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RESUMO

FARIA, Jodo Victor Leles, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de 2026.
Efeitos da exposicao gestacional ao herbicida Calaris® no desenvolvimento
pos-natal da prostata ventral de ratos Wistar. Orientadora: Mariana Machado
Neves. Coorientador: Luiz Otavio Guimaraes Ervilha.

O uso crescente de herbicidas na agricultura tem ampliado a exposi¢cao ambiental a
compostos potencialmente toxicos, incluindo formulagdes comerciais cuja toxicidade
combinada ainda € pouco compreendida. O Calaris®, composto por atrazina e
mesotriona, € amplamente utilizado no controle de plantas daninhas no Brasil.
Porém, seus efeitos sobre o sistema reprodutor masculino, especialmente apds
exposicdo gestacional, permanecem sem investigacdo. Considerando a
sensibilidade do periodo intrauterino a programacao do desenvolvimento prostatico,
este estudo teve como objetivo avaliar os efeitos da exposi¢cdo gestacional ao
Calaris® sobre a prostata ventral de filhotes aos 28, 44 e 70 dias de idade. Ratas
Wistar prenhes foram expostas a doses baixas (2 mg Kg') e altas (20 mg Kg') da
mistura de herbicidas durante a gestacdo. Apds o desmame, os filhotes machos
foram eutanasiados nas diferentes idades para coleta da préstata ventral (CEUA
32/2023). Fragmentos do o6rgdao foram avaliados quanto a parametros
histopatolégicos, histomorfométricos e oxidativos. Os dados foram submetidos aos
testes ANOVA unidirecional e Tukey ao nivel de significancia p = 0,05. Animais de
28 dias de idade expostos a maior dose apresentaram maior concentracdo de
proteinas carboniladas e malondialdeido, menor percentual de Iimen e maior
percentual de epitélio, com presenca de células apoptoéticas. Ja ratos com 44 dias de
idade expostos a maior dose de Calaris® apresentaram maior concentracdo de
malondialdeido e alteragcbes morfolégicas, como maior proporcdo epitelial e do
limen, descamacao epitelial, marginacdo leucocitaria e atrofia glandular. Animais
adultos (70 dias de idade), na maior dose, apresentaram alteracdes histolégicas
como atrofia glandular, pregueamento epitelial, marginagédo leucocitaria, infiltrado
inflamatério, descamacao e apoptose, seguidas por menor proporcao luminal, menor
atividade de superéxido dismutase e maior quantidade de mastécitos. Podemos
concluir que Calaris®, especialmente quando administrada na maior dose, foi capaz
de rebalancear precocemente o equilibrio redox e desencadear modificacoes
estruturais progressivas na prostata ventral ao longo do desenvolvimento pds-natal.
Esses achados reforcam a importancia de investigar os efeitos de formulagdes
comerciais completas, além de evidenciar a vulnerabilidade do periodo gestacional
na programacao de alteragdes tardias no sistema reprodutor masculino.



Palavras-chave: mistura de pesticidas; disruptores enddécrinos; morfogénese
prostatica; estresse oxidativo



ABSTRACT

FARIA, Joao Victor Leles, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February, 2026.
Effects of gestational exposure to the herbicide Calaris® on the postnatal
development of the ventral prostate in Wistar rats. Adviser: Mariana Machado
Neves. Co-adviser: Luiz Otavio Guimaraes Ervilha.

The increasing use of herbicides in agriculture has increased environmental
exposure to potentially toxic compounds, including commercial formulations whose
combined toxicity is still poorly understood. Calaris®, composed of atrazine and
mesotrione, is widely used for weed control in Brazil. However, its effects on the male
reproductive system, especially after gestational exposure, remain uninvestigated.
Considering the sensitivity of the intrauterine period to prostate development
programming, this study aimed to evaluate the effects of gestational exposure to
Calaris® on the ventral prostate of pups at 28, 44, and 70 days of age. Pregnant
Wistar rats were exposed to low (2 mg Kg') and high doses of the herbicide mixture
(20 mg Kg") during gestation. After weaning, male pups were euthanized at different
ages for collection of the ventral prostate (CEUA 32/2023). Fragments of the organ
were evaluated for histopathological, histomorphometric, and oxidative parameters.
The data were submitted to one-way ANOVA and Tukey tests at a significance level
of p = 0.05. Animals aged 28 days exposed to the highest dose showed higher
concentrations of carbonyl proteins and malondialdehyde, a lower percentage of
lumen, and a higher percentage of epithelium, with the presence of apoptotic cells.
Rats aged 44 days exposed to the highest dose of Calaris® showed higher
concentrations of malondialdehyde and morphological changes, such as a higher
proportion of epithelium and lumen, epithelial desquamation, leukocyte margination,
and glandular atrophy. Adult animals (70 days old) exposed to the highest dose
showed histological changes such as glandular atrophy, epithelial folding, leukocyte
margination, inflammatory infiltrate, desquamation, and apoptosis, followed by a
lower luminal proportion, lower superoxide dismutase activity, and a higher number of
mast cells. We can conclude that Calaris®, especially when administered at the
highest dose, was able to rebalance the redox balance early and trigger progressive
structural changes in the ventral prostate throughout postnatal development. These
findings reinforce the importance of investigating the effects of complete commercial
formulations, in addition to highlighting the vulnerability of the gestational period in
programming late changes in the male reproductive system.



Keywords: pesticide mixture; endocrine disruptors; prostate morphogenesis;
oxidative stress
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1. Introducio geral

O uso de herbicidas consolidou-se como um dos pilares da agricultura moderna,
contribuindo para o aumento da produtividade e a viabilizagdo de cultivos em larga escala em
regides com condigdes climaticas desfavoraveis ou solos de menor qualidade (Gianessi, 2013).
Esses compostos tém papel inegavel na seguranga alimentar global, ao permitir colheitas mais
eficientes e economicamente viaveis. Contudo, o beneficio agrondomico vem acompanhado de
impactos crescentes na satide humana e de outros animais, uma vez que o uso intensivo de
herbicidas favorece sua dispersdo no solo, na dgua e na cadeia alimentar. Em consequéncia,
além das gramineas e ervas daninhas, organismos ndo-alvo, tais como animais silvestres e seres
humanos, sdo expostos a esses agentes quimicos. A estabilidade de muitos herbicidas no
ambiente e sua capacidade de bioacumulagdo suscitam preocupagdes substanciais quanto aos
efeitos deletérios sobre a saude humana e de outros animais (Gore et al., 2015).

Nesse contexto, destaca-se o herbicida comercial Calaris®, uma mistura contendo
atrazina, mesotriona e adjuvantes, desenvolvida pela Syngenta com o intuito de ampliar a
eficacia no controle de gramineas e plantas daninhas de folhas largas, especialmente em culturas
como milho e sorgo (Qu et al., 2021). Estudos tém documentado efeitos deletérios da atrazina
em zooplanctons, peixes, anfibios e répteis, com poucas informagdes quanto a danos em
mamiferos (Hanson et al., 2019; Shim et al., 2022; Aragjo et al., 2023). A maioria dos trabalhos
disponiveis avalia atrazina e mesotriona de forma isolada, e hd uma lacuna critica no
conhecimento sobre os possiveis efeitos sinérgicos ou aditivos dessa mistura em organismos
nao-alvo, particularmente durante fases sensiveis do desenvolvimento.

Sabe-se que a atrazina pode induzir estresse oxidativo, alterar a expressdo génica e
provocar disfungdes em multiplos orgaos, incluindo musculo esquelético, figado e sistema
nervoso central (Lim et al., 2009; Li et al., 2018; Das et al., 2023). No sistema reprodutor
masculino, a atrazina tem sido associada a efeitos antiandrogénicos e pro-estrogénicos, reducao
da espermatogénese, atrofia de tibulos seminiferos, alteragdes hormonais e até proliferacdo de
c¢lulas tumorais na prostata (Hu et al., 2016; Abarikwu et al., 2015; Durand et al., 2020; Pandey
et al., 2021). Ja a mesotriona, embora menos investigada, tem mostrado potencial para induzir
estresse oxidativo e danos ao DNA em organismos aquaticos (Piancini et al., 2015). Ha
pouquissimos estudos abordando seus efeitos em mamiferos, o que reforga a necessidade de
investigacdes mais abrangentes.

Determinados grupos populacionais sdo particularmente vulneraveis a exposi¢dao a

pesticidas, incluindo criancas, idosos e gestantes, devido a diferencas metabolicas, capacidade
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reduzida de detoxificagdo e maior sensibilidade a agentes disruptores endocrinos (Street et al.,
2021). Durante a gestagdo, o organismo materno ¢ o feto formam um sistema interdependente
altamente sensivel. No geral, os contaminantes podem ser encontrados no liquido amnidtico,
na placenta, no plasma fetal, no leite e no sangue do corddo umbilical. Dessa forma, os
herbicidas podem ser transferidos da mae para o feto, afetando o desenvolvimento intrauterino
(Ikezuki et al., 2002; Wigle et al., 2008). A exposicao a estes compostos nesse periodo pode
comprometer processos fundamentais de desenvolvimento, como proliferagdo celular,
diferenciagao tecidual e estabelecimento de eixos hormonais, aumentando o risco de alteracdes
funcionais e estruturais que podem se manifestar ao longo da vida pds-natal (Griffiths et al.,
2022). Nesse cendrio, torna-se essencial compreender ndo apenas os efeitos diretos desses
herbicidas em individuos adultos, mas também suas consequéncias quando a exposi¢ao ocorre

em janelas criticas do desenvolvimento.

2. Revisao de literatura

2.1. Pesticidas e herbicidas

Pesticidas sdo substancias ou misturas de substancias, quimicas ou biologicas,
destinadas a prevenir, destruir, repelir ou mitigar organismos considerados pragas, incluindo
insetos, plantas daninhas, fungos e outros agentes que interferem na produgdo ou qualidade de
produtos agricolas e na saude publica (FAO, 2025; US EPA, 2025). Os pesticidas sdo usados
desde 0 ano 2500 a.C. pelos sumérios para o controle de insetos, e, até o fim de 1870, o controle
de pragas era feito por compostos de origem animal, vegetal ou mineral (Tudi et al., 2021).
Com a ascensao da agricultura, a qual demandava milhares de hectares para ser praticada, foram
desenvolvidos compostos sintéticos com agdo pesticida mais eficiente (Bernardes et al., 2015).
Em 2022, o uso de pesticidas na agricultura extrapolou a marca de 3,70 milhdes de toneladas,
sendo 42,48% deles herbicidas e o restante inseticidas, fungicidas, nematicidas, moluscicidas,
rodenticidas e avicidas (Bernardes et al., 2015; FAO, 2022). Os defensivos agricolas sao
compostos cruciais para as praticas de agricultura, otimizando colheitas em larga escala e
tornando os alimentos acessiveis e baratos. Além disso, os defensivos agricolas s@o essenciais
em areas com condi¢des climéaticas adversas e ajudam a reduzir a fome em regides com escassez
de alimentos (Gianessi, 2013). Entretanto, o uso descontrolado desses compostos pode causar
riscos significativos aos organismos que vivem proximos a areas em que os defensivos agricolas

estdo atuando (Saha & Dutta, 2024). Em contexto global, o uso excessivo de herbicidas torna-
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se um problema de saude publica, agravado por sua estabilidade quimica, facilidade de
incorporagdo no ambiente celular e capacidade de perturbagao endocrina (Gore et al., 2015).

