos grupos T3 e T4 na classe Lactobacillales (Figura 24c).

FILO CLASSE

@8 OUTROS

8 PROTEOBACTERIA
[J ACTINOBACTERIA
B8 BACTEROIDETES
8 FIRMICUTES

@8 OUTROS
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B3 ERYSIPELOTRICHIA

@B DELTAPROTEOBACTERIA
[ ACTINOBACTERIA

3 BACILLI
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CTRL T1 T2 T3 T4 T5 CTR T1 T2 T3 T4 T5
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Figura 23: Gréficos representativos da distribuicdo do microbioma materno cecal, referentes ao delineamento 1,
nos niveis de filo (a), classe (b) e ordem (c). Dados apresentados como média + DP (n=4-5/grupo). Teste ANOVA,

seguido de Tukey.
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Figura 24: Gréficos representativos da distribuicdo do microbioma materno cecal, referentes ao delineamento 1,
na classe Bacilli (a), e nas ordens Bacillales (b) e Lactobacillales (c). Dados apresentados como média + DP (n=4-
5/grupo). Teste ANOVA, seguido de Tukey. A diferenca foi considerada estatisticamente significativa em relacéo

ao CTR quando *p<0,05.

Em relacdo a analise do microbioma dos filhos machos pds-desmame, DPN22, ndo foi

observado diferenca estatistica em nivel de filo, classe e ordem (Figura 25a, b, c).
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Figura 25: Gréficos representativos da distribuicdo do microbioma de ratos machos pos-desmame (DPN22),
referentes ao delineamento 2, nos niveis de filo (a), classe (b) e ordem (c). Dados apresentados como média + DP
(n=4-5/grupo). Teste ANOVA, seguido de Tukey.

Foi realizado analise do indice de Shannon, para determinar a diversidade alfa, nas
amostras maternas (DG20) e amostras dos ratos machos pés-desmame (DPN22). Foi observado
reducdo no grupo T1 em relacdo ao CTR, e aumento de T4 em relacdo ao grupo T1 (Figura
26a) nas mées (DG20). E em relagdo as amostras dos ratos machos no DPN22 néo foi observado

diferenga significativa (Figura 26b).
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Figura 26: Gréaficos representativos do indice de Shannon, definido pela diversidade alfa, do microbioma materno
(DG20) (a) e de ratos machos p6s-desmame (DPN22) (b). Dados apresentados como média = DP (n=4-5/grupo).
Teste ANOVA, seguido de Tukey.

5. DISCUSSAO

O estudo da composi¢cdo do microbioma intestinal de ratos apds exposicao aos ftalatos
e nanoplasticos é relevante para compreender os impactos desses poluentes no eixo intestino-
placenta-feto. Ademais, vale ressaltar que os efeitos ja relatados da exposicdo a poluentes
ambientais na microbiota e no desenvolvimento fetal dependem do sexo, da idade, do tempo de
exposicédo e da dose aplicada (Wang; Zhu; Kannan, 2019; Chiu et al., 2020; Cheng et al., 2023).

Os resultados da analise do microbioma cecal materno revelaram que, embora ndo
tenham sido observadas diferencas significativas na abundancia relativa a nivel de filo, houve
um aumento na classe Bacilli no grupo tratado com nanoplasticos (T3) e nas ordens Bacillales
no grupo tratado com a maior dose de ftalatos (T2) e Lactobacillales nos grupos T3 e T4 (menor
dose de ftalatos em conjunto com os nanoplasticos), todas pertencentes ao filo Firmicutes. Esses
aumentos sdo particularmente interessantes, pois as bactérias do género Bacillus e
Lactobacillus sdo conhecidas por desempenharem papeis fundamentais na manutencdo da
homeostase microbiana e na protegdo contra patogenos (Gao et al., 2022), e talvez o aumento
dessa ordem foi uma resposta compensatéria aos efeitos da exposi¢do. Bacillales é a ordem
mais produtiva do filo Firmicutes, possuindo diversas aplicagdes biotecnoldgicas, industriais e
farmacéuticas (Harirchi et al., 2022). Em um estudo recente, pesquisadores testaram o potencial
de degradacdo do ftalato de benzil butila (BBP) e do ftalato de dimetila (DMP) por uma espécie
da ordem Bacillales, verificaram que a taxa de degradacdo de ambos os ftalatos aumentou
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conforme os parametros definidos pelos autores aumentaram, temperatura, pH e concentragéo
(Kaur et al., 2021).

