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RESUMO

O cloreto de tributilestanho (TBT) € um contaminante ambiental que € utilizado como
biocida em tintas anti-incrustantes. Foi demonstrado que o TBT induz efeitos de
desregulacdo enddcrina. No entanto, os estudos que avaliam os efeitos do TBT no
eixo hipotalamo-hipofise-adrenal (HPA) séo especialmente raros. O presente estudo
demonstra que a exposicao ao TBT é criticamente responsavel pela funcao impropria
do eixo HPA de mamiferos, bem como o desenvolvimento de morfologia anormal na
glandula pituitaria e adrenal. Ratas fémeas foram tratadas com TBT e a morfofisiologia
do eixo HPA foi avaliada. CRH alto, baixa expressdao de ACTH e altos niveis
plasmaticos de corticosterona foram detectados em ratos TBT. Além disso, o TBT
aumenta a expressdo da proteina iINOS no hipotdlamo de ratos. Anormalidades
morfofisioldgicas, incluindo inflamacao, um balanco redox celular alterado, apoptose
e deposicdo de colageno nas glandulas pituitaria e adrenal, além de aumento na
adiposidade e expressao proteica de PPARy na adrenal, foram observadas em ratos
TBT. Juntos, estes dados fornecem evidéncias in vivo de que TBT leva a dissociacdo
funcional entre CRH, ACTH e corticosterona, que poderia ser associado a inflamacéo
e aumento da expressao de iINOS no hipotalamo. Assim, o TBT exerce efeitos toxicos

em diferentes niveis na fungéo do eixo HPA.

Palavras chave: Tributilestanho; Eixo hipotalamo-hipofise-adrenal; Interferentes

endacrinos; Inflamacéo.



ABSTRACT

Tributyltin chloride (TBT) is an environmental contaminant that is used as a biocide in
antifouling paints. TBT has been shown to induce effects of endocrine disruption.
However, studies evaluating the effects of TBT on the hypothalamic-pituitary-adrenal
(HPA) axis are especially rare. The present study demonstrates that exposure to TBT
is critically responsible for the inappropriate function of the mammalian HPA axis, as
well as the development of abnormal morphology in the pituitary and adrenal gland.
Female rats were treated with TBT and the HPA axis morphophysiology was
evaluated. High CRH, low ACTH expression and high plasma corticosterone levels
were detected in TBT rats. In addition, TBT increases the expression of the iINOS
protein in the rat hypothalamus. Morphophysiological abnormalities, including
inflammation, altered cellular redox balance, apoptosis and collagen deposition in the
pituitary and adrenal glands, in addition to increased adiposity and PPARYy protein
expression in the adrenal, were observed in TBT rats. Together, these data provide in
vivo evidence that TBT leads to functional dissociation between CRH, ACTH and
corticosterone, which could be associated with inflammation and increased iINOS
expression in the hypothalamus. Thus, TBT exerts toxic effects at different levels on

HPA axis function.

Keywords: Tributyltin; Hypothalamic-pituitary-adrenal axis; Endocrine disrupting

compounds; Inflammation.



INTRODUCAO

O eixo hipotadlamo-hipoéfise-adrenal

O eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (HPA) é de importancia vital para a sobrevivéncia
e desenvolvimento dos mamiferos (AGUILERA, 2011). Participa ativamente da
regulacdo da homeostase, durante todo o periodo da vida (MOISIADIS; MATTHEWS,
2014a), sendo critico para o desenvolvimento normal e manutencdo da fisiologia
metabolica, imunoldgica, enddcrina e reprodutiva dos mamiferos (DE KLOET; JOELS;
HOLSBOER, 2005; FOWDEN; LI; FORHEAD, 1998). Na placenta, a atividade dos
corticoides maternos € essencial, pois participa do processo de maturacdo de
diferentes 6rgdos que serdo necessarios apos o desenvolvimento do feto
(MOISIADIS; MATTHEWS, 2014a). Ao longo da vida, o eixo HPA atua frente a
fenbmenos que desregulam a homeostase, atuando sobre o organismo para
reestabelecer o equilibrio ou até mesmo nos preparar para o0 estresse diario
(CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS, 2005).