Dentre os grupos de herbicidas mais usados mundialmente destacam-se os herbicidas
fenoxiacéticos, triazinas, glicinas, tricetonas e sulfonilureias. Os herbicidas fenoxiacéticos
como o 2,4-diclorofenoxiacético ¢ o acido 2-metil-4-clorofenoxiacético, atuam como auxinas
sintéticas e reguladores de crescimento que combatem ervas daninhas de folhas largas em
lavouras, pastagens e gramados (Islam et al., 2018; Blachnio et al., 2023). Os herbicidas
triazinas, como a atrazina e a simazina, sao utilizados desde 1950 e também atuam no controle
de gramineas e ervas daninhas de folha larga na agricultura (Ahmad et al., 2023; Manousi et
al., 2022). A atrazina (2-cloro-4-ctilamino-6-isopropilamino-s-triazina) ¢ um p6 inodoro,
levemente alcalino e soluvel em dgua amplamente utilizado no controle de gramineas e ervas
daninhas, atuando através da inibicdo do fotossistema II. Este herbicida estd presente em mais
de 70 paises e ¢ o segundo mais utilizado no mundo, com um consumo anual estimado em 80
mil toneladas (Deng et al., 2024). Embora seja removido do ambiente por meio da absor¢do por
plantas e solo, degradacdo microbiana e hidrélise quimica, sua estrutura quimica, rica em
atomos de nitrogénio no anel aromatico, contribui para sua persisténcia e toxicidade (Boopathy,
2017).

O glifosato ¢ a base do herbicida RoundUp® e é o principal herbicida do grupo das
glicinas (Peillex & Pelletier, 2020). Juntamente com adjuvantes, o glifosato penetra nas folhas
das plantas e as leva a morte, por esse motivo, ele ¢ geralmente usado antes de ocorrer a
plantacdo de interesse (Van Bruggen et al., 2018). No grupo das tricetonas destaca-se o
herbicida desenvolvido pela Syngenta®, a mesotriona [2-(4-metoxi-6-metil-1,3,5-triazin-2-il)-
5-[[(metilsulfinil)carbamoil]amino]benzoico]. Este composto € usado para o controle de plantas
daninhas de folhas largas por meio da inibicao da enzima 4-hidroxifenilpiruvato dioxigenase,
responsavel pela producao de pigmentos fotossintéticos (Mitchell et al., 2001). Aplicada em
culturas agricolas como milho, sorgo, algodao e batata, a mesotriona ¢ altamente soluvel em
agua, o que eleva seu potencial de contaminacdo de 4guas superficiais e subterraneas (Ni et al.,
2014). Por fim, o grupo das sulfonilureias ¢ composto por herbicidas como o tribenuron-metil,
o qual possui capacidade de inibir enzimas que produzem proteinas em plantas, prejudicando o

crescimento celular (Palma-Bautista et al., 2022).

2.2. Disruptores endocrinos e placentarios
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De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US EPA), os
disruptores endocrinos compreendem um grupo amplo e heterogéneo de substancias exdgenas
capazes de interferir na sintese, secrecao, transporte, metabolismo, ligagdo ou eliminacao de
hormonios enddgenos, alterando a homeostase endocrina materna e fetal (Kavlock et al., 1996).
Durante a gestagdo, a exposicao a esses compostos pode se dar por meio da cadeia alimentar,
da pele ou do trato respiratorio. Posteriormente, esses compostos podem atingir o sangue,
liquido amnidtico, leite materno, urina e placenta (Shekhar et al., 2017; Maitre et al., 2018). A
exposicao a disruptores enddcrinos na gestacao ¢ particularmente preocupante, pois ocorre em
um periodo critico de programagdo do desenvolvimento fetal, no qual pequenas perturbagdes
hormonais podem resultar em efeitos persistentes como aumento do risco de doengas
metabolicas, cardiovasculares, reprodutivas e neurocomportamentais na vida adulta (Plante et
al., 2022). Estudos indicam que, além de atuarem diretamente sobre o feto, muitos disruptores
endocrinos exercem seus efeitos iniciais e determinantes por meio da placenta, caracterizando
também seu papel como disruptores placentarios (Tang et al., 2020; Gingrich et al., 2020).

A placenta apresenta elevada sensibilidade a agdo de disruptores endécrinos devido a
abundante expressdo de receptores hormonais, enzimas esteroidogénicas e sistemas de
transporte, tornando-se um alvo central da toxicidade enddcrina ambiental (Gingrich et al.,
2020). Alteracdes placentarias induzidas por esses compostos incluem disfun¢des na
esteroidogénese, estresse oxidativo, alteracdes epigenéticas, prejuizos na diferenciagdo e
invasao trofoblastica, além de comprometimento do remodelamento vascular uterino, processos
essenciais para a manutencao da gestacao e o adequado suprimento fetal (Martinez-Razo et al.,
2020; Gongalves et al., 2022; Yan et al., 2023).

Entre as classes de disruptores endocrinos mais amplamente estudadas, destacam-se os
bisfenois, produtos quimicos sintéticos amplamente utilizados na produgdo de plasticos de
policarbonato, papel térmico e resinas epoxi (Eckardt & Simat, 2017). O bisfenol mais estudado
¢ o bisfenol A, um solido incolor capaz de contaminar o ser humano por ser encontrado em
embalagens de muitos produtos alimenticios do cotidiano (Hartle et al., 2016). Dados
experimentais in vivo e epidemioldgicos mostram que a exposi¢do gestacional ao bisfenol A
esta associada a alteragdes na metilacao global do DNA placentéario, modulacdo da expressao
de receptores hormonais nucleares e aumento de apoptose em células trofoblésticas (Nahar et
al., 2014; Strakovsky & Schantz, 2018). Essas alteracdes estdo correlacionadas a fendtipos
gestacionais adversos, como restricdo de crescimento intrauterino e caracteristicas semelhantes
a pré-eclampsia, frequentemente atribuidas a falhas no remodelamento das artérias

endometriais (Ye et al., 2018; Miiller et al., 2018). No recém-nascido, o bisfenol A atua como
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um antagonista do receptor de andrégeno e inibe a atividade transcricional induzida por Sa-
dihidrotestosterona (DHT), afetando o desenvolvimento e a fung¢do do sistema reprodutivo
masculino (Tang et al., 2020). O estudo de Timms et al. (2005) mostrou que camundongas
prenhes, expostas a 10 ng Kg™!' de bisfenol A por dia, tiveram filhotes com desenvolvimento
anormal da proéstata, apresentando disrup¢ao no controle celular permanente e aumento do risco
de cancer de prostata quando adultos.

Os ftalatos sdo disruptores endocrinos e placentarios plastificantes amplamente
utilizados para aumentar a flexibilidade e maleabilidade de plasticos de produtos de higiene
pessoal, pecas automotivas, brinquedos infantis, embalagens de alimentos e materiais de
construgdo (Mikula et al., 2005). A exposi¢do materna a ftalatos tem sido associada a
modificacdes no metiloma e no transcriptoma placentario humano, com metilacdo de genes
como o fator de crescimento de insulina 2 (IGF2), sugerindo um papel importante desses
compostos na reprogramacao epigenética intrauterina (Grindler et al., 2018). Essas alteracdes
podem impactar a expressdo de genes envolvidos no transporte placentario, na resposta
inflamatoria e na sinalizacdo hormonal, contribuindo para desfechos gestacionais adversos e
possiveis efeitos de longo prazo na prole como doengas cardiovasculares, criptorquidismo e
cancer (Tang et al., 2020). De fato, Grindler et al. (2018) identificaram 39 genes diferentes com
metilagdo alterada na placenta de mulheres do estado do Colorado (EUA) ap6s exposicao a
ftalatos. Além disso, os ftalatos aumentam a produgdo de espécies reativas de oxigénio (EROs),
causando estresse oxidativo pela ativacdo do receptor ativado pelo proliferador de
peroxissomos com posterior combinag¢dao com o receptor X retinoide (RXR; Zhao et al., 2012;
Shoaito et al., 2019)

Os pesticidas organoclorados, como o diclorodifeniltricloroetano, representam
exemplos cléassicos de disruptores endocrinos persistentes, bioacumulativos e capazes de
atravessar a barreira placentaria (Grindler et al., 2018; Tang et al., 2020). Chen et al. (2024)
demonstraram que a exposi¢do de machos ao diclorodifeniltricloroetano levou a disfuncdo da
invasdo trofoblastica na placenta de camundongos fémeas ndo expostas. Além disso, os autores
observaram comprometimento do remodelamento das artérias espiraladas, estresse oxidativo,
alteracdo na esteroidogénese placentaria e alteracdes na expressao de genes relacionados com
a invasdo trofobldstica e remodelamento vascular, esteroidogénese e sinalizagdo hormonal.
Adicionalmente a exposi¢do aos pesticidas organoclorados gestacionalmente mostrou-se
associada as disrupgdes nos hormonios tireoidianos, infertilidade masculina, baixo peso ao
nascer, disturbios hipertensivos da gestagdo e maior susceptibilidade a doengas metabolicas na

vida pés-natal (Freire et al., 2011; Bonde et al., 2016; Tang et al., 2020).
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Ainda no contexto de disruptores placentarios, os compostos perfluorados utilizados
como matéria-prima de panelas antiaderentes e roupas impermedveis também vém sendo
implicados em alteragdes placentarias relevantes (Gingrich et al., 2020). Estudos apontam para
a associacao dos compostos perfluorados a pré-eclampsia, redugdo do peso fetal e placentario,
aumento da corticosterona sérica fetal e inibicdo da atividade da 11-B-hidroxiesteroide

desidrogenase (Li et al., 2016; Gingrich et al., 2020).