Ademais, o crescimento excessivo dessas bactérias pode potencialmente suprimir a
diversidade microbiana ao competir por nutrientes com outras espécies benéficas, levando a um
desequilibrio na composicdo do microbioma materno, levando a uma disbiose. Este
desequilibrio é preocupante, uma vez que a microbiota intestinal materna ndo so influencia a
salde da mae, mas também pode afetar o desenvolvimento fetal e a saide neonatal (Yong;
Valiyaveettil; Tang, 2020). Apesar de nao terem sido observadas alteracdes na composicdo do
microbioma dos filhos pds-desmame, esse fato deve levar em conta que o microbioma se
desenvolve gradualmente na infancia. Além disso, estudos anteriores tém mostrado que
alteracdes na microbiota intestinal durante a gestacdo podem levar a complicacdes na prole
como obesidade, diabetes gestacional e até mesmo desregulaces imunoldgicas (Valdes et al.,
2018; Hills et al., 2019). Outros estudos associaram a exposicao a produtos quimicos ambientais
como ftalatos, bisfenois e pesticidas a alteragdo da composicdo microbioma, expressdo
genética, funcdo e efeitos adversos na saude do hospedeiro (Chiu et al., 2020). Assim, a
auséncia de diferenca nas analises do microbioma no DPN22, podem estar relacionadas a falta

de maturagdo do microbioma intestinal nesses animais.

O célculo do indice de Shannon, usado para determinar a diversidade alfa, considera o
namero de espécies (riqueza) e a uniformidade (equidade) na amostra. Assim, quanto menor o
valor do indice, menor o grau de incerteza e, portanto, a diversidade da amostra € baixa. E
guanto maior o valor do indice, maior tende a ser a sua diversidade. Aqui, foi observado uma
reducdo da diversidade no grupo tratado com ftalato menor dose (T2), indicando que esse grupo
possui uma menor riqueza e uniformidade quando analisamos a microbiota intestinal. Além
disso, a disbiose taxondmica pode estar relacionada a reducdo de diversidade microbiana,
normalmente apresentada pela proporcdo Firmicutes/Bacteroidetes alterada (Chiu et al., 2020),

0 que néo foi observado aqui.

Dessa forma, uma limitacdo do nosso estudo é que nos concentramos em analisar apenas
a composic¢do da microbiota intestinal, deixando de lado mecanismos de atuagao da microbiota,
ou seja, como ela reage apos a exposicéo aos poluentes ambientais, interferindo e modulando a
salde e doenca da gestante, e consequentemente, do feto em desenvolvimento, ou do filho pos-
desmame. Assim, nosso estudo representa um importante passo na compreensdo dos efeitos

desses poluentes ambientais na composi¢do da microbiota e no desenvolvimento fetal, sendo
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necessarios estudos mais aprofundados, principalmente, sobre as questdes mecanisticas da

regulagédo da microbiota.
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CONCLUSAO

Como discutido acima, embora recentes e escassos, estudos em humanos e roedores
sugerem que a exposicdo aos ftalatos e nanoplasticos interferem em diferentes alvos
moleculares na placenta. A vida intrauterina é um periodo potencialmente critico para os efeitos
dos ftalatos e nanoplasticos na salde, j& que as vias de eliminacao e desintoxica¢do ndo estdo
completamente maduras nesse periodo, e a placenta possui um papel chave nas mediacGes
materno-fetais. Nosso trabalho demonstrou que a exposicdo aos ftalatos e nanoplasticos,
isoladamente ou em conjunto, foram capazes de modular a fertilidade materna, ao aumentar a
taxa de perda pré-implantacdo nos grupos expostos aos ftalatos e nanoplésticos combinados
(T3, T4 e T5); reduzir peso placentério e reduzir o nimero de fetos adequados para idade de
prenhez no grupo exposto somente aos nanoplasticos (T3). Além disso, esses compostos
qguimicos alteraram a expressao génica e proteica de importantes alvos relacionados a
diferenciacdo trofoblastica, vascularizagdo e angiogénese placentéaria nos grupos expostos com
nanoplasticos isolados (T3) ou em conjunto com os ftalatos (T4 e T5). Enquanto os ftalatos
sozinhos na dose mais alta (T2) impactam parte da acdo antioxidante e potencialmente a
peroxidacdo lipidica e 0 metabolismo energético, os NPs sozinhos (T3) indicam um atraso no
desenvolvimento placentério, juntamente com um desequilibrio antioxidante. Notavelmente,
também foi observado um impacto na microbiota intestinal das maes expostas, a0 aumentar
classe Bacilli (T3) e as ordens Bacillales (T2) e Lactobacillaes (T3 e T4). Assim como uma
reducdo na diversidade alfa de amostras fecais maternas no grupo exposto somente aos ftalatos
(T1). Mesmo que sejam necessarios mais estudos para complementar esses achados e elucidar
melhor os mecanismos envolvidos, nossos resultados reforcam os efeitos nocivos desses

