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FRIGOLI, Giovanna Fachetti. Exposicdo a baixas doses de malation durante a
peripuberdade causa prejuizos reprodutivos em ratas Wistar: repercussoes na
fertilidade, placentacio e parametros fetais. 2024. 87. Dissertacao de Mestrado — Programa
de Pos-Graduagao em Patologia Experimental — Universidade Estadual de Londrina,
Londrina, 2024.

RESUMO

O malation, um inseticida organofosforado amplamente utilizado desde a década de 1980, ¢
ainda hoje um dos pesticidas mais usados, inclusive no combate ao mosquito Aedes em areas
endémicas de dengue no Brasil. Sua pulverizagao expde toda a populagdo, incluindo criangas e
adolescentes, ao pesticida. A puberdade ¢ um periodo critico para a maturagdao do sistema
genital e o estabelecimento do eixo hipotalamo-hipofisario-gonadal. Com base no conceito
DOHaD (Origens do Desenvolvimento da Satde e Doenga), que sugere que condi¢des
ambientais e nutricionais durante janelas de desenvolvimento podem influenciar a saude futura
por meio de reprogramacdo metabodlica, este estudo busca avaliar se a exposi¢do pré-
concepcional a baixas doses de malation durante os periodos juvenil e puberal afeta a
fertilidade, placentacdo e desenvolvimento intrauterino em ratas Wistar. No estudo, 36 ratas
foram divididas em trés grupos (n=12/grupo) e expostas diariamente via gavage ao malation
nas doses de 10 e 50 mg/kg, do dia pos-natal (DPN) 22 ao 60. A partir do DPN 27, foi
monitorada a abertura vaginal e a ocorréncia do primeiro estro. No primeiro proestro apds o
DPN 60, as fémeas foram acasaladas, e a prenhez foi confirmada pela presenca de
espermatozoides no lavado vaginal, marcando o dia gestacional (DG) 0. As fémeas prenhes
foram mantidas em condic¢des controladas e com acesso ad libitum a 4gua e ragao até o DG 18,
no qual foram anestesiadas e submetidas a eutandsia. Sangue foi coletado para dosagem
hormonal e andlises bioquimicas. Liquido amnidtico, utero e ovarios foram coletados para
analises bioquimicas, do perfil oxidativo e histologicas. A exposi¢do ao malation adiantou em
um dia a instalagdo da puberdade nas fémeas expostas a maior dose, porém, ndo houve
comprometimento da fertilidade. Houve aumento dos niveis de s6dio no liquido amniotico na
prole e na concentragdo sérica de ureia nas fémeas expostas a dose mais alta (M50). Observou-
se ainda prejuizos na integridade uterina, placentacao e desenvolvimento intrauterino em ambos
0s grupos expostos ao malation. Verificou-se estresse oxidativo no utero e nas placentas em
ambos 0s grupos expostos ao inseticida, e redugdo na reserva placentaria de glicogénio em M10.
Contudo, a produgdo de estrogeno e progesterona pela placenta ndo foi alterada apds a
exposicao ao inseticida. Este modelo experimental mostra que a exposi¢do a baixas doses do
inseticida malation durante os periodos juvenil e peripuberal adianta a instalacdo da puberdade,
mas ndo afeta a fertilidade em ratas Wistar. Além disso, a exposi¢do antes da concepgao
prejudica a placentacdo, afetando o tamanho dos fetos, sugerindo reprogramagao metabodlica
nos animais. Nossos resultados indicam que o malation compromete a saude reprodutiva de
fémeas expostas durante a puberdade.

Palavras-chave: Organofosforado. Sistema genital feminino. Liquido amniotico. Estresse
oxidativo. Reprogramagao metabolica.



FRIGOLI, Giovanna Fachetti. Exposition to low doses of malathion during peripuberty
impairs reproduction in female Wistar rats: repercussions onto fertility, placentation
and fetal parameters. 2024. 87. Dissertagdo de Mestrado — Programa de Pds-Graduaciao em
Patologia Experimental — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2024.

ABSTRACT

Malathion, an organophosphate insecticide widely used since the 1980s, remains one of the
most used pesticides today, including in the fight against Aedes mosquitoes in dengue-endemic
areas of Brazil. Its application exposes the entire population, including children and
adolescents, to the pesticide. Puberty is a critical period for the maturation of the genital system
and the establishment of the hypothalamic-pituitary-gonadal axis. Based on the DOHaD
(Developmental Origins of Health and Disease) concept, which suggests that environmental
and nutritional conditions during key developmental windows can influence future health
through metabolic reprogramming, this study aims to evaluate whether pre-conceptional
exposure to low doses of malathion during juvenile and pubertal periods affects fertility,
placentation, and intrauterine development in Wistar rats. In this study, 36 rats were divided
into three groups (n=12/group) and were exposed daily via gavage to malathion at doses of 10
and 50 mg/kg from postnatal day (PND) 22 to 60. From PND 27, vaginal opening and the
occurrence of the first estrus were monitored. On the first proestrus after PND 60, the females
were mated, and pregnancy was confirmed by the presence of sperm in the vaginal smear, that
being considered gestational day (GD) 0. Pregnant females were maintained under controlled
conditions with ad libitum access to water and food until GD 18, when they were anesthetized
and euthanized. Blood was collected for hormonal dosage and biochemical analyses. Amniotic
fluid, uterus and ovaries were collected for biochemical, oxidative profile and histological
analyses. Malathion exposure advanced the onset of puberty by one day in the females exposed
to the highest dose, but there was no impairment of fertility. An increase in sodium levels in the
amniotic fluid of the offspring and in serum urea concentration in the females exposed to the
highest dose (M50) was observed. Additionally, there were impairments in uterine integrity,
placentation, and intrauterine development in both malathion-exposed groups. Oxidative stress
was observed in the uterus and placentas in both insecticide-exposed groups, along with a
reduction in placental glycogen reserves in M10. However, placental estrogen and progesterone
production were not altered after insecticide exposure. This experimental model shows that
exposure to low doses of malathion during the juvenile and peripubertal periods advances the
onset of puberty but does not affect fertility in Wistar rats. Moreover, pre-conceptional exposure
impairs placentation, affecting fetal size and suggesting metabolic reprogramming in the
animals. Our results indicate that malathion compromises the reproductive health of females
exposed during puberty.

Key words: Organophosphate. Female reproductive system. Amniotic Fluid. Oxidative stress.
Metabolic programming.
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1 REVISAO DE LITERATURA

1.1 SISTEMA GENITAL FEMININO

O sistema genital feminino ¢ constituido pelos 6rgdos envolvidos nos
processos reprodutivos. Os 6rgaos reprodutivos de humanos sd3o os ovarios, o utero, as tubas
uterinas e a vagina (GRAZIOTTIN; GAMBINI, 2015; HALL, 2017). Os 6rgdos deste sistema
se encontram ilustrados na Figura 1. Em ratas, o sistema genital ¢ composto por um par de
ovarios, com seus respectivos ovidutos, um ttero bicornificado e a vagina (DIXON et al., 2017,
HAMID; ZAKARIA, 2013). A anatomia deste sistema pode ser verificada na Figura 2. As
principais fungdes exercidas pelos orgdos do sistema genital feminino sdo: a produgdo e
maturacao dos odcitos, as células reprodutivas femininas; a manutencao de um novo individuo
durante todo seu desenvolvimento, desde a fase embrionaria até o nascimento; e a producao dos

hormdnios sexuais femininos, estrogeno e progesterona (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

Figura 1. Representacdo esquematica da posi¢do anatdmica e anatomia do sistema reprodutor

feminino humano.

Cavidade uterina
Foliculos ovarianos

“ ( Tuba uterina Fundo uterino

Ligamento
ovariano

Fimbrias
ndométrio

% Miométrio
E

Ovarios

. Cérvice uterino
Utero

Canal cervical

Vagina

Fonte: o proprio autor. Criado no biorender.com.
Os ovarios sdo orgaos pares localizados na regido pélvica da cavidade
abdominal e revestidos por epitélio, que envolve a tinica albuginea. Os ovarios podem ser

divididos em duas regides: o cortex e a medula (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). A regido

cortical ¢ a mais externa, adjacente a tunica albuginea, e ¢ nela que se encontram os foliculos
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ovarianos. A regido medular ¢ a mais interna, formada por tecido conjuntivo frouxo onde sao
encontrados os vasos sanguineos ovarianos de maior calibre (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

Figura 2. Representacdo esquematica da posi¢do anatdmica e anatomia do sistema reprodutor

feminino de ratas.

/ Trompa uterina \

A

/' Bursa ovariana

§ Ovérios / \
Corno uterino 3

D

Cérvice uterino

Fonte: o proprio autor. Criado no biorender.com.

Os foliculos ovarianos sdo estruturas compostas pelo o6cito, o gameta
feminino, e um agrupamento de células que o envolvem, as células foliculares (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013). Essas estruturas podem ser classificadas de acordo com a organizacao das
células que envolvem os odcitos como: foliculos primordiais, foliculos primarios, foliculos
secundarios, foliculos antrais e foliculos de Graaf — ou foliculos maduros (BEZERRA et al.,
2011; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Ao nascimento, todos os foliculos que virdo a se
desenvolver durante o periodo reprodutivo ja se encontram presentes nos ovarios, quiescentes
(PETERS; BYSKOV; GRINSTED, 1978).

Os foliculos primordiais sdo estruturas caracterizadas por um odcito, com
grande nucleo esférico, circundado por uma tnica camada de células foliculares achatadas
(BORGEEST et al., 2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Por estimulo do hormonio
foliculo estimulante (FSH), essa estrutura cresce, diferenciando-se em foliculo primario
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013), caracterizado por um o6cito, com tamanho maximo de

120 um, circundado por uma tinica camada de c€lulas foliculares cuboidais (BORGEEST et al.,
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2002; JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Esse foliculo, por sua vez, cresce e se diferencia em
foliculo secundario, que apresenta odcito circudando por duas ou mais camadas de células da
granulosa cuboidais, e ja € possivel de se observar o inicio da organiza¢do da zona pelucida e
das tecas (ALVES, 2010).

Sdo considerados pré-antrais, os foliculos primordiais, primarios, e
secunddrios, ou seja, os que ainda nao possuem antro (BORGEEST et al., 2002). Como antrais,
sdo classificados os foliculos que ja apresentam antro, cavidade cheia de liquido, em
desenvolvimento (BEZERRA et al., 2011; BORGEEST et al., 2002). Uma vez maduro, os
foliculos passam a ser denomidados de foliculos de Graaf, que apresentam o antro em seu apice
de tamanho. Esses foliculos maduros podem atingir até 2,5 cm de didmetro em humanos
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013).

As tubas uterinas sdo dois tubos musculares que, em uma extremidade
apresenta abertura para a cavidade peritoneal proximo ao ovario, o infundibulo, e na
extremidade oposta, a intramural, penetra no dstio do utero e se abre no interior deste (DIXON
et al., 2017). Em humanos, possui aproximadamente 10 cm de comprimento (GRAZIOTTIN;
GAMBINI, 2015), e na por¢do do infundibulo estdo presentes fimbrias, que auxiliam na
captagdo do odcito, além de um epitélio ciliado, que se movimenta ativamente, direcionando o
odcito (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). Em ratas, o oviduto envolve os ovarios, como uma
capsula, numa estrutura denominada de bursa ovariana (HAMID; ZAKARIA, 2013).

Histologicamente, as tubas uterinas sdo compostas também por trés camadas:
a camada serosa ¢ a mais externa e ¢ constituida de peritonio; a camada muscular, média, ¢
composta por fibras musculares lisas; e a camada mais interna, mucosa, composta por epitélio
colunar ciliado (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2013). E nas tubas uterinas que ocorre a
fertilizacdo do odcito, e os cilios presentes na mucosa deste 6rgao apresentam papel importante
no transporte do embrido em direcao ao utero (GRAZIOTTIN; GAMBINI, 2015), local de sua
implantacao para posterior desenvolvimento (SADLER, 2005).

O tutero humano ¢ um orgdo em formato de pera, sendo a por¢ao mais dilatada
e superior denominada de fundo uterino e a mais estreita e inferior, que se abre na vagina,
denominada de colo uterino. Este 6rgao estd localizado na cavidade peritoneal anteriormente
adjacente a bexiga (NETTER, 2014). Ja o utero de ratas € constituido por dois cornos
parcialmente fundidos em sua porc¢ao caudal, que apresentam cada um seu préprio limen e
canal cervical (DIXON et al., 2017). Esse fator anatdmico contribui para que sejam gestados
muitos filhotes concomitantemente (HAMID; ZAKARIA, 2013). Histologicamente, o ttero ¢
composto por trés camadas: endométrio, miométrio e perimétrio (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
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2013).

O endométrio, camada mais interna, pode ser subdividido em duas camadas:
a camada basal, mais externa, adjacente ao miométrio, constituida principalmente por tecido
conjuntivo, pela base das glandulas uterinas e arterias espiraladas; e a camada funcional, a
por¢do mais interna, onde estdo localizadas a maior parte das glandulas uterinas e o epitélio
luminal. O endométrio humano ¢ altamente irrigado por diversos vasos sanguineos que sao de
extrema importancia para nutri¢do deste tecido e do embrido, por meio da placenta. A por¢ao
funcional ¢ a que mais sofre alteragdes durante o ciclo menstrual, além de ser perdida durante
a mestruacdo e no parto. O miométrio e o perimétrio sdo as camadas mais externas do utero. A
primeira ¢ formada por camadas de fibras musculares lisas dispostas em diferentes sentidos, e
a segunda ¢ composta principalmente por tecido conjuntivo (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2013).

A vagina ¢ um orgao fibromuscular em formato tubular, em humanos com
comprimento de 6 a 12 cm, que se extende entre a vulva e o cérvice uterino. Histologicamente,
a parede vaginal é composta por trés camadas. A mais interna, mucosa, ¢ formada por epitélio
estratificado ndo queratinizado apoiado numa lamina propria de tecido conjuntivo
extremamente vascularizada. A camada média, muscular, ¢ composta por duas camadas de
fibras musculares lisas, estando na mais interna as fibras dispostas longitudinalmente e na mais
externa dispostas circularmente (GRAZIOTTIN; GAMBINI, 2015). J4 a camada mais externa
desse orgdo, a adventicia, ¢ composta por tecido conjuntivo denso rico em fibras coldgenas ¢
elastina, o que garante sua elasticidade (GRAZIOTTIN; GAMBINI, 2015; JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2013). Em ratas, a vagina apresenta entre 15 ¢ 20 mm de comprimento, e assim
como a de humanas, sua abertura ¢ separada do orificio uretral (DIXON et al., 2017).

A diferenciacdo do sistema genital feminino de mamiferos tem inicio ainda
no periodo embrionario em humanos, na sétima semana do desenvolvimento (SADLER, 2005),
e em ratas, ocorre dentre os dias 14 e 18 do desenvolvimento (DIXON et al., 2017). Essa
diferenciacdo ¢ decorrente da auséncia da expressao da proteina SRY, cujo material genético
correspondente se encontra no gene Y, que ndo estd presente em individuos deste sexo
(GRAZIOTTIN; GAMBINI, 2015).

Logo ap6s o nascimento, tanto em roedores quanto em humanos, ocorrem
pulsos de liberagao de hormonio liberador de gonadotropinas (GnRH) pelo hipotadlamo. Apos
esse curto periodo, ha um longo periodo de quiescéncia, marcado por niveis basais deste
hormonio em individuos infantes (LAFFAN et al., 2018).

A puberdade ¢ o periodo pelo qual os individuos adquirem capacidade
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reprodutiva através da matura¢do do eixo hipotalamico-hipofisario-gonadal (HHG) (GOLUB
etal., 2008; OJEDA et al., 1980) que tem inicio a partir de alteragdes epigenéticas que permitem
a ocorréncia de “pulsos geradores” de GnRH e posterior secrecdo deste horménio pelo
hipotdlamo (LOMNICZI; WRIGHT; OJEDA, 2015). Em seres humanos, esses pulsos
neuroenddcrinos podem ocorrer a partir do sétimo ano de vida, e todo o processo pubere pode
durar aproximadamente 10 anos. Ja em ratos, costumam ocorrer a partir do 15° dia p6s natal
(DPN); ja a maturagao sexual ocorre aproximadamente no 65° DPN (LAFFAN et al., 2018). A
secrecao de GnRH em pulsos curtos pouco se altera durante o decorrer do ciclo menstrual em
humanas, ocorrendo aproximadamente, a cada 90 minutos (HALL, 2017).

A liberacao de GnRH ¢ responsavel por estimular a produgdo de hormonio
luteinizante (LH) (HALL, 2017; URBANSKI; OJEDA, 1987). Em ratas costuma-se observar
esse fenomeno, denominado de “anestro” por Andrews e Ojeda em 1980, em meados do DPN
30. Essa producdo pulsada de LH, por sua vez, estimula a matura¢do ovariana, e precede o
primeiro ciclo estral por aproximadamente 8 ou 9 dias (WESTWOOD, 2008).

Apds a puberdade, os principais hormonios envolvidos nas fungdes
reprodutivas do organismo feminino sdo: 0 GnRH; o FSH e o LH, secretados em resposta a
liberagdo de GnRH; e, finalmente, o estrogeno e a progesterona, liberados pelos ovarios em
resposta a presenga de FSH e LH (HALL, 2017). A via de sintese dos hormonios ovarianos,
estrogeno e progesterona, se encontra melhor elucidada na figura 3.

Ciclos menstrual e ovulatério sdo os nomes dados a uma série de alteragoes
ciclicas que ocorrem no organismo feminino humano, mais especificamente no ttero e ovarios,
respectivamente, durante os anos reprodutivos. Ambos ciclos apresentam duragdo aproximada
de 28 dias, podendo, contudo, serem mais curtos ou longos. Essas alteragdes ciclicas dependem
da acdo de dois principais hormoénios, LH e FSH, secretados pela adenohipodfise. Esses
hormonios, uma vez na corrente sanguinea, chegam aos seus respectivos receptores especificos
nos ovarios, induzindo a proliferacdo celular e a secreg¢@o de estrégeno e progesterona. O ciclo
ovariano pode ser dividido em duas principais fases, separadas pela oocitacdo: a fase folicular
e a fase latea (HALL, 2017).

