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RESUMO

O cloreto de tributilestanho (TBT) € um poluente organometélico que é utilizado
como um biocida em tintas antivegetativas. O TBT induz varios efeitos toxicos e
de desregulacdo enddcrina. No entanto, estudos que avaliaram os efeitos do
TBT na funcao renal séo raros. Este estudo demonstra que a exposi¢cao TBT
pode causar prejuizos a funcdo renal, bem como o desenvolvimento de
anormalidades morfofisiologicas nos rins de mamiferos. Nés utilizamos ratas
Wistar que foram tratadas com TBT para posterior avaliacdo da morfofisiologia
renal. Foi verificado neste tratamento anormalidades morfofisiologicas como a
diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular e o aumento dos niveis de
proteindria. Além disso, houve um aumento da inflamacéo, deposicdo de
colageno e maior expressao da proteina (a-SMA) foram observados nos rins
das ratas TBT. Também foi verificado um desequilibrio redox celular e
apoptose no tecido renal dos animais tratados. As ratas TBT demonstraram
reducdo dos niveis de estrogénio no soro e reducdo da expressao da proteina
receptora de estrogénio (ERa). Dessa forma, estes dados fornecem evidéncia
in vivo em que o TBT é toxico para a funcao renal, e que esses efeitos podem

estar associados com complicagfes renais histopatoldgicas.

Palavras-chave: Cloridrato de tributilestanho, funcdo renal, estrogénio,

estresse oxidativo.



ABSTRACT

Tributyltin chloride (TBT) is an organometallic pollutant that is used as a biocide
in antifouling paints. TBT induces several toxic and endocrine-disrupting effects.
However, studies evaluating the effects of TBT on renal function are rare. This
study demonstrates that TBT exposure is responsible for improper renal
function as well as the development of abnormal morphophysiology in
mammalian kidneys. Female rats were treated with TBT, and their renal
morphophysiology was assessed. Morphophysiological abnormalities such as
decreased glomerular filtration rates and increased proteinuria levels were
observed in TBT rats. In addition, increases in inflammation, collagen deposition
and a-smooth muscle action (a-SMA) protein expression were observed in TBT
rat kidneys. A disrupted cellular redox balance and apoptosis in kidney tissue
were also observed in TBT rats. TBT rats demonstrated reduced serum
estrogen levels and kidney estrogen receptor-a (ERa) protein expression.
Together, these data provide in vivo evidence that TBT is toxic to normal renal
function and that these effects may be associated with renal histopathology

complications.

Keywords: Tributyltin chloride, renal function, inflammation, estrogen, oxidative
stress
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1 INTRODUCAO

Durante a funcao renal, as forcas de Starling conduzem os eventos biofisicos que
atuam diretamente sobre o glomérulo estimulando a taxa de filtragdo glomerular, o
fluxo plasmatico renal, a reabsor¢cdo de dgua e de solutos a partir do ultrafiltrado.
Conduzindo a ativacdo dos transportadores renais, modificando a secrecdo de
solutos selecionados e, consequentemente, levando a formacéo final de urina pelos
segmentos dos néfrons, a funcdo renal € extremamente complexa e € altamente

regulada pelo organismo (Gava et al., 2011).

A funcdo renal € realizada através do controle do balanco hidroeletrolitico, da
conservacao de nutrientes, na liberagdo de hormonios, na regulacdo do equilibrio
acido e base, na excrecdo de residuos metabdlicos e na regulacdo em longo prazo
da pressdo arterial. Todos esses eventos sdo controlados pelos rins para a
manutencao da homeostase corporal (Barbosa et al., 2006; Gava et al., 2011; Levey
et al., 2005).

A maior parte da massa renal é formada pelo aparelho filtrador, o qual € constituido
pelo parénquima renal, que possui duas grandes regifes. A regido que é
responsavel pela filtracdo é o coértex renal, o qual possui os corpusculos renais e
esta situado mais externamente. E também possui os tubulos, sendo responsavel
por inUmeros mecanismos de absorcdo e secrecdo tubular que fazem parte da

funcao renal (Fenton e Knepper, 2007; Grenier et al., 2016).

A medula é a outra regido do parénquima renal, localizada mais internamente, é
constituida principalmente pelos tubulos. As piramides renais, que sdo projecdes
cbnicas oriundas da parte final da medula desembocam nos célices renais, este
pertencente a borda externa da pelve renal, a qual ndo faz parte do aparelho
filtrador. Os pequenos calices que coletam a urina diretamente dos tubulos
direcionam a urina até os calices maiores até ela entrar na parte superior do ureter

levando-a até a bexiga (Fenton e Knepper, 2007; Grenier et al., 2016)

Os rins sao extremamente capilarizados. Eles recebem boa parte do débito cardiaco,

com um fluxo sanguineo bastante considerado em relagdo aos outros. Este
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suprimento sanguineo pode ser correlacionado a sua alta demanda metabdlica. Os
rns necessitam de muita energia e oxigénio para realizacdo da sua fungéo, pois
muitos mecanismos do manejo renal envolvem transporte ativo, gastando ATP para
ativar as bombas e trocadores, os quais coordenam o movimento de ions e agua ao
longo dos tubulos renais. Parte desta capilarizacédo e aporte sanguineo também séo
correlacionados com a alta taxa de filtragdo do sangue nos néfrons cerca de 180
mL/min (Donald et al., 1987; Eyre et al., 2007; Stegmayr, 2003).

Os néfrons sé@o a unidade funcional dos rins, sdo constituido por um corpusculo renal
(glomérulo) e uma rede de tubulos. Estes tubulos correspondem ao tabulo contorcido
proximal, a alca de Henle e o tubulo contorcido distal e os ductos coletores. Cada
segmento renal possui um conjunto variado de células que sé@o responsaveis pela
sua funcao que sdo denominadas de células tubulares. Além disso, os poddcitos, as
células mesangiais e as células da macula densa também estdo envolvidas em
VArios processos renais, inclusive na manutencédo da homeostase, entre outros (Eyre
et al., 2007; Fenton e Knepper, 2007).

O rim é considerado o 6rgdo com a maior diferenciagcdo morfofisioldgica do corpo. A
célula renal é considerada uma das mais complexas, rica em proteinas e complexos
moleculares em sua membrana plasméatica o que Ihes confere a especificidade ao
manejo de solutos. A funcéo renal pode ser influenciada por varios fatores diretos e
indiretos que contribuem para a sua regulacéo final ao passo das necessidades do
organismo. Entre eles a inervacdo autondmica do rim, fatores circulantes e

enddcrinos (Eyre et al., 2007; Fenton e Knepper, 2007; Graceli et al., 2013).

Os rins podem sofrer a influéncia também de fatores externos e ambientais. Isso vai
depender da dieta, do nivel de hidratacdo, da exposi¢cdo a agentes toxicos e do
estiio de vida do ser humano. Essas vado influenciar a producdo de fatores
circulantes e hormonais que podem modular diretamente os rins, alterando a taxa de
filtracdo glomerular e os outros parametros da funcao renal em curto prazo. Outros
fatores, como os horménios esteroides podem influenciar a longo prazo a funcéo
renal, alterando a expressdo génica e o comportamento da célula, como o

estrogénio, por exemplo (Krepinsky et al., 2002).

O dimorfismo sexual reflete diretamente sobre a morfofisiologia renal, provavelmente

relacionado a acdo direta dos hormdnios sexuais sobre as células renais. Os
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diferentes mecanismos moleculares envolvidos via paracrina sobre os rins, séo
influenciados pelo género, idade e estilo de vida refletem em um conjunto de
diferencas fisiol6gicas entre os homens e as mulheres (Graceli et al., 2013). Os
horménios esteroides além da sua funcéo classica no controle da reproducéo,
também podem influenciar diversos outros mecanismos em diferentes Orgaos
(Hutchens et al., 2014).

Os horménios esteroides sdo altamente regulados pelo eixo hipotalamo hipdfise
gonadal. O hipotalamo coordena o funcionamento da glandula pituitaria, fazendo a
interfase entre e o meio ambiente e o organismo, alterando a expressdo e a
liberacdo de mensageiros que vao regular o funcionamento do corpo de acordo com
suas necessidades. Esta liberacdo ocorre obedecendo a um complexo mecanismo
de sinalizacéo, regido pelo ciclo circadiano o que vai promover acdes diretamente

nos sistemas e nos orgaos (Filicori et al., 1986).

O sistema nervoso central controla os neurdnios hipotalamicos para eles produzirem
o hormonio liberador de gonadotrofinas (GnRH), que apds alcancar a adeno-
hipdfise, estimula a liberacdo das gonadotrofinas, horménio luteinizante (LH) e o
hormonio foliculo-estimulante (FSH). Esses hormbnios gonadotréficos estimulam a
diferenciacéo dos foliculos ovarianos, a producéo de estrogénio e progesterona nas

mulheres (Brunette et al., 2001).

Normalmente associa-se a funcdo dos hormonios esteroides a suas funcdes
reprodutivas, entre elas: a regulacdo das mudancas morfofisiolégicas em 6rgaos-
alvo, ciclo menstrual, gravidez e lactacdo. Porém muitas pesquisas mostraram o
papel desses horménios em outras funcdes fisioldgicas, regulando o funcionamento
de outros tecidos, como 0s vasos sanguineos, musculos e tireoide, rins, por
exemplo. A liberacdo do estrogénio ocorre por meio da acdo direta do LH sob o
foliculo ovariano maduro, estimulando a liberar o estrogénio (Couse et al., 1997;
Radovick et al., 2012).

O estrogénio é formado a partir de androgenos pela acdo da enzima aromatase,
comumente chamada de CYP19, enzima pertencente ao citocromo P450 presentes
no reticulo endoplasmatico. Ela é responsavel na aromatizacdo de andrdégenos a
estrogénio, transformando a androstenediona para estrona e testosterona para

estradiol. Esta enzima € expressa em diferentes tecidos, entre eles: 0s ovarios,
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cérebro, tecido adiposo, placenta, vasos sanguineos, pele, 0sso, testiculos. Muitos
trabalhos mostram que em certos tipos de tumores a enzima aromatase pode ser
largamente encontrada em miomas uterinos, cancer de mama e cancer do
endométrio. No desenvolvimento embrionario, a aromatase participa da
diferenciacdo dos tecidos sexuais femininos. A maturacdo sexual em algumas
espécies também ocorre de acordo com sua atividade, em muitos casos, os fatores
ambientais sdo responsaveis diretamente pelo seu mecanismo de acdo, como a
temperatura, por exemplo. A atividade da enzima pode sofre modulacdes por
diferentes mecanismos que vao influenciar na quantidade de estrogénio produzido
(Antal et al., 2008; Duffy et al., 2010).

Os hormonios sexuais esteroides desempenham seu papel nos tecidos alvos por
meio de seus receptores. Esses sao 0s responsaveis diretos pelos seus
mecanismos de ac¢ao tanto genémicos quanto ndo genémicos. O estrogénio possui
dois receptores pertencentes a superfamilia dos receptores nucleares, eis: 0 ER-a
(alfa) e o ER-B (beta), geneticamente diferentes, possuindo atividade e expresséo
diferentes, com acbes regulatorias diferenciadas da transcricdo génica, no
citoplasma e na membrana celular. E também o estrogénio possui 0 mais recente
receptor descoberto GPR-30 acoplado a membrana a proteina G (Brunette et al.,
2002; Brandenberger et al., 1997).

Esses receptores possuem uma infinidade de acdes que regulam o funcionamento
celular por meio de ac¢bes diretas no nucleo em regibes chamadas de elementos
responsivos aos hormdnios (HRE). E também podem modificar a funcdo de outras
enzimas e receptores celulares através de mecanismos ndao genémicos devido a sua
capacidade de sofrer rearranjos conformacionais deslocando proteinas que fazem
parte da sua estrutura que vao agir diretamente nessas moléculas. Essas acfes
ocorrem com a participacdo dos receptores em cascatas de sinalizacdes que agem
fora do nudcleo exercendo rapidos efeitos sobre o comportamento celular (Levin,
2014).

Os ERs dependendo do tecido que se encontram podem agir formando homo ou
heterodimeros de ER-a e ER-B. Outra caracteristica desses receptores é que eles
podem ativar a maquinaria de transcricdo génica atuando como promotores ou

inibidores de fatores de transcricdo (Radovick et al., 2012).
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O ER alfa (ER-a) e o beta (ER-B) possuem diferentes distribuicbes e fungdes nos
variados tecidos (Couse et al., 1997; Kuiper et al., 1996, Tremblay et al, 1997). O
receptor ER-a é predominante expressado e encontrado na pituitéaria, no Gtero, nos
rins, no figado e nas glandulas suprarrenais (Couse et al., 1997; Kuiper et al, 1997).
O receptor ER-B é encontrado principalmente no hipotalamo, ovario, bexiga, prostata
e pulmao (Antal et al., 2008; Kuiper et al., 1996, Kuiper et al., 1997).