2.3. Interface materno-fetal: papel da placenta durante o desenvolvimento fetal

A interface materno-fetal se forma durante a gestacdo com o objetivo de permitir a troca
eficiente de nutrientes, gases, metabolitos e sinais hormonais entre a mae e o embrido/feto, ao
mesmo tempo em que preserva a integridade imunolédgica de ambos (Bauer et al., 1998). Essa
interface ¢ formada principalmente pela placenta, 6rgdo transitorio, porém fundamental, que
exerce fungdes metabolicas, enddcrinas, imunoldgicas e vasculares essenciais para o
desenvolvimento fetal adequado (Soares et al., 2012). As placentas de mamiferos podem ser
classificadas como epiteliocorial, endoteliocorial ou hemocorial, de acordo com a relagdo entre
o corion e a parede uterina (Furukawa et al., 2014). Humanos e roedores apresentam
placentacdo do tipo hemocorial, em que o sangue materno entra em contato direto com o
trofoblasto fetal, o que maximiza a eficiéncia das trocas materno-fetais, mas também aumenta
a vulnerabilidade do feto a exposicdo a fatores ambientais adversos, incluindo contaminantes
quimicos e disruptores endocrinos (Furukawa et al., 2011). Dessa forma, a placenta deixa de
ser apenas uma barreira passiva e passa a ser reconhecida como um alvo primario de toxicidade
gestacional, além de um mediador critico dos efeitos sistémicos da exposicdo intrauterina

(Furukawa et al, 2011).
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A parte fetal da placenta de ratos ¢ organizada em duas zonas: a zona labirintica e a zona
juncional. A zona labirintica ¢ o principal local de trocas materno-fetais, onde sinusoides cheios
de sangue materno passam diretamente pelo septo do trofoblasto sem passar por endotélio
(Furukawa et al, 2011). O sangue fetal e 0 materno encontram-se em estreita proximidade, em
funcdo da extensa superficie de contato formada pelos numerosos microvilos do citotrofoblasto
e da presenca de capilares fetais fenestrados, facilitando a troca de substancias entre mae e feto
(Fig.1; Metz et al., 1976). Ao mesmo tempo, forma-se uma barreira placentdria composta por
duas camadas de sinciciotrofoblasto do lado sinusoide materno unidas por jungdes gaps
(Wooding & Burton, 2008). J4 a zona juncional ou basal, abriga diferentes linhagens de células
trofoblasticas especializadas, como os espongiotrofoblastos, células ricas em glicogénio,
células trofoblasticas invasivas e principalmente as células trofoblésticas gigantes que
desempenham fun¢do estrutural, sintetizam e secretam hormonios e citocinas da familia da
prolactina (Soares et al., 2012). Essas populagdes celulares desempenham fungdes endocrinas
e estruturais cruciais para a manuten¢do da gestagdo e para a adaptagdo do Utero materno as

demandas fetais (Wooding & Burton, 2008).

Placenta
Umbilical cord
Placental membrane
Villi
Umbilical cord
s .
Intervillous space )

. ®

Fetal blood vessels Maternal blood vessels

Figura 1. Desenho esquematico da estrutura da interface materno-fetal. Fonte: adaptado de

Megli & Coyne, 2021.

Um dos eventos centrais da interface materno-fetal em placentas hemocoriais € o
remodelamento das artérias espiraladas uterinas, processo pelo qual vasos de alta resisténcia
sdo transformados em condutos de grande calibre e baixa resisténcia, garantindo fluxo
sanguineo adequado para o crescimento fetal, entrega adequada de nutrientes e protecdo contra

exposicdo inadequada a espécies reativas de oxigénio (Burton, 2009). A remodelacdo das
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artérias espiraladas uterinas envolve a reestrutura¢do de todos os componentes arteriais,
incluindo endotélio, membrana basal e musculo liso. Falhas nessa remodelacao estdo associadas
com doengas na gravidez que causam seu término prematuro (Soares et al., 2012). No rato, esse
remodelamento ocorre em duas ondas coordenadas. A primeira onda ocorre na metade da
gestacdo, quando células natural killer maternas estabelecem forte relacdo com as artérias
espiraladas uterinas formando a glandula metrial que promove a produgao de interferon vy, 6xido
nitrico e fatores de crescimento angiogénicos (Wang et al., 2001; Ashkar & Croy, 2001; Burnett
etal., 2002). A segunda onda ¢ dependente da invasdo de cé¢lulas trofoblasticas endovasculares
no interior das artérias espiraladas mediada principalmente pela proteina TAFP2C (Dominguez
et al., 2024). Uma vez dentro dos vasos, essas células facilitam a erosao das artérias, permitindo
que o sangue materno flua diretamente para os trofoblastos, otimizando a troca de nutrientes
(Red-Horse et al., 2004).

Embora tradicionalmente considerada uma barreira protetora, a placenta ¢ hoje
reconhecida como um O6rgdo metabolicamente ativo, capaz de expressar enzimas de
biotransformacao, transportadores de efluxo e influxo, além de receptores hormonais e
nucleares (Covarrubias et al., 2023). Essas caracteristicas conferem a placenta a capacidade
tanto de modular quanto de amplificar os efeitos de substincias quimicas ambientais sobre o
feto (Bloom et al., 2022). Estudos experimentais em ratos demonstram que alteracdes no
ambiente materno como desnutri¢do, hipoxia, inflamacao, estresse hormonal ou exposi¢do a
agentes disruptores enddcrinos, resultam em mudangas significativas na organizagdo da zona
juncional, na profundidade da invasao trofobléstica e na eficiéncia do remodelamento vascular
(Rosério et al., 2008; Hayes et al., 2014; Zhang et al., 2015; Ye et al., 2018; Roberts et al.,
2021). Essas alteracdes, por sua vez, impactam a disponibilidade de oxigénio, nutrientes e
hormonios para o feto em fases criticas do desenvolvimento, incluindo a formacao da prostata

(Covarrubias et al., 2023).

2.4. Morfologia e histologia da prostata

A prostata de ratos € uma glandula acessoria do sistema reprodutor masculino, cuja
principal func¢do € a produgdo e secre¢do de componentes do fluido seminal que contribuem
para a liquefacdo do sémen, ciclo de coagulacdo e motilidade espermatica (Verze et al., 2016).
Essas funcdes especificas estdo associadas a trés fatores presentes no fluido prostatico, como
calicreinas, citrato e zinco (Zn*'). O Zn*' torna-se o mediador principal para funcdes

prostaticas, uma vez que ele inibe a oxidagdo do citrato em isocitrato no ciclo de Krebs. O
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acumulo de citrato nas células epiteliais, por sua vez, ¢ secretado no fluido prostatico e serve
como substrato energético critico para os espermatozoides, aumentando sua produgdo de ATP
(Medrano et al., 2006). Além disso, o Zn>" inibe a acfio das calicreinas por liga¢do alostérica
reversivel (Verze et al., 2016). Ao ocorrer a ejaculagdo, o fluido prostitico se mistura as
secrecdes das vesiculas seminais, ricas em semenogelinas, uma proteina com alta afinidade por
Zn*". Dessa forma, o Zn*" deixa de se ligar as calicreinas e inicia-se o processo de liquefacio
do sémen (Kalinska et al., 2016).

A regulacdo enddcrina da prostata ¢ feita pelos hormonios esteroides sexuais
masculinos, através do receptor de androgeno, que atua como um fator de transcri¢do ativado
por ligantes (Verze et al., 2016). Na prostata, a testosterona ¢ convertida pela enzima Sa-
redutase em DHT, que possui uma afinidade de ligacdo com o receptor de androgeno. A DHT
regula centenas de genes associados a homeostase prostatica, incluindo o proprio gene do
receptor de andrégeno (Verze et al., 2016). Os androgenos controlam transportadores de zinco,
como ZIP1-4 e ZnT1-10, que regulam o acumulo e liberagdo intraprostatica de Zn*".
Adicionalmente, os androgenos controlam o acimulo de citrato, bem como a inibi¢do do ciclo
de Krebs, a expressdo das calicreinas, especialmente o PSA e a calicreina 2 (Verze et al., 2016).

Em roedores, a préstata ¢ organizada em quatro lobos distintos e, de acordo com suas
posi¢des em relacdo a uretra, sio denominados como lobos ventral, dorsal, lateral e anterior
(Oliveira et al., 2016). A prostata lateral € formada por dois lobos situados bilateralmente a
uretra. A prostata dorsal localiza-se na base das vesiculas seminais. Os lobos anteriores da
prostata, ou glandulas coagulantes, sdo translicidos e posicionam-se bilateralmente na
curvatura concava das vesiculas seminais (Oliveira et al., 2016). O lobo ventral ¢ o mais
proeminente da prostata de roedores e localiza-se ventralmente a uretra e caudal a bexiga,
envolvendo parcialmente a por¢do ventral da uretra, onde desembocam seus ductos (Oliveira et
al., 2016). Adicionalmente, a prostata ventral € o lobo mais sensivel a alteragdes relacionadas
a androgenos e tem a capacidade de se regenerar completamente apds reversao de privagao
androgénica (Colombel & Buttyan, 1995). Em razao dessas caracteristicas, a prostata ventral ¢
o lobo mais utilizado em estudos relacionados a disrup¢ao endodcrina.

Histologicamente, os lobos da prostata de roedores contém glandulas exdcrinas
tubuloalveolares compostas por c€lulas epiteliais prismaticas secretoras voltadas para o limen,
células basais e células neuroendodcrinas, sendo as duas ultimas, menos frequentes (Ginja et al.,
2019). Cada lobo ¢ envolvido por uma fina capsula de mesotélio e cada acino ¢ separado por
uma fina camada de tecido conjuntivo composto de células do estroma, fibras de colageno,

células musculares lisas, vasos sanguineos, nervos, ganglios, macrofagos e mastécitos (Ginja
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et al., 2019). Os lobos prostaticos possuem caracteristicas histologicas distintas entre si. A
prostata ventral apresenta dcinos moderados a grandes, revestidos por epitélio cubico a colunar
simples, com nucleos basais € pequenos nucléolos, pregueamento epitelial brando e uma fina
camada fibromuscular ao redor dos acinos. O limen contém secre¢do serosa homogénea palida.
A proéstata dorsal possui acinos menores, revestidos por epitélio ciibico a colunar, com
pregueamento moderado e estroma relativamente denso. As células epiteliais secretoras contém
nucleos centrais e citoplasma levemente eosinofilico e granular, com secrecdo luminal
homogénea e eosinofilica. A prostata lateral € revestida por epitélio cubico a colunar baixo com
pouco pregueamento, limen de tamanho varidvel contendo secrecdo eosinofilica e células
secretoras com nucleos basais em citoplasma eosinofilico menos granular que o da préstata
dorsal. Por fim, a prostata anterior apresenta acinos complexos com estruturas papilares ou
cribriformes, epitélio cubico, secre¢do luminal abundante e eosinofilica homogénea, nucleos
centrais com nucléolos pouco evidentes e uma camada fibromuscular mais espessa ao redor dos

acinos (Oliveira et al., 2016; Ginja et al., 2019).

2.5. Desenvolvimento embrionario da prostata

O desenvolvimento embrionario da prostata em mamiferos se inicia no periodo fetal e
se estende até a maturidade sexual. Em ratos, a prostata se origina no 13° dia ap6s a concepcao
a partir do seio urogenital, uma estrutura derivada do endoderma da cloaca, circundada por um
mesénquima de origem mesodérmica (Seifert et al., 2008). Essa mesma organizagdo
embrionaria inicial ¢ observada em humanos, evidenciando uma conservacao da organogénese
prostatica entre espécies, apesar de diferencas temporais e morfoldgicas (Hamilton et al., 1959).

Durante o desenvolvimento embrionario de ratos, o seio urogenital € indistinguivel entre
machos e fémeas até os dias embriondrios 17 e 18. A diferenciacdo sexual do seio urogenital
ocorre tardiamente na gesta¢do, quando ha um aumento da producdo de andrégenos pelos
testiculos fetais (Marker et al., 2003). A presenca de andrégenos circulantes ¢ indispenséavel
para o desenvolvimento prostatico, uma vez que, na auséncia de sinalizacdo androgénica
funcional, o seio urogenital ndo forma préstata, mesmo em individuos geneticamente
masculinos (Meeks & Schaeffer, 2011).