Na fase folicular, pelo estimulo de LH e FSH, mas principalmente do ultimo,
ocorre o crescimento e desenvolvimento dos foliculos ovarianos (ZELEZNIK, 2004). O inicio
do desenvolvimento folicular ¢ mediado por fatores de transcricio e outros fatores que
apresentam agao local, sabe-se que os foliculos primordiais e primarios ainda ndo apresentam
receptores hormonais, portanto nao respondem a presenca dos mesmos (OKTEM; URMAN,

2010). A cada ciclo, em humanos, de 6 a 12 foliculos iniciam seu desenvolvimento, mas apenas
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um chega ao final desse processo e ¢ ovocitado (HALL, 2017). A partir da ativacdo dos
receptores hormonais, o oocito comeca a crescer € as células da granulosa também crescem e
se multiplicam, resultando no aparecimento de mais camadas destas. Algumas células
fusiformes, presentes no intersticio dos ovarios, comegam a se agrupar em camadas ao redor
das células foliculares, organizando-se e originando uma estrutura denominada teca
(ZELEZNIK, 2004). A teca pode ser dividida em interna e externa e apresenta duas principais
funcdes. A teca interna secreta os hormonios androgenos, ja a teca externa é uma capsula de
tecido conjuntivo altamente vascularizada, que envolve o foliculo em desenvolvimento (HALL,

2017).

Figura 3. Via de sintese dos hormonios esteroides.
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Fonte: o préoprio autor.

Nessa figura estd ilustrada a via de sintese dos hormonios esterdides, demonstrando as diferentes

Estradiol

enzimas que participam desse processo. Primeiramente o colesterol, uma vez nas mitocondrias, pode ser
convertido em pregegolona pela enzima de clivagem da cadeia lateral do colesterol (CYP11A1). A
enzima 3B-hidroxilesterase desidrogenase (33-HSD), no reticulo endoplasmatico, realiza a conversao
de pregnenolona em progesterona, ¢ de 17-OH-pregnenolona em 17a-OH-progesterona, além da
isomerizacao de androstenediol em testosterona — e vice-versa. Progesterona e 17a-OH-progesterona
podem ser convertidas em corticosterona e cortisol, respectivamente, na glandula suprarrenal. A enzima
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17,20-liase catalisa a conversdo de 17-OH-pregnenolona em dihidroepiandrosterona (DHEA), e da 17a.-
OH-progesterona em androstenediona, também no reticulo endoplasmatico. J4 a enzima 17f3-
hidroxilesterase desidrogenase (173-HSD), faz a desidrogenizacdo do DHEA em androstenediol e da
androstenediona em testosterona, ¢ vice-versa. Por fim, a enzima aromatase, catalisa a conversdo de
testosterona em estriol ou estradiol, e de androstenediona em estrona. Estrona e estradiol também podem
ser convertidos em estriol no figado e na placenta. As enzimas 173-HSD e aromatase também se
encontram no reticulo endoplasmatico.

Apos a formagao das tecas, as células da granulosa secretam o liquido
folicular, altamente rico em estrégeno, cujo acumulo no interior do foliculo d4 origem a
estrutura denominada de antro folicular. A partir desta fase, os foliculos passam a ser
denominados de vesiculares, e passam a crescer de modo acelerado por trés principais fatores.
O actimulo de liquido folicular estimula a expressdao de receptores de FSH nas cé€lulas da
granulosa, sensibilizando ainda mais essas células a acdo deste hormoénio. Além disso, a
combinagdo da acdo do FSH e do estrégeno promove a expressdo de receptores para LH nas
células da granulosa, aumentando a secre¢do folicular também por meio da agdo deste
horménio. E, finalmente, a alta concentracdo de estrogeno nos foliculos, somada a alta
concentracdo de LH, causam a proliferacio das células foliculares, aumentando
consequentemente a secre¢do do primeiro hormoénio. Apos aproximadamente uma semana de
crescimento folicular, a maioria dos que iniciaram seu desenvolvimento ficam atrésicos, ou
seja, involuem, e apenas um continua seu desenvolvimento e atinge maturagdo. Quando
maduro, o foliculo apresenta didmetro aproximado de 1 a 1,5 cm e € oocitado. A oocitagao ¢ o
processo pelo qual o odcito e a corona radiata sdo expelidos do ovario para a tuba uterina, e
depende de um pico de LH para acontecer (HALL, 2017).

O pico de LH ocorre aproximadamente 16 horas antes da oocitagdo e ¢
decorrente de um aumento de 6 a 10 vezes em sua producao, acompanhado de um aumento, em
menor grau, da produc¢do de FSH. Além disso, o LH € responsavel por converter as células da
teca e da granulosa em células secretoras de progesterona apds a oocitacao. Por isso, um dia
antes da oocitacdo, pode-se observar uma queda na concentragao sérica de estrogeno e aumento
na concentragdo de progesterona (HALL, 2017; SUGINO, 2007).

Ap0s a oocitagdo tem inicio a denominada fase lutea, na qual as células da
granulosa e teca interna remanescentes no ovario se transformam em células luteinicas. Durante
o processo de luteinizagdo, promovido pela acdo do LH, essas células aumentam
expressivamente de tamanho e apresentam inclusdes lipidicas, que lhes conferem um aspecto
amarelado (HALL, 2017).

O corpo luteo cresce por 7 ou 8 dias apos a oocitagdo, atingindo um tamanho



25

de aproximadamente 1,5 cm de didmetro em humanas. Ap6s esse periodo ocorre sua involugao,
que compreende também a perda de suas funcdes secretoras. Apds aproximadamente 12 dias
da oocitacdo, essa estrutura passa a ser conhecida como corpo albicans, que ¢ substituido por
tecido conjuntivo e absorvido pelo ovario no decorrer de outros ciclos (HALL, 2017).

O estrogeno e a progesterona secretados pelo corpo luteo exercem feedback
negativo na adenohipofise, reduzindo a secrecao de LH e FSH. A baixa concentragao desses
horménios promove a involucao do corpo luteo. Devido a involugao desta estrutura, que ocorre
aproximadamente dois dias antes da menstruagao, a inibicao por feedback da hipofise anterior
¢ cessada, ocasionando a producdo de FSH e LH novamente por esta glandula, dando inicio,
assim, a um novo ciclo ovariano (HALL, 2017).

Concomitantemente ao ciclo ovulatorio, descrito anteriormente, ocorre o
ciclo menstrual no utero, caracterizado por uma série de alteragdes, também ciclicas, que
ocorrem no endométrio. Num primeiro momento, ocorre a proliferacdo do endométrio, seguida
de alteragdes secretorias nas glandulas deste tecido e, por fim, sua descamagdo, fendmeno
conhecido como menstruagao (HALL, 2017).

Na fase proliferativa do ciclo, que tem duracdo aproximada de 11 dias, ocorre
a proliferacdo das células estromais e glandulares que compoem o endométrio (HALL, 2017),
devido a acdo dos estrogenos secretados pelos ovarios nos primeiros dias do ciclo
(REYNOLDS; KILLILEA; REDMER, 1992). Esse crescimento ¢ progessivo e, durante a
oocitacdo, o endométrio apresenta de 3 a 5 milimetros de espessura, normalmente. Nessa fase,
as glandulas endometriais secretam muco fino e pegajoso (HALL, 2017).

Na fase secretora, ou fase progestacional, do ciclo menstrual, devido a
alta concentragdo de estrogenos e progesterona secretados pelo corpo luteo no ovario, o
endométrio se espessa ainda mais, e as glandulas uterinas se tornam mais tortuosas, propiciando
um actimulo de substancias secretérias no lamen glandular. Pode-se observar ainda um aumento
no citoplasma das células estromais do endométrio, com aumento nas reservas de lipidios e
glicogénio, acompanhado de um aumento na vascularizacao deste tecido. No auge desta fase,
que ocorre aproximadamente 7 dias apds a oocitacdo, o endométrio apresenta entre 5 a 6 cm de
espessura em humanos. As alteragdes que ocorrem durante essa fase do ciclo se ddo com a
finalidade de tornar o ttero um lugar propicio a implantagdo do blastocisto, permitindo a

gestacdo (HALL, 2017).
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Figura 4. Representacdo esquematica dos ciclos menstrual e ovariano.
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Nessa figura estdo correlacionadas esquematicamente os eventos que ocorrem durante os ciclos
menstrual e ovulatério. Na fase folicular do ciclo, conforme a adenohipdfise libera quantidades
crescentes de FSH, a concentragdo de LH se mantém em niveis basais. Assim, por meio do estimulo de
FSH ocorre o crescimento dos foliculos ovarianos. Esses foliculos, por sua vez, sdo compostos por
células responséaveis pela producdo de estrégeno, cuja concentragdo gradativamente cresce ao longo
desta fase, até atingir seu maximo proximo da oocitagao. Enquanto isso, no utero, ocorre reepitelizagdo
do endométrio e inicio do crescimento do mesmo, devido a acdo do estrogénio. Para que ocorra a
oocitacdo sdo necessarios picos nas concentracdes de LH e FSH. Apds esse fendmeno, inicia-se fase
lutea dos ciclos. Nesta fase ocorre aumento da secre¢do de estrogeno e progesterona pelo corpo luteo
durante seu crescimento. No utero, por acdo destes hormonios, o endométrio cresce cada vez mais,
tornando-se altamente vascularizado. Por feedback negativo, o aumento na concentragdo de estrogeno e
progesterona diminui a produ¢do de LH e FSH. A diminiu¢do na concentragdo destes hormonios,
principalmente do LH, causa involugdo do corpo liteo e diminui¢do na sua atividade secretéria. A
concentracdo de estrogeno e progesterona comega a decair, causando descamacdo e necrose no
endométrio uterino e retorno na producgao dos horménios da hipofise anterior, por auséncia de feedback
negativo. A partir destes eventos t€ém-se o incio de um novo ciclo.

Caso ndo ocorra a fertilizacdo do oocito liberado pelo ovario neste més,
consequentemente ndo ha a implantacdo do blastocisto na parede uterina. A redugdo nas
concentracdes de estrogeno e progesterona que ocorre a partir da involu¢do do corpo luteo
levam a ocorréncia da menstruagao (SUGINO, 2007). A partir da auséncia da influéncia do

progesterona sobre as células do endométrio, as mesmas comecam a involuir. Devido a
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involugdo deste tecido, os vasos sanguineos que o irriga em abundancia se tornam vasoespaticos
(HALL, 2017).

Devido a essas alteracdes, somada a diminui¢do da chegada de nutrientes a
este local e a desestimulagdo hormonal, ocorre necrose no endométrio. As camadas necroticas
do endométrio se separam da parte sadia desse tecido, originando pequenas hemorragias. A
massa de tecido necrético descamado e sangue na cavidade uterina sdo expelidos através da
vagina por pequenas contragdes involuntdrias uterinas, no fendmeno conhecido como
menstruagdo. Apos 4 a 7 dias do inicio da menstruacao, ocorre a reepitelizagdo do endométrio
uterino, consequentemente cessando as hemorragias e permitindo o reinicio do ciclo (HALL,
2017). Os ciclos ovariano e uterino estao esquematizados, ilustrados e resumidos na Figura 4.

Em ratas, durante o ciclo estral, o epitélio vaginal e cervical passam por
alteracdes significativas que caracterizam as diferentes fases do ciclo (DIXON et al., 2017).
Roedores apresentam ciclo estral com duragdo dentre 4 a 5 dias que ¢ dividido em 4 fases:
proestro, estro, metaestro e diestro (HAMID; ZAKARIA, 2013; OJEDA; URBANSKI, 1994).
O primeiro ciclo estral regular de uma rata costuma ocorrer aproximadamente uma semana apos
a abertura do canal vaginal, entre os dias pos natais 33 e 42 (MAEDA; OKURA;
TSUKAMURA, 2000). As fases estrais das ratas apresentam duracdo de horas, sendo a mais
longa o diestro, com aproximadamente 57 horas (LOHMILLER; SWING, 2005).

O proestro ¢ caracterizado pela presenca de fluido aquoso no utero e € nessa
fase em que s@o encontrados as maiores concentragdes de estrégeno de todo o ciclo (DIXON et
al., 2017). No ttero, o epitélio apresenta-se cuboidal ou colunar, e pode-se visualizar a presenca
de infiltrado inflamatoério, acompanhada de pouca ou nenhuma degeneracdo. No proestro
folicular, o proestro pode ser caracterizado pela degeneracao dos corpos luteos e a presenca de
alguns vacuolos citoplasmaticos, resultantes do processo esteroidogénico (WESTWOOD,
2008). Ao final dessa fase, as ratas ja se encontram receptivas aos machos (LOHMILLER;
SWING, 2005). Na vagina, pode-se observar a presenca de mitoses no epitélio, pouca
degeneracao e descamacao, e a formacao do estrato granuloso. Ao final desta fase, o epitélio se

encontra totalmente cornificado e queratinizado (WESTWOQOD, 2008; DIXON et al., 2017).
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Figura 5. Representacdo esquematica do conteudo encontrado no lavado vaginal de ratas nas

diferentes fases do ciclo estral.
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Fonte: adaptado d¢ HERNANDEZ HERNANDEZ et al., 2019.

No inicio da fase estral, pode-se observar no tutero de ratas a presenca de
degeneracdao acompanhada de processo necrotico nas células epiteliais uterinas, sendo as células
glandulares as primeiras a passarem por esse processo. Além disso, pode-se visualizar também
infiltracdo leucocitaria e diminuigdo da atividade mitotica dessas células. A dilatagdo uterina
pode persistir até o final do estro. Nos ovarios, nessa fase, pode-se observar a oocitagao
(WESTWOOD, 2008). E nessa fase do ciclo que as fémeas se encontram mais receptivas aos
machos, permitindo a copula (HAMID; ZAKARIA, 2013). J& na vagina de fémeas nessa fase,
pode-se visualizar a descamagdo das camadas mucosas e cornificadas e uma diminui¢do na
altura do epitélio, acompanhados do aumento de infiltrado leucocitario nesse orgao
(WESTWOOD, 2008).

O ttero na fase de metaestro € caracterizado pela visualizagao tanto de células
epiteliais uterinas quanto degeneragdo destas mesmas células. J& nos ovarios, os corpos lateos
ainda contém resquicios de fluido na cavidade central, algumas células basofilicas e
completamente livre de tecido fibroso. O inicio dessa fase, na vagina, ¢ marcado pelo completo

descolamento da camada cornificada e pela descamacao continua dos estratos granulosos e
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germinativos, pode-se visualizar também a presenca de infiltrado leucocitario (WESTWOOD,
2008).

Ja em diestro, o Utero se encontra com seu menor didmetro, avascularizado.
Inicialmente podem ser observadas algumas poucas mitoses, porém, com o avancar da fase sua
presengca se torna mais abundante, e algumas raras células degenerativas podem ser
visualizadas. No final desta fase pode-se observar edema no estroma do 6rgao. Nos ovarios,
podem ser observados corpos liteos em seu maior tamanho, que podem apresentar pequenos
vacuolos citoplasmaticos ou ndo, e formacdao de tecido fibroso na cavidade central
(WESTWOOD, 2008). Tanto no metaestro quanto em diestro, as fémeas ndo apresentam
comportamento receptivo aos machos (LOHMILLER; SWING, 2005). Na vagina, o inicio
dessa fase ¢ marcado por apresentar o epitélio em sua menor altura e pela presenga abundante
de leucocitos. No avangar desta fase, ocorre o alargamento do epitélio, sem formagao clara do
estrato granuloso e uma redug¢do na infiltragdo de leucocitos (WESTWOOD, 2008). O epitélio
vaginal atinge seu apice em tamanho ao final desta fase, e mantém-se alargado até o inicio do
estro (DIXON et al., 2017). A proporcao de células epiteliais, nucleadas e cornificadas, e
leucdcitos presentes no lavado vaginal de ratas nas diferentes fases do ciclo estral se encontra

esquematizada na Figura 5.

1.2 FECUNDACAO, IMPLANTACAO E PLACENTACAO EM RATOS WISTAR

Em ratas, a fecundacao ocorre nos ovidutos e, assim como em humanos, o
encontro do espermatozoide com o 06cito ¢ um processo complexo que depende de varios
processos. Primeiramente, o espermatozoide atravessa a corona radiata do odcito, em seguida
ocorre o0 encontro do espermatozoide com a zona pelicida do odcito seguida da reagdo
acrossomica e penetracdo do espermatozoide pela zona pelicida. Entdo, ocorre a jungdo das
membranas celulares dos gametas feminino e masculino e posterior junc¢ao de seus pro-nucleos,
originando assim o zigoto (HAMID; ZAKARIA, 2013; YANAGIMACHI, 1994).

O zigoto entdo se divide em duas células e entra em uma série de clivagens,
crescendo e se multiplicando, passando pelo estagio de moérula no quarto dia de gestagdo, até
originar o blastocisto, no quinto dia gestacional. O blastocisto ¢ composto por duas populagdes
celulares diferentes: as células embrioblasticas, que dardo origem ao embrido propriamente
dito, e as células trofoblasticas que originardo a placenta (HAMID; ZAKARIA, 2013), esse

processo se encontra ilustrado na figura 6.
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Uma vez livre das células da zona pelucida, o embrido — ainda em fase de
blastocisto — adquire a capacidade de aderir a parede uterina (LEE; DEMAYO, 2004), iniciando

um processo denominado de implantagao.

Figura 6. Representagdo esquematica do desenvolvimento do zigoto até a fase de embrido

recém implantado em ratos.

Estagio: (1) (2)

S  —y

igoto 2 células } células 1 [ i Blastocisto Blastocisto Embriao
i implantado

Fonte: o proprio autor. Criado no biorender.com.

Ap6s a unido de ambos os pro-nicleos, provenientes do espermatozoide e do odcito, ocorre a formagao
do zigoto. Essa unica célula totipotente dara origem a um novo individuo. Essa célula sofre entdo uma
série de divisdes, no processo denominado de clivagem, passando pelo estagio de morula, até originar o
blastocisto, ainda rodeado pelas células da zona pelicida — aqui representadas pelo circulo azul continuo.
Na fase de blastocisto inicial existem 2 populacdes celulares difentes: a massa de células internas, aqui
representadas em azul/roxo, e o trofoectoderma, em rosa.