Vérios estudos tém sugerido que o estrogénio reduz o risco de desenvolvimento de
doencas cardiovasculares e renais, por via de acédo dos seus receptores (Gava et al.,
2011; Grosdstein et al., 2000; Neugarten et al., 1999; Silbiger et al., 1999). A
literatura demonstrou que os trés tipos de receptores para 0 estrogénio sao
expressos nos rins, o0 ER-a, o ER-B, e o GPR-30, o0 que explica o potencial do
estrogénio para a regulagéo da fungéo renal (Thomas et al., 2005).

Em rins fetais humanos, o ER-B é o receptor mais expresso, enquanto que ER-a é
expresso mais tardiamente. Os dados na literatura sGo muito convergentes, alguns
autores revelaram que os receptores ER-a sdo mais expressos no cortex renal de
fémeas enquanto os ER-B sdo mais expressos no cortex renal de machos, e outros
autores mostraram resultados contrarios. Esta compreensao € necessaria pois estes
receptores possuem papéis diferentes na regulacdo da funcdo renal mediante sua
atividade transcricional e também por alteracdes rapidas dentro das células, por
mecanismos acoplados a membrana (Brandenberger et al., 1997; Gava et al., 2011,
Rogers et al., 2007). E o receptor GPR-30 é o responsavel pelos efeitos mais
rapidos das acbes do estrogénio sobre os mecanismos renais, porém o seu real
papel sobre 0s mecanismos renais ainda esta sobre intensas investigacfes
cientificas (Filardo et al., 2002; Thomas et al., 2005).

O estrogénio mostrou possuir um papel renoprotetor, pois mulheres antes da
menopausa apresentam problemas renais em menores proporcbes do que 0s
homens. Estes resultados se igualam quando comparados os dados de mulheres
depois da menopausa com homens da mesma idade (Seliger et al., 2001). E
também bem conhecido na literatura, em estudos populacionais, que os homens
com a mesma idade que as mulheres apresentam doencas renais crénicas em maior

quantidade (Eriksen e Ingebretsen, 2006).



20

Muitos estudos apontam os possiveis efeitos benéficos do estrogénio sobre a fungéo
renal. O estrogénio mostrou suprimir a deposi¢cao de coladgeno e o remodelamento
da matriz extracelular que estdo presentes na fisiopatologia das lesdes renais
progressivas. O estrogénio é capaz de modular o crescimento celular alterando a

expressao de promotores da diferenciacao celular nos rins (Krepinsky et al., 2002).

Estudos também apontaram o papel do estrogénio diminuindo a espécies reativas
de oxigénio (ROS) no tecido renal. O estresse oxidativo pode influenciar de modo
negativo a fungcdo renal, causando prejuizos ao tecido, podendo levar a
glomeruloesclerose e expansdao mesangial. Na realidade o estrogénio atua no tecido
renal como um potente antioxidante, evitando os efeitos dos radicais livres sobre as
estruturas renais. O que sugere que ele pode limitar a progressdao da
glomeruloesclerose e de outras doencas renais progressivas (Neugarten et al., 1999;
Silbiger et al., 1999; Silbigir e Neugarten, 2008).

Alguns estudos corroboraram com essa hipétese mostrando a capacidade do
estrogénio em modular o balanco hidroeletrolitico, alterando a reabsor¢céo de sédio
nos néfrons de mamiferos. Quando os niveis de estrogénio estdo altos nas mulheres
do periodo pré-ovulatério durante o ciclo menstrual o volume de liquido extracelular
nelas aumentam consideravelmente. O mesmo ocorre com a retencao de agua e sal

na mulher durante a gravidez (Stachenfeld et al., 2005).

A identificacdo desse papel protetor dos horménios sexuais em funcdo da
morfofisiologia renal é indispensavel pois o rim € um 6rgdo extremamente vital, e 0
seu tecido quando lesado ndo regenera. Processos como a glomeruloesclerose,
glomerulonefrite, calculos renais, insuficiéncia renal aguda (IRA) e insuficiéncia renal
cronica (IRC), entre outros, sdo considerados como um problema de saude publica,
e causam grande sofrimento ao acometido com perda direta na qualidade de vida.
Por isso existe a necessidade de compreender melhor a fisiopatologia dessas
comorbidades (Seliger et al., 2001).

A modulagdo dos hormoénios esteroides podem sofrer a influéncia de fatores
ambientais, genéticos, metabdlicos, pelo uso de drogas e a exposicdo a
xenobiodticos. A sua producdo, armazenamento e seus mecanismos de acdes nas
glandulas alvos podem sofrer inUmeras influéncias. A literatura é bem clara a

respeito dos prejuizos causados pela poluicio ambiental e a desregulacao
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endocrina. E algumas doencas e comorbidades podem estar relacionadas aos
prejuizos causados pela interferéncia a fatores externos, incluindo os mecanismos
renais (Barouki et al., 2012; Crean et al., 2014, Seliger et al., 2001).

A regulagdo da funcéo renal ndo é imputavel unicamente aos controles classicos,
embora estes sejam mais 6bvios. Muitos estudos ja mostraram a possibilidade do
meio ambiente desempenhar um papel importante na fisiologia corporal de
mamiferos, e algumas pesquisas tém sugerido que existe uma ligacdo entre o

ambiente e a disfungéo renal (Casals-Casas e Desvergne, 2011; Crean et al., 2014).

Alguns trabalhos indicaram a existéncia de varios fatores ambientais nefrotoxicos, e
que estes efeitos toxicol6gicos sé tém piorado nas ultimas décadas (Balls, et al.,
2001; Hernandez et al., 2014). Esta problematica é acentuada devido a dois fatores,
0 aumento exponencial da producéo e da utilizacdo de produtos quimicos industriais
ao longo dos ultimos 40 anos. Atualmente a producdo mundial de insumos
industriais alcangou a marca de 400 milhdes de toneladas anuais, a0 mesmo tempo
ocorreu um aumento da poluicdo ambiental causado por essas substancias quimicas
(Barouki et al., 2012; Heindel et al, 2015; Newbold et al., 2009). Como tal, € grande o
conhecimento dos impactos toxicoldgicos desses produtos quimicos sobre a saude
humana, através de seus efeitos conhecidos ou desconhecidos nos sistemas

fisiol6gicos (Casals-Casas e Desvergne, 2011).

Estudos anteriores relataram que a exposi¢cdo aos xenobidticos foram capazes de
causar um prejuizo no funcionamento renal (Crean et al., 2014; Wang et al., 2014).
Os rins sdo especialmente vulneraveis aos fatores e exposicdes ambientais, pois
cerca de 20% do débito cardiaco passa pelos os rins, este valor € bem consideravel

em comparacao aos outros tecidos (Stegmayr, 2003; Ximenes et al., 2015).

O tecido renal é extremamente susceptivel a exposicao e a bioconcentracdo desses
poluidores ambientais, devido a sua intensa vascularizacdo. Levando a
anormalidades renais, causando prejuizo a funcdo renal, principalmente ao longo
dos tubulos nos néfrons (Donald et al., 1987; Hernandez et al., 2014; Li et al., 2003;
Van der Hauwaert et al., 2015; Wedden, 1997). Poluidores ambientais como o0s
organoestanhos (OTs) mostraram possuir um efeito nefrotdxico, causando

diminuicdo da borda em escova, vacuolizacdo basolateral das células do tubulo



22

proximal, bem como na dilatacdo tubular cortical grave, ou seja, com um forte

impacto sobre a morfofisiologia renal (Donald et al., 1987).

Organoestanhos como o tributilestanho (TBT) entre outros, pertencem a uma classe
de poluentes organometalicos que sdo utilizados para varios fins industriais, tais
como na desinfeccdo de aguas que sao usadas na refrigeracdo industrial, agentes
anti-incrustantes e na conservacdo da madeira (Airaksinen et al., 2010; Lee et al.,
2006; Penza et al, 2011; Rantakokko et al., 2008). Todavia esse metal ja era
conhecido pelo homem desde a idade do bronze, sendo utilizado na producéo de

diversas ligas metalicas (Rudel, 2003).

O Sr. Edward Frankland (1825-1899) foi o primeiro pesquisador a realizar estudos
com os OTs. Porém esses compostos sO comecaram a serem utilizados
amplamente pela industria por volta de 1940, primeiramente na fabricacdo de
plasticos, pois os OTs mostraram-se bastante eficientes como estabilizadores
quimicos (Hoch, 2001). Logo mais tarde os efeitos biocidas dos OTs foram
descobertos e eles passaram a ser amplamente usados para outros fins comerciais.
Eram utilizados na lavoura, na refrigeracdo de maquinas industrias, e principalmente
como principio ativo de tintas anti-incrustantes de embarcagfes e navios, sendo que
0 4pice do seu uso na década de 90, cerca de 80% dos barcos de todo mundo
utilizavam produtos a base do OTs (Airaksinen et al., 2010; Penza et al, 2011,
Rantakokko et al., 2008).

Devido a suas propriedades fisico-quimicas os OTs séo facilmente absorvidos ao
longo das cadeias alimentares. Possui um carater hidrofobico, pois o estanho
normalmente esta ligado a radicais apolares, conferindo-lhe essa caracteristica. Os
efeitos do OTs dependem diretamente da quantidade de atomos ligados a molécula
de estanho, sendo que a forma tri-substituida € a mais toxica de todas (TBT). O TBT
€ degradado no ambiente ao dibutilestanho (DBT) e depois ao monobutilestanho
(MBT) (Hoch, 2001).

Os conhecimentos sobre os efeitos toxicologicos do TBT viraram motivo de grande
preocupacdo na comunidade cientifica, pois na década de 70 estes efeitos
passaram a serem descobertos em diferentes modelos animais, incluindo m
mamiferos. O que mobilizou a busca incessante pelos pesquisadores para

compreender o real impacto da poluicdo causado por esses compostos (Alzieu,
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1998). O TBT é facilmente assimilado pelos organismos vivos, pois foi observado
gque em ambientes marinhos os OTs ficam presos aos sedimentos superficiais
organicos e nao organicos, como os fitoplanctons, por exemplo. Sendo que o destino
do TBT é ser facilmente absorvido pelos animais e plantas dos ecossistemas
marinhos (Gadd, 2000; Hoch, 2001).

Grande parte do comércio mundial ocorre via maritima. Navios carregados de
produtos cortam os oceanos espalhando sujeira e poluicdo. Verificou-se que as
incrustacbes de mexilhdes, gastropodes, de microalgas e de microrganismos
marinhos provocavam grandes prejuizos a esse segmento. Entdo as fabricas
quimicas desenvolveram produtos para combater e diminuir 0s prejuizos dessas
empresas transportadoras, pois 10 mm de incrustacdo pode gerar um aumento no
gasto de até 1% no consumo de combustivel, além dos prejuizos estruturais no
casco dos navios, por isso a maior parte do consumo de TBT foi utilizada para

proteger os cascos dos navios (Felizzola, 2005).

As empresas maritimas justificaram o largo uso do TBT afirmando que o0 mesmo era
uma forma de diminuir os impactos do comércio sob o meio ambiente. Pois a
utilizacdo do TBT diminui a biota incrustante, reduzindo a frequéncia de docagem e
conserto dos navios, ajudava na economia de combustivel e assim promoveria uma
reducdo nos niveis de emissao gazes poluentes na atmosfera. O que de um modo

geral € muito controverso (Omae, 2003).

Depois de algumas descobertas sobre os efeitos tdéxicos do TBT, os pesquisadores o0
consideraram o maior poluidor ambiental e desregulador enddcrino introduzido pelo
homem nos ambientes marinhos (Delgado Filho, 2010; Hoch, 2001). A poluicdo do
TBT também pode ser ocasionada pelo mau uso na agricultura, na industria e nas
grandes cidades, direcionando esse composto para redes de esgoto e também para
0S mananciais, 0s quais fornecem agua para a propria populacdo das grandes e
pequenas cidades. Dessa forma em 1982, o Ministério do Meio Ambiente Francés,
com a finalidade de reduzir sua utilizacdo, proibiu a utilizacdo de tintas a base de
OTs (Alzieu, 1998).