O evento morfologico caracteristico da organogénese prostatica ¢ mediado por
sinalizagdo pardcrina para o epitélio do seio urogenital a partir do mesénquima do seio
urogenital (Timms et al., 1994). Esse processo envolve a formacao de brotos epiteliais sélidos

do epitélio do seio urogenital para dentro do mesénquima do seio urogenital circundante,
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iniciando o crescimento do tecido e a formacdo de um sistema de ductos por mediagdo de
receptores de androgeno (Toivanen & Shen, 2017). Nesse processo, androgenos derivados da
testosterona fetal sdo convertidos em DHT pela enzima Sa-redutase (Prins & Putz, 2008). Esse
intervalo da formacao de ductos ¢ considerado uma janela critica de vulnerabilidade, pois o
epigenoma das células germinativas e somaticas passa por um processo de reprogramagao, de
modo que variagdes sutis no ambiente hormonal podem desencadear alteragdes permanentes na

organizacao estrutural da prostata e nos perfis de expressao génica (Prins, 2008).

2.6. Desenvolvimento pos-natal da prostata ventral

Os brotos epiteliais do epitélio do seio urogenital, ao longo do periodo pds-natal inicial,
irdo crescer e se ramificar, dando origem aos diferentes lobos prostaticos tipicos dos roedores:
anterior, ventral, dorsal e lateral (Marker et al., 2003). Cada lobo possui padrdes especificos de
ramificagdo, histologia e expressao de proteinas secretoras (Sugimura et al., 1986). Dentre esses
lobos, o presente trabalho tem como foco o lobo ventral da prostata, amplamente utilizado como
modelo experimental por apresentar elevada sensibilidade a sinalizagdo androgénica e por
exibir caracteristicas morfofuncionais bem definidas (Zhang et al., 2024).

Nas primeiras duas a trés semanas apds o nascimento em ratos, concomitantemente ao
crescimento dos brotos epiteliais, ocorre o processo de citodiferenciagdo epitelial e
mesenquimal (Marker et al., 2003). As células epiteliais indiferenciadas dos brotos prostaticos
em desenvolvimento se diferenciam em corddes de células basais e luminais pela coexpressao
das citoqueratinas 5, 8, 14 e 18 ¢ do fator de transcri¢do p63 (Wang et al., 2001). A medida que
o desenvolvimento progride, esses corddes se alongam no mesénquima circundante e sofrem
canalizagdo, formando o lumen ductal (Sugimura et al., 1986). Esse alongamento ¢ mediado
pelas células mesenquimais que produzem o fator de crescimento de fibroblastos 10, que orienta
a migragao e ramificagdo dos brotos epiteliais (Sanches et al., 2021).

A formagao dos ductos inicia-se a partir da por¢ao uretral dos corddes epiteliais e avanca
distalmente até suas extremidades (Marker et al., 2003). Nesse processo, o epitélio da prostata
ventral se reorganiza em duas populacdes de células: células epiteliais basais que expressam
citoqueratinas 5 ¢ 14 e p63 formando uma camada descontinua de células ao longo da
membrana basal, e células epiteliais secretoras que expressam citoqueratinas 8 e 18 e revestem
os lumens dos &cinos prostaticos (Hayward et al., 1996a). Simultaneamente a citodiferenciacao
epitelial, o mesénquima/estroma da prostata se diferencia em camadas de musculo liso que

envolvem os ductos (Hayward et al., 1996b). Essa diferenciacdo ¢ mediada pelo fator de
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crescimento transformador beta-1 secretado pelos telocitos, um tipo celular estromal que
estabelece uma rede de prolongamentos que conecta o epitélio as células estromais e as células
estromais entre si, ajudando na organizagdo e compartimentacdo do estroma (Sanches et al.,
2021).

No desenvolvimento pos-natal, a prostata ventral apresenta mudangas morfofuncionais
marcantes que refletem diferentes estagios de maturagao (Fig. 2). Aos 28 dias pos-natal (DPN),
a prostata ja teria passado pelo primeiro pico de proliferagao celular e pela formacao inicial do
limen glandular que ocorre depois da segunda semana ap6s o nascimento. Neste periodo, as
concentragdes de testosterona séricas se encontram baixas, € o peso da prdstata aumenta a
medida que o peso do individuo aumenta (Vilamaior et al., 2006). Aos 28 DPN, o epitélio
prostatico apresenta altura moderada, o lumen ainda ¢ relativamente pequeno e a atividade
secretora € incipiente, indicando que a glandula ainda ndo atingiu plena maturidade funcional
(Vilamaior et al., 2006). Aos 44 DPN (fase puberal), a prostata ventral atravessa um estagio de
transicao entre um estado de relativa quiescéncia e o segundo pico de proliferagcdo celular. Esse
periodo ¢ caracterizado por remodelagado tecidual, refinamento da arquitetura glandular e inicio
mais evidente da atividade secretora (Vilamaior et al., 2006). O volume epitelial torna-se maior,
ha um pico de atividade mitotica, o limen comega a expandir-se progressivamente, o volume
das células musculares lisas do estroma diminui e a dependéncia da sinalizagdo androgénica
torna-se ainda mais pronunciada, uma vez que ocorre a elevacdo dos niveis circulantes de
testosterona, a qual exerce papel central na maturagao prostatica (Donjacour & Cunha, 1988;
Vilamaior et al., 2006; Verze et al., 2016). Aos 70 DPN, a prostata ventral atinge um estagio de
maior maturidade estrutural e funcional, tipico do inicio da vida adulta jovem. Nessa fase,
finaliza-se o segundo pico de proliferacdo das células epiteliais, em que € possivel observar
dobramentos no tecido epitelial. Dessa forma, observam-se epitélio secretor plenamente
diferenciado, limen amplamente expandido e acimulo significativo de secrecdo prostatica,
refletindo a consolidagdo da funcdo glandular (Fig.3). A medida que a prostata ventral chega a
fase adulta, os dobramentos epiteliais diminuem e o volume do limen aumenta para dar espago

a secrecao produzida pelas células prismaticas secretoras (Vilamaior et al., 2006).
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Figura 2. Diagrama esquematico de eventos que ocorrem durante 12 semanas do

desenvolvimento da prostata ventral de ratos. Fonte: adaptado de Vilamaior et al., 2006.
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Figura 3. Fotomicrografia de corte histoldgico corado por HE da prostata ventral de rato
Wistar. O corte apresenta um exemplo da histologia padrdo do érgao sem quaisquer patologias.

Fonte: elaboragdo propria.

3. Justificativa

Nao ha informag¢ao na literatura sobre os efeitos da mistura de atrazina e mesotriona
sobre 6rgaos reprodutivos masculinos, especialmente sobre a prostata, apesar das evidéncias de
danos causados por esses agentes quando expostos de forma isolada. Considerando que a
prostata € altamente sensivel a variagdes hormonais e a agentes toxicos, levanta-se a hipdtese
de que a exposi¢do gestacional ao Calaris® pode interferir na programacao do desenvolvimento
poOs-natal da prostata ventral. Essa interferéncia pode se manifestar de forma distinta em
momentos do desenvolvimento, tornando-se mais evidente na vida jovem-adulta, quando esta
glandula atinge maturidade estrutural e funcional. Diante disso, o presente estudo tem como
objetivo investigar os efeitos da exposicdo gestacional ao herbicida Calaris® sobre o
desenvolvimento pos-natal da prostata ventral de ratos Wistar. Para testar essa hipotese, foram
usadas analises microscopicas e de estresse oxidativo em glandulas de ratos com 28, 44 ¢ 70
dias de idade. Os resultados desse estudo podem contribuir com o conhecimento inicial sobre
potenciais mecanismos envolvidos na toxicidade transplacentaria e na programacao de

alteragdes prostaticas decorrentes dessa exposi¢ao.

4. Objetivos

4.1. Objetivo geral
Investigar os efeitos da exposicdo gestacional ao herbicida Calaris® sobre o

desenvolvimento pds-natal da prostata ventral de ratos Wistar aos 28, 44 e 70 dias de idade.

4.2 Objetivos especificos
- Avaliar a organizagdo tecidual da prostata de filhotes com 28, 44 e 70 dias de idade
expostos ao Calaris® no periodo gestacional e identificar possiveis patologias
relacionadas a esta exposi¢ao.
- Investigar alteragdes histomorfométricas no parénquima da prostata ventral de filhotes
expostos a mistura de atrazina e mesotriona, tais como: proporcao de epitélio, estroma

e lumen, quantificacdo de coldgeno e mastdcitos.
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- Quantificar marcadores de estresse oxidativo como malondialdeido (MDA), 6xido
nitrico (NO) proteinas carboniladas (PC) e a atividade de enzimas antioxidantes como
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa-S-transferase (GST) na

prostata ventral de ratos expostos ao Calaris® no periodo gestacional.

5. Materiais e métodos

5.1. Animais

Foram utilizados 30 ratos Wistar fémeas adultas em idade reprodutiva (70 dias) e 15
machos em idade reprodutiva provenientes do Biotério Central do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da Universidade Federal de Vigosa. Animais foram mantidos em gaiolas
individuais, sob temperatura (21 °C) e fotoperiodo (12h claro/escuro) controlados, sendo
ofertadas racdo comercial e 4gua ad [libitum. Este estudo foi realizado seguindo as
recomendacdes do Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal (CONCEA).
Todos os procedimentos experimentais foram revisados e aprovados pelo Comité de Etica

Animal da UFV (processo CEUA nimero 32/2023).

5.2. Design experimental

Animais foram aclimatados durante dez dias e colocados para o acasalamento natural
na propor¢ao de duas fémeas para um macho (2:1). Os animais foram mantidos juntos por 72
h, sendo realizada citologia vaginal a cada 24 h para  verificar a presencga de espermatozoides
no esfregaco. Uma vez encontrados espermatozoides na lamina, este fato ¢ considerado o dia
gestacional zero (DGO; Lima et al., 2018). Apos o periodo de acasalamento, os machos foram
separados e eutanasiados, enquanto as fémeas foram alojadas individualmente em gaiolas
durante o periodo experimental, que compreendeu as fases de gestacao, parto e lactacao.

A exposicao das fémeas prenhes ao herbicida ocorreu a partir do DG1, sendo feita
diariamente at¢ o momento do parto (DG21). Neste periodo, as fémeas foram divididas
aleatoriamente em trés grupos experimentais, com dez animais em cada grupo. Animais do
grupo controle receberam 0,5 mL de dgua destilada durante o periodo gestacional, enquanto
ratas dos grupos expostos receberam Calaris® (Syngenta) em duas concentra¢des de 2 ou 20 mg
Kg!. A administragdo das solu¢des ocorreu diariamente por gavagem. As concentragdes
testadas foram obtidas a partir da dilui¢do do produto comercial em solugdo salina (NaCl 140
mM; pH 7,4), mantendo-se o volume final de administragdo em 0,5 mL por animal. A dose de

2 mg Kg'! de Calaris® corresponde a aproximadamente 1,8 mg/kg de atrazina e 0,18 mg/kg de
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mesotriona, além dos adjuvantes da formulagdo. Essa dose (2 mg Kg'!) é proxima ao valor
aceitavel para ingestdo didria de atrazina para humanos (0,02 mg Kg''; WHO, 2011) e proxima
a faixa do NOAEL (No Observed Adverse Effect Level) em ratos (1,8 mg/kg). Ja a dose de 20
mg Kg! corresponde a 10 vezes a dose proxima aos valores de NOAEL, estabelecido em ratos.
Como o presente estudo testa 0 uso de uma mistura da atrazina com a mesotriona, aqui nao
podemos afirmar que a dose de 2 mg Kg™!' é uma dose aceitavel. Por isso, aqui, a chamaremos
de dose baixa, enquanto a dose de 20 mg Kg! sera considerada dose alta.