A implantagao ¢ dividida em trés fases: aposi¢ao, adesao ou fixacao e invasao
(ENDERS; SCHLAFKE, 1967). A aposi¢do ocorre quando o limen uterino se estreita,
propiciando o contato entre o blastocisto € o epitélio luminal (PARR; PARR, 1989). Em
seguida, o blastocisto se adere ao endométrio. Entdo, as células epiteliais uterinas que estdo em
contato com o blastocisto entram em apoptose e sao fagocitadas pelas células trofoblasticas,
facilitando assim a invasdo. Durante este processo, as células do trofoblasto rompem a lamina
basal do epitélio luminal uterino, migrando para o estroma do endométrio (BOWEN;

BURGHARDT, 2000; SCHLAFKE; ENDERS, 1975).
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Figura 7. Desenvolvimento da placenta em roedores.
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Fonte: adaptado de Hemberger, Hanna e Dean, 2019.
As células do trofoectoderma que recobrem a massa celular interna do blastocisto continuam a proliferar

apos a implantagdo, originando o ectoderma extra-embrionario (EE) e o cone ectoplacentario (EPC). Na



32

gastrulagdo, que se inicia no dia embrionario (DE) 6,5, ¢ gerado o mesoderma extra-embrionario a partir
do epiblasto. Esse mesoderma formara o alantoide e as camadas mesodérmicas extra-embrionarias do
amnio e do cério. Do polo posterior do embrido emerge a linha primitiva, que permite a entrada do
mersoderma entre o endoderma e o ectoderma, estabelecendo as trés camadas germinativas. Em seguida,
a fusdo do corion e do alantoide permite a invagina¢ao de vasos sanguineos, derivados do mesoderma
extra-embrionario, na camada do trofoblasto corial. A interdigitacdo dos vasos sanguineos fetais com os
seios sanguineos maternos revestidos de trofoblasto gera a estrutura basica do labirinto placentario, que
permite o fornecimento de nutrientes e gases para o embrido. Células citotrofoblasticas e
sinciciotrofoblasticas, provenientes da fusdo das células trofoblasticas coridnicas, estabelecem a
principal superficie de troca do labirinto. As células gigantes trofoblasticas (CGTs) revestem o local de
implantagdo e estdo em contato direto com a decidua materna (Dec). Juntamente com o
sinciciotrofoblasto (STB) e as células trofoblasticas de glicogénio (GCs), elas formam o principal
compartimento endocrino da placenta.

Ap6s ainvasdo do estroma endometrial pelo trofoblasto, as células do estroma
endometriais iniciam sua diferenciagdo para formar a decidua (JOHNSON; MUELLER;
DALING, 2003), num processo altamente dependente de estrogeno e progesterona (WANG;
DEY, 2006). Ja as células de linhagem trofoblastica se diferenciam e invadem a decidua,

originando as estruturas fetais da placenta (CROSS, 2005), conforme ilustrado na figura 7.

Figura 8. Representagdo anatomica da placenta de ratas.
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Fonte: o proprio autor. Criado no biorender.com.

A placenta ¢ um 6rgdo materno-fetal que se desenvolve no ttero durante a
gestacdo, desempenhando fung¢des cruciais para a manutengao da gravidez e o desenvolvimento
do feto. Entre suas principais fungdes estdo a troca de gases e nutrientes entre mae e feto, a
producao de hormodnios essenciais para a manutengdo da gestagdo, como estrogeno e

progesterona, e sua a¢do como barreira imunologica, protegendo o feto de possiveis infecgdes
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e do sistema imune materno, que poderia reconhecer o feto como um elemento estranho (non-
self) (BURTON; FOWDEN, 2015; CARTER, 2012). A placenta de ratas ¢ classificada como
discoidal e hemotricorial (ENDERS, 1965; KAUFMANN; BURTON, 1994).
Histologicamente, ¢ dividida nas partes fetal e materna. A termo, a primeira é composta pelo
labirinto e zona basal; a tltima, pela decidua, como disposto na figura 8.

Durante a formacao da placenta, as células do trofoectoderma polar formam
o cone ectoplacental, uma estrutura que invade a decidua e se diferencia na regido basal
(CROSS, 2005). Enquanto isso, no utero, a decidua se diferencia rapidamente e se alastra pelo
utero.

O labirinto ocupa a por¢ao mais fetal da placenta, e € onde o cordao umbilical
estd inserido (BOLON, 2014). Essa regido placentaria ¢ composta pelas lacunas maternas, os
septos trofoblasticos e os capilares fetais, € € nela que ocorrem as trocas de oxigénio e nutrientes
entre a circulacdo materna e a circulagdo fetal. Para que essa troca ocorra, as moléculas devem
atravessar trés distintas camadas de células, que juntas formam os septos trofoblasticos
(GEORGIADES; FERGYSON-SMITH; BURTON, 2002). E devido a presenca destes trés
estratos que a placenta de ratas ¢ classificada como hemotricorial. As camadas atravessadas
pelos gases, nutrientes € metabolitos na interface materno-fetal em ratos Wistar estdo ilustradas
na figura 9.

O citotrofoblasto € a superficie microvilosa que esta em contato com o sangue
materno. Este esta apoiado em duas camadas de sinciciotrofoblasto — sinciciotrofoblastos I e II,
cuja continuidade origina a barreira placentaria (GEORGIADES; FERGYSON-SMITH;
BURTON, 2002). As células do sinciciotrofoblasto sdo intimamente unidas por jung¢des do tipo
GAP com conexinas 25, assim, estas duas camadas funcionam como uma Unica, permitindo a
passagem de moléculas pequenas através da barreira (LEAZER; KLAASSEN, 2003). Nesta
regido estdo presentes variados transportadores transmembrana (FURUKAWA; TSUJI;
SUGIYAMA, 2019). O trofoectoderma, estrutura que origina os cito e sinciciotrofoblastos, é
originado no dia embrionario (DE) 10 (DAVIES; GLASSER, 1968), apresentando pico de
atividade proliferativa em suas células no DE 13, que decai gradualmente até¢ o final da
gestacdo, aumentando a septacao na regido labirintica (FURUKAWA et al., 2015).

A zona basal, também denominada de juncional, ¢ adjacente ao labirinto, e ¢
composta pelos trofloblastos, células gicogénicas e as células trofoblasticas gigantes (JOLLIE,
1965). Durante o desenvolvimento placentdrio, hd duas populagcdes de células gigantes
trofoblasticas distintas. As células gigantes trofoblasticas primarias sdao derivadas do

trofoectoderma mural, participam ativamente da implantagdo, porém nao sdo constituintes da
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zona basal (CROSS, 2006). As células gigantes trofoblasticas secundarias, por sua vez, sdo
derivadas da regido mais externa do cone trofoblastico ectoplacental. Essas células apresentam
citoplasma extenso, e um nucleo gigante e altamente dividido, e sdo o primeiro contato entre o

trofoblasto e a decidua basal, ao ocupar a por¢ao marginal do cone (KAUFMANN, 1983).

Figura 9. Representacdo das camadas atravessadas pelos nutrientes entre a troca materno-fetal

em ratos Wistar.
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Fonte: o proprio autor. Criado no biorender.com.
A placenta de roedores ¢ classificada como hemotricorial, devido ao niimero de camadas celulares que
separam o sangue materno do sangue fetal. Em ratos, as moléculas de oxigénio, nutrientes, metabolitos,
etc., devem atravessar uma camada de citotofloblasto (células arroxeadas) e duas camadas de

sinciciotrofoblasto (células de coloragdo salmio). E a unido das duas camadas de sinciciotrofoblasto em
jungoes do tipo GAP, que origina a barreira placentaria.

Citotrofoblasto

As células gigantes trofoblasticas apresentam alta atividade fagocitica, assim,
medeiam a implantagdo e a invasdo ao estroma endrometrial (CROSS, 2006). No decorrer da
gestacdo a atividade fagocitica destas células decai, sendo quase nula ao final do periodo
(LEVARIO-CARRILLO et al., 2004). Além de sua fungdo fagocitica, essas células também
secretam diversos fatores que controlam o crescimento placentario e as respostas maternas a
gestacdo. No mais, sdo imunologicamente especializadas e ndo expressam determinantes do
complexo principal de histocompatibilidade em suas membranas plasmaticas. Portanto,
acredita-se que as células gigantes trofoblasticas desempenhem o papel de manter uma zona
imunologicamente neutra na interface entre os tecidos fetal e materno (FURUKAWA; TSUJI;
SUGIYAMA, 2019).

As células glicogénicas sdo assim denominadas por acumularem granulos
ricos em glicogénio em seu citoplasma. Essas células aparecem transitoriamente na zona basal

no DE 12, formando pequenos aglomerados no DE 14. Entre os DG 15-16, representam a maior
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parte constituinte da zona juncional, formando grandes ilhas de células glicogénicas, e a partir
do DG 17 apresentam picnose ¢ lenta degradacao, até seu completo desaparecimento no DG 21
(FURUKAWA; TSUIJI; SUGIYAMA, 2019). Acredita-se que essas células armazenam energia
na forma de glicogénio, proveniente da glicose materna, com a finalidade de suprir a demanda
energética ao final do desenvolvimento fetal, entre os DG 17 e 21, visto que sua degradagdo
coincide com o periodo de maior crescimento intrauterino (SFERRUZZI-PERRI et al., 2009;
VERCRUYSSE et al., 20006).

Figura 10. Representacdo esquematica da esteroidogénese na interface materno-fetal.
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Fonte: adaptado de Costa, 2016. Criado no biorender.com.

Uma vez na placenta, o colesterol (Ch) de origem materna ¢ convertido em pregnenolona pela colesterol
desmolase (CYP450scc). A pregnenolona (Ps) € entdo connvertida em progesterona (P4) pela enzima 3-
B hidroxiesterase desidrogenase (33-HSD). Esse processo esta ilustrado com maior riqueza de detalhes
na figura 11. Os estrogenos produzidos pela placenta utilizam o sulfato de deidroepiandrosterona
(DHEA-S) como substrato. Essa molécula pode ser produzida tanto pela adrenal da mae quanto do feto,
e uma vez na placenta, é convertida em androstenediona (An) pela 33-HSD. A enzima 17-B
hidroxiesterase desidrogenase (173-HSD) interconverte androstenediona em testosterona (T), e estrona
(E1) em estradiol (E»). A enzima aromatase, por sua vez, converte androstenediona em estrona e
testosterona em estradiol, e o 16a-hidroxi-dehidroepiandrosterona (16a-OHDHEA), sintetizada pelo
figado fetal com DHEA-S como precursor, em estriol (E3).

A zona basal ¢ responsavel pela sintese de hormonios esterdides, como a
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progesterona, e peptidicos essenciais para a manutencao da gestagao (SHIOTA et al., 1997). Os
niveis de progesterona e testosterona secretados pela placenta crescem exponencialmente até
atingir seu maximo no DG 17, a partir do qual sdo reduzidos; concomitantemente, a ocorréncia
de apoptose nessa regido aumenta a partir desse dia (MATT; MACDONALD, 1985). A via de
sintese dos hormodnios esterodides na placenta se encontra esquematizada na figura 10, e a figura
11 apresenta uma esquematizagdo de como a progesterona ¢ sintetizada nas mitocondrias do
sinciciotrofoblasto. Ademais, as células dessa regido expressam proteinas da familia das
prolactinas (AIN; CANHAM; SOARES, 2003; SOARES, 2004), que sdo importantes para o
desenvolvimento das glandulas mamadrias, dentre outras fun¢des, durante a gestacdo (SOARES,
2004). Além disso, essa regido também realiza o metabolismo de xenobidticos, visto que nesta

foram identificados componentes da familia das CYP (EJIRI et al., 2001).

Figura 11. Representacdo esquematica da via de sintese de progesterona pelas células

sinciciotrofoblasticas.
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Fonte: adaptado de Costa, 2016. Criado no biorender.com.

Assim como nas demais células onde ocorre a sintese deste hormonio, o colesterol ¢ internalizado para
a matriz mitocondrial. Especificamente nas células do sinciciotrofoblasto, o colesterol de origem
materna € internalizado para a membrana interna da mitocrondia por intermédio do transportador
metastatico de linfonodo 64 (MLN64) através do espago intermembranoso desta organela. Na matriz
mitocondrial, a enzima colesterol desmolase (CYP450scc) converte o colesterol em pregnenolona (Ps),
que posteriormente ¢ convertida em progesterona (P4) pela enzima 3- hidroxiesterase desidrogenase
(3B-HSD), que para isso utiliza a micotinamida adenina dinucleotideo (NAD") como cofator, com
liberacdo de NADH.

A decidua ¢ derivada do estroma endometrial, formada na decidualizacao, e

pode ser dividida em capsular, parietal, e basal. Sendo a Gltima o componente materno da
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placenta. Inicialmente, a decidua é composta por uma fina camada de células que rodeiam o
embrido; neste momento, ela ¢ denominada de decidua primaria. Em seguida, células menos
compactadas ao redor da decidua primaria formam a decidua secundaria (DEY; LIM, 2006).
Lentamente, ocorre o desenvolvimento das deciduas capsular e parietal (WELSH; ENDERS,
1983), assim, a decidualizacdo se propaga pelo utero como uma onda a partir do ponto de
implantagdo. A decidua capsular, que envolve o embrido, comeca a regredir a partir do DG 8,
até sua completa ruptura entre os DG 17-18, que entdo expde o saco amnidtico ao epitélio
uterino, que foi formado novamente no DG 16 (WELSH; ENDERS, 1983). A decidua basal,
localizada na base da placenta, ¢ importante para a angiogénese materna. Seu desenvolvimento
¢ pronunciado no inicio da gestacdo, e esta estrutura passa a regredir a partir do DG 11, num
processo de apoptose (DAL; MOULTON; OGLE, 2000). Histologicamente, h4 duas populagdes
celulares nesta porcdo: células grandes com nucleo alargado e bem arredondado, que
desaparecem da constitui¢ao decidual no DG 14; e outras células menores, com nticleo pequeno
e e vacuolos citoplasmaticos que sdo muito bem corados com écido periddico de Schiff (DE
RIJK; VAN ESCH; FLIK, 2002).

Fisiologicamente, no inicio da gestagdo, a decidua funciona como uma
barreira entre o blastocisto em implantacdo e os tecidos maternos. Na placenta madura,
apresenta importancia no armazenamento energético, na forma de glicogénio e lipideos, e na
sintese de hormdnios, como a prolactina, prostaglandinas esterdides, relaxina, e outros
(WOODING; BURTON, 2008). Assim como o endométrio, a decidua ¢ um tecido horménio
dependente, e o estrogeno apresenta papel fundamental na sua diferencia¢do. Além deste, a
progesterona e a prolactina também sdo essenciais para seu desenvolvimento (FURUKAWA;

TSUJIL; SUGIYAMA, 2019).

1.3 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO E ESTRESSE OXIDATIVO

O estresse oxidativo ¢ considerado uma condigdo fisiopatologica importate,
conhecido por promover lesdes celulares signficativas e até mesmo morte celular
(MELCHIORRI et al., 1996). Essa condi¢do ¢ caracterizada pela alteracdo na homeostase entre
espécies reativas de oxigénio (ERO) e agentes antioxidantes, sejam estes enzimaticos ou nao
(BURTON; JAUNIAUX, 2011). Os agentes antioxidantes e suas acdes se encontram melhor
elucidados na Tabela 1. O perfil oxidativo pode ser alterado tanto por um aumento nas
concentracdes de ERO como por prejuizos no sistema antioxidante celular (RUDER;

HARTMAN; GOLDMAN, 2009).
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O termo ERO foi cunhado de modo a abranger os radicais de oxigénio e
outros agentes oxidantes nao radicalares que podem facilmente ser transformados em radicais
livres (BAYIR, 2005). Os radicais de oxigénio sdo moléculas que apresentam um ou mais
elétrons desemparelhados em sua camada de valéncia e pelo menos um atomo de oxigénio em
sua composicdo (BAYIR, 2005), sendo as principais envolvidas no dano oxidativo o oxigénio
singlete ('02), o radical hidroxil (*OH-) e o anion superoxido (O2*) (MELCHIORRI et al.,
1996). J4 as espécies oxidantes ndo radicalares de oxigénio principais sao a hidroperoxila (HO2)

e o peroxido de hidrogénio (H202) (MELCHIORRI et al., 1996).

Tabela 1. Principais antioxidantes e sua agao.

Antioxidante Acao
SOD Catalisa a converdo de O2* em H202
Enzimaticos CAT
Catalisam a conversao de H2O2 em H20 e O2
GPx
Vitamina E Protecdo contra a peroxidacao de acidos graxos
(a-tocoferol) insaturados das membranas celulares;
Converte O2* e H202 em formas menos reativas
Niao R—
Lo Vitamina A . .
enzimaticos Prote¢ao contra oxidagao de lipideos e DNA

(B-caroteno)

Vitamina C Inibig¢ao das ERO;

(acido ascorbico)  Estimula o poder antioxidante da vitamina E

Fonte: adaptado de BARBOSA et al., 2010.

As ERO sao normalmente formadas nas mitocondrias, durante o processo de
producdo de energia pela respiragdo celular (RUDER; HARTMAN; GOLDMAN, 2009),
porém sua producdo também pode ocorrer na cadeia curta de elétrons no reticulo
endoplasmatico, no citocromo P450 e na enzima NADPH oxidase (AGARWAL et al., 2012).

Em concentragdes fisioldgicas, as ERO possibilitam a geracdo de ATP — na
cadeia transportadora de elétrons (RUDER; HARTMAN; GOLDMAN, 2009), atuam na
sinalizag¢do e no controle de proliferacdo celular (FINKEL, 1998), ativam genes e participam
de meanismos de defesa do organismo contra infec¢gdes (BARBOSA et al., 2010). Quando em
altas concentragdes, as ERO sdo citotdxicas, reagindo com e desestabilizando diversos tipos de

moléculas biologicas. Num primeiro momento, ocorre peroxidagdo lipidica, seguida de
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degradacdo proteica e finalmente danos a integridade ao DNA (SUN, 1990). A peroxidacao
lipidica sofrida pelas membranas celulares resulta em alteragdes em sua estrutura e
permeabilidade (MELLO FILHO; HOFFMANN; MENEGHINI, 1984), ocasionando perda de
seletividade i6nica e liberagao de enzimas lisossomais hidroliticas, contidas em organelas.
Além disso, a lipoperoxidagdo também ocasiona a formacdo de aldeidos de baixo peso
molecular, como o malondialdeido (MDA) e o 4-hidroxinoneal (4-HNE), que por sua vez
reagem com proteinas citoplasmaticas formando outros produtos toxicos, frequentemente
culminando em morte celular (HERSHKO, 1989).