No hipotdlamo é sintetizado o hormdnio liberador de corticotrofina (CRH), uma
proteina que coordena a cascata de maturacao e acéo do eixo HPA. Sintetizado nos
corpos celulares dos neurbnios do nucleo paraventricular, (BALE; VALE, 2004), o
CRH é liberado na circulacao porta-hipofisaria e alcanca a hip6fise, na qual atua nos
corticotrofos regulando a sintese e liberacdo do hormdnio adrenocorticotréfico
(ACTH). A acdo do ACTH ocorre, em especial, nas glandulas adrenais (BORNSTEIN;
CHROUSOS, 1999; NICOLAIDES et al., 2015). O ACTH ¢é o principal regulador da
sintese de glicocorticoides (GC) no cortex adrenal, particularmente na zona
fasciculada (ZF). Além disso, ele estimula o crescimento e desenvolvimento normal
da glandula adrenal, assim como a formacdo da cascata de esteroidogénese. No
cortex adrenal € sintetizado o cortisol, corticosterona em roedores, que através de sua
acao sobre o hipotalamo e os corticotrofos, regula o eixo HPA por um mecanismo de
feedback negativo (Figura 1) (MOISIADIS; MATTHEWS, 2014a; ULRICH-LAI;
HERMAN, 2009).
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Meurdnios

Figura 1. Eixo hipotalamo-hip6fise adrenal de roedores. Os neurbnios CRH,
localizados no hipotadlamo, quando estimulados por um estresse produzem e secretam
horménio liberador de corticotrofina (CRH), o qual é liberado na circulacdo porta-
hipofisaria. Na hipdfise o CRH estimula a producdo e secrecdo de horménio
adrenocorticotréfico (ACTH), o qual € liberado na circulacao sistémica. O ACTH atua
no cortex adrenal estimulando a producéo de corticosterona. A corticosterona atua no
organismo regulando o sistema imune e o metabolismo, além disso através do
feedback negativo, ele inibe a producdo de CRH e ACTH, promovendo um controle

da sua producao. Merlo et al., 2017 do acervo pessoal.

A funcéo principal do cortisol é o controle metabdlico frente a algum tipo de estresse,

seja este fisioldgico ou patoldégico, buscando o reestabelecimento da homeostase
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(MUNCK; GUYRE; HOLBROOK, 1984). O cortisol age sobre o balanco energético do
organismo, através do aumento da glicose plasmética, devido ao aumento da
degradacéao de glicogénio e formacao de glicose a partir de aminoacidos. Além disso,
o cortisol possui acdo anti-inflamatoria, induzindo a sintese de citocinas anti-
inflamatdrias e inibindo as pré-inflamatorias. O cortisol atua sobre dois receptores
nucleares, receptor de glicocorticoides e receptor de mineralocorticoides. Estes
receptores encontram-se em diversos 6rgaos e tecidos, nos quais atuam sobre o
processo de transcricdo do DNA, regulando diferentes func¢des tecidos-especificas
(KINO; CHROUSQOS, 2001; RHEN; CIDLOWSKI, 2005).

Susceptibilidade do eixo HPA a agentes toxicos

Estudos toxicolégicos indicam que dentre os 6rgdos com funcéo glandular, a adrenal
€ a mais afetada, sendo o cortex adrenal mais afetado que a medula (HINSON e
RAVEN, 1999; ROSOL et al., 2001). Essa particularidade da glandula adrenal se deve
as suas caracteristicas morfofuncionais, como por exemplo: alta vascularidade,
elevada em comparacédo ao seu tamanho, o que facilita o contato com agentes téxicos
no sangue; alta lipofilicidade, devido a grande quantidade de lipidios armazenados
nas zonas corticais esteroidogénicas, aumentando a deposicdo de compostos
lipofilicos; alto teor de acidos graxos insaturados nas membranas celulares
adrenocorticais sensiveis a danos por peroxidacao lipidica; grandes quantidades de
enzimas do citocromo P450, que podem gerar radicais livres durante sua atividade,
levando a algum prejuizo celular (SZABO E LIPPE, 1989; HARVEY et al., 2007,
HARVEY, 2014).

Devido a producéo de horménios esteroides nas zonas corticais da glandula adrenal
h& presenca de acumulo de lipidios nestas, sendo o precursor destes hormonios o
colesterol (CHENG et al., 1998; STOCCO; CLARK, 1996). Estudos demonstram que
genes envolvidos na regulacdo da adipogénese estao envolvidos em vias moleculares
comuns no controle da esteroidogénese. Por exemplo, o receptor ativado por
proliferadores de peroxissoma gama (PPARy), um receptor nuclear pertencente a

superfamilia dos receptores nucleares, cuja acao celular pode ser classificada como
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regulador génico mestre da adipogénese, esta presente na adrenal (ROSEN et al.,
2000; TONTONOZ; HU; SPIEGELMAN, 1994; ZHU et al., 2010).