Aqui no Brasil em 1992, foi proibido o uso total do TBT a partir de 1° de janeiro de
2003, pelo “Principio da Precaugao” (Agenda 21. Segao 17.22). Para restringir ainda

mais os impactos ambientais a IMO em 2001 langou um decreto no qual as tintas a
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base do TBT deveriam ser removidas e seladas em embarcacdes até 2008 (IMO,
1999). Porém como boa parte da industria utiliza em grandes escalas os OTs é
muito dificil & retirada total deste poluente do meio ambiente, estima-se que até o
ano de 2003 aproximadamente 70% das embarcacdes mundiais ainda utilizam tintas
com o TBT (Swennen et al.,, 1997). Mesmo com a proibicdo do uso do TBT pela
Unido Europeia desde 2003, ainda os ecossistemas marinhos e de agua doce séo
altamente contaminados pelos OTs, normalmente excedendo os niveis de toxicidade

preconizados (Antizar-Ladislao, 2008; Podratz et al., 2015).

Muitas pesquisas comprovaram que os OTs podem causar inUmeros prejuizos
provocando toxicidade hepatica, genotoxica, neural e imune em varios modelos de
mamiferos (Grondin et al., 2007; Krajnc et al., 1984; Wiebkin et al., 1982), e também
em outros modelos animais (Delgado filho, 2010). Relatérios recentes indicam que o
TBT é um quimico altamente persistente e € considerado um dos maiores
desreguladores endocrinos existentes. Ele também € conhecido por prejudicar a
funcdo metabdlica, e por possuir um alto padrdo de toxicidade na funcéo
reprodutiva, principalmente quando a exposi¢cdo ocorre durante o desenvolvimento
da vida fetal, todavia as pesquisas também indicam seu alto poder de toxidade para
organismos ja desenvolvidos e adultos (Bertuloso et al., 2015; Grin et al., 2006;
Penza et al., 2011; Tabb e Blumberg, 2006; USEPA, 2000).

Um dos efeitos toxicolégicos desses compostos mais prejudiciais existentes ocorrem
em marisco e molusco contaminados. Esses organismos sofrem um fendmeno
denominado de “imposex”, trata-se da superposicdo de 6rgaos genitais masculinos
em fémeas. Este efeito ocorre devido o TBT poder alterar a atividade da enzima
aromatase (Matthiessen e Gibbs, 1998; Oehlmann et al., 1998). Este problema é
irreversivel, causando um grande prejuizo morfofuncional, podendo colocar em risco
a perpetuacao da espécie causando esterilizacdo das espécies. As populacfes mais
sensiveis sdo as mais prejudicadas, por isso algumas dessas espécies sao usadas

como bioindicadores marinhos (Costa et al., 2008).

O TBT mostrou ser capaz de produzir inimeros prejuizos fisiolégicos, alterando o
padrdo de regulacdo dos hormdnios sexuais em diferentes modelos animais. Os
xenobidticos sdo capazes de alterar o metabolismo, a producdo hormonal, os

mecanismos de acdo dos hormoénios, a eliminacdo, e também podem atuar
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mimetizando a acdo hormonal, o que dificulta e muita a compreensédo dos efeitos
toxicos desses produtos. Eles podem atuar diretamente sobre as glandulas
enddcrinas, comprometendo sua func@o e a expressdo dos receptores hormonais
(Nakanishi et al., 2006; Tabb, Blumberg, 2006).

Nakamura e colaboradores (2008) sugeriram que o TBT pode se ligar a uma classe
de receptores nucleares sensiveis a xenobidticos e também a receptores oOrfaos
como o receptor do acido retindide X (RXR), e os receptores do fator de proliferacao
de peroxissoma (PPRAy), podendo comprometera a integridade dos sistemas,
causando desregulacao das vias celular e levando a célula a morte (Nakamura et al,
2008). Bertuloso et al., (2015) mostrou que o TBT reduziu os niveis séricos de
estrogénio em ratas tratadas via gavage. Ressaltando os efeitos dos OTs na
desregulacdo enddcrina, com acdes diretas ou indiretas na funcao das glandulas,
alterando seu padrdo de liberacdo hormonal causando um desiquilibrio no eixo
hipotalamo hipdéfise gonadal, e outros. O TBT pode possuir efeitos toxicolégicos em
diferentes tecidos, em diferentes doses e também em diferentes modelos animais
(Donald et al., 1987).

Apesar das descobertas sobre a toxicologia do TBT, poucos estudos avaliaram a
relagdo entre TBT e as altera¢cdes morfofisiolégicas nos rins. O TBT mostrou ser
altamente toxico em diferentes modelos animais e também um potente desregulador
enddcrino, reduzindo os niveis de estrogénio circulante. Como o estrogénio possui
um efeito renoprotetor bem conhecido pela literatura, e a reducdo da sua
concentracdo e também da sua biodisponibilidade mostraram serem prejudiciais a
funcao renal (Gava et al., 2011; Grosdstein et al., 2000). E pelo fato dos rins serem
considerados um dos 6rgaos alvos de poluidores ambientais, a hipétese de nosso

estudo é investigar os possiveis efeitos do TBT sobre a morfofisiologia renal de

ratas.

Para isso, nos avaliamos a funcéo renal de ratas Wistar na exposicdo ao TBT,
analisando os principais indicadores de competéncia renais, tais como a taxa de
filtracAdo glomerular (TFG), a proteindria, a morfologia renal, a deposicdo de
coldgeno, a contagem de mastdcitos, a produgédo de estresse oxidativo, avaliacdo da
senescéncia e da apoptose celular renal, mensuracdo dos niveis de estrogénio

circulante, bem como na expressao de alfa receptores de estrogénio. Dessa forma,
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as implicacbes de identificar precisamente os impactos do TBT nos rins vao
contribuir muito para a nossa compreensao em constante evolugdo dos efeitos do

TBT sobre a funcéo renal de mamiferos.

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAL

Avaliar os efeitos do tributilestanho (TBT) na morfofisiologia renal de ratas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar nos animais tratados com TBT, e nos animais controle os seguintes

parametros:

e Os niveis de estanho no tecido renal e no soro;

e Se o0 tratamento influenciou o ganho ou a perda de peso corporal dos
animais e também o peso dos rins;

e A morfologia renal,

e A funcéo renal pela mensuracédo da taxa de filtracdo glomerular;

e Avaliar fibrose e prejuizos estruturais pela quantificagdo da deposicdo de
colageno glomerular e fibrose tubulointersticial,

e Avaliar a presenca de inflamacéao e células inflamatorias no cortex renal,

e Avaliar o estresse oxidativo celular causado pelo tratamento;

e Mensurar 0s niveis séricos de estrogénio circulantes;
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¢ Quantificar a expressao dos receptores de estrogénio;

3 METODOLOGIA

3.1 OS ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Os animais usados neste trabalho foram Ratas Wistar adultas (12 semanas de
vida). Mantidas sob temperatura controlada entre 22-24 °C com ciclo
claro/escuro 12/12 h luz. Os animais tiveram racdo e agua livres. Todos 0s
protocolos foram aprovados pela comissdo de Etica no Uso de Animais da
Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) (05/2016). Além disso, todos os
experimentos foram realizados de acordo com as orientacdes relativas a
investigagdo biomédica para o Cuidado e Uso de Animais de Laboratorio
disponivel on-line no e site das Diretrizes da Associacdo Médica Veterinaria
Americana (2007).

3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Os animais foram divididos randomicamente em trés grupos experimentais,

todos tratados durante 15 dias consecutivos com solugéo via gavage:

e Grupo controle: (CON, n=10), tratados diariamente com solugéo veiculo
(etanol a 0,4%);

e Grupo TBT100: (TBT100, n=10), tratados diariamente com solucao
contendo TBT a (100 ng/kg/dia).
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e Grupo TBT500: (TBT500, n=10) tratados diariamente com solucao
contendo TBT a (500 ng/kg/dia).

Todos os animais foram anestesiados durante os procedimentos cirlrgicos com
tiopental de sédio (50 mg/kg, i.p.). ApGs o0s procedimentos cirlrgicos, 0S
animais foram eutanasiados com sobredose de anestésico. As doses e as vias
de exposicdo foram escolhidas com base em protocolos em trabalhos
anteriores realizados por nosso grupo (Bertuloso et al., 2015; Podratz et al.,
2012), e de outros (Zhou et al., 2013).

3.3 AVALIACAO DOS NiVEIS DE ESTANHO

Os niveis séricos de estanho foram realizados a partir de amostras de sangue
coletadas durante o protocolo da avaliacdo da taxa de filtragcdo glomerular
(TFG), utilizando um espectrometro de absor¢do atomica Modelo ZEEnit700
(Analytik Jena, Jena, Alemanha) equipado com um atomizador de tubo de
grafite aquecido transversalmente, a correcdo do efeito de fundo foi realizada
pelo sistema de Zeeman (Potratz et al., 2015). Resumidamente, as amostras
foram pesadas diretamente sobre as plataformas de grafite utilizando um 50a
micro balanca analitica interna. As amostras foram introduzidas no tubo de
grafite utilizando um sistema automatico de amostragem direta de solidos
Modelo 600 SSA (Analytik Jena, Jena, Alemanha). A fonte de linha utilizada foi
uma Lampada de catodo oco de Sn (Analytik Jena, Jena, Alemanha). As
medicBes foram realizadas utilizando a absorbéancia integrada a 224,6 nm. NGs
utilizado Pd (solucdo de estoque 10000 mg mi™ - Merck) e MgNO3 (solugéo de
estoque de 1000 mg ml™*- SCP Science®) como modificadores. Em cada
medicado das amostras ou padrdes, o modificador foi adicionado (10 mg de Pd
+ 6 mg MgNOg3). Todas as amostras foram analisadas diretamente, sem
diluicdo. Para a diluicdo dos modificadores, utilizou-se uma solucdo de 0,2%
(v/v) HNO3 e a agua ultrapura utilizada neste protocolo foi obtida utilizando o

sistema Ultra Elga — Purelab (Marlow, UK).
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3.4 AVALIACAO DO PESO DOS ANIMAIS E DOS TECIDOS

Os estudos anteriores de nosso grupo mostraram que o tratamento com o TBT
foi capaz de aumentar os niveis de estanho no soro dos animais tratados
(Bertuloso et al., 2015, Podratz, 2015). Outros estudos evidenciaram que a
exposicdo ao TBT pode provocar alteracdes no corpo inteiro de roedores e
mamiferos (Grun et al., 2006; Penza et al., 2011.). Dessa forma, 0s pesos das
ratas controle e das ratas tratadas com TBT foram avaliados duas vezes por
semana durante todo o periodo do estudo. No final do tratamento os animais
foram pesados, para serem anestesiados com tiopental de sodio (50 mg/kg,
i.p.) para coleta dos diferentes 6rgaos e tecidos, entre eles: Pituitaria, coracao,

figado, rins, adrenais, ovarios, Uteros, gordura perirrenal, e gordura parametrial.

3.5 AVALIACAO DOS NIVEIS DE ESTROGENIO NO SORO

Para medir os niveis de estrogénio no soro, as amostras de sangue foram
coletadas de ratas apds a eutanasia. Os niveis séricos de estrogénio foram
medidos utilizando ensaio de ELISA (# 42K034 DRG Instruments GmbH,
Alemanha) em um leitor de absorvancia de microplacas ELx808™ (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, USA). Uma curva padréo foi gerada utilizando
6 diluicdes em seérie do hormbnio de referéncia fornecida pelo Diagnostic
Systems Laboratories. Foram executados em cada ensaio controles de baixa e
de alta qualidade para avaliar os valores do coeficiente de variacdo. O limite de
deteccdo do ensaio para o estrogénio foi 9,71 pg/mL. O coeficiente de variacéo
de intraensaio foi entre 4% e 7%. O coeficiente de variacdo de interensaio foi
entre 6% e 9%. Este ensaio de estrogénio foi previamente validado para o uso

em ratos realizados por nosso grupo (Podratz et al. 2015).