H4 mecanismos responsdveis por proteger as células de danos oxidativos
causados pelas ERO (Tabela 1), sendo esses conhecidos como o sistema antioxidante. Os
antioxidantes sdo moléculas que, quando presentes em concentracdes menores que o estrato
oxidavel, sejam capazes de inibir ou reduzir a oxidacao dessas outras moléculas de modo eficaz
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). O efeito antioxidante pode ser alcangado através de
mecanismos de a¢do distintos: pela inibicao da formagao de espécies reativas; pela inibicdo da
acao das ERO; ou pela reparacao do dano oxidativo (BARBOSA et al., 2010). Os elementos
antioxidantes podem ser classificados como ndo enzimaticos ou enzimaticos. Os principais
antioxidantes ndo enzimaticos sdo obtidos pela dieta, como o 4cido ascérbico (vitamina C), a-
tocoferol e B-caroteno (precursores das vitaminas E e A, respectivamente). Ja os enzimaticos
sdo compostos pelas enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e pela glutationa
peroxidase (GPx) (BARBOSA et al., 2010), que atuam catalizando diferentes substratos
reativos em produtos menos reativos.

A SOD cataliza a rea¢do de dismutagao do anion superdxido em oxigénio e
perdxido de hidrogénio (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Complementando o sistema
antioxidante, as enzimas CAT e GPx catalisam a conversao do peroxido de hidrogénio em agua
e gas oxigénio. Essa etapa sendo de suma importancia para a prevencao de estresse oxidativo,
visto que do peroxido de hidrogénio origina o radical *OH-, por meio da reagdao de Fenton,
contra o qual ndo existe defesa antioxidante (SCHNEIDER; OLIVEIRA, 2004). A enzima GPx
depende da manutencao do equilibrio redox das glutationas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG)
(ROVER JUNIOR et al., 2001). O sistema das glutationas também estd envolvido no
metabolismo de xenobidticos, tais como drogas e poluentes ambientais, por meio da conjugacao
destes com a GSH, numa reagdo catalizada pela enzima glutationa S-transferase (GST)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). A interagao entre o sistema antioxidante e as espécies

reativas de oxigénio se encontra ilustrada na Figura 12.
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Figura 12. Interagdo entre o sistema antioxidante e as espécies reativas de oxigénio.

m Conjugado Xenobidtico

2H,0, H,O, 2 GSH NADP+

0, + H,0 2H,0 GSSG NADPH
A ERO mais formada na cadeia de transferencia de elétrons durante a respiragdo celular ¢ o anion
superoxido. Esse anion ¢ dismutado em peroxido de hidrogénio, numa reacao catalizada pela enzima
superdxido dismutase. O peroxido de hidrogénio, por sua vez, pode ser transformado em oxigénio e
agua, por agdo da enzima catalase, ou em agua, por acdo da enzima glutationa peroxidase. Essa ultima
enzima, durante sua acdo, oxida a glutationa reduzida. Para que a reserva de glutationa reduzida seja
mantida, a enzima glutationa redutase reduz a glutationa reduzida, e para isso doa elétrons para o NAPH,
oxidando-o em NADP+. Ainda, ha o funcionamento da enzima glutationa S-transferase, que realiza a

conjugacao de xenobiodticos a moléculas de GSH, formando complexos que sdo mais facilmente
excretados. SOD — superoxido dismutase; CAT — catalase; GPx — glutationa peroxidase; GR — glutationa

redutase; GST — glutationa S-transferase; O»" - anion superdxido; H>O, — perdxido de hidrogénio; H,O
— agua; O, — gas oxigénio; GSH — glutationa reduzida; GSSG — glutationa oxidada; NADPH —
nicotinamida adenina dinucleotido fosfato (forma reduzida); NADP+ - nicotinamida adenina
dinucleotido fosfato (forma oxidada);

Habitos como o tabagismo e o consumo de alcool, e a exposi¢do a poluentes
ambientais também sdo capazes de estimular a producdo de ERO (RUDER et al., 2009),

alterando assim o perfil oxidativo.

1.4 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO, ESTRESSE OXIDATIVO E O SISTEMA
GENITAL FEMININO

As espécies reativas de oxigénio, em concentragdes adequadas, apresentam
atividades fisiologicas no sistema genital feminino, assim como nos demais 0rgaos e sistemas.
Em concentragdoes elevadas, as ERO podem ocasionar outras alteragdes celulares ja
apresentadas anteriormente. Alteragdes estas que estdo relacionadas com uma série de
distirbios do trato genital feminino, como endometriose (MIER-CABRERA et al., 2011),
sindrome dos ovarios policisticos (PALACIO et al., 2006), além de poder causar complicagdes

na gravidez, causando abortos espontaneos (HEMPSTOCK et al., 2003) e at¢ mesmo pré-
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eclampsia (RUMBOLD et al., 2008).

Nos ovarios, as ERO podem inibir a esteroidogenese por desacoplar a
adenilatociclase do receptor de LH, interrompendo o transporte transmitocondrial de colesterol
(BEHRMAN et al., 2001); porém, podem também estimular a finalizacao da meiose I no oocito
dominante num processo que pode ser inibido pela presenga de antioxidantes. Antioxidantes
esses responsaveis pela progressao da meiose II nesse tipo celular (BEHRMAN et al., 2001).
Neste orgdo, na fase folicular, os odcitos em crescimento aumentam a atividade de P450,
resultando em maior formacdo de ERO, cujo aumento estd intimamente correlacionado a
oocitagdo (RUDER; HARTMAN; GOLDMAN, 2009). As ERO promovem apoptose nos
foliculos, enquanto GSH e FSH contrabalanceam esse estimulo no foliculo em
desenvolvimento. A producdo de estrégeno, estimulada pelo FSH, aumenta a produgdo de
catalase no foliculo dominante, evitando que esse foliculo entre em apoptose, finalizando seu
desenvolvimento e sendo oocitado (BEHRMAN et al., 2001).

Na fase lutea, o corpo luteo em involugdo parece ser uma grande fonte de
ERO, pela grande presenca de leucdcitos neste local, principalmente neutrdfilos, residentes e
infiltrados (BEHRMAN et al., 2001). A enzima SOD parece estar intimamente ligada a
manuten¢do do corpo liteo do inicio ao meio desta fase. As concentragdes de Cu,Zn-SOD no
corpo lateo no inicio desta sdo maiores e reduzem com o decorrer de sua regressdo, assim
permitindo o aumento da concentragdo de ERO caracteristica da involu¢do (AGARWAL et al.,
2012).

No utero, ha relagdo entre a atividade e produgado das diferentes isoformas da
enzima SOD com a descamagdo ¢ com a decidualizacdo do endométrio. Pelo estimulo da
progesterona, a SOD protege o endométrio do dano oxidativo. Na auséncia desse hormonio,
essa enzima desencadeia a producdo de outros fatores mediadores, culminando em
vasoconstri¢ao e eventual descamag¢do do endométrio (SUGINO, 2007).

Em condigdes fisioldgicas, as ERO influenciam positivamente a placentacao
(BURTON; JAUNIAUX, 2004). Durante o desenvolvimento da placenta, uma vez completa a
formagdo das lacunas maternas, ou espacos intervilosos, ocorre um burst respiratorio
(AGARWAL et al., 2012), quando as concentragdes de ERO elevam-se rapidamente devido a
subita chegada de Oz ao tecido. Em humanos, o burst costuma ocorrer entre a 10* e 122 semana
de gestacdo e, caso antecipado, esta relacionado ao acontecimento de abortos espontaneos e ao
desenvolvimento de pré-eclampsia (AGARWAL et al.,, 2012; WEBSTER; ROBERTS;
MYATT, 2008). Ainda no inicio do desenvolvimetno placentério, niveis elevados de ERO

podem causar aumento na nitracdo da p38 MAPK, diminuindo assim sua atividade catalitica,
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ocasionando implanta¢des em por¢des mais luminais do endométrio e restri¢do no crescimento

placentario, observado em pacientes com pré-eclampsia (AGARWAL et al., 2012).

1.5 AGROTOXICOS

Agrotoxicos sao substancias ou produtos quimicos destinados a prevencao ou
controle de pragas, dentre elas, os vetores de doencas. No Brasil, o uso de agrotoxicos €
regulamentado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente (CONAMA). Atualmente, o Brasil ocupa posi¢cdo de destaque
entre 0os maiores consumidores mundiais dessas substincias, juntamente com a China e os
Estados Unidos. No ano de 2018, o Brasil foi pais que mais importou substincias que
apresentam uso banido na Unido Européia (UE) (TYGEL et al., 2024). Desde janeiro de 2019,
foram liberados e registrados mais de 1059 substancias pelo IBAMA, ANVISA e Ministério da
Agricultura e Pecuaria (MAPA) (DAUFENBACK et al., 2022), dos quais um ter¢o apresenta
uso proibido na UE por conta de riscos a saude e ao meio ambiente (CARNEIRO;
SANTORUM, 2021). Em 2022, houve aumento de 86% no nimero de familias atingidas por
contaminacdes durante pulverizagdes de agrotdxicos no territdrio nacional, em relagdo ao ano
anterior (TYGEL et al., 2024).

Os agrotoxicos sdo classificados de acordo com seus alvos de ag@o e graus de
periculosidade ambiental. De acordo com seus alvos de acao, eles podem ser classificados como
inseticidas, fungicidas, herbicidas, fumegantes e rodenticidas (RIBAS; MATSUMURA, 2009).
De acordo com sua periculosidade, essas substancias podem ser classificadas em classes de I —
altamente perigosos, a IV — pouco perigosos. A populacdo pode ser contaminada por trés
diferentes modos: pela via ocupacional, caracterizada pela contaminagao de trabalhadores que
manuseiam diretamente os compostos; pela via ambiental, no qual a populagdo entra em contato
pela dispersao dessas substancias no meio ambiente; e a via alimentar, na qual ocorre a ingestao
de alimentos contaminados com essas substancias (MOREIRA et al., 2002).

No Brasil, aproximadamente 80% dos agricultores utilizam os agrotoxicos a
fim de aumentar sua produtividade, assim, a via ocupacional ¢ a principal em casos de
contaminacdo e intoxicagdo aguda. Dentre 2006 e 2017, as vendas de agrotoxicos cresceram
2,5 vezes (DAUFENBACK et al., 2022), e foram notificados mais de cem mil casos de
intoxicacdo por agrotoxicos, dos quais trés mil resultaram em 6bito (DATASUS 2020). Dentre
os anos de 2010 e 2020, 1.987 pessoas foram a 6bito em decorréncia de intoxicacao aguda por

agrotoxicos (CARNEIRO; SANTORUM, 2021).
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A via de exposicao alimentar também ¢ de extrema relevancia no Brasil, uma
vez que os agrotoxicos podem atingir os lengdis freaticos e alimentos que serao posteriormente
ingeridos pela populacdo. De acordo com o Ministério da Saude e a Anvisa, um quarto dos
municipios brasileiros apresentam 27 agrotoxicos na agua potavel e 51% dos alimentos contém
residuos de agrotdxicos.

Essas substancias, as quais estamos constantemente expostos, podem
interferir na sintese e agao de hormonios, agindo como desreguladores endocrinos, atuando em
receptores de estrogenos e androgenos (FONTENELE et al., 2010). Além disso, recentemente
tém-se correlacionado a exposi¢do a agrotoxicos € o aumento dos casos de cancer e doengas

nos sistemas reprodutivos e endocrino (DAUFENBACK et al., 2022).

1.6 ORGANOFOSFORADOS E O MALATION

Um dos grupos de agrotoxicos mais utilizados em larga escala ¢ da classe dos
organofosforados (OFs). Essas substincias apresentam atividade inseticida, portanto sdo
utilizadas no controle e combate de pragas e mosquitos vetores. Essas substancias e seus
metabolitos sdo frequentemente detectados em tecidos humanos (TSAI; LEIN, 2021), pois sdo
altamente lipossoluveis e hidrolizados rapidamente (ALONZO; CORREA, 2003), sendo
absorvidos por vias dérmica, respiratoria e/ou digestiva.

O malation ¢ um inseticida pertencente a classe dos organofosforados, cuja
nomenclatura quimica ¢ Dietil 2-dimetoxifosfinotioilsulfanilbutanodioato (PubChem, 2024), e
¢ utilizado na agricultura, industria e pratica veterinaria desde a década de 1980 (BADR, 2020).
Sua formula molecular ¢ Ci10Hi19O6PS2 (PubChem, 2024) e sua formula estrutural se encontra
demonstrada na Figura 13. Compostos pertencentes a classe dos organofosforados sao
considerados moderadamente ou fracamente polares, e moderados ou ndo persistentes quanto a
sua meia vida (EPA, 2000). O malation apresenta meia vida de 32 horas em pH 7.4 ¢
temperatura de 37,4°C (EPA, 2000). Quanto a classificacdo toxicoldgica, a OMS classifica este
mseticida como classe III — moderadamente toxico, além de ser classificado como classe II —
muito perigoso ao meio ambiente, quanto a seu grau de periculosidade (ATSDR, 2003). O
malation ¢ altamente utilizado por possuir alta eficdcia como inseticida e baixa toxicidade em
mamiferos quando comparado com outros OFs, apresentando dose letal 50 (DL50) em ratos

varia entre 1500 e 2000 mg/kg, por via oral (EPA, 2000).
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Figura 13. Formula estrutural do Dietil 2-dimetoxifosfinotioilsulfanilbutanodioato.

Fonte: PubChem, 2024.

No Brasil, o uso do malation no combate ao mosquito do género Aedes —
vetor dos virus da Dengue, Zika e Chikungunya — teve inicio no ano de 2009 (Brasil, 2016a),
substituindo o uso dos inseticidas piretroides, para o qual esses mosquitos ja apresentavam
resisténcia (I0C, Fiocruz, 2011). Além da resisténcia aos inseticidas previamente utilizados,
caracteristicas como a alta atividade biologica, instabilidade na biosfera, facil producdo e baixo
custo tornaram ainda mais atrativo o uso do malation (SILVA; DE CARLI, 2021). Em 2015, as
medidas de combate ao Aedes foram intensificadas, devido ao aumento no niumero de casos de
microcefalia em recém-nascidos relacionados a infec¢do com o virus Zika, com a criacao do
Plano Nacional de Enfrentamento a Microcefalia. Neste plano, preconizou-se o combate do
mosquito adulto com o uso de inseticidas quimicos, e assim, reduzir a proliferacdo da doenca
(Brasil, 2015b).

Nesse contexto, os Agentes Comunitarios de Satide (ACS) e os Agentes de
Combate a Endemias (ACE) sdo os mais expostos diretamente ao composto através de
equipamentos contaminados (ZARA et al., 2016) e por meio da manipulagdo do inseticida
durante seu uso (PESSOA et al., 2016). Leme e colaboradores (2014), evidenciaram que o uso
de EPIs nao ¢ o suficiente para bloquear 100% do composto, assim, este entra em contato com
a pele dos manuseadores. Além disso, as vestimentas retém o composto, assim exibindo risco
de contaminagdo ambiental para a populagdo que vive nas areas de pulverizacao e dos agentes
responsaveis por esse processo (ATSDR, 2003). De acordo com Possavatz e colaboradores

(2014), a principal fonte de contaminagao do malation ¢ pela dgua, além disso, residuos desse
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pesticida foram encontrados na Bacia Hidrografica do Rio Cuiaba, uma vez que a atividade
agricula nessa regido ¢ elevada, principalmente com cultivo de soja, milho e algodao (IBGE,
2013; MATO GROSSO, 2005).

O uso do malation no Brasil ¢ aprovado pela Anvisa para culturas como
alface, citros, arroz, feijao e soja (ANVISA, 2012), e também pode ser utilizado na erradicagao
de insetos, formigas e piolhos por meio de formulagdo comercial, disponivel para venda em
casas agropecudrias.

Durante a degradacdo ambiental do inseticida em questdo ¢ formado um
metabdlito primario do mesmo, o malaoxon. Esse metabdlito ¢ considerado aproximadamente
40 vezes mais toxico que o malation propriamente dito (BAIOMY et al., 2015), e fica disponivel
ao contato humano direto (EPA, 2000). Por ser considerado menos toxico que outras
substancias de sua classe, o malation ¢ um dos pesticidas mais utilizados na atualidade
(BOGEN; SINGHAL, 2017; OZSOY et al., 2016a), aumentando, assim, a probabilidade de
contato ¢ intoxicagao.

Esse inseticida pode ser absorvido pelo organismo por diferentes vias:
dérmica, respiratoria e digestiva, sendo a ultima de maior importancia nas intoxicagdes
acidentais em criancas, principalmente, e em adultos durante o consumo e preparo de alimentos
contaminados (LARINI, 1996), porém, a via dérmica representa a maior via de exposi¢ao
ocupacional (TCHOUNWOU et al., 2015). Devido a sua natureza lipofilica, esse inseticida ¢
rapidamente absorvido e distribuido em diversos tecidos e 6rgios, podendo ser danoso aos
diferentes sistemas do organismo (SELMI et al., 2018).

Uma vez no organismo, o malation ¢ metabolizado em malaoxon, metabolito
responsavel por seu mecanismo de acao, no figado, por intermédio da a¢ao do citocromo P-
450, que realiza sua desulfuragido (ABDOLLAHI et al., 2004; HALL, 2017). Em baixas
concentracdes, essa desulfuragdo ¢ catalizada pelas CYP1A2, majoritariamente, e CYP2B6. Ja
em altas concentragdes, a CYP3A4 também apresenta papel importante na metabolizagao deste
(BURATTI et al., 2005). Em ratos, a meia vida do malaoxon no sangue ¢ de 1,4 dias, quando
administrado via oral (ATSDR, 2003) e, da mesma forma que o malation, é rapidamente

excretado pela urina (84%) e pelas fezes (6%) nas primeiras 24h (EPA 2000).



46

Figura 14. Mecanismo de acao do malaoxon.
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Fonte: o proprio autor. Criado no biorender.com.