ApoOs o nascimento, a administragdo da mistura comercial de herbicidas foi
interrompida e a prole foi mantida com as maes até 21 dias para lactagao, quando ocorreu o
desmame. No DPN 3, foi feita a deteccdo do sexo de filhotes, visando manter mais filhotes
machos, garantindo o sucesso no desenvolvimento e alimentagdo. Quatro filhotes machos por
ninhada foram selecionados para serem analisados quanto a metodologia estabelecida. Assim,
apods o desmame, filhotes machos foram mantidos vivos recebendo dgua de beber e ra¢do ad
libitum até serem eutanasiados quando atingiram as idades de 28 dias, 44 e 70 dias (n = 6/idade).
Respectivamente, essas trés diferentes idades pos-natais correspondem aos periodos juvenil,
peripubere e jovem adulto (Parker & Picut, 2016; Picut et al., 2017). Portanto, ao final do
experimento, filhotes machos foram analisados em trés condigdes experimentais (controle, 2
mg Kg'! e 20 mg Kg'!' de Calaris®), em trés idades experimentais (DPN 28, DPN 44 ¢ DPN 70).
Essas idades permitiram realizar o acompanhamento do desenvolvimento prostatico frente a
exposicao gestacional ao herbicida. Todo o design experimental se encontra esquematizado na

Figura 4.
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Figura 4. Desenho esquematico do experimento. Criado com auxilio parcial do Biorender.com

5.3. Eutandsia e coleta de material

A eutanasia de animais, nos tempos DPN 28, DPN 44 e DPN 70, foi realizada por
meio da administragdo de doses altas de xilazina (30 mg Kg!, intraperitoneal) e cloridrato de
cetamina (300 mg Kg™!, intraperitoneal), seguida de pungdo cardiaca para a coleta de sangue e
pesagem dos animais. A prostata ventral de 18 ratos/grupo, em cada idade experimental, foi
cuidadosamente removida e dissecada. A prostata foi dividida em duas por¢des: uma porg¢ao foi
congelada em nitrogénio liquido e armazenada a -80°C para analises de estresse oxidativo e a
outra por¢do foi fixada em formalina tamponada a 10% para avaliagdes histopatologicas e

histomorfométricas.

5.4. Processamento histologico

As proéstatas ventrais destinadas as analises histomorfométricas e histopatologicas
foram fixadas por 24 horas em solucdo de formalina 10% tamponada. Fragmentos do lobo
ventral da prostata foram desidratados em séries crescentes de etanol e posteriormente imersos
em historesina (Historesin®, Leica Microsystems, Nussloch, Alemanha). Cortes de 3 pm de

espessura foram obtidos utilizando micrétomo rotativo (RM 2255, Leica Biosystems, Nussloch,
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Alemanha). Para garantir a diversidade das amostras analisadas, as se¢des foram avaliadas em
semi-série (Coimbra et al., 2024). Apos a obteng@o dos cortes, as amostras foram coradas com
hematoxilina-eosina (HE) para andlises histopatologicas, com azul de toluidina para a

quantificagdo de mastdcitos e com o corante Picrosirius para analise do conteudo de coladgeno.

5.5. Analises histomorfométricas e estereologicas

Fotomicrografias do parénquima prostatico, coradas com HE, foram adquiridas
utilizando um microscopio de luz (Olympus BX-53, Toquio, Japao) acoplado a uma camera
digital (Olympus DP73, Téquio, Japao). As imagens foram analisadas com os softwares Image-
Pro Plus® 4.5 (Media Cybernetics, Silver Spring, EUA) ou Imagel®. Para as anélises
esterecoldgicas, uma grade contendo 266 pontos foi sobreposta a dez imagens digitalizadas,
totalizando 2660 pontos por animal. Foram registrados os pontos coincidentes com os
componentes epitelial, estromal e o [imen da prostata. A proporcao de cada componente foi
calculada utilizando a férmula: Propor¢ao (%) = (nimero de pontos sobre cada componente /
2660 pontos totais) x 100 (Guimaraes-Ervilha et al., 2025b).

A contagem de mastdcitos foi realizada utilizando dez campos histologicos,
selecionados aleatoriamente para cada animal (Correia et al., 2022). Os campos foram
fotogratados usando um microscopio (Olympus BX53, Toquio, Japao) conectado a uma camera
digital (Olympus DP73, Toquio, Japao) e a quantificagdo se deu pela contagem da quantidade
de mastocitos por area total do campo com uma ampliacdo de 200%. O corante azul de toluidina
cora esse tipo celular por metacromasia de granulos citoplasmaticos, contendo heparina e
glicosaminoglicanos. Para a andlise do coldgeno, cortes corados com Picrosirius foram
observados e fotografados em microscopio optico com filtro polarizador de luz. A analise foi
realizada usando o software ImageJ (Sousa et al., 2022), sendo o sistema programado para
reconhecer os pixels de cores vermelha e verde, estimando a porcentagem de colageno total no

campo histologico obtido.

5.6. Atividade de enzimas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo

A atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa S-
transferase (GST), bem como a quantificagdo das concentragdes de 6xido nitrico (NO) e
malondialdeido (MDA), foram realizadas com o sobrenadante obtido ap6s a homogeneizagao
em tampao fosfato (pH 7.4) das amostras de ~100 mg dos fragmentos da prostata ventral

congelados a -80°C (homogeneizador Tissue Master 125, OMNI). Os homogenatos foram
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centrifugados a 10.000 xg por 20 min na temperatura de 4°C. A quantificagdo de proteinas
carboniladas (PC) foi realizada com o pellet resultante da centrifugacdo do homogenato. A
leitura das amostras foi feita em leitor de microplacas ELISA (Multiskan SkyHigh; Thermo

Scientific).

5.6.1 Superoxido dismutase

A atividade da SOD foi avaliada de acordo com a auto-oxidagdo do pirogalol, a partir
da habilidade da SOD de catalisar a reagao do superoxido (O2’) em perdxido de hidrogénio
(H207) (Dieterich et al., 2000). A mistura reacional continha 10 pL da amostra e 170 puL de
tampao fosfato de sddio (pH 7,8). Foram adicionados 20 pL de pirogalol (10 mM) durante 30
min a 37°C para iniciar a reacao e foi medida por absorbancia a 320 nm. Os resultados foram
expressos como (U)/mg de proteina, sendo U de SOD definido como a quantidade que inibiu a

taxa de auto-oxidacdo do pirogalol em 50%.

5.6.2 Catalase
A atividade de CAT foi avaliada de acordo com o método de Aebi (1984) por meio da

mensuragao da cinética da taxa de decomposi¢ao do H>O,. Em resumo, foram adicionados 100
pL de H202 (20 mM) em 5 puL da amostra. Depois de 3 min, foram adicionados 150 pL de
molibdato de amonio (32,4 mM) com o intuito de parar a reacdo. Os espagos em branco das
amostras foram feitos substituindo H2O, por tampao fosfato de soédio (50 mM, pH 7.,4). Os
valores de teste foram subtraidos dos valores em branco. Uma curva padrao foi realizada para
calcular o valor CAT com a diluicdo serial de H>O>. A leitura foi feita a 374 nm no
espectrofotometro. A atividade da enzima foi expressa em U/mg de proteina, sendo U de

atividade da CAT a quantidade de enzima que decompde 1 mmol de H>O> durante 1 min.

5.6.3 Glutationa S-transferase

A atividade de GST foi calculada de acordo com a formacao de 2.4-
dinitroclorobenzeno (CDNB) conjugado com glutationa (Habig et al., 1974). Para isso, foram
adicionados a um tampao fosfato de sodio (0,1 M; pH 7,2) 0,1 M de CDNB, 0,1 M de GSH ¢
10 puLL da amostra. Com a adigao de CDNB, a solugao foi alterada e medida com absorbancia a
340 nm por 60s nos intervalos de 30 e 90s. O coeficiente de extingdo molar utilizado para

CDNB foi €340 = 9,6 mmol/L x cm. A atividade de GST foi expressa em U/mg de proteina,
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sendo U de atividade de GST a quantidade de enzima que catalisou a formacao de um pmol de

produto/min/mL.

5.6.4 Oxido nitrico

A produgdo de NO foi quantificada indiretamente a partir dos niveis de nitrito nos
sobrenadantes do homogenato, usando a reagdo padrao de Griess (Tsikas, 2007). As amostras
(50 ml) foram incubadas com um volume igual de reagente de Griess (50 ml; 1% de
sulfanilamida, 0,1% de N-(1-naftil)etilenodiamina e 2,5% de H3PO4) a temperatura ambiente
durante 10 min. O resultado foi expresso a partir da concentracdo de NO (umol L) e foi
determinado por meio de uma curva padrao de nitrito de sddio (0—125 uM), com absorbancia

medida a 570 nm.

5.6.5 Malondialdeido

A analise de MDA foi feita pela avaliacao da peroxidag¢ao lipidica a partir da formacao
de substancias reativas ao acido tiobarbiturico (Buege & Aust, 1978). Resumidamente, 200 puL.
do sobrenadante foram adicionados em 400 plL de solugdo de TBARS (15% de acido
tricloroacético, 0,375% de acido tiobarbiturico e 0,25 M de HCI). Apos ser deixada por 40 min
em banho-maria (90°C) a reagdo foi resfriada em gelo e adicionados 600 pL de alcool butilico.
A solugdo foi agitada e centrifugada a 3500 rpm durante 5 min. Uma curva padrdo de
concentracgoes pré-estabelecidas de 1,1,3,3-tetrametoxipropano foi utilizada para determinar a
concentragdo de MDA. Foi monitorada a formacdo de substancias reativas ao acido

tiobarbittrico a 535 nm. Os resultados foram expressos em nmol/mg de proteina.

5.6.6 Proteinas carboniladas

A concentragdo de PC foi mensurada baseado na presenca de grupos carbonil
formados a partir da reacdo com 2,4-dinitrofenilhidrazina (Levine et al., 1990). As amostras
foram centrifugadas e os pellets resultantes foram retirados e adicionados a 0,5 mL de solugao
de 2,4-dinitrofenilhidrazina (10 mM) diluida em HCI 2M, agitados em vortice e mantidos em
temperatura ambiente no escuro. Durante 30 min a solugdo era agitada periodicamente. Em
seguida, foram adicionados aos tubos 0,5 mL de TCA gelado a 10%, depois os tubos foram
centrifugados (5000xg por 10 min a 4°C) e o sobrenadante foi descartado. O precipitado foi
lavado trés vezes com 1 mL de acetato de etil e etanol (1:1 v/v) e centrifugado. Apds isso, 1 mL

de dodecil sulfato de sodio a 6% foi adicionado e centrifugado. O sobrenadante resultante foi
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medido a 370 nm. Os resultados foram expressos em nmol mL™!' com base no coeficiente de

extingdo molar de €370 = 22 mmol/L x cm.