3.6 AVALIACAO DA TAXA DE FILTRACAO GLOMERULAR (TFG)
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Os animais foram anestesiados com tiopental de soédio (50 mg/kg, i.p.,
Fontoveter, Brasil) logo em seguida foi realizada uma tragueostomia para
facilitar a respiracdo. Para realizagdo da avaliacdo da taxa de filtragdo
glomerular (TFG) foi necessario utilizar cateteres de polietileno para serem
inseridos na veia e na artéria femoral dos animais, para coleta de amostras de
sangue e para infusdo de solugdes. Além disso, outro cateter foi inserido na
bexiga para recolher amostras de urina. O cateter inserido na veia também foi
ligado a uma seringa de capacidade de 20 mL (BD Yale, Brasil) na qual foram
adicionadas as solucbes de infusdo. Isto foi colocado em uma bomba de
infusdo de seringa (Harvard Apparatus, EUA), mantendo uma taxa de infusdo
constante de 0,1 mL/min. A primeira infusédo, durou 30 minutos e foi realizada
com a injecdo de solucdo contendo manitol a 3% (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA) e 0,9% de NaCl. A substancia usada na determinacdo da taxa
de filtragdo glomerular (TFG) foi a inulina (IN, Sigma-Aldrich, St. Louis,
Missouri, EUA) utilizando o método modificado por Rocco et al. (2008).
Resumidamente, imediatamente apds a primeira infusdo contendo manitol, foi
administrada através do cateter da veia uma solugcdo prime que consiste em 1
mL de solugéo salina de doses variadas de manitol a 3% contendo 90 mg de
IN. Em seguida, a perfusdo foi mantida a uma taxa constante de 0,1mL/min
durante duas horas de solucédo salina contendo manitol a 3% e IN (15 mg/ml).
A partir do inicio da administracdo da dose prime de inoculagdo foram
recolhidas 4 amostras de 0,8 ml de sangue e urina, mantendo um intervalo de
30 minutos entre cada recolha. Estas amostras foram utilizadas para
determinar a concentracao de inulina no plasma e na urina e também utilizadas
para avaliacdo de outros parametros avaliados neste trabalho. A quantificacédo
de inulina foi realizada utilizando o método colorimétrico de Antrona (Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, EUA), em um espectrofotdmetro com a absorvancia
em 620 nm (Bioespectro, sp220) (de Almeida et al., 2016).

3.7 AVALIACAO DA PROTEINURIA
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Durante o protocolo da TFG, parte das amostras de urina coletadas foram
utilizadas para avaliagdo dos niveis de proteinuria dos animais, este método ja
aprovado foi anteriormente descrito por Landgraf et al. (2014). Antes da andlise
urinaria, as amostras foram centrifugadas e o sobrenadante foi separado e
armazenado a -20 °C até a realizacdo dos ensaios. Os niveis de proteinas
urinérias foram determinados pelo método de modificado de Lowry (1951). As
amostras de urina (100 pg) juntamente com a albumina de soro bovina (BSA -
que foi utilizada como controle nesta experiéncia) foram coradas com azul de
Coomassie e posteriormente pipetadas em um gel de SDS-PAGE a 10%, a
corrida das proteinas foi realizada a 120 v em meio a uma solugédo tampao de
glicina. As andlises de proteindria foram baseadas na andlise da intensidade

das bandas de proteina com a coloracédo de azul de Coomassie.

3.8 PREPARACAO DOS TECIDOS

Os animais foram anestesiados com tiopental sédico (50 mg/kg, i.p.) para
serem perfundidos com solucao salina contendo heparina (10 U/mL) através do
ventriculo cardiaco esquerdo, seguida de perfusdo com 4% de formaldeido em
solucéo salina tamponada com fosfato (PF 4% -PBS ). Os rins foram removidos
e seccionados em 2 mm de espessura e fixados em PF 4% -PBS pH 7,4
durante 24-48 horas a temperatura ambiente. Apés a fixacéo, os tecidos foram
embebidos em parafina a 60 °C e posteriormente seccionados em fatias de 4
MM. Os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (H&E) para
visualizacdo das regifes renais (Trujillo et al., 2015). A coloracdo de Alician
blue foi utilizada para visualizar a presenca de mastécitos (Bertuloso et al.,
2015). A coloracédo de &cido periddico de Schiff (PAS) (Sigma-Aldrich, St Louis,
MA) foi utilizada para visualizar a membrana basal e a expansédo mesangial dos
glomérulos (Castiglione et al., 2013). A deposicédo de colageno na area cortical
e intersticial de tufos glomerulares foi determinada utilizando a coloracéo de
Picrosirius red (PS) (Sigma-Aldrich, St Louis, MA) (Landgraf et al., 2014).

3.9 HISTOMORFOMETRIA
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Para histomorfometria, foram capturados em objetivo de 40x 25 glomérulos
corticais por animal para serem posteriormente analisada. As imagens foram
obtidas usando imagens de alta qualidade (2048 x 1536 pixels) em um
microscopio Olympus (AX70; Olympus, Center Valley, PA), fotografado com
uma camera AxioCamICcl e exportados para Axio-Vision Software (AxioVision
Rel 4.8 de software). As imagens foram avaliadas pelo programa Image J

(versionl1.33, PublicDomain).

3.10 AVALIACAO DA PRESENCA DE MASTOCITOS

Foram coradas com Alcian blue regides corticais renais de acordo com um
protocolo padréo (Sigma-Aldrich Co., LLC). Cada uma das seccdes de 4 uM foi
usada para se obter 25 microfotografias (objetiva de 40x). O namero de células
foi avaliado de acordo com a presenca positiva de granulos citoplasmaticos
roxos dentro do tecido. As areas a serem analisadas foram selecionadas de
forma aleat6ria, com a excecdo de campos que continham vasos sanguineos,
os quais foram cuidadosamente evitados. O numero de células coradas
positivamente foi entdo expresso por unidade de area (mm?), tal como descrito
nos nossos estudos anteriores (Bertuloso et al.,, 2015) e outros (Arzi et al.,
2010).

3.11 ANALISE HISTOLOGICA GLOMERULAR

As secOes coradas com PAS foram usadas para capturar 25 microfotografias
de glomérulo, escolhidas aleatoriamente. A area glomerular e area de tufo
glomerular foram medidas em cada imagem utilizando o Image-Pro Plus
Software versdo 4.5.1 para Windows (Media Cybernetics, Silver Spring, MD,
EUA). Os campos para membrana basal e expansdo mesangial foram
escolhidos aleatoriamente e os resultados representam a porcentagem de

expansao total por area de tecido (Castiglione et al., 2013).
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3.12 AVALIACAO DA DENSIDADE SUPERFICIAL DE COLAGENO

A coloragdo de PS foi utilizada para quantificar a area total de deposi¢cdo de
fiboras de colageno na éarea do glomérulo e na area tubulointersticial (25
microfotografias cada). Os campos foram escolhidos aleatoriamente e o0s
resultados representam a porcentagem de fibras colagenas totais por area de
tecido (Castiglione et al., 2013).

3.13 EXTRACAO DE PROTEINA E IMUNOBLOTTING

Foram dissecados o cortex e a medula renal utilizando um micrétomo Sttadie-
Rigg como anteriormente descrito no Gracelli et al. (2012) e Carneiro et al.
(2014). O cortex e a medula renal foram homogeneizados em tampéo de lise, e
a concentracdo de proteina foi determinada utilizando o método de Lowry
(1951) (Bertuloso et al.,, 2015). Resumidamente, as proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose em tampé&o de Tris-glicina (Bio-
Rad Laboratories, Hercules, CA). As membranas foram incubadas durante a
noite com 5% de bloqueador para blotting contendo leite seco ndo gorduroso
em solucdo de Tris-soro fisiolégico tamponado com 0,1% de Tween 20 e as

solucdes de anticorpos especificos (Bio-Rad Laboratories).

Os anticorpos primarios foram anti- ERa (1: 500, SC-542, SCBT, CA), anti-a-
SMA (1: 500, SC-53142, SCBT, CA) e anti-GAPDH (1: 1000, SC- 25778,
SCBT, CA) na solucdo de bloqueio durante a noite a 4°C. Os anticorpos
secundarios utilizados para a marcacdo de ERa e GAPDH foram conjugados
com anti-IgG de coelho com fosfatase alcalina (A3687, 1: 1000, Sigma Aldrich,
St Louis, EUA). As proteinas a-SMA foram detectados utilizando um anti-lgG
de camundongo conjugado com fosfatase alcalina secundaria (A3562, 1: 1000,
Sigma Aldrich Co., LLC). As bandas para a ERa, a-SMA e o GAPDH em cada
amostra foram visualizadas através de uma reacdo de desenvolvimento de cor,

utilizando cloreto de tetrazoélio nitroazul (NBT) e 50 mg/mL de 5-bromo-4-cloro-
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3-indolilfosfato de p-tolui- jante sal (BCIP) (todos da Life Technologies,
Rockville, MD). As bandas de ERa, a-SMA e de GAPDH foram analisados por
densitometria utilizando o software Image J. A expressdo relativa foi
normalizada dividindo-se os valores de ERa e a-SMA pelos correspondentes

valores do controle interno (GAPDH).

3.14 VIABILIDADE CELULAR E ENSAIO PELO CITOMETRO DE FLUXO

As fraccOes enriquecidas de células renais dos animais foram preparadas com
base em estudos anteriores (Folkmann et al., 2007; Swain et al., 2011). O rim
esquerdo foi grosseiramente triturado utilizando tesouras cirdrgicas e
incubadas com uma solucdo de extracdo contendo proteinase K (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e colagenase tipo Il (Gibco Life Technologies, Séo
Paulo, SP, Brasil) para dissociar as células do tecido. O extrato celular foi
filtrado através de uma peneira de nylon (70 um BD Falcon) para remover 0s
residuos celulares; as amostras foram lavadas duas vezes em solucdo salina

tamponada com fosfato (PBS) e armazenadas a -80 °C até a andlise posterior.

A viabilidade celular foi avaliada por lodeto de propidio (PI) (Sigma-Aldrich) a
exclusdo. As células foram incubadas com 2 pL de PI durante 5 min no escuro
a temperatura ambiente. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e
analisadas com um citbmetro de fluxo FACSCanto Il (Becton Dickinson). Os
dados foram obtidos usando o software FACSDiva (BD) e os histogramas
foram analisados por meio do software de testes FCS Express (De Novo). Para
a quantificacédo da fluorescéncia de DHE, DCF, DAF e HPF, as amostras foram
adquiridas em duplicado e 10.000 eventos foram usadas para cada medicao.
As células foram excitadas a 488 nm; a fluorescéncia de DHE foi detectada
utilizando um filtro de banda 585/42, e a fluorescéncia de DCF / DAF / HPF foi
detectada utilizando um filtro de banda 530/30. Os dados estdo expressos
como a intensidade de fluorescéncia média. Para viabilidade e quantificacéo,
as amostras foram adquiridas em triplicado, e 10.000 eventos foram usados

para cada medicdo. As células foram detectadas pela fluorescéncia do PI
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irradiado a 488 nm, utilizando um filtro banda 585/42. Os dados sao expressos

como a percentagem de células viaveis/células coradas (Shaffer et al., 2006).

3.15 AVALIACAO DO ESTRESSE OXIDATIVO CELULAR

A andlise do estresse oxidativo foi realizada por citometria de fluxo utilizando
dihidroetidio  (DHE), 2'.7'diacetato  de  diclorofluoresceina  (DCF),
diaminofluoresceina (DAF) e hidroxifenil fluoresceina (HPF) para detectar os
niveis intracelulares de *0O2- H,O,, NO e <ONOO -, respectivamente, como
anteriormente descrito (Campagnaro et al, 2013; Tonini, 2013).
Resumidamente, 160 mM de DHE ou 10 pM de HPF ou 2 uM de DAF foram
adicionados em uma suspensao de células (106 células) e incubadas no
escuro a 37 °C durante 30 min (DHE e HPF) e 180 minutos (DAF). Para o
controle positivo, as amostras foram tratadas durante 5 min com 50 mM de
H,O, e/ou 100 pM de nitroprussiato de sédio para criar 0 estresse oxidativo,
sem ser toxico para as células, enquanto que para o controle negativo, as
células foram incubadas com etanol. O DCF € um indicador de producéo de
H,O, que nédo é fluorescente até que a oxidagado ocorre no interior da célula, o
qual converte o DCF na forma fluorescente, que se mantém presa na célula. O
DCF (20 mM) foi adicionado a suspensdes de células (106 células), que foram
entdo incubadas a 37°C durante 30 min no escuro, para determinar as
concentracdes intracelulares de H,O, (Dias, et al., 2014a). As células foram
entdo lavadas, ressuspensas em PBS e mantidas em gelo para deteccao
imediata por citometria de fluxo (BD). Para a quantificacdo da DHE, DAF e HPF
de fluorescéncia, 100.000 eventos foram adquiridos e os dados foram
analisados utilizando o software FACSDiva (BD) (Dias et al., 2014Db).