Em 1, o impulso nervoso chega a regido da fenda sinaptica, culminando na liberacdo da acetilcolina
(ACh), o neurotransmissor envolvido nesse proceso, na fenda. Uma vez na sinapse, a ACh se liga ao
seu receptor no musculo, levando ao influxo de Na* e consequente contragdo muscular. Apos a ativagao
de seu receptor, a ACh ¢ retirada da sinapse pela reabsor¢ao pelo neurdnio pré-sinaptico, por meio de
vesiculas, ou por sua degradacdo pela enzima acetilcolinesterase (AChE), que degrada a ACh em colina
¢ acetato. Uma vez retirada da sinapse, seu estimulo é cessado ¢ a fenda sinaptica retorna ao estado
inicial de repouso. Em 2, est4 representada a fenda sinaptica ap6s a administracdo de malation. Assim
como na situacdo fisioldgica, o impulso nervoso chega a regido da fenda sinaptica, causando a liberagdo
de Achna sinapse. Por sua vez, a ACh na fenda liga-se ao seu receptor, culminando nos eventos descritos
acima. Entretanto, o estimulo ndo é cessado pois a enzima AChE apresenta seu sitio de ligagdo ocupado
pelo malaoxon, o metabolito do malation responsavel pelo seu mecanismo de agdo. Essa inibi¢cdo na
atividade da AChE propicia um acimulo de ACh na fenda sinaptica, que continua se ligando
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ininterruptamente ao seu receptor. Quanto mais estimulo nervoso chega pelo neurénio pré-sinaptico,
mais ACh ¢ liberada na fenda e maior o estimulo dela no musculo, levando assim a um estimulo contratil
ininterrupto, eventual tetania e demais efeitos toxicos.

Sua agdo se da no sistema nervoso, tanto de insetos quanto de mamiferos, por
meio da inibigdo irreversivel da enzima acetilcolinesterase (AChE) através de sua fosforilagao,
conforme esquematizado na Figura 14. Ocasionando, assim, um aciimulo de acetilcolina (ACh)
nas fendas sinapticas e jungdes neuromusculares (DHOUIB et al., 2015). Em insetos, o acimulo
deste neurotransmissor nas fendas causa hiperestimulagdo dos receptores muscarinicos e
nicotinicos (FIGUEIREDO et al., 2018), com posterior interrup¢do da propagacdo dos
estimulos nervosos, paralizacdo e morte desses individuos (BRAGA; VALLE, 2007 ;
TAYLOR, 1996). Em mamiferos, o acimulo de ACh nas sinapses também induz a uma
ativacao exacerbada dos receptores muscarinicos e nicotinicos nos musculos e nervos, causando
agitacdo, hipersalivagdo, convulsdes, falhas respiratorias e a eventual morte (MILESON et al.,
1998; VELMURUGAN et al., 2017). Dentre os efeitos de intoxica¢ao aguda por malation pode-
se citar: dificuldade respiratoria (CHOI et al., 1998), distirbios cardiovasculares (DIVE et al.,
1994) e gastrointestinais (RIVETT; POTGIETER, 1987).

Além disso, alguns contaminantes nas formula¢cdes comerciais deste
inseticida podem aumentar sua toxicidade (BURATTI et al., 2005), como alguns inibidores das
carboxilesterases. Tanto o malation como o malaoxon podem ser detoxificados por meio da
acdo destas enzimas, originando acido monocarboxilico, que compete com o malation pelo
citocromo P-450. Uma vez inibidas, ocorre um desbalango da competi¢cdo por esse citocromo,
promovendo a formagdao de malaoxon (BURATTI et al., 2005; CHEN et al., 2013).

De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO), a NOAEL (do
inglés, No Observable Adverse Effect Level) para a toxicidade sist€émica de ratos, em exposicao
via oral de 1 a 26 semanas, foi de 34 mg/kg de peso corpdreo ao dia. Para humanos, a NOAEL
foi considerada de 29 mg/kg ao dia, via oral por dois anos. Enquanto as doses de: 400 mg/kg
ndo causou toxicidade materna; 130 mg/kg ndo causou alteragdes nos sistemas reprodutivos; e
0,3 mg/kg por 47 dias ndo apresentou toxicidade em humanos. A ingestao diaria aceitavel (IDA)
deste composto para humanos ¢ de 0-0,3 mg/kg de peso corpoéreo (FAO, 1997; ANVISA) e a
concentracdo maxima aceitavel na agua, paraa OMS, ¢ de 1 ug/L (VASSEGHIAN et al., 2022).

A principal causa de toxicidade do malation ¢ pela formagao de radicais livres
e desbalanco no sistema antioxidante enzimatico, causando assim estresse oxidativo
(BROCARDO et al., 2005; FORTUNATO etal., 2006; KOVACIC, 2003). O estresse oxidativo

pode vatiar de acordo com a via e as doses de exposi¢do ao malation, idade dos animais e
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distribuicao tecidual (SILVA et al., 2014). Além disso, mais recentemente, tém-se apontado a
inducdo de resposta inflamatéria, genotoxicidade, apoptose e imunomodelagdo como

mecanismos toxicos deste inseticida (BADR, 2020).

1.7 TOXICIDADE REPRODUTIVA DO MALATION

Em 2003, a Agéncia para Substancias Toxicas e Registro de Doengas dos
EUA (ATSDR) declarou que as evidéncias gerais observadas até o momento sugeriam que o
malation ndo apresentava toxicidade geral para o sistema genital feminino, mas que a falta de
estudos de qualidade ndo permitiam chegar a uma conclusao definitiva (ATSDR, 2003). Desde
entdo, tém-se melhor elucidado os efeitos danosos da exposicdo ao malation, que abrage os
diferentes sistemas do organismo, e estudos recentes t€ém demonstrado um potencial toxico do
malation para o sistema genital feminino.

Kog¢ e colaboradores (2009), demonstraram reducdo no peso dos ovarios,
diminuicdo no niumero de foliculos ovarianos viaveis e aumento de foliculos atrésicos em
associacdo a estresse oxidativo em ratas adultas expostas ao malation na dose de 33 mg/kg ao
dia, por 15 dias, via intraperitoneal. Em um estudo mais recente, Ozsoy e colaboradores (2016),
demonstraram que uma tnica exposi¢do de ratas adultas ao malation na dose de 100 mg/kg via
gavage induziu alteragdes histopatologicas nos ovarios e apoptose de foliculos ovarianos,
demonstradas por aumento da caspase-3, além de reduzir os niveis de SOD neste 6rgdo. De
maneira semelhante, num modelo de exposi¢do intraperitoneal a 50 mg/kg ao dia de malation
por duas semanas, demonstrou aumento nos niveis de estresse oxidativo nos ovarios, por
reducdo nas reservas de GSH e aumento de MDA neste 6rgdao (ABBASABAD ARAB et al.,
2018).

Num modelo de exposigao intraperitoneal a 30 mg/kg de malation ao dia, por
35 dias, Yong e colaboradores (2021) demonstraram uma redu¢do no numero estros, promogao
de autofagia e apoptose nas células ovarianas e redugdo nos niveis de estrogeno. Essas
alteracdes se deram por meio de danos oxidativos, aumento de ERO e reducao nas enzimas
CAT, SODI1 e SOD2, além de redugdo na atividade das enzimas StAR e CYP17A, que
participam na via de sintese de esteroides. Controversamente, outro estudo com ratas adultlas
expostas ao malation, nas doses de 10 e 100 mg/kg administrado via gavage durante 15
semanas, nao apresentaram alteragdo na concentragdo de estradiol, tampouco alteragdes

histopatologicas nos ovarios (OZMEN; AKAY, 1993).
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Um estudo recente de nosso grupo de pesquisa, em um modelo de exposicao
juvenil e peripuberal ao malation, nas doses de 10 e 50 mg/kg ao dia via gavage por 38 dias,
demonstrou alteragdes histopatoldgicas nos ovarios e Uteros de fémeas expostas. Essas alter¢des
foram mediadas por dano oxidativo e alteragdo na expressdao de genes relacionados ao ciclo
celular, proto-oncogenes e oncogenes, porém, sem alterar a concentragdo plasmatica de
estrogeno. Neste estudo, visualizamos aumento no tamanho dos foliculos ovarianos e ovoécitos,
além de maior niamero de foliculos atrésicos, aumento de MDA e SOD e redugdo na atividade
da enzima GST nos ovarios desses animais. A expressdo ovariana de genes como ER- [, -
catenina, Bcl-2, FOXO e Slug, um supressor tumoral e um proto oncogene, foi alterada pela
exposi¢do a esse pesticida. No ttero, verificamos aumento na atividade de GST e SOD,
indicando uma situacao de estresse oxidativo também neste 6rgdo, além da expressao alterada
de genes como ER-a, B-catenina, Bcl-2, Slug e TP53 (ERTHAL-MICHELATO, FRIGOLI, et
al., 2024).

Em relagdo a fertilidade, Waldron Lechner e Abdel-Rahman (1984), num
modelo de exposicdo de fémeas Sprague-Dawley a 1 e 50 mg/kg de malation diariamente via
gavage por 3 meses e durante a gestagdo, ndo verificaram alteracdo na fertilidade desses
animais, nem no peso das placentas ou fetos dessas fémeas. Contudo, na dose de 50 mg/kg,
verificou-se aumento de pontos hemorragicos no utero das ratas expostas. Um estudo com
modelo de exposicdo de pré-concepcional de ratas adultas ao malation, nas doses de 0,1, 14 ¢
140 mg/kg diariamente via gavage por 21 a 25 dias, ndo alterou o desenvolvimento intrauterino,
porém, a prole de fémeas expostas apresentaram intolerancia a glicose, indicando o ocorrimento
de reprogramac¢do metabolica e potenciais alteragdes epigenéticas (BRUXEL et al., 2023). De
forma conflitante, Souza (2017) em um modelo de exposicao gestacional, na dose de 200 mg/kg
via gavage diariamente nos ultimos 13 dias da prenhes, ndo observou efeitos prejudiciais ao

desenvolvimento intrauterino de ratos.
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2 JUSTIFICATIVA

O malation ¢ um inseticida utilizado desde a década de 1980 nas mais diversas culturas
agricolas e pratica agropecudria. No Brasil, o Ministério da Saude autorizou seu uso para o
combate de mosquitos vetores de doengas de importancia para a satide publica desde 2009. No
ano de 2015, devido ao aumento de casos de microcefalia relacionados a infec¢do por Zika
durante a gestacao, intensificou-se o combate ao mosquito do género Aedes, por meio da
pulverizacdo de pesticidas, na tentativa de conter o aumento de casos e a disseminagdo dessas
doengas.

Evidéncias t€ém demonstrado o potencial toxico do malation para o sistema reprodutor
feminino em humanos ¢ em modelos experimentais com animais, tanto em fémeas adultas
quanto em fémeas em idade peripuberal. Os eventos promovidos pela exposicdo ao malation
estdo ligados a danos mediados por estresse oxidativo e alteragdes em genes que controlam o
ciclo celular. Contudo, ha escassez na literatura acerca da repercussdo da exposicdo a esse
inseticida durante a peripuberdade sobre a fertilidade feminina. Devido a importancia da
puberdade para a maturagdo do sistema genital feminino e para o estabelecimento do eixo HHG,
que coordena as fungdes deste sistema, ¢ de suma importancia a avaliagao de risco da exposi¢ao
a esse composto nesta janela critica do desenvolvimento. Além disso, a reserva folicular
ovariana ja ¢ estabelecida ao nascimento, assim, quaisquer insultos sofridos por estas células,
ainda nos ovarios, podem apresentar repercussdes tanto para a fertilidade dos individuos
expostos, quanto para a prole destes.

O conceito DOHaD refere-se a ideia de que condi¢des ambientais e nutricionais as quais
um individuo estd exposto durante janelas criticas do desenvolvimento, como a vida
intrauterina, a infincia e a puberdade, podem influenciar de forma significativa e duradoura na
satde e desenvolvimento de doengas ao longo da vida. Assim, sob a luz do conceito DOHaD e
sabendo da importancia da peripuberdade para a maturagdo do sistema genital feminino, esse
estudo contribui para o entendimento dos efeitos toxicos do malation sobre a fertilidade, e de
forma tardia sobre a placentag¢do e o desenvolvimento intrauterino da prole de maes expostas

anteriormente a concepgao.
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3 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Visto a escassez de informagdes especificas na literatura e da relevancia
clinica, social e politica do assunto, o objetivo deste trabalho foi avaliar se a exposi¢do pré-
concepcional a baixas doses de malation durante os periodos juvenil e peripuberal pode causar

prejuizos a fertilidade, placentagdo e desenvolvimento intrauterino em ratas Wistar.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

o Verificar a influéncia do malation na instalagdo da puberdade dos animais através da
observagao das datas da abertura vaginal e primeiro estro;

o Verificar a influéncia do malation sobre o potencial de fertilidade por meio da contagem
de corpos luteos nos ovarios, pontos de implantagdo e placentas nas fémeas adultas;

o Avaliar a toxicidade renal e hepdtica da exposi¢cdo ao malation, por meio de dosagens
bioquimicas de ureia, creatinina, ALT e AST no soro das fémeas;

o Verificar a influéncia da exposi¢do pré-concepcional durante os periodos juvenil e
peripuberal ao malation sobre a func¢do placentdria na vida adulta, por meio de
parametros biométricos dos fetos, e morfométricos das placentas;

o Avaliar a fisiologia ovariana e placentaria, através da dosagem de estradiol e
progesterona;

o Verificar a influéncia do malation sobre parametros morfométricos nos uteros da fémeas
prenhes expostas ao malation;

o Analisar a qualidade do liquido amniético da prole de fémeas expostas de forma pré-
concepcional ao malation, por dosagens bioquimicas de enzimas e metabolitos e de
estresse oxidativo neste;

o Contribuir com dados sobre os efeitos e mecanismos toxicos da exposi¢ao ao inseticida
malation sobre a adaptagdo a gestagdo dos uteros e placentagdo através da avaliagdo dos

marcadores de estresse oxidativo.
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Resumo

O malation ¢ um inseticida amplamente utilizado nas praticas agropecuarias desde a década de 1980. No
Brasil, além do uso nas lavouras, foi intensamente utilizado na década de 2010 para combater o mosquito do género
Aedes. Durante sua pulverizagao, toda a populacao, incluindo criangas e adolescentes, fica exposta a esse pesticida.
Dada a importancia da puberdade na maturagdo do sistema reprodutor feminino, o objetivo deste estudo foi avaliar
se a exposigdo pré-concepcional a baixas doses de malation durante os periodos juvenil e peripuberal prejudica a
fertilidade, a placentacdo e o desenvolvimento intrauterino em ratas Wistar. Para isso, ratas foram expostas
diariamente ao malation via gavage nas doses de 10 ¢ 50 mg/kg, do DPN 22 ao 60. A partir do DPN 30, foi avaliada
a instalacdo da puberdade nesses animais. Ap6s o periodo de exposi¢do, no primeiro proestro, as fémeas foram
acasaladas. As fémeas prenhes foram mantidas até¢ o DG 18, quando foram submetidas a eutanasia. A exposicao
ao malation adiantou a instalagdo da puberdade, porém ndo comprometeu a fertilidade ou a produgéo de estrégeno
e progesterona pela placenta. Contudo, houve alteragdes metabolicas nas fémeas expostas a maior dose, além de
alteragdes na composicdo do liquido amnidtico de sua prole. Além disso, a integridade uterina, a placentagdo e o
desenvolvimento intrauterino foram prejudicados, com redugdo das reservas placentarias de glicogénio e aumento
do estresse oxidativo nas placentas. Assim, concluimos que a exposi¢do pré-concepcional a baixas doses de
malation ndo prejudica a fertilidade, mas compromete a placentacdo e o desenvolvimento intrauterino.

Palavras-chave: pesticida, organofosforado, sistema genital feminino, placenta, DOHaD, reprogramagio
metabolica, liquido amnidtico, estresse oxidativo
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1. Introducio

O malation, um inseticida pertencente a classe dos organofosforados, esta disponivel no mercado desde a
década de 1980, sendo atualmente um dos pesticidas mais utilizados no mundo, devido a sua menor toxicidade
aguda em comparagdo com outros representantes de sua classe. Seu mecanismo de agdo baseia-se na inibigdo da
enzima acetilcolinesterase, induzindo uma superativagdo colinérgica (Selmi et al. 2018). Em alguns paises
tropicais, o malation ¢ utilizado para o controle da populagdo de mosquitos vetores de doengas importantes para a
saude publica (Bhardwaj and Saraf 2014), como ocorre para o mosquito do género Aedes no Brasil, desde a década
de 2010. O uso indiscriminado desse inseticida resulta em poluicdo ambiental, aumentando a exposi¢do dos
individuos a esse composto toxico. Atualmente, estima-se que todos os individuos estejam expostos ao malation
por diferentes vias (dos Santos et al. 2016; Navarrete-Meneses et al. 2017), sendo que metabdlitos desse pesticida
foram detectados na urina de mulheres que apresentavam dificuldade para engravidar (Streich et al. 2024). Para a
Organizacdo Mundial da Saude, a ingestao diaria aceitavel desse inseticida em contaminag¢des alimentares ¢ de no
maximo 0,02 mg/kg/dia, e a exposicdo prolongada, mesmo a baixas doses, pode acarretar efeitos toxicos em
diversos sistemas humanos (Zidan 2015; Badr 2020). Os mecanismos tdxicos do malation para os humanos
envolvem indug@o de estresse oxidativo culminando em danos & integridade do DNA e ativacdo de vias pro-
apoptoticas (dos Santos et al. 2016).

A infertilidade é uma condic@o que afeta o sistema reprodutor feminino ou masculino, caracterizada pela
inaptiddo de alcangar a gravidez apds 12 meses de relagdes sexuais regulares sem uso de contraceptivos. Nas
mulheres, a infertilidade resulta de alteragdes nos ovarios, tubas uterinas, utero e/ou sistema endocrino (2023).
Fatores como o aumento da idade materna, infec¢des sexualmente transmissiveis (ISTs) e estresse emocional ou
fisico sdo reconhecidos como contribuintes para a infertilidade (Hart 2016). Além disso, escolhas de estilo de vida
e a exposi¢do a contaminantes ambientais podem impactar significativamente nesse processo (Vander Borght and
Wyns 2018).