5.6.7 Proteinas totais
As concentragdes de proteinas totais nos 6rgaos foram determinadas de acordo com
Bradford, (1976) usando albumina sérica bovina como padrdo. O resultado foi utilizado na

normalizagdo da atividade das enzimas antioxidantes ¢ do MDA.

5.7. Analises estatisticas

Todos os resultados foram avaliados quanto a normalidade utilizando o teste de
Shapiro-Wilk. Os dados foram analisados por meio de ANOVA unidirecional, seguida pelo
teste post hoc de Tukey. A significancia estatistica foi considerada quando p < 0,05. As analises
estatisticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism (versdo 8.0, GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, EUA). Os resultados foram apresentados como médias + desvio

padrdo (DP).

6. Resultados

6.1 Parametros biométricos corporais e prostaticos

Ratos expostos as duas concentragcdes de Calaris® durante o desenvolvimento
intrauterino apresentaram menor peso corporal que ratos controle aos 28 dias de idade (p <
0,05; Tabela 1). J& animais de 44 dias de idade expostos a alta dose da mistura do herbicida
apresentaram menor peso corporal que ratos controle e aqueles expostos & menor concentragdo
de Calaris® (p < 0,05; Tabela 1). O peso corporal foi menor em ratos de 70 dias de idade
expostos a 20 mg Kg™! do herbicida que em ratos do grupo controle (p < 0,05; Tabela 1).

Tabela 1. ParAmetros biométricos corporais de ratos Wistar expostos ao Calaris® durante a
gestagdo em duas concentragdes (2 e 20 mg Kg™!), avaliados em diferentes idades pos-natais

(28, 44 ¢ 70 DPN)).

Peso corporal (g) Controle Calaris® (2 mg Kg™) Calaris® (20 mg Kg™)

DPN 28 82,09 + 1,27 68,44+ 121" 66,89 + 1,77



30

DPN 44 168,2 + 1,232 167,3 £ 1,617 161,9 +0,98°

DPN 70 280,3 £ 1,117 275,6 + 2,06® 270,1 £ 1,61°

Os valores sdo expressos como média = desvio padrao. Letras diferentes (a, b) indicam diferencas significativas

entre os grupos de acordo com ANOV A unidirecional e teste post hoc de Tukey (p < 0,05; n=6 animais/grupo).

6.2 Andlises histologicas, estereologicas e histoquimicas

Ao analisar qualitativamente as laminas histoldgicas coradas com HE de ratos do grupo
controle, aos 28 dias de idade, o estroma e o parénquima da préstata ventral se mostraram
integros, com a por¢do glandular formada por epitélio simples a pseudoestratificado contendo
células cubicas a prismaticas, bem como limen contendo secre¢ao de aspecto eosinofilico e
homogéneo (Fig. 5 A). Também foi possivel observar células em divisdo tipicas de um 6rgao
em desenvolvimento (Fig. 5 B, B’). Ja em ratos com 28 DPN expostos ao Calaris® nas duas
doses foram observadas células em processo de apoptose, caracterizadas por citoplasma
escasso, eosinofilico, retragdo de células vizinhas e nicleo picnético ou em cariorrexe (Fig. 5
C-F).

Em animais controle com 44 DPN, foi possivel observar arquitetura tecidual da préstata
ventral regular, com células em divisdo celular (Fig. 6 A-B’). Ratos expostos a 2 mg Kg'! da
mistura de herbicidas, com 44 dias de idade, apresentaram parénquima prostatico contendo
células epiteliais em descamacgdo (Fig. 6 C) e alteragdes vasculares, identificadas por vasos
sanguineos congestos € margina¢do de leucocitos, um indicativo de fase inicial de processo
inflamatoério (Fig. 6 D). Além disso, foram identificadas, em menor proporc¢ao, areas de atrofia,
caracterizadas por reduzida altura do epitélio glandular (Fig. 6 E). Ainda nesta idade, ratos
expostos a 20 mg Kg™!' de Calaris® também apresentaram atrofia glandular, acompanhada por
mudanga no aspecto da secregdo prostatica, que se apresentou mais rarefeita (Fig. 6 F). Neste
grupo também foi possivel observar a presenga de marginagdo leucocitaria (Fig. 6 G, G’) e
descamacdo das células epiteliais no limen do adendmero (Fig. 6 H).

Ratos controle, com 70 DPN, também apresentaram histologia normal da prostata
ventral (Fig. 7 A). J4 ratos expostos gestacionalmente a 2 mg Kg! de Calaris® apresentaram
apoptose (Fig. 7 B), atrofia glandular (Fig. 7 C), marginagao leucocitaria (Fig. 7 D), além de
infiltrado inflamatorio, caracterizado pela presenca exacerbada de células de defesa no estroma
da prostata (Fig. 7 D). J4 ratos expostos a 20 mg Kg™!' do herbicida, aos 70 DPN, apresentaram
patologias na prostata ventral, como infiltrado inflamatorio (Fig. 7 E), atrofia (Fig. 7 F),
pregueamento e marginacao leucocitéria (Fig. 7 G), pregueamento (Fig. 7 H) e apoptose (Fig.

71).
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Figura 5: Fotomicrografias representativas de cortes histologicos corados por HE da prostata
ventral de ratos Wistar adultos 28 DPN controle (A-B’) e submetidos ao Calaris® durante a
gestacdo nas concentragdes de 2 mg Kg™!' (C, D) e 20 mg Kg! (E, F). A) Visdo geral do tecido
prostatico dos ratos do grupo controle. B, B”) Células secretoras em divisao celular (circulo
tracejado vermelho). C-F) Insertos: Células em apoptose (circulo tracejado azul). Ep = Epitélio;
Lu = Lumen; St = Estroma; Circulo tracejado vermelho = célula em divisao celular; Circulo

tracejado azul = célula apoptdtica. (n = 6 animais/grupo)
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Figura 6: Fotomicrografias representativas de cortes histologicos corados por HE da prostata
ventral de ratos Wistar adultos 44 DPN controle (A-B’) e submetidos ao Calaris® durante a
gestagdo nas concentracdes de 2 mg Kg™! (C-E) e 20 mg Kg! (F-H). A) Visdo geral da prostata
dos ratos do grupo controle. B, B’) Células secretoras em metafase e anafase (circulo tracejado
vermelho). C, H) Descamagao de células epiteliais no limen do adendmero (estrela). D) Vaso
congesto apresentando marginac¢do leucocitaria (setas pretas). E, F) Atrofia glandular (seta
vermelha). G-G’”) Vaso congesto apresentando marginagao, adesao e/ou rolamento leucocitario
(seta preta). Ep = Epitélio; Lu = Limen; St = Estroma; Circulo tracejado vermelho = célula em
divisdo celular; Estrela = descamagdo de células epiteliais; Seta vermelha = atrofia epitelial;

Seta preta = células inflamatorias. (n = 6 animais)
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Figura 7: Fotomicrografias representativas coradas por HE da prostata ventral de ratos Wistar
adultos 70 DPN controle (A) e submetidos ao Calaris® durante a gestacdo nas concentragdes de
2 mg Kg! (B-D) e 20 mg Kg™!' (E-I). A) Visdo geral da prostata dos ratos do grupo controle. B)
Célula em processo de apoptose. C, F) Atrofia (seta vermelha). D) Vaso congesto apresentando
marginacdo leucocitaria (seta preta). E) Intenso infiltrado inflamatoério tipico de prostatite no
estroma da proéstata (*). G) Pregueamento epitelial e vaso congesto apresentando marginagao
leucocitaria (seta preta). H) Pregueamento epitelial. I) Célula em processo de apoptose. Ep =
Epitélio; Lu = Lumen; St = Estroma; Estrela = descamacao de células epiteliais; Seta vermelha
= atrofia epitelial; Seta preta = células inflamatoérias; * = infiltrado inflamatério; Circulo

tracejado azul = célula apoptoética. (n = 6 animais).

Para analisar o impacto da exposicdo gestacional ao Calaris®, foi determinada a
propor¢ao dos componentes da prostata ventral, como epitélio, estroma e limen (Tabela 2).
Ratos com 28 DPN apresentaram maior propor¢ao de epitélio € menor propor¢ao de limen
quando expostos intrauterinamente a concentracio de 20 mg Kg'! de Calaris® que ratos dos
demais grupos experimentais (p < 0,05; Tabela 2). O percentual de estroma nao diferiu entre os
grupos experimentais (p > 0,05; Tabela 2).

Em ratos com 44 DPN, a proporcdo de epitélio foi maior naqueles expostos
gestacionalmente a 20 mg Kg™! do Calaris® que em animais dos outros grupos experimentais (p
< 0,05; Tabela 2). Nao houve diferenca na propor¢ao de limen e estroma entre os grupos
experimentais (p > 0,05; Tabela 2).

Ratos com 70 DPN apresentaram percentual de limen maior apds a exposi¢dao
intrauterina a 2 mg Kg™!' do Calaris® que ratos expostos a 20 mg Kg™!' (p < 0,05; Tabela 2). Nio
foram observadas alteragdes entre os grupos experimentais para proporcao de estroma e epitélio
(p > 0,05; Tabela 2).

Tabela 2. ParAmetros morfométricos da prostata ventral de ratos Wistar expostos ao Calaris®
durante a gestagdo em duas concentragdes (2 e 20 mg Kg™!), avaliados em diferentes idades

pOs-natais (28, 44 ¢ 70 DPN).

Parametros Controle Calaris® Calaris®
(2 mg Kg™) (20 mg Kg™)

28 DPN

% Lumen 41.74 +£4.03* 32,42 +£4.25% 24.95 +4.25°



% Estroma

% Epitélio

44 DPN

% Limen
% Estroma

% Epitélio

70 DPN

% Lumen

% Estroma

% Epitélio

18.44 + 3.5°

39.82 +5.01*

44.66 + 4,922

20.04 + 3.84°

3530+ 1.882

42.95 + 3.40%

41.39+3.112

15.66 +£2.39°

22.84 +4.432

44.74 + 5.88®

45.88 +5.94*

20.81+4.20°

33.30+£2.07*

49.84 +5.59*

3418 £5.57*

1598 +3.01*

25.67 £2.99*

4938 £3.17°

38.68 £ 4.19°

20.14 +3.452

41.17 £3.10°

36.08 £ 6.81°

43.80+4.41°
20.12 +£2.28

37

Os valores sdo expressos como média + desvio padrdo. Letras diferentes (a, b) indicam diferengas significativas

entre os grupos de acordo com ANOVA unidirecional e teste post hoc de Tukey (p < 0,05; n=6 animais/grupo).