3.16 ANALISE DE CELULAS APOPTOTICAS RENAIS

Células renais em apoptose foram quantificadas pelo método de deteccdo de

anexina usando o kit de apoptose V-FITC BD. Posteriormente a anexina e o Pl
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foram adicionados as ceélulas suspensas, incubados no escuro por 15 min a
temperatura ambiente (25°C), e foram analisadas por citometria de fluxo
utilizando um citdmetro FACSCanto Il (BD). As células apoptéticas foram

definidos como anexina V.

3.17 AVALIACAO DA SENESCENCIA CELULAR RENAL

A guantificacdo da senescéncia celular foi realizada utilizando o método da
massa lisossomal na citometria de fluxo (Porto et al., 2015). As células foram
coradas com laranja de acridina (AO, Invitrogen, Eugene, OR).
Resumidamente, 0.2 mL de células suspensas foram suavemente misturada
com uma solucao contendo 1 mg/mL de AO, 1 mM de EDTA-Na, e 0.15 M de
NaCl em tampéo de acido fosfato-citrico (pH 7.4) foi adicionado durante 10
minutos. As configuragbes fotomultiplicadoras no citdmetro de fluxo foram
ajustadas para detectar o sinal verde de fluorescéncia de AO (principalmente
devido a coloracdo de acidos nucleicos) em 530/30 nm e o filtro de banda do

sinal de fluorescéncia laranja (devido a coloracéo lysosomal) em 585/42.

3.18 ANALISE ESTATISTICA

Todos os dados foram apresentados como a médiatEPM. O teste de
normalidade utilizado para avaliar os dados foi o de Omnibus D'Agostino e
Pearson. As comparacdes entre os grupos foram feitas utilizando ANOVA uma
via seguido do post-hoc de Tukey, os dados analisados obedeceram aos
principios da curva de Gauss. Além disso, para os dados ndo gaussianos, foi
utilizado um teste de Kruskal-Wallis, seguido de comparacao mdaltipla de Dunn.
Os dados da citometria de fluxo foram expressos como a média geométrica da
intensidade de fluorescéncia (GeomMean) ou a percentagem de células
coradas. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando o software Prism
(6.04, GraphPad Software, Inc., San Diego, CA, EUA). As diferencas foram

consideradas significativas quando *p < 0.05, *p < 0.01 e ***p < 0.001.
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4 RESULTADOS

4.1 O TRATAMENTO AUMENTOU OS NIVEIS DE ESTANHO NOS RINS E
NO SANGUE

As amostras de soro foram obtidas a partir das ratas CON, TBT100 e TBT500 e
0s niveis de estanho no soro foram determinados usando um ICP-MS. O
tratamento com o TBT aumentou os niveis de estanho soro no TBT100 (p <
0.05) e TBT500 (p < 0.001) em comparacdo com os ratos de controle (CON:
3.51 + 0.65; TBT100: 56.22 + 9.21; TBT500: 262.00 + 15.93 ng.g*, n = 5,
Figura 1A). Além disso, os niveis de estanho no soro foram mais elevados no
grupo TBT500 como diferenca significativa em comparacdo com as ratas
TBT100 (p < 0.001), mostrando uma relacdo dose dependente. Da mesma
forma, um aumento nos niveis de estanho nos rins foi observado nas ratas
TBT2100 (p < 0.05) e TBT500 (p < 0.001) em comparagéo aos animais controle
(CON: 0.27 + 0.02; TBT100: 7.38 + 0.42; TBT500: 36.47 + 6.99 mg.g™*, n = 5,
Figura 1B). Houve também uma maior concentracdo de estanho no grupo
TBT500 em relacdo ao grupo TBT100, quando comparados (p < 0.001),
sugerindo um efeito de forma dose dependente. Isto pode ser atribuido a
presenca de niveis elevados de estanho acumulados no tratamento com o
TBT.
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Figura 1. Avaliacdo dos niveis de estanho no soro e nos rins dos animais
CON, TBT100 e TBT500. (A) os niveis de estanho no soro dos grupos de CON,
TBT100 e TBT500. (B) Valores niveis de estanho nos rins. Os valores foram
expressos como a médiatSEM. (n = 4). *p < 0.05 vs CON.

4.2 O TBT DIMINUIU A TFG E AUMENTOU OS NIVEIS DE PROTEINURIA

Para caracterizar os efeitos prejudiciais da exposi¢cdo ao TBT na func¢éo renal,
a andlise da TFG foi realizada (Figura 2). As ratas tratadas com TBT exibiram
uma significativa reducdo dos niveis de TFG dos animais TBT100 (p < 0.05) e
TBT500 (p < 0.01) em comparagcdo com as ratas controle (CON: 6.56 + 0.40;
TBT100: 4.75 = 0.33; TBT500: 3.66 + 0.67, n = 7, Figura 2A). No entanto, 0
tratamento do grupo TBT500 ndo conduziu a uma mudancga significativa nos
niveis de TFG em comparacdo com o tratamento dos animais TBT100 (p <
0.05).
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Figura 2: Avaliacdo da taxa de filtracdo glomerular e proteindria nos grupos
CON, TBT100 e TBT500 (n=4). (A) A taxa de filtracdo glomerular. (B) Grafico
representando os niveis de proteindria. (C) Amostras de urina resolvidas em
géis de SDS-PAGE. Os valores foram expressos como a média + SEM. *p <
0,05 vs CON.

A guantidade de proteina excretada em 2.5 h foi avaliada na urina das ratas
controle e TBT, como marcador de leséo renal. O grupo TBT500 apresentou a
maior excrecao proteica na urina em comparagdo com as ratas controle (CON:
10.24 + 1.46; TBT100: 13.41 + 0.80; TBT500: 16.02 + 1,69, p < 0.05, n = 6,
Figura 2B). A magnitude da proteinuria foi também observada nas amostras de
urina resolvidos em gel de SDS-PAGE do grupo TBT500 quando comparada
com as ratas controle e TBT 100 (Figura 2C). Além disso, o tratamento do
TBT100 né&o conduziu a uma mudanga significativa na excre¢do urinaria de

proteinas comparadas com as ratas controle (p < 0.05).

Além disso, para determinar o efeito do TBT no corpo, 0os pesos dos orgaos e
dos tecidos foram avaliados (Tabela 1). O peso do corpo inicial foi semelhante

entre os trés grupos (p < 0.05). No entanto, o tratamento TBT500 foi capaz de
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aumentar o peso corporal final em comparagdo com o controle (p < 0.05).
Ambos os grupos tratados com TBT apresentaram um aumento no peso da
gordura parametrial em comparacdo com as ratas controle (p < 0.05). No
entanto, ndo foram observadas alteracGes significativas na hipdfise e nas
glandulas suprarrenais, coracao, figado, ovarios, utero e gordura perirenal dos

animais controle em comparagédo com os dois ratos TBT (p < 0.05).

Tabela 1: Avaliacdo do peso corporal, dos 6rgdos e dos tecidos nos grupos
CON, TBT100 e TBT500.

Avaliacdo do peso corporal, érgaos e tecidos.

Corpo/érgaos/tecidos CON TBT100 TBT500
Peso inicial corporal () 208.71+1.87 220.00+4.26 209.33+5.74
Peso final corporal (g) 22350+ 3.27 238.42+545 242.12 + 4.86*
Glandula Pituitaria (mg) 8.00 £ 0.90 9.00 £ 0.70 11.00+1.70
Coracéo (g) 0.67 £0.01 0.68 £ 0.02 0.68 £ 0.02
Figado (g) 8.07 £ 0.38 7.34£0.17 8.46 + 0.58
Glandula Adrenal (mg) 55.00 £4.00 57.00 £ 3.00 64.00 £ 6.00
Ovario (mg) 80.00 £8.00 78.00 £ 6.00 79.00 £ 6.00
Utero (g) 0.48+0.02 0.44+0.06 0.43 +0.02
Gordura perirrenal () 0.94+0.14 1.21+£0.19 1.19+0.14
Gordura parametrial (g) 2.07 £0.09 3.38 £0.27* 3.51 + 0.46*

Valores expressos como médiatEPM. *p < 0.05 vs CONT.

4.3 O TBT PREJUDICOU A MORFOLOGIA RENAL DAS RATAS

Para caracterizar os efeitos da exposi¢cdo ao TBT, a anatomia e a histologia do
rim foram avaliadas (Figura 3). Um pequeno aumento do tamanho do rim em
ratos expostos ao TBT foi observado na sua anatomia (Figura 3A). Houve um
aumento de 4% e 28% no indice renal dos animais TBT100 e TBT 500,
respectivamente. Os valores dos animais TBT500 foram significativamente
diferentes quando comparados com as ratas controle (p < 0.01) e TBT100 (p <
0.05) (CON: 1.40 + 0.02; TBT100: 1.46 + 0.05; TBT500: 1.79 + 0.09 g, n=9,
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Figura 3B). Nenhuma mudanca significativa foi observada no indice renal das

ratas controle em comparac¢ao com os animais TBT100 (p < 0.05).

Os rins dos animais tratados com TBT apresentaram alteracdes histologicas
com um comprometimento da organizacdo do cértex renal. Ambos 0s grupos
tratados apresentaram o0s rins com a presenca de desorganizagédo da borda
apical (&), degeneracao vacuolar (ponta de seta), apoptose e a presenca de
células inflamatérias (asteriscos) vizinhas aos tubulos renais (Figura 3E e G).
Por estas razdes, a avaliacdo dos mastocitos foi realizada utilizando como
corante o Alcian Blue. Um aumento no numero de mastdcitos foi observado nos
rins do grupo TBT100 (p < 0.01, Figura F e F1) e TBT500 (p < 0.001, Figura H
e H1) em comparagcdo com o controle (CON: 3.76 + 0.20; TBT100: 5.22 + 0.33;
TBT500: 7.95 + 0.38 mastdcitos / um?x10° n = 5, A Figura 41). Além disso, um
aumento no numero de mastocitos foi observado no grupo TBT500 em
comparacdo com o grupo TBT100 (p < 0.05), sugerindo um efeito dose

dependente.



42

>
w

CON TBT 100 TBT 500 Renal Index

—— H&E 1T Alcian blue ]

¥ 1 ‘1 \
LSy 5 AN
-

Pl
°
o

e
~
o

Renal Index (%)
g

e
N
o

4
°
S

TBT100 TBTS500

TBT 100 §

TBT 500 g‘; . -
e PR
t’*e,’*?i"‘\f"
e . A 08"

« Ve

N
o

pm? x 10°

Mastocito/

)
@

0.0

TBT100 TBT500

Figura 3: Representacdo dos danos na morfologia renal dos grupos CON,
| TBT100 e TBT500 (n = 8 por grupo). (A) imagem da anatomia dos rins. (B)
indice renal, relagéo entre o peso dos rins e do peso dos animais expressa em
porcentagem.  Representacdo da inflamacdo causada pelos danos na
morfologia renal dos grupos CON, TBT100 e TBT500. Secc¢bes de rim foram
| coradas com H&E e azul Alcian. (C) Fotomicrografias representativas dos
glomérulos da area subcapsular e dos glomérulos corticomedulares coradas
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com H&E do grupo CON, (E) TBT100 e TBT500 (G). D) Fotomicrografias
representativas da coloracdo de Alcian blue no grupo CON. F) O Tratamento
com o TBT mostrou causar inflamacdo e a presenca de mastdcitos no grupo
TBT100, e TBT500 (H) na area glomerular. D1) Fotomicrografias
representativas da coloracdo azul Alcian blue na regido tubulo-intersticial no
grupo CON. (F1) O Tratamento de TBT mostrou aumentar a presenca de
mastocitos no grupo TBT100, e no grupo TBT500 (H1). (H) As analises
quantitativas mastécitos no cortex renal. Os valores foram expressos como
médiatEPM. *p < 0.05 vs CON.

4.4 A AREA DE TUFO GLOMERULAR FOI MAIOR NOS RINS DE RATOS
BT

Na histologia renal, as ratas CON exibiram um aspecto normal dos glomérulos
renais, na cipsula de Bowman, bem como o espaco Bowman. No entanto, o
rim em ambos o0s grupos de ratas tratadas com TBT exibiram anomalias no
espaco de Bowman, levando a um aumento na area de tufo glomerular das
ratas com TBT 500 em comparacao com os ratos controle (CON: 8.25 + 0.99;
TBT100: 14.75 + 3.62; TBT500: 25.75 + 3.18, p < 0.01, n = 4, Figura 4J). Além
disso, as ratas TBT500 tiveram um aumento significativo na area de tufo
glomerular comparativamente em relacdo com as ratas TBT100 (p < 0.05). No
entanto, o tratamento dos animais TBT100 n&o conduziu a uma alteracéo
significativa na area tufo glomerular em comparacao com as ratas controle (p <
0.05).