O eixo HPA e a inflamacao interagem através de uma regulacdo mutua. A inflamacao
ativa o eixo HPA induzindo a producao hormonal, enquanto o cortisol, produto final do
eixo HPA, atua inibindo o processo inflamatério (MUNCK; GUYRE; HOLBROOK,
1984). Estudos demonstram que o0 processo inflamatoério na hipéfise € mediado por
resposta celular e humoral (ROTONDO et al., 2010; VIDAL et al., 2002). As citocinas
produzidas por estas células regulam o funcionamento da adenohipdfise, inclusive
sobre a producéo e liberagcdo de ACTH (ARZT et al., 1999). Macréfagos, monacitos,
células dendriticas, mastdcitos e linfocitos, estdo localizados no interior do coértex
adrenal de roedores e humanos (BORNSTEIN; CHROUSQOS, 1999). Essas células
liberam citocinas que estédo presentes em diferentes zonas do cortex adrenal e podem
atuar na regulacdo da sua atividade, como a diferenciagéo e crescimento das células
corticais, na producdo de GC independente de ACTH, na inibicdo do estimulo do
ACTH para a sintese GC, entre outros (BORNSTEIN; CHROUSOS, 1999; PATH et
al., 1997).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) sdo formadas e degradadas por todos os
organismos aeroébios, levando a concentracgdes fisioldgicas necessarias para a funcao
celular normal. Por outro lado, o excesso de ERO devido a um desequilibrio entre
oxidantes e antioxidantes em favor dos oxidantes, é chamado de “estresse oxidativo"
(RAY; HUANG; TSUJI, 2012). A producéo celular de ERO tem sido associada com o
processo de apoptose ou outros quadros como a inflamacdo (BUTTKE;
SANDSTROM, 1994; HENSON; HUME, 2006; STRIDH et al., 1998). A apoptose,
morte celular programada, é um processo associado com a via das caspases, enzimas
responsaveis por alteracbes celulares, como vacuolizacdo do citoplasma e
fragmentacdo de DNA nuclear, que culminam na morte da célula (NAGATA;
HANAYAMA; KAWANE, 2010; SALVESEN; DIXIT, 1997; ZHIVOTOVSKY et al.,
1997).
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Interferentes enddécrinos

Existem evidencias que a funcao do eixo HPA pode ser regulada tanto por fatores
epigenéticos como ambientais (GORE, 2008; MOISIADIS; MATTHEWS, 2014b). O
desenvolvimento da glandula adrenal é, em grande parte, regulada por genes e
fatores de transcricdo (PARKER; SCHIMMER, 1993; VAL; SWAIN, 2010). Contudo,
estudos vém demonstrando que fatores ambientais podem afetar o desenvolvimento
e funcao do eixo HPA. Dentre os fatores, podem ser citados: estresse na gravidez, o
uso de GC exdgenos sem controle e a exposicdo a compostos interferentes
enddcrinos (EDC) e/ou outros xenobioticos que podem causar ma-formacao e mau
funcionamento do eixo HPA. Tais alteragbes resultam em doencgas cronicas
permanentes no individuo (HARVEY, 2016; ROSOL et al., 2001; ZHANG et al., 2014).

EDC sdo um grupo emergente de xenobiéticos definidos pela Agéncia de Protecéo
Ambiental Americana (EPA-USA) como: "agente exdgeno que interfere com a sintese,
secrecédo, transporte, metabolismo, acdo de ligacdo ou eliminacdo de hormdonios
transmitidos pelo sangue que estdo presentes no corpo e sdo responsaveis pela
homeostase, reproducéo, e processo de desenvolvimento” (DIAMANTI-KANDARAKIS
et al., 2009; EPA, 1997). Diversos compostos recebem essa definicdo, como: o
bisfenol A, os organoestanicos (OTs), os ftalatos e outros. Presente cada vez em
maiores quantidades e variedades no meio ambiente, estes compostos sao uma fonte
de contaminacdo aos seres vivos e motivo de desenvolvimento de doencas, bem
como disfuncdes emergentes (BOYER, 1989; JENKINS et al., 2009; LATINI, 2005).