A placenta é um o6rgdo de origem materno-fetal que se desenvolve no utero durante a gestacéo,
desempenhando fungdes cruciais para a manutencdo da gravidez e o desenvolvimento fetal. Entre suas principais
fungdes estdo a troca de gases e nutrientes entre mae e feto, a producdo de hormonios essenciais para a manutengao
da gestacdo, como estrégeno e progesterona, ¢ a atuagdo como barreira imunoldgica, protegendo o feto de possiveis
infecgdes e do proprio sistema imune materno, o qual poderia reconhecer o feto como um elemento estranho (non-
self) (Carter 2012; Burton e Fowden 2015). Fatores como a receptividade uterina, a aposi¢do do embrido, a invasdo
no estroma endometrial e a decidualizagdo das células estromais sdo eventos criticos para a placentacdo (Hamid e
Zakaria 2013; Furukawa et al. 2019). A desregulagdo desses processos durante a fase critica do desenvolvimento
placentario pode acarretar perda gestacional, prejuizos ao crescimento e desenvolvimento fetal (Rathbun e
Hildebrand 2022), além de outras condi¢des, como o desenvolvimento de pré-eclampsia (McMaster et al. 2004).

Estudos anteriores do nosso grupo demonstraram alteragdes morfofisioldgicas nos sistemas reprodutores
masculino (Erthal et al. 2020, 2022) e feminino (Erthal-Michelato e Frigoli et al. 2024), por meio de mudangas no
perfil oxidativo, apds a exposicdo a baixas doses de malation durante os periodos juvenil e peripuberal. No entanto,
ha uma escassez de pesquisas investigando o impacto da exposi¢do ao malation em ratas durante fases cruciais do
desenvolvimento pos-natal, especificamente nos periodos juvenil e peripuberal, sobre a fertilidade, placentagdo e

desenvolvimento intrauterino. Modelos experimentais utilizando ratas adultas com exposigdo intraperitoneal de
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33 mg/kg ao dia por 15 dias ou exposigdo via gavage a 100 mg/kg demonstraram prejuizos aos ovarios, associados
a diminui¢do da atividade antioxidante desse tecido (Kog et al. 2009; Ozsoy et al. 2016).

Waldron Lechner e Abdel-Rahman (1984) demonstraram que a exposicdo de ratas adultas as doses de 1
e 50 mg/kg de malation via oral por 3 meses ndo alterou a fertilidade das fémeas. No entanto, na maior dose,
observou-se um potencial teratogénico da exposi¢do pré-concepcional a esse pesticida. Outro estudo, em ratas
expostas via gavagem a dose de 200 mg/kg de malation por dia nos 13 ultimos dias de gestagdo, ndo demonstrou
potencial teratogénico desse inseticida (Souza 2017). Um estudo prévio do nosso grupo, com exposi¢do ao
malation nas doses de 10 e 50 mg/kg por 38 dias durante a peripuberdade, comprometeu a integridade de foliculos
ovarianos ¢ do endométrio uterino, juntamente com alteragdes no perfil oxidativo, expressdo de genes envolvidos
com a proliferacéo celular e vias anti-apoptoticas nesses orgéos (Erthal-Michelato e Frigoli et al. 2024). Assim,
embora existam estudos na literatura descrevendo o potencial toxico do malation para o sistema reprodutor
feminino e seus possiveis impactos na fertilidade, ainda ha uma lacuna sobre o potencial fértil de f€émeas expostas
ao malation durante a janela critica do desenvolvimento po6s-natal, a peripuberdade.

O conceito DOHaD preconiza que condigdes ambientais e nutricionais as quais um individuo estd exposto
durante janelas criticas do desenvolvimento podem influenciar de forma significativa ¢ duradoura na saude e
desenvolvimento de doengas ao longo da vida (Gluckman e Hanson 2022). Nesse contexto, ressaltamos que a
reserva folicular ovariana ¢ estabelecida ao nascimento (Bruxel et al. 2023), assim, os gametas femininos sdo
expostos as condigdes ambientais e nutricionais durante todas as janelas criticas do desenvolvimento, desde a
infancia até sua ovocitagdo, apos a puberdade. Além disso, ¢ na puberdade que ocorre o estabelecimento do eixo
hipotalamo-hipdfise-gonadal, que contribui diretamente para a maturagdo e fisiologia do sistema genital feminino
(Ojeda et al. 1980). Em ratas, a puberdade normalmente ocorre entre os dias pos-natais DPN 30 e 37 (Laffan et al.
2018). Além disso, distarbios nessas janelas importantes do desenvolvimento, como a peripuberdade, podem
acarretar alteracdes reprodutivas com diversos efeitos adversos na vida adulta (Sdnchez-Garrido et al. 2022), que
podem ser inclusive transmitidos através de geragdes por meio de modulagdes epigenéticas. Assim, o objetivo do
presente estudo ¢é elucidar essa escassez de dados na literatura, investigando se a exposigdo pré-concepcional
durante os periodos juvenil ¢ puberal a baixas doses de malation prejudica a fertilidade, placentagdo e o

desenvolvimento intrauterino da prole.

2. Materiais e métodos

2.1 Animais e Condi¢des Experimentais

Trinta e seis ratas Wistar fémeas (DPN 21) provenientes de ninhadas diferentes foram retiradas do
Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina (CCB-UEL) e foram aclimatadas ao Biotério do
Laboratorio de Toxicologia e Disturbios Metabolicos da Reproducdo (LT&DMR) por um dia antes do inicio do
periodo experimental. Dezoito ratos Wistar machos (DPN 80) também provenientes de ninhadas diferentes
também foram retirados e aclimatados no biotério do LT&DMR por trés dias antes do inicio dos acasalamentos.
Os animais foram mantidos em condi¢des controladas (23°C; fotoperiodo com 12h claro e 12h escuro, com luzes
apagadas as 19h), alocados em caixas de polipropileno (43x30x15 cm; 3 animais/caixa) e receberam agua e ragéo
ad libitum. O cuidado com os animais e procedimentos de manipulagido seguiram as recomendagdes do Codigo
Brasileiro para Utilizagio de Animais de Laboratorio e o experimento foi aprovado pelo Comité de Etica no Uso

de Animais da Universidade Estadual de Londrina — OF. CIRC. CEUA. n° 17/2023 (Anexo A).
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2.2 Delineamento experimental

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em trés grupos experimentais: Controle (C, n=12), malation
10 mg/kg de peso corpoéreo (M10, n=12), e malation 50 mg/kg de peso corpoéreo (M50, n=12). O malation foi
utilizado em doses inferiores a NOAEL (maior dose de uma substidncia que ndo produz efeitos adversos
observaveis) para o sistema reprodutivo de ratos (130 mg/kg de peso corpdreo). A média das doses utilizadas nesse
estudo representa o ajuste da dose de 0,03 mg/kg de peso corpéreo/dia em humanos (FOUREMAN; KENYON,
2006; Comissao Europeia). Considerando a variabilidade intraespécie, adicionamos um fator de seguranga igual a
10 (Nielsen et al. 2008). As doses sdo consideradas baixas e relativamente seguras aos parametros reprodutivos
(Welshons et al., 2006) e ja foram utilizadas em estudos prévios de nosso grupo utilizando ratos Wistar machos
(Erthal et al. 2020, 2022) e fémeas (Erthal-Michelato, Frigoli et al., 2024).

As doses de malation foram administradas de acordo com Geng et al. (2015), que reportou alteracdes
reprodutivas em ratos Wistar expostos a 54 mg/kg de peso corpdreo de malation durante a vida adulta. Neste estudo
e nos anteriores de nosso grupo, o periodo de exposicao foi ajustado para o DPN 22 ao 60, englobando os periodos
juvenil e peripuberal, estabelecidos por Ojeda et al. (1980). Os animais foram expostos via gavage a 10 ou 50
mg/kg de peso corpéreo. Todos os grupos experimentais foram tratados diariamente durante o periodo
experimental e os animais no grupo controle receberam apenas o veiculo (salina 0,9%). O delineamento

experimental se encontra esquematizado na Figura 1.

Fig 1 Esquematizacdo do delineamento experimental
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2.3 Preparo da solucio de malation
O malation (dietil-dimetoxitiofosfoiltio; CAS n. 121-75-5; Cheminova) foi adquirido da Dominus

Quimica (Jandaia do Sul, Brasil). O composto foi diluido diariamente em solugao salina (0,9%).

2.4 Determinacio da instalacio da puberdade

O dia médio de abertura vaginal completa foi determinado. A partir desse dia lavados vaginais foram
realizados diariamente de acordo com Marcondes et al., 2002, para a determinacdo do dia do primeiro estro,
caracterizado pelo predominio de células epiteliais cornificadas no lavado. Os dias do primeiro estro e da abertura

vaginal sdo indicativos da instalagdo da puberdade em ratas Wistar. O inicio das observagdes se deu no DPN 27.
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2.5 Acasalamento dos animais

No primeiro proestro apds o periodo de exposicao, as fémeas foram alocadas com machos sexualmente
experientes na proporcao 1:1, e deixadas overnight para acasalamento. Na manha seguinte, realizou-se lavados
vaginais dessas fémeas, e, havendo espermatozoides no lavado constatou-se a prenhez desses animais. Esse dia foi
considerado o dia gestacional (DG) 0. Durante a prenhez as fémeas tiveram acesso a agua e rac¢do ad libitum, o

seu consumo ¢ o peso corpéreo dos animais foi aferido a cada 3 dias.

2.6 Coleta dos materiais

No DG 18, as fémeas prenhes foram anestesiadas com associagdo de cetamina 100 mg/kg de peso
corporeo (Sedomin® 10%, Avelaneda, Argentina) e xilazina 10 mg/kg de peso corporeo (Anasedan®, Paulinia,
Brasil), pesadas e sua eutanasia foi realizada por puncdo cardiaca. Amostras de sangue foram coletadas em tubos
soro gel (BD, Plymouth, Reino Unido) para dosagens hormonais e bioquimicas. Os figados e rins foram retirados,
pesados e descartados. Os ovarios foram retirados, pesados em balanga analitica e o nimero de corpos luteos foi
determinado. O ttero gravidico foi exposto, e liquido amnidtico foi coletado dos sacos amnidticos. Entdo, esse
orgdo foi retirado, pesado, ¢ o numero de implantagdes, placentas e fetos foi determinado. As placentas e seus
respectivos fetos foram pesados, medidos com o paquimetro, e em seguida fixados em solugdo de paraformoldeido
(PFA) 4%. Secgdes entre os pontos de implantagdo do corno direito do utero gravidico foram coletados e fixadas
em PFA 4%. As secgdes do utero e 3 placentas por fémea foram embebidas em Parafina Histologica (Synth®,
Diadema, Brasil). Dos uteros, dezoito secgdes ndo consecutivas de 5 um, separadas a cada 30 pm, foram obtidas,
colocadas em laminas histologicas e coradas com hematoxilina e eosina (HE). Das placentas, 8 secgdes nao
consecutivas de 5 um espacadas a cada 40 um fora obtidas, colocadas em ldminas histologicas e coradas com
acido periddico de Schiff (PAS). Outras por¢des do utero, entre os pontos de implantagdo e do corno esquerdo, e
3 placentas por fémea foram retiradas e congeladas a -80 °C e destinadas para avaliagdo do perfil oxidativo. Outras

3 placentas por fémea foram congeladas em -20 °C para posterior dosagem de glicogénio no tecido.

2.7 Teste de fertilidade
A partir do numero de corpos luteos nos ovarios, e de implantacdes, placentas e fetos no ttero, realizou-
se o calculo das taxas de perdas pré e pds implantacionais ¢ o potencial de fertilidade das fémeas ¢ a taxa

gestacional dos grupos experimentais de acordo com as férmulas abaixo.

L . n° corpos liteos — no. implantacdes
Taxa de perda pré — implantacao = , x 100
n° corpos lateos

, . . n° implantagbes — no. fetos vivos
Taxa de perda pés — impantacao = - — x 100
n° implantagdes

) . n® implantagdes
Potencial de fertilidade = - x 100
n° corpos luteos

. n° de fémeas prenhes
Taxa gestacional = — - - x 100
n° de fémeas inseminadas
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2.8 Dosagens hormonais e bioquimicas no soro

O soro foi obtido apés centrifugacdo do sangue a 2400 rpm em 3,5 °C e armazenado a -20 °C até a
realizag@o dos ensaios. A dosagem de estradiol foi realizada no Laboratorio de Imunologia Aplicada do Hospital
da Universidade Estadual de Londrina (HU-UEL), por quimioluminescéncia em um mesmo ensaio, para evitar
erros interensaio. A dosagem de progesterona foi realizada por radioimunoensaio em empresa privada, também
em ensaio Unico.

As dosagens de alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase (AST), glicose, triglicérides
(TG), ureia, creatinina, colesterol total (CT) e lipoproteina de alta densidade (HDL) foram realizadas de acordo
com as instrugdes dos kits comerciais (Gold Analisa®, Belo Horizonte, Brasil). As analises cinéticas foram
realizadas em leitor de microplaca (MultiSkan Skyhigh, Thermo Fisher Scientific Inc., EUA). As dosagens de ions
sodio, potassio e cloreto foram realizadas com o auxilio de um Analisador de Gasometria RAPIDPoint® 500

(Siemens AG, Munique, Alemanha).

2.9 Analise morfométrica dos uteros e placentas

Fotomicrografias dos tuteros foram tiradas com o fotomicroscopio Opton (aumento de 100x) e com o
software Motic (versdo 3.1 para MacOS). Cinco medidas transversais do endométrio ¢ do miométrio foram feitas
em cada secg¢do uterina fotografada, com o uso do software Image J (versdo 2.14.0 para MacOS), totalizando 30
medidas de cada compartimento.

Fotomicrografias das sec¢des placentarias coradas em PAS foram tiradas com o aumento de 400x. Dessas
imagens, avaliou-se a area ocupada pelos capilares fetais, pelas lacunas maternas e pelos septos trofoblasticos na
regido labirintica, também com o uso do software Image J. Na regido da decidua, também em coloracao de PAS,
verificou-se qualitativamente a presenca e extensao de granulos de glicogénio.

No momento da eutandsia, mediu-se os comprimentos dos eixos maior € menor das placentas e a sua
profundidade. A partir dessas medidas calculou-se a excentricidade placentaria, e a area ocupada por esse Orgao

de acordo com os seguintes calculos, de acordo com :

R o . eixo maior\?

Excéntricidade placentaria = |1 — | ——
eixo menor

eixo maior x eixo menor x profundidade x

45

Volume placentario =

2.10 Dosagens bioquimicas no liquido amniético e na placenta

Uma aliquota das amostras de liquido amniético foi congelada em freezer -20 °C, onde permaneceram até
o momento da analise. As dosagens de proteinas totais, ureia, fosfatase alcalina, lactato, glicose total e célcio total
foram realizadas por quimiluminescéncia em aparelho automatizado (Sistema de Bioquimica Integrada
Dimension® EXL 200™, Siemens, Munique, Alemanha), de acordo com as instru¢des do fabricante. As dosagens
de ions sodio, potassio e cloreto foram realizadas com o auxilio de um Analisador de Gasometria
RAPIDPoint® 500 (Siemens AG, Munique, Alemanha).

Para avaliacdo da reserva placentaria de glicogénico foi utilizado o método descrito por Schaubroeck e
colaboradores (2022) com adaptagdes. Amostras teciduais, armazenadas em -20 °C, foram homogeneizadas com

hidréxido de sodio 20% a 100 °C, em seguida, adicionou-se etanol na propor¢do de 2:1, para precipitacdo do
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glicogénio. Os microtubos foram entdo centrifugados, o sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspendido em
H>O deionizada. Em microplaca, adicionou-se a amostra, 4cido sulftrico e fenol 5%, resultando em produto de

coloracdo amarelada lido em 498 nm. Os resultados foram expressos em mg de glicogénio/g de tecido.

2.11 Avaliac¢ao do perfil oxidativo nos tuteros, placentas e liquido amniotico

Os fragmentos armazenados em freezer -80 °C foram homogeneizados com um homogeneizador
Ultraturrax (Marconi, Piracicaba, Brasil) em tampao 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
concentrag@o de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (TBARS), proteinas carbonilicas (PCO), glutationa
reduzida (GSH), glutationas totais (GT), glutationa S-transferase (GST), catalase (CAT) e superoxido dismutase
(SOD).

Lipoperoxidacio

A concentragdo de TBARS foi utilizada para quantificar a peroxidacao lipidica, de acordo com o método
descrito por Federici e colaboradores (2007). Os niveis de TBARS foram determinados pela diferenca nas
absorbancias em 535 e 572 nm (Multiskan GO, Thermo Scientific, Vantaa, Finland). Os resultados foram

expressos em nanomols de TBARS/mg de proteina.

Proteinas carbonilicas

Para a quantificagdo de proteinas carboniladas utilizou-se o método de Reznick e Packer (1994) com
adaptagdes. Para tal, utilizou-se de homogenatos proteicos normalizados a 1mg/mL. Foram adicionados 300uL de
amostra homogeneizada em dois tubos, o branco, no qual foram adicionados 500uL de HCI 2M , e o reagdo, ao
qual foram adicionados meio de reagdo contendo 5,5'-ditiobis-(4cido 2-nitrobenzoico) (DTNB; 0,1982%) diluido
em HCI1 2M. As reagdes foram incubadas por 1h com agitag@o vigorosa a cada 15 min. Apds esse tempo, adicionou-
se 500ul de acido tricloroacético (TCA; 28%) em todos os tubos e aguardou-se 10 minutos para formagio 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 reac@o foi incubada por 10 minutos. Por fim, pipetou-se 150uL da solucio final

em microplaca e a absorbancia foi medida em 380 nm. Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

Glutationas

As concentragdos de GSH e GT foram realizadas de acordo com o proposto por RAHMAN e
colaboradores, 2007. O método baseia-se na reacdo entre o acido 5,5-ditiobis 20-nitrobenzoico (DTNB) e a GSH,
resultando em um produto de coloragdo amarelada, cuja absorbancia ¢ medida em 412 nm. Os resultados foram
expressos em umol/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 ¢ acrescida ao meio. Posteriormente,
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a glutationa total, agora reduzida, ¢ quantificada também por reagdo com DTNB com absorbancia medida em 412
nm. Os resultados foram expressos em pmol/mg de proteina.

A concentragdo de (GSSG) foi calculado de acordo com o proposto por Carrara e colaboradores (2019),
levando em consideracdo a estequiometria da reagdo. Os valores de GSSG foram calculados seguindo a equacdo:
GSSG (umol) = [GT] — [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),
espectrofotometricamente por meio da redugdo de GSH e lise de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno (CDNB), com
formacao tioésteres. A absorbancia da reagdo foi medida a 340 nm durante 5 min em intervalos de 40 s. Os

resultados foram expressos como uM de tioéter formados por minuto por mg de proteina.