4.5 O DEPOSICAO DE COLAGENO FOI SUPERIOR NOS RINS DAS RATAS
BT

Geralmente, as doencas renais, sdo seguidas por perda de proteina na urina
indicando a presenca de fibrose renal (Abbate et al., 2006;- Ladgraf et al.,
2014). Assim, verificou-se se houve correlagéo entre o tratamento com o TBT e
a deposicao de colageno fosse dose-dependente. Foi observado um aumento
na deposicdo de coldgeno apenas no rim TBT500 em relacdo ao rim do
controle (CON: 9.88 + 0.82; TBT100: 11.49 + 0.69; TBT500: 15.04 + 2.12, n =
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5, p < 0.05, Figura 4K). Nao houve alteracdo significativa na deposicao de
colageno nos glomérulos do rim do controle em comparacdo com o rim do TBT
100 (p < 0.05). Além disso, foi observado um aumento na deposicdo de
colageno tubulointersticial nos rins das ratas TBT500 em comparacdo com 0
CON (p < 0.001) e 0 TBT 100 (p < 0.01), sugerindo um efeito de modo dose-
dependente (CON: 3.77 £ 0.86; TBT100: 7.92 + 2.21; TBT500: 17.22 £ 1.71, n
= 5, Figure4lL). No entanto, ndo foi observada diferenga significativa na
deposicao de colageno tubulointersticial nos rins dos controles em comparacéo
com os rins do TBT 100 (p < 0.05).

4.6 A PRESENCA DE a-SMA FOI SUPERIOR NOS RINS DAS RATAS TBT

A andlise de Western blotting foi realizada e a expressao da proteina a-SMA foi
avaliada no cértex renal (Figura 4). Foi observado um aumento na expressao
da proteina a-SMA apenas no coértex renal das ratas TBT500 em comparacéo
as ratas controle (CON: 1.00 = 0.00; TBT2100: 1.12 + 0.06; TBT500: 1.31 + 0.04,
n =4, p < 0.05, Figura 4M). Nenhuma mudanca significativa foi observada na
expressdo das proteinas a-SMA no coértex renal das ratas controle em

comparacao das ratas TBT 100 (p < 0.05).
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Figura 4: Representacdo dos danos morfoldégicos causados pelo tratamento
com o TBT. A) Coloragéo realizada com &cido periodico de Schiff (PAS) no
cortex renal dos animais CON; (D) TBT100 e (G) TBT500. (J) Quantificacédo da
expansdo mesangial. Coloracdo representativa realizada com Picrossirius red
(PS). B) coloracdo PS nos glomérulos do coértex renal do grupo CON, (E)
TBT100 e (H) no grupo TBT500. (K) Quantificagdo da deposi¢do de colageno
nos glomérulos. C) Representacao da deposicao de colageno no cértex renal
do grupo CON, (F) TBT100 e (I) no grupo TBT500. L) Quantificacdo da
deposicdo de colageno na regido tubulointersticial. (M) Quantificacdo da
proteina ao-SMA no cortex renal. Os valores foram expressos como

médiatEPM. *p < 0.05 vs CON.
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4.7 AS RATAS TBT APRESENTARAM BAIXOS NIVEIS DE ESTROGENIO NO
SORO E BAIXA EXPRESSAO DA PROTEINA ERa

Um ensaio ELISA foi realizado para determinar os possiveis efeitos da
exposicdo do TBT sobre os niveis de estrogénio no soro (Figura 5). O
tratamento reduziu os niveis de estrogénio no soro em ambos 0S grupos
tratados em relagdo ao controle (CON: 35.10 + 4.48; TBT 100: 25.72 * 2.48;
TBT500: 20.56 + 1.88, n = 5, p < 0.05, Figura 5A). Nao houve alteractes
significativas nos niveis de estrogénio no soro do grupo TBT100 em relagéo ao
grupo TBT500 (p < 0.05).

A expressao da proteina ERa nos rins foi determinada utilizando analise de
Western blotting. De modo semelhante, houve uma redugéo na expresséo de
proteina ERa apenas no cortex renal das ratas TBT500 em comparagéo com o
grupo controle (p < 0.01) e o grupo TBT100 (p < 0.05) (CON: 1.00 = 0.01;
TBT100: 0.90 + 0.04; TBT500: 0.76 = 0.03, n = 4, Figura 5B), sugerindo um
efeito dose dependente. Ndo foram observadas mudancas significativas na
expressdo da proteina ERa no cortex renal das ratas controle e TBT100 (p <
0.05). Além disso, ndo houve reducao da expressao da proteina ERa na regido
medular em ambos o0s grupos tratados em relacdo ao controle (CON: 1.00 *
0.00; TBT100: 1.09 + 0.01; TBT500: 0.99 + 0.08, n = 4, p < 0.05, Figura 5C).
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Figura 5: Avaliagdo dos niveis de estrogénio e andlise da expressdo dos
receptores ERa dos grupos CON, TBT100 e TBT500. A) Niveis séricos de
estrogénio. O tratamento com TBT reduziu os niveis de estrogénio circulante
(n=4). (B) Representacdo da quantificacdo por densitometria da proteina ERa
do grupo CON, TBT 100 e TBT 500 com colora¢do positiva no cortex renal
(n=3) e na medula (C) A exposicdo com o TBT diminuiu a densitometria para a
proteina ERa no grupo TBT500 pelo ensaio imunoquimico. Os valores foram
expressos como a médiatEPM. *p < 0.05 vs CON. #p < 0.05 vs TBT100.

4.8 O ESTRESSE OXIDATIVO FOI MAIOR NOS RINS DE RATOS TBT

O estado do estresse oxidativo renal foi determinado utilizando a citometria de
fluxo (Figura 6). Ambos os grupos tratados apresentaram um aumento dos
niveis de *O,- no cortex renal em comparacdo com os rins dos animais controle
usando o marcador de DHE (CON: 1920.68 + 44.97; TBT100: 2191.74 + 55.44;
TBT500: 2173.50 + 35.09, n = 8, p < 0.01). Da mesma forma, foi observado um
aumento nos niveis de *O,- na medula renal nos rins dos animais TBT100 (p <

0.05) e TBT500 (p < 0.01) em comparagdo com o controle (CON: 1920.24 +
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52.46; TBT100: 2115.82 + 64.89; TBT500: 2228.86 + 42.87, n=8). Nenhuma
mudanca significativa foi observada nos niveis renais de *O,- dos animais
TBT100 em comparagcdo com o TBT500 (p < 0.05). Usando um marcador DCF,
0s niveis mais elevados de H,O, foram observados no cértex renal dos grupos
TBT em comparacao com o controle (CON: 1631.80 + 378.6; TBT100: 2021.76
+112.64; TBT500: 2131.64 + 161.97, n = 8, p < 0.05). No entanto, os niveis de
H»O, nas células renais medulares foram maiores nos rins dos animais TBT500
em comparacdo com o controle (CON: 1600.10 = 59.31; TBT100: 2.063,24 +
177.31; TBT500: 2.256,22 + 185.49, n = 8, p < 0.05). Nenhuma alteracéo
significativa foi observada nos niveis renais de H,O, do grupo TBT100 em
comparacao com o grupo TBT500 (p < 0.05). Foi observado um aumento nos
niveis de *ONOO- no cértex renal dos rins dos grupos TBT em comparac¢ao
com o controle (CON: 1388.29 + 22.17; TBT100: 1602.03 + 50.62; TBT500:
1602.81 £ 72.49, n = 8, p < 0.05). Do mesmo modo, um maior nivel de *ONOO-
foi observado na medula renal dos rins dos grupos TBT em comparacédo com o
controle (CON: 1387.07 + 29.40; TBT100: 1593.83 + 51.42; TBT500: 1532.81 +
33.60,n =8, p <0.05).

Além disso, a avaliacdo da apoptose renal foi realizada utilizando um ensaio de
anexina V. Foi observado um aumento na apoptose no coértex renal dos rins
dos animais TBT500 em comparacéo ao controle (CON: 2.53 £+ 0.63; TBT100:
3.31 + 0.34; TBT500: 4.50 £ 0.44, n = 8, p < 0.05). Nenhuma mudanca
significativa foi observada na apoptose renal entre o grupo TBT100 e o grupo
TBT500 (p < 0.05). Também, ndo ocorreram mudancas significativas no
processo de apoptose na medula renal dos rins dos animais dos grupos TBT
em comparacdo ao grupo controle (CON: 3.52 + 0.32; TBT100: 3.96 + 1.1;
TBT500: 4.79 + 0.65, n = 8, p < 0.05).
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Figura 6: O tratamento com o TBT aumentou o estresse oxidativo renal. Os
ratos foram tratados tal como descrito na seccdo Materiais e Métodos (n=8 por
grupo). A) DHE-CR e (B) DHE-MR. C) DCF-CR e (D) DCF-MR. E) HPF-CR e
(F) HPF-MR. G) A apoptose-CR e (H) A apoptose-MR. Os valores foram
expressos como a médiatSEM. *p < 0.05 vs CON.
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5 DISCUSSAO

Existem poucos trabalhos que realizaram a avaliagdo dos impactos dos OTs
sobre a morfofisiologia renal de mamiferos. Nosso trabalho utilizou de
diferentes parametros para avaliar os efeitos do TBT de um modo mais

abrangente sobre o tecido renal e sua funcéo (Tabela 2).

Tabela 2: Sumario da toxicologia renal induzida pelos OTs:

Animal / OTs/ Dose

Parametro renal Ratos ?I.%e.:.T MDCK cells Camundongo Ratos Ratos Ratos
TMTC TET TBTC TMTC TBTC TBTC
(12.25 mglkg) (15&: 3}0150 (0.050 mM) (0.015, 0.05 mg/ml) (1omgkg) (L 5mgkg) (L e5x10“mglkg)
Tempo de exposicao Agudo Crdnico Agudo Subcrdnico/Crénico Agudo Subcrénico Subcrénico
Peso corporal n NR NA — NR l 1
Niveis de Sn no soro NR NR NA NA NR 1 1
Niveis de Sn nos rins NR 1 NA 1 NR 1 1
TFG NR NR NA NA NA NA !
indice renal NR NR NA NA NA ! 1
Morfologia renal Prejudicou NR NA NA NA Prejudicou Prejudicou
Expansdo mesangial NR NR NA NA NA NR 1
Deposicdo colageno NR NR NA NA NA NA 1
Expressao a-SMA NR NR NA NA NA NA 1
Inflamag&o NR NR NA NA NA NR 1
Proteinuria 1/1 NR NA NA NR NA 1
Estresse oxidativo NR NR NA NA NA e 1
Apoptose NA NR NA NA NR NR 1
Expressdo ERa NA NA NA NA NA NA !
Niveis de E2 no soro NA NA NA NA NA NA l
Referéncia Robertson et al., Nebbia et al., Jiann et al., Kobayashi-Hattori et al., Tang et al., Mitra et al., Este estudo
(1987) (1997) (2002) (2006) (2010) (2014)

OTs: Organoestanho; TMTC: Cloridrato de trimetilestanho; TPTA: Acetato de Trifenilestanho; TET: Trietilestanho;
TBTC: Cloridrato de Tributilestanho; TFG: taxa de filtragao glomerular; a-SMA: Actina de musculo liso; ERa: Receptor
de estrogénio; MDCK: Mardin-Darby Canine Kidney; NR: ndo reportado; NA: ndo aplicado; 1: aumento; |: diminuigdo;
«: similar com o controle

Sabe-se que o TBT pode facilmente bioacumular-se ao longo das cadeias
alimentares e nos tecidos como: tecido adiposo, figado e nos rins (Bertuloso et
al., 2015; Harino et al., 2005; Strand e Jacobsen, 2005). Muitos trabalhos
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investigaram um parametro isolado das ac¢des dos OTs sobre uma determinada
funcao renal. Parte desses trabalhados foram feitos in vitro, e poucos trabalhos
usaram de parametros morfofisiolégicos em sua metodologia (Jiann et al. 2002;
Kanli e Terreros, 1991; Robertson et al. 1987).