DPN = dias p6s-natal

A quantificagdo de colageno utilizando Picrosirius nao mostrou nenhuma alteragao

significativa na quantidade de fibras de coldgeno totais em machos expostos intrauterinamente

pelas duas doses da mistura de herbicidas, independentemente da idade (p > 0,05; Fig. 8 J). Ja

a contagem de mastdcitos, realizada em ladminas coradas com azul de toluidina, foi maior em

ratos machos com 70 DPN, expostos intrauterinamente & dose alta de Calaris®, que ratos dos

demais grupos experimentais (p < 0,05; Fig. 9 J). Nao houve diferenca entre os grupos

experimentais quanto ao numero de mastocitos em machos com 28 e 44 DPN (p > 0,05; Fig. 9

D).
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Figura 8: Fotomicrografias representativas de cortes histologicos corados por Picrosirius visto
sob luz polarizada da prostata ventral de ratos Wistar adultos de diferentes idades po6s-natais
(28, 44 ¢ 70 DPN) submetidos ao Calaris® durante a gestagdo em duas concentracdes (2 e 20
mg Kg™). O colageno do tipo I cora-se em verde e o colageno do tipo Il em amarelo a alaranjado
(A-I). Os graficos em J mostram analise quantitativa das fibras coldgenas totais. Média + DP.
b etras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas entre os grupos (ANOVA

unidirecional e teste post hoc de Tukey; p < 0,05. (n = 6 animais/grupo).
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Figura 9: Fotomicrografias representativas de cortes histologicos corados por Azul de
Toluidina da prostata ventral de ratos Wistar adultos de diferentes idades pos-natais (28, 44 e
70 DPN) submetidos ao Calaris® durante a gestago em duas concentragdes (2 e 20 mg Kg™).
O corante revela a presenca de mastocitos (seta amarela) corados por metacromasia pelo azul
de toluidina, em que estas células se coram de vermelho-purpura. Os graficos em J mostram a
quantificacdo dos mastécitos. Média + DP. * Letras diferentes na mesma linha indicam
diferencas significativas entre os grupos (ANOV A unidirecional e teste post hoc de Tukey; p <

0,05). Ep = Epitélio; Lu = Lumen; St = Estroma. (n = 6 animais/grupo).

6.3 Atividade das enzimas antioxidantes e marcadores de estresse oxidativo

Entre animais com 28 DPN foi observada maior concentragdo de MDA no grupo
exposto gestacionalmente a 20 mg Kg™!' de Calaris® em relagio aos demais grupos (p < 0,05;
Fig. 10 E). A quantidade de PC foi maior nos grupos expostos a mistura em relacdo ao grupo
controle (p < 0,05; Fig. 10 F). Nao houve alteracdes na atividade de SOD, CAT, GST e nas

concentragdes de NO entre animais de diferentes grupos analisados (p > 0,05; Fig. 10).
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Figura 10: Efeitos da exposi¢io gestacional de Calaris®, em duas concentragdes (2 € 20 mg
Kg™), sobre a atividade de enzimas antioxidantes e concentracdo de subprodutos do estresse
oxidativo e nitrosativo na prostata ventral de ratos Wistar com 28 DPN. SOD = superoxido
dismutase; CAT = catalase; GST = glutationa S-transferase; NO = o6xido nitrico, MDA =
malondialdeido; PC = proteinas carboniladas. Média = DP. *°Letras diferentes indicam

diferencgas significativas entre os grupos (ANOVA e teste de Tukey; P < 0,05). n = 6

animais/grupo.

Jé a prostata ventral de machos com 44 DPN nao apresentou alteragdes em parametros
de atividade enzimatica e subprodutos do estresse oxidativo, entre ratos controle e aqueles
expostos as duas doses da mistura de herbicidas (p > 0,05; Fig. 11), exceto para MDA. Ratos
expostos ao Calaris® na dose de 20 mg Kg! apresentaram maior concentracdo de MDA no

tecido prostatico que em animais dos demais grupos experimentais (p < 0,05; Fig. 11 E).
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Figura 11: Efeitos da exposi¢io gestacional de Calaris®, em duas concentragdes (2 e 20 mg
Kg), sobre a atividade de enzimas antioxidantes e as concentragdes de subprodutos do estresse
oxidativo e nitrosativo das préstatas ventrais de ratos Wistar com 44 DPN. SOD = superoxido
dismutase; CAT = catalase; GST = glutationa S-transferase; NO = o6xido nitrico; MDA =
malondialdeido; PC = proteinas carboniladas. *°Letras diferentes na mesma linha indicam

diferencas significativas entre os grupos (ANOVA e teste de Tukey; P < 0,05). n = 6

animais/grupo.

Por fim, as prostatas ventrais de ratos com 70 DPN ndo apresentaram alteracdes na
atividade enzimatica e na concentragdo prostatica de marcadores de estresse oxidativo entre os
grupos experimentais (p > 0,05; Fig. 12), excetuando SOD. A prostata de ratos do grupo 20
mg Kg! de Calaris® apresentou menor atividade dessa enzima que a prostata de ratos controle

e ratos expostos intrauterinamente com a dose baixa do herbicida (p < 0,05; Fig. 12 A).
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Figura 12: Efeitos da exposi¢ido gestacional de Calaris®, em duas concentragdes (2 e 20 mg
Kg™), sobre a atividade de enzimas antioxidantes e a concentracdo de subprodutos do estresse
oxidativo e nitrosativo no tecido prostatico de ratos Wistar com 70 DPN. SOD = superdxido
dismutase; CAT = catalase; GST = glutationa S-transferase; NO = o6xido nitrico, MDA =
malondialdeido; PC = proteinas carboniladas. *Letras diferentes na mesma linha indicam

diferencas significativas entre os grupos (ANOVA e teste de Tukey; P < 0,05). n = 6

animais/grupo.

7. Discussao

Neste estudo, avaliamos pela primeira vez os efeitos da exposi¢do intrauterina a mistura
de herbicidas Calaris®, em diferentes doses, sobre a prostata ventral de filhotes em trés
momentos fisioldgicos (Fig. 13). Os achados mostraram que a exposicdo gestacional ao

Calaris® provocou um desequilibrio redox na prostata, o que constitui o primeiro nivel de
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perturbagcdo induzido pela mistura de herbicidas, funcionando como um gatilho para as
alteracdes celulares, histoldgicas e estereoldgicas observadas em idades subsequentes. De fato,
o contato gestacional com os herbicidas provocou alteragdes celulares e histologicas, como
aumento do numero de mastdcitos, ocorréncia de apoptose, congestao vascular com marginagao
leucocitaria, infiltrado inflamatdrio, atrofia glandular e sutil descamagdo e hiperplasia.

Entretanto, as concentragdes ofertadas ndo alteraram a quantidade de colageno total no estroma

prostatico dos  animais.
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Figura 13: Desenho esquematico sintetizando os principais resultados obtidos a partir da
exposicio de fémeas gestantes ao Calaris® e suas consequéncias na prostata ventral da prole
nas idades pods-natais (DPN) 28, 44 e 70. SOD = superoxido dismutase; MDA =

malondialdeido; PC = proteinas carboniladas.

O aumento significativo das concentracdes de MDA e de PC observado aos 28 DPN,
particularmente no grupo exposto a dose alta, evidencia a ocorréncia precoce de dano oxidativo
a lipidios de membrana e a proteinas estruturais e funcionais em um tecido ainda imaturo. Nesta
idade pds-natal a prostata ventral se encontra no final do estado de repouso da ramificagao dos
ductos com a proliferagdo epitelial se iniciando logo apds este periodo (Vilamaior et al., 2006).
O desequilibrio redox observado favorece a peroxidacao lipidica, evidenciada pelo aumento da
concentracdo de MDA, um aldeido reativo capaz de comprometer a fluidez, a assimetria,

integridade da membrana e a organizacdo de microdominios lipidicos (Ayala et al., 2014).
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Adicionalmente, os aldeidos reativos derivados da peroxidagdo lipidica tém a capacidade de
formar adutos covalentes com proteinas sinalizadoras, quinases e fosfatases, modulando
negativamente vias intracelulares sensiveis ao estado redox, incluindo MAPK, PI3K/AKT e
NF-kB (Esterbauer et al., 1991; Schaur et al., 2015). Na préstata em desenvolvimento, a
disfuncdo dessas vias pode resultar em desequilibrio entre proliferagdo e apoptose e prejuizo da
resposta androgénica, podendo contribuir para a instabilidade funcional do epitélio prostatico
(Shiota et al., 2012). O estresse oxidativo constitui o evento inicial da toxicidade prostatica
induzida pela exposi¢do direta ao herbicida Calaris® (Martins-Santos & Oliveira, 2026).
Walters et al. (2015) mostraram que a atrazina exposta gestacionalmente ¢ capaz de atingir a
prole e causar disrup¢do em neurdnios, causando prejuizos em comportamentos associados a
funcao motora. Neste contexto, sabendo que alguns herbicidas conseguem passar pela interface
materno-fetal, os achados deste trabalho sugerem que a exposi¢do gestacional ao Calaris®
também provoca o desequilibrio redox prostatico como evento inicial de toxicidade.

A auséncia de alteracdes significativas nas atividades das enzimas antioxidantes
avaliadas (SOD, CAT e GST) e do NO em animais com 28 DPN sugere que a prostata
imatura apresenta capacidade limitada de resposta adaptativa frente ao aumento da carga
oxidativa evidenciado pelo aumento de PC. A carbonilagdo de proteinas pode afetar diretamente
enzimas e proteinas envolvidas na sinalizagdo hormonal, em especial o receptor androgénico,
cuja atividade ¢ fundamental para a diferenciagdo e maturagao do epitélio prostatico (Verze et
al., 2016). De acordo com England et al., (2003) a perda da funcionalidade enzimatica por
carbonilagdo de proteinas pode reduzir a capacidade adaptativa das células epiteliais frente a
demandas metabolicas elevadas, favorecendo a ativacdo de vias de morte celular programada
evidenciada pela presenga de células apoptdticas no grupo com 28 DPN exposto ao Calaris®
nas duas doses. A apoptose em um 6rgao em desenvolvimento sugere que o estresse oxidativo
ultrapassa o limiar de adaptagao celular, ativando vias de morte programada (Sinha et al., 2013).
Apesar de ndo ter sido encontrada maior quantidade de mastocitos em animais com 28 DPN a
disfuncdo de vias intracelulares sensiveis ao desequilibrio redox pode ativar sinais pro-
inflamatorios (Wang et al., 2024).

Ainda no contexto do periodo de 28 DPN, a maior propor¢do de epitélio e a menor
proporcao de limen observados em animais expostos a dose alta indicam um atraso funcional
do crescimento glandular em relagdo ao grupo controle, uma vez que, em individuos saudaveis
nesta idade, a prostata ja passou pelo primeiro pico de proliferagao celular e pela formagao do
limen (Vilamaior et al., 2006). O padrao observado ¢ compativel com um epitélio ainda

predominantemente proliferativo evidenciado pela perda celular por apoptose. Em adi¢do, o
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menor peso de animais expostos ao Calaris® nas duas doses também corrobora com a hipdtese
de que houve um atraso do crescimento do 6rgdo, uma vez que o crescimento do 6rgao ¢
diretamente proporcional ao crescimento do individuo (Vilamaior et al., 2006).