Atividade da catalase
A atividade da CAT foi determinada por meio da degradacdo do perdxido de hidrogénio em agua e
oxigénio. A absorbancia da reacdo foi medida em 240 nm por 1 min, em intervalos de 15 s (Aebi 1984). Os

resultados foram expressos em mM/minuto/mg de proteina.

Atividade da superoxido dismutase

A atividade da enzima SOD foi determinada de acordo com o proposto por Senthikulmar com adaptagdes
de Erthal et al. (2020). O método baseia-se na quantificagdo de complexos formados pelos anions superoxido com
o nitroblue tetrazolium (NBT) e com o hidrocloreto de sédio de hidroxilamina (NH,OH.HCI), de coloragdo
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.

2.12 Analise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de Brown-Forsythe ¢ ao teste de Shapiro-Wilk, para analise
da variancia ¢ de homoscedasticidade, respectivamente. Quando os pressupostos dos testes foram atendidos, foi
realizado o teste de ANOVA one-way para avaliacdo da diferenca entre os tratamentos. Quando os pressupostos
ndo foram atendidos, os dados foram classificados como ndo-paramétricos ¢ submetidos ao teste de Kruskal-
Wallis. As diferengas entre os tratamentos foram consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
Neste caso, realizou-se os pos testes de Tukey, quando utilizado ANOVA one-way, ou Dunn, apds o teste de
Kruskal-Wallis. Os dados foram expressos como média = E.P.M, quando paramétricos, ou mediana [ql — q3],

quando ndo paramétricos.

3. Resultados

A exposicao a baixas doses de malation durante a peripuberdade adianta a instalacdo da puberdade, porém
nio altera a fertilidade, o peso corporeo, dos orgaos reprodutivos, figados e rins em ratas Wistar

Devido a ocorréncia de falsos-positivos na identificagdo da gestagdo, em 1 fémea do grupo controle e 2
do grupo M50, o niimero amostral do experimento foi ajustado e apenas as fémeas realmente prenhes foram

consideradas. Portanto, o grupo controle foi composto por 11 animais; M10 por 12 animais ¢ M50 por 10 animais.
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Observamos um adiantamento de um dia na abertura vaginal das fémeas M50 em relagdo ao controle. Ja
a ocorréncia do primeiro estro ndo foi alterada pela exposicdo ao malation. Os dados de instalagcdo da puberdade

se encontram dispostos na Tabela 1.

Tabela 1 Parametros biométricos e bioquimicos de fémeas expostas a baixas doses de malation durante a

peripuberdade
Grupos experimentais
Parametros Controle M10 M50
(n=11 animais) (n=12 animais) (n=10 animais)

Peso corporeo DPN60 (g) 185,80 + 5,02 195,60 + 5,03 188,50 + 4,54
Peso corpéreo DG18 (g) 302,00 + 7,65 314,90 + 8,55 308,90 + 8,57
Instalagdo da puberdade

Abertura vaginal (DPN) 30,64 + 0,24 29,50 £ 0,38 29,17+ 0,41*
Primeiro estro (DPN) 33,00 36,00 36,00

[32,00 — 38,25] [33,25 — 38,75] [35,00 — 40,00]

Peso dos orgaos (g)

Ovario direito 0,10+ 0,01 0,11 + 0,00 0,11+ 0,01
Ovario esquerdo 0,09 + 0,01 0,10 + 0,00 0,10+ 0,01
Utero + fetos 38,39 40,80 42,52 +
[30,24 — 42,90] [33,04 — 45,14] [40,51 — 50,44]
Figado 14,77 + 0,57 15,19 £0,71 14,95 + 0,60
Rins 1,03 [0,93 — 1,16] 1,13 [1,03 — 1,22] 1,08 [0,91 —1,18]

Dados expressos como média + E.P.M. ou mediana [q1 — q3]. ANOVA unidirecional ou teste de Kruskal-Wallis
seguido pelos testes de Tukey ou Dunn, respectivamente. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

O peso corporeo, dos 6rgdos reprodutivos, figados e rins, também dispostos na Tabela 1, ndo foi alterado
pela exposicao peripuberal ao malation.
Os parametros de perdas pré e pds implantagdo, potencial de fertilidade e taxa gestacional, apresentados

na Tabela 2, ndo foram alterados pela exposicdo ao malation.

Tabela 2 Avaliagdo da fertilidade de fémeas expostas a baixas doses de malation durante a peripuberdade

Grupos experimentais

Fertilidade Controle M10 M50
(n=11 animais) (n=12 animais) (n=10 animais)
Numero de corpos lateos 14,09 + 0,63 14,67 £ 0,43 15,10 £ 0,60
Numero de fetos 11,45 +£0,62 12,42 + 0,66 13,60 £ 0,43
Numero de placentas 11,82 £ 0,64 12,50 £+ 0,66 13,60 + 0,43
Numero de implantagdes 12,36 £ 0,61 13,50 + 0,60 14,10 £ 0,43
Taxa de perda pré- 6,67 6,11 6,46
implantacdol (%) [0,00 —21,43] [0,00 — 7,56] [0,00 — 7,94]
Taxa de perda pds-implantacdo 7,69 7,18 0,00
(%) [0,00 — 12,50] [1,47 —15,11] [0,00 — 8,69]
Potencial de fertilidade (%) 93,33 93,89 93,54
[78,57 — 100,00] [92,45 —100,00] [92,06 — 100,00]
Taxa gestacional do grupo (%) 91,67 100 83,34

Dados expressos como média + E.P.M. ou mediana [ql — q3]. ANOVA unidirecional ou teste de Kruskal-Wallis.

A exposi¢do pré-concepcional a baixas doses de malation nao afeta a producio de hormonios placentarios,

mas aumenta os niveis séricos de ureia em ratas prenhes e os niveis de Na* no liquido amniético
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A concentragdo sérica dos hormdnios estrégeno e progesterona ndo foi alterada pela exposi¢do pré
concepcional ao malation. Observou-se um aumento de aproximadamente 100x nos niveis séricos de ureia no
grupo M50, em comparacao ao controle. Em relagdo aos demais parametros bioquimicos avaliados, ndo houve

diferenca estatistica significativa entre os grupos experimentais. Esses dados se encontram dispostos na Tabela 3.

Tabela 3 Parametros bioquimicos ¢ dosagem hormonal e de eletrolitos no soro de fémeas expostas a baixas doses
de malation durante a peripuberdade

Grupos Experimentais

Parametros Controle M10 M50

(n=11 animais) (n=12 animais) (n=10 animais)
Bioquimicos
Colesterol total (mg/dL) 82,26 [78,40 - 99,51] 83,46 [80,23 — 102,80] 83,85 [74,00 — 87,36]
Colesterol HDL (mg/dL) 44,93 + 3,21 46,91 + 3,62 40,57 +£ 2,20
Glicose (mg/dL) 114,90 + 3,32 109,10 £ 5,00 107,00 + 3,37
Triglicérides (mg/dL) 280,00 £ 17,90 268,30 + 14,78 279,90+ 11,16
ALT (U/L) 25,75 [24,09 — 29,95] 28,77 [26,49 — 31,63] 28,64 [24,49 —30,88]
AST (U/L) 27,85 [23,40 — 28,29] 25,36 [22,72 —31,75] 25,93 [23,97 — 28,92]
Creatinina (mg/dL) 0,75+0,11 0,81+ 0,06 0,65+ 0,06
Ureia (mg/dL) 10,81 65,88 1127,00

[5,41 — 23,68] [27,54 — 196,90] [808,10 — 1303,00]****

Eletrolitos
Na* (mmol/L) 128,80 129,20 131,20

[116,60 — 130,4] [127,70 — 134,70] [123,00 — 137,8]
K" (mmol/L) 4,49 + 0,24 4,14+ 0,38 4,14 £ 0,23
CI' (mmol/L) 95,00 + 1,44 96,11 + 0,96 96,50 + 1,68
Hormonios
Estradiol (pg/mL) 30,56 = 1,20 29,75 + 1,40 32,13 +2.26
Progesterona (ng/mL) 75,95 £9,05 77,73 £11,03 91,51 £12,15

Dados expressos como média + E.P.M. ou mediana [q] — q3]. ANOVA unidirecional ou teste de Kruskal-Wallis
seguido pelos testes de Tukey ou Dunn, respectivamente. ****p<(,0001.

A exposi¢do ao malation aumentou a concentragdo de ion sddio no liquido amniético da prole na maior
dose, em comparagdo ao controle. Os demais pardmetros avaliados: proteinas totais, ureia, fosfatase alcalina,
lactato, glicose total, calcio total, potdssio e cloreto ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos
experimentais. Esses dados estdo dispostos na Tabela 4. Em relacdo ao perfil oxidativo, disposto na Fig 1, a
exposi¢ao pré-concepcional ao malation ndo alterou os parametros de dano oxidativo e antioxidantes avaliados no

liquido amniotico.

Tabela 4 Parametros bioquimicos e concentragdo de eletrolitos no liquido amniotico de fetos de méaes expostas de
forma pré-concepcional a baixas doses de malation durante a peripuberdade, no GD18

Fluido amniético

Controle
(n=11 animais)

M10
(n=12 animais)

M50
(n=10 animais)

Parametros bioquimicos

Proteinas totais (g/dL) 0,20 0,35 0,30
[0,10 —0,40] [0,20 — 0,58] [0,15—0,45]
Lactato (mmol/L) 3,80+0,12 4,10 + 0,07 3,92+0,15
Fosfatase alcalina (U/L) 14,55 +£2.40 17,58 £2,18 17,00 £ 2,82
Glicose (mg/dL) 56,09 +2,03 57,92 + 1,47 56,50 + 2,02
Ureia (mg/dL) 49,00 48,50 49,00
[45,00 — 52,00] [44,25 — 52,00] [47,25 — 53,25]
Calcio total (mg/dL) 7,70 8,20 9,00
[7,70 — 8,60] [7,33 —8,55] [7,13 —9,43]

Eletrolitos
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Na* (mmol/L) 1243 + 0,88 125,7+ 0,57 1284 + 0,57%**

K* (mmol/L) 5,62 [5,31—5,79] 5,43 [5,29 —5,93] 5,71 [5,44 — 5,80]

CI' (mmol/L) 108,00 107,00 110,00
[108,00 — 109,00] [106,30 — 109,80] [109,00 — 111,00]

Dados expressos como média + E.P.M. ou mediana [ql — q3]. ANOVA unidirecional ou teste de Kruskal-Wallis
seguido pelos testes de Tukey ou Dunn, respectivamente. ***p<0,001.

Fig 2 Perfil oxidativo do liquido amnidtico de fetos cujas maes foram expostas ao malation de forma pré-
concepcional durante a peripuberdade a baixas doses de malation
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A e G Dados expressos como média + E.P.M. ANOVA unidirecional seguido pelo teste de Tukey. B, C, D, E ¢ F
Dados expressos como mediana [ql — q3]. Teste de Kruskal-Wallis seguido de teste de Dunn. C n=10 animais;
M10 n=12 animais; M50 n=11 animais.

A exposicdo pré-concepcional durante a peripuberdade a baixas doses de malation compromete a
integridade uterina em ratas Wistar prenhes

A exposi¢do ao malation causou redu¢do no miométrio dos animais expostos a ambas as doses. Contudo,
ndo houve diferenca estatistica entre os grupos experimentais em relacdo a espessura do endométrio. Os dados da

morfometria uterina estdo dispostos na Tabela 5.
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Tabela 5 Avaliacdo morfométrica do utero de fémeas expostas a baixas doses de malation durante a peripuberdade

Grupos experimentais

Compartimentos Controle M10 M50
uterinos (n=4 animais) (n=4 animais) (n=4 animais)
Miométrio (um) 207.60 153.70 177.20
[143.50 — 359.70] [121.70 — 180.30]**** [128.10 — 214.70]*
Endométrio (um) 227.40 209.30 228.70

[115.00 — 295.00] [142.30 — 321.20] [160.40 — 300.80]

Dados expressos como mediana [ql — gq3]. Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn, respectivamente.

#p<0.05; *#*%p<0.0001.

Em relagdo ao perfil oxidativo uterino, cujos dados estdo dispostos na Figura 3, a exposi¢do ao malation
causou aumento na atividade da enzima CAT nos tteros das fémeas em M10. Nao houve diferenga significativa

entre os grupos experimentais nos demais parametros avaliados neste 6rgao.

A exposicao pré-concepcional a baixas doses de malation compromete a placentacio e o desenvolvimento
intrauterino em ratas Wistar, por meio de comprometimento da reserva de glicogénio e estresse oxidativo
nas placentas

Os dados biométricos dos fetos se encontram dispostos na Tabela 6. Apesar do peso fetal ndo ter sido
afetado, ha uma reducdo no comprimento de crown-rump (CRL) dos fetos em ambas as doses de malation em

comparagdo ao grupo controle.

Tabela 6 Dados biométricos dos fetos e morfométricos das placentas de mées expostas a baixas doses de malation
durante a peripuberdade, antes da gravidez, no DG18

Grupos experimentais

Controle M10 M50
(n=11 animais) (n=12 animais) (n=10 animais)

Parametros fetais

1,69 [1,62 — 1,83]

Peso (g)

1,72 [1,61 — 1,83]

1,72 [1,59 — 1,83]

Comprimento de crown- 2,30 2,20 2,20
rump (cm) [2,20 — 2,40] [2,10 — 2,40]*** [2,15 —2,40]***
Razio de peso 3,58 3,79 3,58
feto/placentario (g) [3,26 — 3,90] [3,38 —4,21]* [3,35 —3,94]
Morfometria placentaria
Peso (g) 0,49 0,45 0,47

[0,44 —0,53] [0,42 — 0,52]** [0,43 - 0,52]
Excentricidade 0,53 10,40 — 0,60] 0,53 [0,41 — 0,58] 0,56 [0,42 — 0,63]
Volume (cm®) 0,033 0,025 0,022

[0,028 — 0,044]

[0,018 — 0,037]*** [0,014 — 0,036]****

Profundidade (cm) 0,40 [0,30 — 0,40] 0,30 [0,25 — 0,40]**** 0,30 [0,25 — 0,40]****
Lacunas maternas (%) 22,49 £2.32 24,99 + 1,04 22,41+ 1,19
Capilares fetais (%) 5,74 = 0,60 7,36 0,87 3,89 +0,79
Septos trofoblasticos (%) 71,77 + 1,48 67,65+ 1,48 73,69 £ 1,69

Dados expressos como média + E.P.M. ou mediana [ql — q3]. ANOVA unidirecional ou teste de Kruskal-Wallis
seguido pelos testes de Tukey ou Dunn, respectivamente.*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001; ****p<0,0001.

O peso das placentas estava diminuido apenas no grupo M10, e o volume e profundidade deste 6rgdo

estavam diminuidos em ambos os grupos que receberam malation, em comparagdo ao grupo controle. Contudo, a

proporcao da area ocupada pelas lacunas maternas, capilares fetais e septos trofoblasticos ndo foi afetada pela
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Fig 3 Perfil oxidativo do utero gravidico de fémeas expostas a baixas doses de malation durante a peripuberdade

B

<

- &
1 1
M10 M50

.o TIT . L &
I I 1
3 N - S
(=] (=] (=] (=]
(euiajoud ap Buyjjowu)
Sedl|luogied seulajold
- (=]
. wn
=
. (=]
= -
- . M

.+m m. Lo

| 1 I I | I
o Te] =t o~ ™~ - o

(eurajoud ap Buyjowu)
SHVEL ap oedenussuo)

0.7964

P

(=]
wn
=
0 —
= =
S
o
1l
o — - ©
I 1 1
(=] (=] (= Qo
2 g &
(euajoud ap Buijuiw/pw 1v9 )

ase|ejed ep apepIAlY

M50

M10

m [—] o o
< (3] o —
(eussjoud ap Bw/n gos)

asejnwisig opixoladng ep spepiagy W

o

M50

M10

.-

1000+
50

(euseyoud ap Buyuiw/wi 159)

aselajsuel)-g BUOHEIN|D

T
M50

T
M10

150

o
wn

100

(eurajoud ap Buybr)
SIE}0} SBUOIEIN|D

21
M![U MISO

_...- o n =] n
(3] Lo ] ™~ ™~ -
(euseyo.d ap Bwybri H5g9)

epepixo euonen|o

M50

M10

o —BERRRL

T
(eurajoud ap BB HSD)

epiznpal euopejn|o

A, C, D, F e G Dados expressos como média + E.P.M. ANOVA unidirecional seguido pelo teste de Tukey. B, E
e H Dados expressos como mediana [ql — q3]. Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. C n=10

animais; M10 n=12 animais; M50 n=11 animais.
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exposicdo ao malation. A exposi¢do ao malation, na menor dose, aumentou a razao de peso feto-placentario, em
relagdo ao grupo controle. Esses dados se encontram dispostos na Tabela 6. Além disso, verificamos reducdo da

reserva de glicogénio nas placentas em M10 (Figura 4).

Fig 4 Reducdo na reserva placentaria de glicogénio em fémeas apds exposicdo pré-concepcional a 10 mg/kg de

malation
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A e B Reservas de glicogénio preservada nos individuos do grupo controle; B Ilha de células glicogénicas em
maior aumento, evidencia a presenca de granulos citoplasmaticos com glicogénio marcados com PAS; C Prejuizo
na reserva placentaria de glicogénio apds exposi¢do pré-concepcional a 10 mg/kg de malation; D Reserva
placentaria de glicogénio preservada apds exposi¢cdo pré-concepcional a 50 mg/kg de malation; E Dosagem
bioquimica de glicogénio nas placentas. Dados expressos como mediana [ql — q3]. Teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Dunn; C n=10 animais; M10 n=12 animais; M50 n=11 animais.