Assim, praticamente este trabalho € pioneiro ao investigar os efeitos gerais do
TBT sobre a funcao renal (taxa de filtracdo glomerular, TFG), e também sobre
os impactos morfologicos. Para isso, foram utilizados diferentes métodos como
o clearance de inulina para determinar a TFG. E as técnicas de coloragdo como
0 acido periddico de schiff e picrosirius red, assim como alcian blue e H&E. A
literatura € abrangente sobre os efeitos dos radicais livres sob a fungéo renal,
por isso neste trabalho também foi realizada a avaliagdo do estresse oxidativo
celular pelo citbmetro de fluxo. Neste trabalho foi realizada também a

avaliacdo dos niveis séricos de estrogénio.

Nosso trabalho utilizou em um dos grupos analisados doses abaixo das
concentracfes recomendadas pela Agéncia de Protecdo Ambiental Americana
(EPA) que seria de 250 ng/kg do animal. O tratamento de 100 ng/kg jA mostrou
ser capaz de causar prejuizos renais. Entretanto os maiores problemas
correlacionados com a fungéo renal foram obtidos no tratamento de 500 ng/kg
dos animais, o que levou a crer que os efeitos foram dose dependente. A
avaliacdo da toxicidade para a funcdo renal foi verificada em ambos os

tratamentos.

A exposicdo ao TBT pode resultar em prejuizos metabdlicos e alteracbes
histoldgicas e enziméticas. Os organoestanhos sdo capazes de gerar prejuizos
cardiovasculares, neurais, no figado, no sistema reprodutivo, nos pulmdes, no
tecido adiposo, no sistema imune, nos leitos vasculares e nos rins. O TBT
possui diversos mecanismos de ac¢des dentro da célula, alterando a expressao
génica e a atividade enzimatica, mimetizando a ac¢do hormonal, agindo
diretamente nas glandulas produtoras e ou nos 6rgédos alvos (dos Santos et al.,
2012; Grondin et al., 2007; Krajnc et al., 1984; Mitra et al., 2014, Podratz et al.,
2015; Tabb e Blumberg, 2006; Wiebkin et al., 1982).

Ressaltando os efeitos dos OTs na desregulacdo endocrina, com acgdes diretas

ou indiretas na funcdo das glandulas, alterando seu padrdo de liberacao
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hormonal causando um desiquilibrio no eixo hipotalamo hipdéfise gonadal, e
outros. Como o TBT mostrou ser tdxico para varios tipos de tecido, e o rim é
um érgao extremamente perfundido pela circulacdo sanguinea, com certeza a
funcao renal sofre inUmeros prejuizos a contaminacao pelos OTs (Donald et al.,
1987). Neste trabalho foi utilizado um potente desregulador endocrino que pode
agir produzindo inflamacédo e alteracbes estruturais diretas, como também

mimetizando a acdo hormonal.

Nosso trabalho assim como o de Nebbia et al. (1997), Metri et al. (2014) e
Wester et al. (1990) mostraram que 0 0s organoestanhos sdo facilmente
bioacumulaveis no tecido renal, causando grandes impactos toxicoldgicos. A
impregnacao dos OTs do tecido renal pode ser a causa do surgimento de
desordens estruturais e fisiolégicas que sdo de dificil compreenséao e dificultam

um diagndstico preciso e precoce.

Essas alteracbes podem ser confirmadas por autores que demonstraram que o
TBT reduziu a atividade da enzima citocromo-p450 responsavel pela
desintoxicacao do tecido renal, e eliminacdo de agentes quimicos enddgenos e
que também realiza a metabolizacdo de farmacos (Nebbia et al., 1997; Silva de
Assis et al., 2005). Com os sistemas de exaustao modificados, a célula passa a
expressar mediadores inflamatérios que vao influenciar diretamente o seu

comportamento, muitas vezes levando a morte celular.

Kobayashi-Hattori et al. (2006) também demonstrou que o tratamento via
placenta com o TBT reduziu a expressao da glicoproteina P que também esta
ligada aos mecanismos de defesa celular, esses dados sugerem que o TBT
reduz a capacidade de resposta celular dos rins para 0s mecanismos

estressores 0s quais podem estar presentes em diferentes fisiopatologias.

Wester e colaboradores (1990) realizaram um tratamento de 2 anos com
dosagens que variavam 0.5, 5 e 50 mg/kg com 6xido de tributilestanho (TBTO)
em ratos Wistar machos e fémeas para avaliar o potencial carcinogénico deste
OTs sobre o organismo. Eles verificaram que tratamento diminui a
concentracéo de linfécitos circulantes em doses de 50mg/kg do animal, houve
também alteracdo na concentragdo das imunoglobulinas, sendo que a IgM foi

maior em ambos os géneros dos grupos tratados, enquanto a IgG diminuiu
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apenas nas fémeas e ndo ocorreu alteracdes nas concentracdes de IgA. Esses
achados também mostraram que os OTs diminuem o0s processos das
respostas fisiolégicas dos érgdos e os tornam mais susceptiveis as acoes

toxicoldgicas desses xenobidticos.

A acéao prejudicial do TBT mostrou variar de acordo com as concentracdes e
também ao tempo de exposi¢cao. Mitra e Colaboradores (2014) mostraram que
o tratamento do TBT na dose de 1 e 5 mg/kg durante 1 més diminuiu o0 peso
corporal dos animais, e também o peso dos 6rgdos como figado, pulmdes e
rins. O TBT também diminui a massa relativa desses 6rgaos no tratamento de
5mg/kg do animal, indicando que esses podem sofrer a influéncia direta desse

contaminante.

Entretanto nosso trabalho verificou que o tratamento com o TBT na dose de
500ng/kg durante 15 dias foi capaz de aumentar o peso corporal dos animais,
com um aumento significativo do peso da gordura parametrial. Wester et al.
(1990) com o tratamento de 50mg/kg de (TBTO) o6xido de tributilestanho
verificou aumento do peso dos ovarios, adrenais, figado, coracédo, pituitaria e
rins. Todavia Silva de Assis et al. (2005) mostrou que o tratamento do TBT nas
doses de 2 e 6 pg/kg néo alteraram o peso corporal dos animais, todos esses
achados corroboram indicando que o TBT pode causar uma desorganizacao no
metabolismo e no armazenamento de gordura corporal e a utilizacdo dos

substratos energéticos por mecanismos ainda desconhecidos.

Os impactos do TBT sobre os rins foram facilmente identificados nesse
trabalho, houve aumento da massa relativa dos rins dos animais tratados em
comparac¢ao com os animais controle. O aumento do peso dos rins pode estar
relacionado aos processos inflamatoérios e a deposicéo de fibras colagenas que
foram encontrados nos experimentos. Houve prejuizos morfoldégicos 0s quais

provavelmente influenciaram no ganho de peso.

Em ambos os grupos tratados, houve um aumento dose dependente da
ativacdo e migracdo dos mondcitos, sugerindo inflamacgéo na regiao cortical.
Os processos inflamatérios renais sdo mediados por indmeras moléculas
sinalizatérias, e uma vez este processo instalado, geralmente é irreversivel

levando a glomerulonefrite diminuindo e prejudicando a funcdo renal. A
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inflamacé&o na area cortical do rim também foi verificada pelas analises com o
H&E. Houve vacuolizacdo basolateral dos tubulos renais e processos

inflamatorios nos tufos glomerulares.

A toxicidade generalizada dos OTs também foi verificada por Robertson e
colaboradores (1987) que mostraram os efeitos do cloridrato do trimetilestanho
(TMT) sobre a funcéo renal. Eles deram doses Unicas de 12,25 mg/kg via oral
em ratos, foi observado que este tratamento agudo causou anomalias de
comportamento, perda de peso acentuada nos animais e nefrotoxicidade. As
alteracdes patoldgicas manifestadas foram aparecimento de gotas hialinas nos
tabulos dos néfrons inferiores, vacuolizacdo basolateral dos tabulos, a
presenca de eosindfilos nos tabulos renais, dilatacdo tubular cortical grave,
esfoliacdo de células tubulares epiteliais, elevacdo da ureia no sangue. Ele
também mostrou que essas lesbes foram progressivas e que 0s ratos mais
pesados foram mais sensiveis aos efeitos nefrotoxicos do TMT. Dados muito
semelhantes ao encontrados em nosso trabalho, mostrando inflamagéo e perda
da capacidade do érgdo em realizar suas funcgdes.

A inflamacao do tecido renal pode influenciar a progresséo da faléncia renal. A
lesdo tubulointersticial, glomeruloesclerose, glomerulonefrite, célculos renais
podem evoluir de um quadro agudo a uma situacdo crbnica. Essas alteracdes
também foram verificadas por Wester e colaboradores (1990) que mostraram
0s prejuizos do TBT a morfologia renal. A funcdo renal ficou prejudicada
devida a vacuolizacdo do epitélio do tubulo proximal e a inflamacao renal com
degeneracéo progressiva dos glomérulos e dos tubulos renais, acompanhada

de inflamacdo intersticial.

Em nosso estudo também houve aumento dos processos de inflamacao que
foram verificados com um aumento da expressdo de a-SMA nos grupos
tratados em relagdo ao controle e também com a presenca de mastocitos e
outras células inflamatérias que foram observadas pelo H&E. Os mecanismos
que desenvolveram os prejuizos morfofisiolégicos e a disfuncéo glomerular ndo
estdo totalmente esclarecido pela literatura, mas sabe-se que normalmente

elas evoluem lentamente e pode ser influenciada por muitos fatores.
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As lesbes presentes nos glomérulos e tubulos renais podem causar prejuizos a
funcdo renal. Quando a funcéo renal estd prejudicada inUmeros processos de
compensagao s&o acionados para contrabalancear o problema. Quando a
lesdo ja esta bem instalada normalmente é possivel detectar em exames de
urina a presenca de proteinuria. A proteindria pode ser um indicio de faléncia
renal, e esta intimamente associada com outros processos inflamatoérios. A
proteindria € o resultado da perda da capacidade dos rins reabsorverem as
proteinas que foram filtradas. A proteindria ocorre quando a lesdo rompe a as

barreiras da filtracdo glomerular (Gorriz, Martinez-Casteléao, 2012).

A proteinaria é um forte marcador de progressao das doencas renais cronicas,
porém seus mecanismos sao poucos conhecidos. Pode envolver infiltragdo por
células inflamatodrias, proliferacdo das células glomerulares, e desorganizacao
das barreiras filtradoras, incluindo a membrana basal e os poddcitos (Gorriz,
Martinez-Casteldo, 2012). Zucker et al. (1988) mostrou que o tratamento de
células MELC (Murine Erythroleukemia cell line) com o TBT a 0.1 e 5 uM
durante 4 horas provocou dimerizagdo da membrana, com perda estrutural, e
desorganizacao interna da célula. Todos esses achados foram verificados em
nosso trabalho, o tratamento com TBT gerou proteindria em ambos 0s grupos
(TBT100 e TBT500) em relacdo ao controle, houve a presenca de células

inflamatorias e desorganizacao estrutural dos rins.

A proteinuria pode ser usada como parametro para avaliar a efetividade da taxa
de filtragdo glomerular. Quando a lesdo renal ocorre, geralmente a taxa de
filtracdo glomerular diminui. Essa progressdo pode levar a quadros de
insuficiéncia renal crénica (IRC). Os processos inflamatérios do tecido renal,
uma vez iniciados, podem levar a glomeruesclerose, glomerulonefrite, célculos
renais, vacuolizacdo de tubulos, entre outros (Abbate et al., 2006; Ladgraf et
al., 2014).

A insuficiéncia renal pode até mesmo desenvolver a hipertensédo arterial
secundaria agravando ainda mais o problema (Devarajan, 2006). A taxa de
filtracAo glomerular € um dos melhores parametros para avaliar a funcéo renal
(lenaga e Yokozawa, 2010). As manifestacdes clinicas da disfuncdo renal

podem variar de uma reducdo minima, mas sustentada da taxa de filtracao
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glomerular (TFG) até o desenvolvimento da insuficiéncia renal (Devarajan,
2006).

A reducéo da taxa de filtracdo glomerular pode levar a hipertrofia renal causada
por um aumento nos glomérulos, expansdo mesangial e aumento da deposicdo
de fibras de colageno. Muitos fatores podem estar envolvidos, como a
expressdo de quimiocinas e citocinas, presenca de mondcitos e mastocitos
indicando inflamagéao e fibrose, fatores de crescimento, entre outros (Gorriz e
Martinez-Castelao, 2012).