Na fase puberal, aos 44 DPN, a maior concentragdo isolada de MDA concomitante a
auséncia de alteracdes em proteinas carboniladas ou na atividade das enzimas antioxidantes no
grupo exposto a dose de 20 mg Kg™', sugere um evento oxidativo inicial. Esse achado pode
indicar que a peroxidacao lipidica ocorre de forma pontual, sem progressao para dano proteico
generalizado, possivelmente devido a mecanismos compensatorios ainda eficientes nesse
estagio do desenvolvimento prostatico. Segundo Ayala et al. (2014), nos estagios iniciais ou
moderados de estresse oxidativo, a peroxidagao lipidica constitui um dos primeiros eventos
detectaveis. Os acidos graxos poli-insaturados das membranas celulares como o acido linoleico,
acido araquiddnico e acido docosahexaenoico sdo altamente suscetiveis a oxidagdo (Ayala et
al., 2014). Esses acidos com alto numero de ligagdes duplas esterificados em fosfolipidios de
membrana possuem ligacdes bis-alilicas que facilitam a abstra¢do de hidrogénio por radicais
livres (Gaschler & Stockwell, 2017). Atuando como os principais substratos de peroxidagdo
lipidica, esses acidos graxos iniciam rapidamente reagcdes em cadeia que amplificam o dano,
resultando em aumento precoce de produtos como o MDA, mesmo na auséncia de carbonilagao
de proteinas ou na inalteracdo da atividade de enzimas antioxidantes (Gaschler & Stockwell,
2017). Entretanto, produtos da peroxidacao lipidica podem ativar a via NF-kB e induzir eventos
iniciais de inflamagdo evidenciados pela presenga de vasos congestos com marginacao
leucocitaria branda em animais expostos as duas doses da mistura de herbicidas (Yin et al.,
2015). A peroxidagao lipidica, mesmo em niveis moderados, pode comprometer a integridade
das jungdes celulares, prejudicando a coesdo do epitélio glandular e facilitando a descamagao
de células epiteliais observadas em animais com 44 DPN expostos ao Calaris® (Rao, 2008;
Shigetomi et al., 2018).

Em 44 DPN, embora os resultados indiquem alteracdes oxidativas mais discretas,
observa-se concomitantemente manifestagdes histologicas sugestivas de instabilidade tecidual
causada pela disrupcao endocrina (Guimaraes-Ervilha et al., 2025a). Neste periodo de transi¢ao
puberal, a préstata passa por processos fortemente dependentes da sinalizagdo androgénica
mediada pelo eixo hipotadlamo—hipofise-gonadal (HPG) e pela ativagao local do receptor de
androgeno (AR) para estabelecer sua atividade secretora (Marker et al., 2003). O herbicida
atrazina, que compde o Calaris®, é capaz de suprimir a esteroidogénese testicular pela inibi¢io
da atividade de StAR (Proteina reguladora aguda esteroidogénica) e de enzimas como

CYP17A1 e 3B-HSD com consequente diminuicdo da sintese de testosterona (Pogrmic et al.,
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2009; Jin et al., 2013). Essa reducao sist€émica de androgenos na puberdade resulta em menor
ativacdo do AR na proéstata, podendo causar regressdo parcial da estrutura glandular,
evidenciada pela atrofia dos adenomeros observados em animais expostos a ambas as doses
(Guimaraes-Ervilha et al., 2025a). Adicionalmente, a atrazina pode reduzir a expressao do AR
indiretamente pela redu¢do das concentragdes de DHT, comprometendo a organizagdo
estrutural do parénquima prostatico e atrasando sua maturagao funcional (Pogrmic et al., 2009).
De fato, os achados evidenciaram uma maior propor¢ao de epitélio na prostata ventral de
animais do grupo exposto a maior dose, o que sugere uma redugdo da expansao do limen
glandular, possivelmente decorrente do comprometimento da atividade secretora do epitélio ou
por um processo de remodelagdo compensatéria frente a perda celular por descamagdo ou
atrofia do adendmero (Felix-Patricio et al., 2017). Além disso, animais expostos a alta dose do
herbicida apresentaram menor peso corporal, o que pode refletir em uma redugdo do peso
prostatico de maneira indireta, uma vez que o crescimento ¢ a manuten¢do da prostata sao
fortemente dependentes da estimulagdo hormonal androgénica durante essa fase do
desenvolvimento (Vickman et al., 2020).

De acordo com Picut et al. (2017), ratos com 70 DPN sdo considerados jovens adultos,
pois, apesar de férteis, ainda ndo atingiram a maturagdo sexual completa. A prostata ventral,
nessa fase, atinge um estdgio de maior maturidade estrutural e funcional, tornando-se mais
suscetivel a manifestacdo tardia de efeitos programados durante a vida intrauterina (Vilamaior
et al., 2006). Em nivel molecular, a menor atividade da SOD observada no grupo 20 mg Kg™*
sugere um comprometimento direto da capacidade antioxidante. A SOD ¢ responsavel pela
remogao do anion superoxido e quando sua atividade diminui, ha um acimulo intracelular desse
ion e um desequilibrio redox (Fukai & Ushio-Fukai, 2011). Mesmo ndo sendo observada maior
concentragdo de PC em animais expostos a ambas as doses, o cenario de desequilibrio redox
pode promover a oxidagdo de proteinas estruturais do citoesqueleto como a B-actina e vimentina
comprometendo a manutengdo da polaridade celular, a adesao célula—célula e a integridade do
epitélio (Rouyere et al., 2022; Pérez-Sala & Quinlan, 2024). A descamacao de células epiteliais
para o limen do adendmero prostatico observada de forma branda em animais 70 DPN expostos
a alta dose de Calaris® pode ter sido causada por este desbalango redox.

Embora a atividade das outras enzimas antioxidantes e os niveis de MDA e NO ndo
apresentem alteragdes significativas, a redugdo da SOD pode indicar uma condig@o de estresse
oxidativo subcronico de baixa intensidade, suficiente para sustentar processos inflamatorios
pela ativacdo de vias cléassicas de inflamac¢ao como a NF-xB e AP-1 que regulam a transcrigao

de citocinas pro-inflamatorias (TNF-o, IL-1B, IL-6) (Mittal et al., 2014). O processo
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inflamatério também ¢€ evidente quando se observa um maior nimero de mastdcitos no grupo
exposto a alta dose. Os mastdcitos desempenham papel na regulacdo da inflamagdo, uma vez
que possuem diferentes receptores que reconhecem padrdes moleculares associados ao dano
celular (DAMPS), que induzem a liberacao de citocinas inflamatorias, podendo amplificar o
dano celular e perpetuar o desequilibrio redox (Beghdadi et al, 2011; Chelombitko et al., 2016;
Wang et al., 2024). A maior quantidade de mastocitos em animais com 70 DPN expostos a dose
alta de Calaris® vai de encontro aos dados da literatura que identificaram maior niimero dessas
células em ratos expostos a disruptores endocrinos, incluindo a atrazina (Mizota & Ueda, 2006),
indicando que o herbicida pode atuar como DAMPS, ativando receptores nos mastocitos e
culminando na indu¢@o e/ou manutencao da resposta inflamatdria verificada nestes animais. O
cenario inflamatdrio € corroborado com os achados histologicos marcantes, como apoptose,
congestao vascular com marginagao leucocitaria e infiltrado inflamatorio moderado no estroma
prostatico. Ambientes caracterizados por inflamagao de baixa intensidade podem potencializar
a ativagdo de vias pro-apoptoticas como NF-kB, STAT3 e AP-1 que regulam o equilibrio entre
sobrevivéncia e morte celular liberando mediadores inflamatérios como TNF-a, IL-1P e IL-6
(Grivennikov et al., 2010). Além disso, a prostata ¢ um 6rgdo altamente sensivel a privacao
androgénica, ¢ a apoptose epitelial pode representar um mecanismo celular responsavel pela
involugao glandular nesse contexto (Kyprianou & Isaacs, 1988; Prins, 2016).

A atrofia glandular observada aos 70 DPN ¢ compativel com um processo de regressao
prostatica dependente de andrégenos. Estudos demonstram que a reducdo da sinalizagdo via
receptor de androgeno resulta em regressao do epitélio secretor, diminui¢ao do volume luminal
e reducdo do peso prostatico em roedores (Felix-Patricio et al., 2017; Liu et al., 2022). Assim,
a disrupg@o enddcrina induzida pela atrazina, ao comprometer a esteroidogénese e a ativagao
do receptor de androgeno, fornece um mecanismo plausivel para a atrofia parcial dos
adenomeros sustentada pela menor propor¢ao de limen e menor peso corporal observado em
animais expostos a dose alta da mistura de herbicidas. Adicionalmente, € parcimonioso
interpretar o pregueamento epitelial identificado em animais expostos a alta dose como um
rearranjo estrutural secundério a redu¢do da atividade secretora e & menor propor¢ao de limen,
e ndo como um processo de hiperplasia. Durante a involugao prostatica, Felix-Patricio (2017)
mostrou consideravel reducao na densidade luminal da préstata de ratos castrados, reforcando
a hipotese de comprometimento funcional do epitélio glandular por disrup¢do enddcrina.

Em adigdo, a auséncia de alteracdes significativas na quantidade total de colageno,
mesmo diante de evidéncias claras de estresse oxidativo, apoptose, inflamagdo e alteracdes

epiteliais, sugere que a exposicdo gestacional ao Calaris® ndo foi suficiente para induzir
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remodelagao fibrotica do estroma prostatico nas trés idades avaliadas. A deposi¢do de colageno
¢ caracteristica de processos inflamatdrios cronicos e persistentes (Lo et al., 2019), nos quais
ha ativacao prolongada de fibroblastos e miofibroblastos mediada por citocinas pro-fibroticas,
especialmente TGF-B1, PDGF e CTGF (Wynn, 2007; Kim et al., 2017). Nos resultados, apesar
da presenca de marginagdo leucocitaria em 44 e 70 DPN e infiltrado inflamatdrio mais evidente
aos 70 DPN, o padrio observado ¢ compativel com um processo inflamatorio
predominantemente subcronico, insuficiente para desencadear fibrogénese estromal

mensuravel.

8. Conclusao

® atua como um fator critico de

A exposi¢do gestacional ao herbicida Calaris
desregulacdao no desenvolvimento da prostata ventral de ratos Wistar. O desequilibrio redox
estabelece-se como o evento inicial de toxicidade e um gatilho para as altera¢des celulares e
histologicas observadas, manifestando-se precocemente através da peroxidacdo lipidica, do
dano a proteinas estruturais e funcionais e da diminui¢ao de SOD. Além do estresse oxidativo,
a mistura dos herbicidas atrazina e mesotriona exerce um papel de disruptor enddcrino
conhecido da atrazina, porém pouco estudado da mesotriona, que compromete a sintese de
testosterona e a sinalizag@o via receptor androgénico, resultando em atraso no desenvolvimento
glandular e atrofia dos adenomeros. Essas perturbagdes culminam em um quadro de inflamagao
subcronica, aumento no numero de mastocitos e ativagdo de vias de morte celular por apoptose
ao longo das fases pds-natais, embora a intensidade do dano nao tenha sido suficiente para
induzir remodelamento fibrotico do estroma. Portanto, o contato intrauterino com o herbicida

promove uma programagdo fetal deletéria que compromete a homeostase e a maturagao

funcional da prostata até a idade jovem adulta.
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