Em relagdo perfil oxidativo, nas placentas, verificou-se aumento nos niveis de TBARS no grupo M50,
diminuicdo na atividade de GST e aumento na atividade de SOD em M10 e diminui¢do na quantidade de GT e
GSSG nos animais expostos a ambas as doses de malation, em comparag@o ao grupo controle. Contudo, ndo ha
diferencas significativas nos niveis de PCO e GSH e atividade da enzima CAT entre os grupos experimentais. O

perfil oxidativo das placentas se encontra disposto na Figura 5.
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Fig 5 Perfil oxidativo das placentas apds exposi¢ao pré-concepcional a baixas doses de malation durante a
peripuberdade
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A, C, D, E, F e G Dados expressos como média + E.P.M. ANOVA unidirecional seguido pelo teste de Tukey. B
e H Dados expressos como mediana [ql — q3]. Teste de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn. C n=10
animais; M10 n=12 animais; M50 n=11 animais.
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4. Discussao

Neste estudo, demonstramos que a exposi¢do pré-concepcional durante a peripuberdade a baixas doses
de malation causa prejuizos a placentagdo e ao desenvolvimento intrauterino, apesar de ndo alterar a fertilidade de
ratas Wistar.

A placenta ¢ o oOrgdo materno-fetal responsavel pelo aporte nutricional ao embrido/feto em
desenvolvimento. O tamanho da placenta tem sido utilizado como um indicativo da influéncia materna ¢ da
toxicidade no crescimento e desenvolvimento fetal, uma vez que que seu funcionamento afeta diretamente o peso,
o tamanho ¢ a circulagdo fetal (A. Wallace and Tetyana 2023). Portanto, alteragdes no tamanho placentario podem
ser preditivos de alteragdes morfofuncionais nesse 6rgao. Assim, a redugdo no volume e profundidade placentaria
observada neste estudo indica prejuizos a placentagdo apds a exposi¢do pré-concepcional a baixas doses de
malation durante a peripuberdade.Expos

O CRL ¢ uma medida comumente utilizada para estimar a idade fetal e avaliar o crescimento e
desenvolvimento intrauterino, portanto altera¢cdes no tamanho fetal podem indicar anormalidades de crescimento
e desenvolvimento. Neste estudo, a reducdo do CRL em fetos cujas maes foram expostas a ambas as doses de
malation, demonstra que a exposi¢do pré-concepcional a baixas doses deste pesticida prejudica o crescimento
intrauterino. Souza (2017) ndo observou alteragdo no desenvolvimento intrauterino de fetos Wistar expostos
diariamente durante a gestagdo (DG 6-14) a 200 mg/kg de malation. Contudo, Durom et al. (2024) observaram
redu¢do no CRL de fetos de roedores expostos durante a gestagdo ao ethion, outro inseticida da classe dos
organofosforados, na dose de 3,43 mg/kg, sem alteragdo no peso fetal. Assim, com base nos resultados deste estudo
e em dados anteriores, pode-se inferir que o potencial toxico do malation e de outros organofosforados ¢ ampliado
em doses menores, refletindo em repercussoes tardias.

Baseando-nos no conceito DOHaD, acreditamos que a redugdo do CRL e o aumento de ions Na* no
liquido amnidtico dos fetos sdo indicativos de uma reprogramacao metabolica nesses animais. A reprogramacao
metabolica refere-se ao processo pelo qual periodos criticos do desenvolvimento podem programar a fungdo do
organismo de forma duradoura. Nesse contexto, ressaltamos que os gametas femininos ja estdo todos formados ao
nascimento (Bruxel et al. 2023), assim, as células que originaram esses fetos estiveram expostas ao malation, e
seus efeitos toxicos, durante seu periodo de quiescéncia e maturagdo nos ovarios, previamente a concepgao.
Alteragdes no metabolismo da glicose, como na diabetes, tem sido relacionadas com aumento nos niveis
plasmaticos de soédio (BRAUN et al. 2015). Bruxel e colaboradores (2023), num modelo de exposi¢do pré-
concepcional ao malation nas doses de 14 ¢ 140 mg/kg por 21 a 25 dias, verificou desbalango no metabolismo de
glicose em ratas prenhes e em sua prole. Contudo, os niveis plasmaticos de glicose das fémeas expostas ao pesticida
120 minutos apos o inicio do teste de intolerancia a glicose eram comparaveis ao dos animais controle. Desta
forma, o aumento sutil de Na" observada no liquido amnidtico da prole em M50 pode estar relacionado a
intolerancia a glicose, mesmo que os niveis de glicose séricos maternos ¢ no liquido amnidtico nao estejam
alterados neste estudo, devido ao modo de analise.

Em relagdo aos niveis exacerbados de ureia nas fémeas prenhes em M50, num primeiro momento
hipotetizamos a ocorréncia de rabdomidlise nesses animais, visto que a exposi¢do a organofosforados ¢ uma das
principais causas para o desenvolvimento desta condigao (Guis et al. 2005). Contudo, ao verificarmos a atividade
da enzima creatinina quinase, padrdo ouro para diagnostico desta condigdo (Almeida et al. 2022), essa hipdtese foi

descartada. Outras causas para o aumento de ureia sdo: desidratagdo, alto consumo de proteinas, desbalangos no
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metabolismo proteico e redugdo no fluxo sanguineo aos rins (Rodwell 2018). Como ndo houve alteracdo no
consumo hidrico ou na ingesta alimentar das fémeas expostas ao malation em relagdo ao grupo controle (Figura
Suplementar 1), descartamos a desidratag@o e o consumo exacerbado de proteina nesses animais. Outra hipdtese ¢
de que o malation cause um estado de catabolismo proteico, evidenciado pelo aumento de ureia plasmatico nas
maes que foram expostas a maior dose de malation e pela hipernatremia no amnio de sua prole. Uma vez que esses
parametros tém sido relacionados a hipermetabolismo proteico, com e sem altera¢des na homeostase de glicose
(Anderson and Barrett 2013; Rugg et al. 2020).

O estresse oxidativo ¢ uma condi¢do em que ha um desbalango entre moléculas oxidantes e antioxidantes
no organismo, conhecida por causar danos as membranas lipidicas, as proteinas e ao DNA celular, podendo levar
a morte celular (Melchiorri et al. 1996; Ruder et al. 2009). Neste estudo, danos por estresse oxidativo, como a
peroxidacgdo lipidica aumentada nas placentas em M50, e desbalangos em vias antioxidantes, como os observados
pela redug@o na quantidade total de glutationas nas placentas de ratas expostas a ambas as doses de malation e
aumento na atividade da enzima SOD em M 10, podem ser um dos mecanismos de danos atrelados as alteragdes
placentarias que visualizamos. Corroborando com nossos resultados, Durom et al. (2024) também observaram
desbalango no perfil oxidativo nas placentas de ratas expostas durante os 13 ltimos dias da gestagdo ao ethion na
dose de 3,43 mg/kg, evidenciado por aumento na peroxidacdo lipidica ¢ redugdo na atividade da CAT. El-Baz ¢
colaboradores (2023), num estudo caso-controle, correlacionaram a presenca de organofosforados no plasma a
ocorréncia de abortos espontaneos mediados por estresse oxidativo nas placentas de mulheres antes da 24? semana
gestacional.

As células glicogénicas na placenta sdo responsaveis por armazenar energia na forma de glicogénio. Sua
fun¢do metabolica ainda ¢ desconhecida, mas a hipotese mais aceita ¢ que esse 6rgdo armazena energia que sera
disponibilizada ao feto em situacdes adversas para garantir seu desenvolvimento normal (Coan et al. 2010). No
decorrer da gestacdo, a reserva placentaria de glicogénio aumenta, atingindo seu apice no DG 16 e a partir desse
dia, as reservas sdo exponencialmente degradadas (Akison et al. 2017). Concomitantemente a degradacdo do
glicogénio placentario, ocorre o periodo de maior crescimento fetal (Tunster et al. 2020). Waldron Lechner, Abdel-
Rahman e Klein (1984), num estudo com ratas Sprague Dawley adultas e exposigdo pré-concepcional por 3 meses,
demonstraram que a exposig¢do ao malation nas doses de 1 ¢ 50 mg/kg ndo alterou o peso das placentas ou fetos.
Contudo, dados mais recentes tém relacionado a exposigdo ao inseticida malation ao favorecimento de
glicogendlise tanto no figado (Rezg et al. 2007) quanto no musculo esquelético (Pournourmohammadi et al. 2005).
Assim, a degeneracgao precoce nas reservas de glicogénio, observadas em M 10, sugere também uma reprogramacgao
para o favorecimento de glicogenolise na placenta, podendo afetar diretamente o suprimento de nutrientes ao feto.
Além disso, uma das modifica¢des que ocorrem durante a reacao de decidualizacao ¢ o aumento do armazenamento
de glicogénio nestas células (Dean 2019). Desta forma, a redugdo observada pode também ser um indicativo de
falhas na decidualiza¢do do endométrio nas fémeas em M10. Modelos experimentais com roedores tém apontado
uma relagdo direta de alteragdes nas reservas de glicogénio placentarias com o desenvolvimento de diabetes
gestacional e pré-eclampsia (Tunster et al. 2020). Nesse mesmo contexto, a razdo de peso feto-placentario ¢ um
dado utilizado para avaliar a eficiéncia da placenta, permitindo um melhor entendimento do crescimento e
desenvolvimento fetal. Alteragdes nesse parametro podem ser indicativos de deficiéncias na fung@o placentaria,

acarretando insufici€ncia de nutrientes ao feto em desenvolvimento. Nos animais em M10, o aumento na razao
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feto-placentaria indica prejuizos ao desenvolvimento fetal devido a redugdo precoce da reserva placentaria de
glicogénio.

No presente estudo, o aumento da atividade da enzima CAT no utero das fémeas prenhes em M 10, ndo
acompanhado de dano oxidativo (TBARS ou PCO) e de recrutamento no sistema antioxidante de segunda linha
(sistema glutationa), nos leva a hipotetizar que houve um excesso na produgdo de espécies reativas de oxigénio.
Todavia, o aumento desta enzima antioxidante de primeira linha foi capaz de manter a homeostase oxidativa,
evitando lesdes oxidativas neste 6rgdo. Corroborando com nossos resultados, o estudo prévio publicado pelo nosso
grupo de pesquisa com o mesmo periodo ¢ doses de exposi¢do ao malation, que demonstrou, numa avaliacdo
imediata, aumento da defesa antioxidante uterina, principalmente com mobilizagdo dos antioxidantes de primeira
linha (Erthal-Michelato, Frigoli et al. 2024).

Nesse mesmo estudo prévio, contudo, obtivemos resultados conflitantes em relacdo a avaliagdo
morfométrica dos tteros de fémeas expostas. Na avaliacdo imediata, visualizamos um aumento no miométrio em
M10. No presente estudo, controversamente, verificamos um afinamento dessa camada nas ratas prenhes em
ambos os grupos experimentais expostos ao malation. Esses resultados sugerem que a adaptagdo a gestacdo ocorre
de forma diferente nos animais expostos ao malation. Devido ao mecanismo de agdo do malation, por meio da
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, ocorre superestimulo dos tecidos musculares em animais expostos (Selmi
et al. 2018), assim, supomos que houve hipertrofia desta camada muscular devido ao aumento em sua atividade.
Portanto ¢ plausivel sugerir que, uma vez findada a exposicdo ao inseticida, essa camada uterina, lesionada pela
acdo colinérgica, sofre prejuizos durante a adaptagdo a gestagao. Desta forma, a redug@o observada nesta camada
uterina pode acarretar prejuizos para a contragdo muscular, que ¢ de suma importancia para o parto (Shynlova et
al. 2009).

A instalacdo da puberdade em ratas Wistar ocorre normalmente entre os DPN 30 e 37 (Laffan et al. 2018).
Controversamente, no estudo prévio de nosso grupo, ndo verificamos alteracdo na instalacdo da puberdade nas
fémeas durante a exposi¢do ao malation (Erthal-Michelato, Frigoli et al. 2024). Contudo, neste estudo, com um
namero amostral maior por grupo experimental, verificamos um adiantamento de 1 dia na abertura vaginal em
M50, em relagdo ao grupo controle, no DPN 29. O avango na instalacdo da puberdade pode ser indicativo de
desbalangos no eixo HHG durante seu estabelecimento (Qiu et al. 2020). Nesse contexto, um estudo coorte
demonstrou a relagdo positiva entre o desenvolvimento precoce de caracteristicas sexuais secundarias em meninas
com a presen¢a de um metabdlito dos inseticidas da classe dos OFs no plasma destes individuos (Castiello et al.
2023). De acordo com Badr (2020), o malation ¢ um conhecido disruptor endécrino, incluindo distirbios no eixo
HHG Apesar disso, ndo verificamos altera¢cdes na producdo de estrégeno e progesterona pela placenta apds a
exposicao a baixas doses de malation.

No presente estudo, investigamos os efeitos da exposicdo pré-concepcional a baixas doses de malation
em ratas Wistar, demonstrando suas consequéncias no desenvolvimento fetal e na fisiologia materna. A exposic¢do
ao malation resultou em redugdo no CRL dos fetos, indicando disturbios no crescimento intrauterino,
provavelmente por danos ocorridos & placentagdo, evidenciado por alteragdes no perfil oxidativo e reserva de
glicogénio. As fémeas expostas apresentaram adaptagdes morfométricas distintas no miométrio durante a gestagao,
apesar de apresentarem um inicio de puberdade normal. Ainda, demonstramos que a exposi¢do ao malation levou

a alteragdes metabolicas nas fémeas prenhes em M50, refletido em niveis de ureia elevados e aumento na
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concentragdo de sodio no liquido amniodtico. Nossas descobertas reforgam a ideia de que a exposicdo a

organofosforados pode ter efeitos duradouros e multifacetados na saude reprodutiva e desenvolvimento fetal.

5. Conclusiao
A partir desse modelo experimental, podemos concluir que a exposi¢do a baixas doses do inseticida
malation durante os periodos juvenil e peripuberal ndo prejudica a fertilidade, apesar de adiantar a instalagdo da
puberdade em ratas Wistar. Além disso, a exposigdo pré-concepcional prejudicou a placentagdo, por meio de
estresse oxidativo ¢ degradacdo das reservas de glicogénio placentdrias, com repercussdes no crescimento
intrauterino, sugerindo uma reprogramacdo metabolica nesses animais. Esses resultados indicam que o malation
compromete a saude reprodutiva de fémeas expostas durante a janela critica do desenvolvimento pds-natal desse

sistema: a puberdade.
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Dados suplementares

Figura suplementar 1 Peso corpoéreo, consumo de agua e ra¢do das fémeas ao longo dos periodos de exposi¢cdo
ao malation e durante a gestacao
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A. Peso corporeo das fémeas durante o periodo de exposi¢cdo ao malation; B. Ganho de peso das fémeas prenhes;
C. Consumo de racdo das fémeas durante o periodo de exposi¢do ao malation; D. Consumo de racdo das fémeas
durante a gestacdo; E. Ingesta hidrica das fémeas durante o periodo de exposi¢ao ao malation; F. Ingesta hidrica
das fémeas durante a gestacdo. Dados expressos como média = E.P.M. ANOVA de duas vias.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O presente estudo abordou um delineamento experimental pouco utilizado em
avaliacdes de contaminantes ambientais que reflete a exposi¢do de adolescentes a esses
compostos, em particular o malation. A partir desse modelo experimental concluimos que a
exposi¢ao ao malation, em ambas as doses utilizadas, e durante os periodos juvenil e
peripuberal, prejudicou o sistema genital feminino, demonstrado pelas alteragdes nos

parametros avaliados.
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ANEXO A

JI' Universidade

= Estadual de Londrina

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS
OF. CIRC. CEUA N° 019/2023 Londrina, 24 de margo de 2023.
Prezado(a) professor(a),

Certificamos que o projeto intitulado: “Avaliaciio dos efeitos da exposi¢do de ratas Wistar a
baixas doses de malation sobre parimetros de comportamento sexual, fertilidade, placentacio e
teratogenicidade” protocolo CEUA n° 008.2023 sob a responsabilidade de Glaura Scantamburlo
Alves Fernandes que envolve a produgido, manutengao e/ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo
Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem) para fins de pesquisa cientifica (ou ensino), encontra-
se de acordo com os preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de
julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo
Animal (CONCEA), e foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade
Estadual de Londrina (CEUA/UEL) no dia 13/03/2023.

Este projeto tem por objetivo avaliar se a exposicdo ao malation durante os periodos
peripuberal e gestacional podera trazer prejuizos sobre a morfofisiologia de titero e placenta e sobre o
comportamento sexual de ratas Wistar. Grau de invasividade: GI2.

Finalidade () Ensino (X)) Pesquisa cientifica
Vigéncia da autorizacgio 01/05/2023 a 31/05/2026
Espécie/ linhagem/ raca Rato heterogénico/Wistar
N° de animais 468, sendo:
Machos — 180
Fémeas - 288
Peso/ Idade Machos — 80 dias
Fémeas — 21 e 70 dias
Fetos
Sexo Machos e fémeas
Origem Biotério Central da Universidade Estadual de Londrina
Amostras a serem coletadas | Sangue, ovdrios, utero, fetos, placentas

Cumpre orientar que caso pretendam-se quaisquer alteragdes no protocolo
experimental aprovado, deve-se submeter o novo protocolo a apreciagdo da CEUA/UEL anteriormente
a execucdo das modificagdes.

Em cumprimento as exigéncias do CONCEA, em até 30 dias da finalizacdo do
projeto de pesquisa ou extensido envolvendo o uso de animais (verificar periodo de vigéncia
expresso neste oficio), é necessario encaminhar relatério da descricio de uso de animais
para conforme modelo disponivel no site da CEUA:
http://www.uel.br/comites/ceua/pages/relatorio-de-projetos.ph;

Coloco-me a disposi¢do para quaisquer esclarecimentos que se fizerem necessarios. Sem
mais para o0 momento, subscrevo-me, cordialmente,

Prof* Dr* Pdtricia Chinfin Perandini
Coordenadora da CEUA/UEL

IImo.(a) Sr.(a)

Prof. (a) Dr. (a). Glaura Scantamburlo Alves Fernandes
Responsavel pelo projeto

C/C para a Chefia do Departamento de Biologia Geral/CCB
C/C para a Diregdo do Centro de Ciéncias Biologicas/CCB

C/C para o Biotério Central/CCB

Campus Universitario: Rodovia Celso Garcia Cid (PR 445), km 380 - Fone (043) 3371-4000 PABX - Fax 3328-4440 - Caixa Postal 10.011 - CEP 86057-970 — Internet http:/www.uel.br
LONDRINA - PARANA - BRASIL
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ANEXO B

Guide for authors

Environmental Science & Pollution Research:

https://link.springer.com/journal/1 1356/submission-guidelines
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