poluentes ambientais sobre a salde materna e fetal.
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RESUMO GRAFICO DOS RESULTADOS DESTE TRABALHO

DG S5 | Periodo de Tratamento DG 20

CTR Controle (6leo de milho)
T1 20 pg/kg/dia MF .
»
| ET Via oral
T3 1 mg/kg/dia NPs ‘
T4 20 pg/kg MF + 1 mg/kg NPs = 7
T5 200 mg/kg MF + 1 mg/kg NPs 4 f?ﬁ@g &

A~
Microbiota intestinal

Materno-placentario

9 7 e
\ (\r— ::/s
fetos com peso adequado para l taxa de perda pré-implantacéio T Ppar a ¢ Ppar y em T5
idade de prenhez (AIP) em T3 em T3, T4e TS

1 fetos pequenos para idade de 1 peso placentario em T3 — fetos

A
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l}\?}.‘

T Vegfem T3 e T4 1 diversidade alfa em T1

prenhez (PIP) em T3 e T5 machos 1 Igf-lemT1, T3eT4 T classe Bacilli em T3
1 eficiéncia placentdria em T3 — Fofem T3
l DAG em T1 — fetos fémeas + fetos machos t g 1 ordens Bacillales em T2 e
Lactobacillales em T3 e T4
l DAG em T2 — fetos machos l, TBARS em T2 T CATem T3
1 GSTpiem T2 1 SOD em T2 e T3
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ANEXOS

ANEXO 1: Lista de primers utilizados no RT-gPCR

Tabela 4: Sequéncia dos primers usados para a analise de RT-gPCR, contendo os cddigos de acesso dos alvos
analisados (GenBank).

Gene

Gapdh (gliceraldeido
3-fosfato
desidrogenase)
Ppar o (Receptor
ativado por
proliferador de
peroxissoma alfa)
Ppar y (Receptor
ativado por
proliferador de
peroxissoma gama)
Vegf (Fator de
crescimento de
endotélio vascular)
Plgf (Fator de
crescimento
placentario)

Fgf (Fator de
crescimento de
fibroblasto)
Igfl (Fator de
crescimento
semelhante a insulina)
Cyp11b1 (Citocromo
P450, familia 11,
subfamilia b,
polipeptideo 2)
Hsd11b2 (11-beta
hidroxiesteroide
desidrogenase)

Cddigo de Referéncia
(NCBI)

NM_017008.4

NM_013196.2

NM_001145366.1

NM_001110333.2

NM_053595.2

NM_012951.2

NM_001082477.2

XM_039079756.1

NM_017081.2

Sequéncia do primer (5’-3)

F: TCTCTGCTCCTCCCTGTTCTA
R: TATGAGACGAGGCTGGCACT

F: ACTGTCCGCTACTTCGAGTC
R: CCACAGAGCACCAATCTGTGA

F: CAGAAACTGGGAGTAGCCTG
R: GCTCTACTTTGATCGCACTTTG

F: GAAAGCCCATGAAGTGGTGA
R: GCTGGCTTTGGTGAGGTTTG

F: CAACAGAAATGGAAGTGGTGCC
R: CAGCGACTCAGAAGGACACA

F: GGGAAACTCTATGGCTCAAAAG
R: CCACATACATTTGCCTGCCG

F: TGAGCGCACCTCCAATAAAGA
R: GAACTGAAGAGCGTCCACCA

F: GCCACGGACTAAACACAGGA
R: CCAGTCTGCCCCATTTAGCA

F: TATGGAACCTCCAAGGCAGC
R: CACATTAGTCACTGCCTCTGTC
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