Em nosso trabalho os tratamentos de TBT nas doses de 100 e 500ng/kg foram
capazes de diminuir a taxa de filtracdo glomerular a niveis estatisticamente
significantes. Esse resultado foi esperado devido as alteracdes encontradas na
morfologia renal. Como houve prejuizos tanto no tufo glomerular quanto nos
tubulos intersticiais, e também foi constatada a presenca de células
inflamatorias, a diminuicdo da taxa de filtracdo glomerular j& era um resultado

esperado.

Os prejuizos foram verificados devido ao aumento da deposicdo de fibras de
colageno no cortex renal dos animais tratados, principalmente do TBT500 em
relacdo ao controle, mostrando que esse efeito foi dose dependente. O
tratamento mostrou ser altamente prejudicial & func@o renal, pois houve
aumento na deposicdo de colageno na regido tubulo intersticial e nos
glomérulos do grupo TBT500 em relacdo ao controle, indicando que houve
fibrose nos rins, porém essa diferenca nao foi verificada entre os grupos

tratados.

Esse resultado também pode ser uma das explicacfes para o aumento do peso
dos rins analisados no tratamento. Matri et al. (2014) também verificaram em
seu tratamento de 1 e 5 mg/kg, que o TBT causou prejuizos morfoldgicos, eles
verificaram um aumento da expansdao mesangial de ambos os grupos tratados
em relacdo ao controle, o que explicou a reducdo da taxa de filtracado

glomerular encontrada.

A taxa de filtracdo glomerular pode sofrer o ajuste por outros fatores, como 0s

neurais, metabdlicos e humorais circulantes. O TBT pode agir diretamente
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sobre os mecanismos renais causando prejuizo, como foi visto pela literatura
(Matri et al., 2014; Wester et al., 1990). Como o TBT mostrou possuir um efeito
direto sobre a funcdo renal e também um mecanismo indireto mimetizando a
acao hormonal é extremamente complicado identificar a via exata pela qual o
TBT causa toxicidade ao rim (Balls, et al., 2001; Crean et al., 2014).

A queda na concentracdo dos niveis de estrogénio no soro pode ser uma das
razbes dos prejuizos obtidos, tendo em vista, que o estrogénio € tido na
literatura como um agente renoprotetor (Silbiger et al., 1999). O tratamento do
TBT diminuiu os niveis basais de estrogénio em ambos 0s grupos tratados em

relacdo ao controle em nosso trabalho.

Bertuloso et al. (2015) e Podratz (2012) trataram ratas Wistar durante 15 dias
com TBT a 100ng/kg e também verificaram uma diminuicdo dos niveis
circulantes de estrogénio. Entretanto, Podratz et al. (2015) realizaram um
trabalho com extratos de gastropodes contaminados com OTs, a concentracao
sérica do estrogénio em seu trabalho aumentou para niveis téxicos,
contrariando os outros achados e indicando que sdo necessarias maiores
investigaces sobre a acao fisiologica do OTs sob a desregulacdo enddcrina

em mamiferos.

O TBT inibe diretamente a acdo da enzima aromatase, diminuindo a
concentracdo e a biodisponibilidade de horménios femininos e aumentando a
concentracdo de horménios androgenos (Oehlmann et al., 1998). O aumento
nos niveis de andrégenos estd associado com problemas renais, como a
insuficiéncia renal aguda (Mdiller et al., 2015). A inibicdo ou a superexpressao
dessa enzima pode causar inameros prejuizos ao desenvolvimento e a
diferenciacéo, assim como relatos do aparecimento de certos tipos de tumores
(Antal et al., 2008).

A dosagem do TBT que usamos nesse trabalho € bem abaixo das dosagens
gue sao normalmente usadas por outros grupos de pesquisadores (Jiann et al.,
2002; Kobayashi-Hattori et al., 2006; Nebbia et al., 1997; Tang et al., 2010).
Mesmo assim o tratamento diminuiu a expressao do receptor de estrogénio alfa
no coértex renal, o que levou a concluirmos que os efeitos de protecdo do

estrogénio neste tecido foram perdidos, pois o TBT parece ter alterado
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diretamente a producdo, modulacdo, expressdo e a acao desses hormoénios
esteroides, assim como de seus receptores. Em nosso trabalho, avaliamos
apenas a expressao do receptor alfa devido a maioria dos estudos apontarem
uma maior participacdo dessa proteina nos processos renais (lkeda et al.,
2015; Brandenberger et al., 1997; Gava et al., 2011; Rogers et al., 2007). E
também para direcionar em uma linha de pesquisa a influéncia do ERa nos
achados desse trabalho, sendo necessario a criacdo de outras linhas de
pesquisas para determinar o papel dos outros receptores nos prejuizos

causados pelo TBT e associando os resultados com o que foi obtido neste.

O grupo TBT500 houve diminuicdo da expresséo do receptor ERa em relacéo
ao controle (p < 0.01) e também em relacdo ao grupo TBT100 (p < 0.05),
possivelmente este efeito foi dose dependente.

Véarios estudos tém sugerido que o estrogénio reduz o risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e renais (Silbiger et al., 1999;
Neugarten et al., 1999; Grosdstein et al., 2000; Gava et al., 2011). O estrogénio
possui acdes gendmicas e ndo gendbmicas no tecido renal, através de seus
receptores. O receptor ERa mostrou ser predominantemente expresso no

cortex renal (Sharma e Thakur, 2004).

A funcéo renal é influenciada diretamente pela acdo do estrogénio, interferindo
nos mecanismos que controlam o balanco hidroeletrolitico e a expressdo de
canais e transportadores que regulam a reabsorcdo e secrec¢do de solutos,
como o sodio e potassio, por exemplo (Graceli et al., 2013; lkeda et al., 2015;
Kanli e Terreros, 1991 ). O estrogénio mostrou também modular a supressao
da deposicdo de colageno e o remodelamento da matriz extracelular que estao
presentes na fisiopatologia das lesdes renais progressivas (Krepinsky et al.,
2002).

Os efeitos protetores do estrogénio sobre a fungéo renal podem ser analisados
comparando os achados entre homens e mulheres. A prevaléncia de doencas
renais em mulheres antes da menopausa é menor do que em comparagao com
0s homens. Entretanto, as taxas de comorbidades renais se igualam apo6s a
menopausa com as mulheres apresentando a mesma incidéncia do que os

homens. Os mecanismos de protecdo que diferenciam entre os géneros ainda
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necessita de maiores investigacdes, mas sabe-se que as mulheres que fazem
o tratamento de reposicdo hormonal no periodo do climatério sofrem em
menores propor¢cdes os danos causados pela baixa circulagdo dos hormonios

esteroides (Hutchens et al., 2014).

Alguns estudos corroboraram com essa hipotese mostrando a capacidade do
estrogénio em modular o balanco hidroeletrolitico, alterando a reabsorcédo de
sédio nos néfrons de mamiferos. Quando os niveis de estrogénio estao altos
nas mulheres do periodo pré-ovulatorio durante o ciclo menstrual o volume de
liquido extracelular nelas aumentam consideravelmente. O mesmo ocorre com
a retencdo de agua e sal na mulher durante a gravidez (Stachenfeld et al.,
2005). Segundo Gracelli et al. (2012) o estrogénio mostrou modular
positivamente a expressdo do canal CNG-Al e a bomba de Na'/K* no cortex
renal, possuindo um efeito importante no balanco de sédio e agua em
mamiferos. O estrogénio mostrou aumentar a expressao do mRNA para o canal
de sdédio epitelial (ENaC) nos rins de ratos, nos tabulos proximal e distal dos
néfrons (Brunette et al., 2001; Verlander et al., 1998; Yusef et al., 2014).

Zhao et al. (2013) realizaram um estudo com 113 mulheres na fase de poés-
menopausa. Eles observaram que as mulheres que apresentaram niveis mais
elevados de estradiol durante essa fase estavam menos propensas a sofrer de
pedras nos rins por oxalato de célcio. Os resultados desse trabalho suportam a
hipétese de que o0s estrogénios enddgenos mais elevados durante a poés-
menopausa podem proteger as mulheres contra célculos renais no

envelhecimento.

Outros estudos evidenciam ainda mais esse resultado, pois mostraram que as
mulheres no periodo de poOs-menopausa, exatamente onde o0s niveis de
estrogénio estdo mais baixos, apresentam maiores indices de célculos renais
do que as mulheres jovens. E os homens da mesma faixa etaria do que as
mulheres apresentam indices maiores de célculos e problemas renais (Marshall
et al., 1975).

Muitos autores descrevem um aumento da fibrose glomerular e tubulo
intersticial no homem em comparagédo com a mulher, dependente da idade,

sugerindo um controle minucioso desses mediadores inflamatorios pelo
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estrogénio. O que corrobora para os achados obtidos nesse trabalho,
mostrando que o efeito do TBT foi dose dependente na diminuicdo do
estrogénio circulante, contribuindo para uma maior deposi¢cdo de colageno e

causando prejuizo morfofisiol6gico nos rins.

O estrogénio, de acordo com a literatura é capaz de atuar diminuindo o
estresse oxidativo celular e a producdo das ROS no tecido renal, favorecendo a

protecdo de sua funcgao (Silbiger et al., 1999; Silbiger e Neugarten, 2008).

Os radicais livres podem estimular o desenvolvimento da hipertrofia renal,
glomerular e aumentar a deposi¢céo de fibras como o coldgeno e a fibronectina,
causando um remodelamento na matriz extracelular (Gorin et al., 2005; Silbiger
e Neugarten, 2008). O estresse oxidativo pode agir diretamente no nucleo
causando alteracdes e danos no DNA. Em nosso trabalho foi verificado um
aumento da presenca das ROS na medula e no cértex renal, porém o cértex
renal parece ter sido o mais afetado, mostrando que o tratamento com o TBT

aumentou o estresse oxidativo em maiores propor¢des nessa regiao.

A literatura mostrou que o estrogénio pode suprimir a sintese de colageno pelas
células mesangiais glomerulares, modulando a proteina MAPK e a expressao
do fator de transcricdo AP1, sugerindo que o estrogénio possa modular a
progressdo da glomeruloesclerose (Neugarten et al., 1999; Silbiger et al.,
1999).

Mitra et al. (2014) demonstraram que o tratamento com o TBT gerou danos nos
tecidos renais, pulmonares e no figado. Eles trataram ratos Wistar durante 1
més com doses de 1 e 5 mg/kg. Como resultado eles obtiveram que a
toxicologia do TBT pode estar também relacionada com um aumento do
estresse oxidativo celular, pois eles utilizaram inibidores de célcio e agente
antioxidantes para restaurarem a viabilidade celular perdida com o tratamento,
assim eles viram que os inibidores de célcio pouco participaram da diminuicdo
do estresse oxidativo e da perda da viabilidade celular. Em seu trabalho, eles
também mostraram que o tratamento aumentou o nivel de peroxidacao lipidica
causando prejuizos na estrutura celular que pode estar ligado ao estresse

oxidativo.
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Em nosso trabalho o tratamento do TBT aumentou o estresse oxidativo e
diminuiu os niveis de estrogénio circulantes o que juntos poderiam ajudar a
causar um prejuizo na estrutura dos tufos glomerulares, e deposicao de fibras

de colageno na matriz extracelular, e assim diminuicdo da funcéo renal.

Mitra e colaboradores (2014) viram que a exposicdo ao TBT resultou na
diminuicdo da viabilidade celular no figado, pulmé&o e rins. Um dado curioso
encontrado foi que o tratamento com TBT a 1mg/kg teve uma acéo citotoxica
maior que o tratamento com 5mg/kg. Em nosso trabalho o tratamento com o
TBT mostrou ser capaz de aumentar o numero de células apoptoticas no cortex
e na medula renal, apresentando um resultado dose dependente na marcacéo
com anexina. O TBT500 aumentou o numero de células apoptoticas em
relacdo ao controle, evidenciando os resultados obtidos neste trabalho.

Dessa forma s@o necessarias maiores investigacdes cientificas para elucidar o
papel toxicologico do TBT sobre a morfofisiologia renal. Tendo em vista que a
literatura demonstrou que os OTs podem agir tanto diretamente quanto
indiretamente sobre os mecanismos renais, e devido ao seu potencial como
desregulador enddécrino, todos os resultados nesse trabalho podem ter sido

influenciados pelo os baixos niveis de estrogénio circulante.
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6 CONCLUSAO

Assim sendo, concluimos que o TBT é extremamente prejudicial a fungdo renal
causando uma mudanca morfofisiolégica neste tecido, com mecanismos de
dificii compreensdo que ainda necessitam de maiores investigacbes para

serem esclarecidos.
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