Os custos estimados com saude no ano de 2010 por conta da exposi¢ao aos EDC se
encontram na casa de bilhdes de euros na Europa. Mesmo com as menores
probabilidades de exposicdo os custos se mantém altos, 109 bilhGes de euros. Esta
estimativa sugere que 1,28% do produto interno bruto (PIB) da Unido Europeia é
alocado para gastos com 0 manejo de casos de exposicdo a EDC (TRASANDE et al.,
2015). Nos Estados Unidos a situagéo € ainda mais preocupante, na qual a simulacao
indica que mais de 2% do PIB, aproximadamente 340 bilhdes de ddlares, sdo gastos
no custeio de doencas causadas pela exposicdo a EDC (ATTINA et al., 2016). Nessas
simulac¢des s6 séo considerados 0s compostos que apresentam evidencias suficientes
de inducdode desregulacdes endocrinas em humanos, ou seja, menos de 5% dos

compostos.
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Organoestanicos

Dentre os EDC, encontram-se os OTs, compostos que caracterizam-se pela presenca
de uma ou mais ligacbes entre o atomo de estanho e atomos de carbono (Sn-C)
(HOCH, 2001). Estes compostos sdo aplicados em diversas areas de atividade
humana, como por exemplo, estabilizantes de PVC, biocidas em tintas anti-
incrustantes, catalisadores na producdo de polimeros, agentes preservativos de
madeiras, pesticidas e fungicidas agricolas, biocidas em materiais de construcéo e
itens de casa, desinfetantes de superficie (incluindo agueles usados em hospitais e
pratica veterinaria), higienizadores de roupas, repelentes de roedores, detectores de
cintilagdo de raios y e raios X, aditivos balisticos para combustiveis solidos de
foguetes, iondforos em eletrodos seletivos de ions de membrana liquida e farmacos,
por exemplo, anti-inflamatorios e drogas para o tratamento de cancer (ROSENBERG,
2013; SOUSA et al., 2014).

Dentre esses diversos usos dos OTs, uma forma ganhou grande destaque a partir da
década de 1950, a aplicacdo em tintas anti-incrustantes. Estas tintas sdo aplicadas
nos cascos de navios para evitar incrustacoes de algas, mexilhdes e outros
organismos nas embarcacgdes, pela sua atividade biocida, tendo como composto
principal o tributilestanho (TBT) (BRYAN et al., 1986; GRACELI et al., 2013). O uso
de TBT nas tintas gerou uma renda na ordem de bilhdes (SOUSA et al., 2014).
Entretanto por volta da década de 1970 surgiram as primeiras evidéncias de efeitos
toxicos do uso de TBT em tintas anti-incrustantes sobre organismos nao alvos
(ALZIEU, 1998). Na Inglaterra o pesquisador Blaber (1970) encontrou sinais de
alteracdes na anatomia do gastrépode Nucella lapillus, as quais se caracterizavam
pelo surgimento de érgédos sexuais masculinos em individuos fémeas, este fenbmeno
foi denominado imposex, sendo comprovado posteriormente que a causa era a
exposicdo a TBT. Desta forma foram descobertos os efeitos toxicos de TBT sobre a
biota marinha (MATTHIESSEN, 2013).

As primeiras regulamentacdes adotadas para o uso do TBT como biocida nas tintas
anti-incrustantes surgiram em 1982, pelo Ministério Francés do Ambiente, com a

finalidade de reduzir sua utilizacdo (ALZIEU, 1998). Entretanto, esta diminuigdo n&o
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foi generalizada devido a importancia econémica dessas tintas para as industrias que
utilizam o transporte maritimo (LIU et al., 1997). Com o passar do tempo, o TBT, bem
como sua bioacumulacdo no ambiente, apresentou elevada toxicidade sobre varias
espécies, 0 que gerou a adocdo de uma série de restricbes em varios paises
(DORNELES et al., 2008; MATTHIESSEN; GIBBS, 1998; WHALEN; LOGANATHAN;
KANNAN, 1999). Em 2001, a IMO (International Maritime Organization) adotou um
decreto, segundo o qual, tintas com TBT teriam que ser removidas ou seladas dos

cascos das embarcacdes até janeiro de 2008 (IMO, 1999).

Entretanto, alguns destes decretos ndo impedem a produgédo e comercializacdo de
tintas anti-incrustantes com TBT, eles apenas solicitam que os fabricantes parem
voluntariamente a producdo (SONAK et al., 2009), como pode ser verificado no
endereco eletrbnico de um fabricante  norte-americano  (Figura  2;
https://www.seahawkpaints.com/product/islands-44-plus/) (TURNER; GLEGG, 2014).
Além disso, o decreto criado pela Organizacdo Maritima Internacional (IMO) sé

alcancou aceitacdo global recentemente por volta de 2010 (IMO, 2017), quando os
paises que possuem gquase 100% da frota naval concordaram com esta acdo de
regulacdo, o que gera uma preocupacao com a persisténcia do TBT no ambiente, ja
gue estudos indicam que este pode persistir por 20 anos no sedimento em condi¢des
favoraveis (SWENNEN et al., 1997). Porém, em muitos paises em desenvolvimento
sabe-se gue a regulamentacao, fiscalizacdo e cumprimento do decreto ndo ocorre da
forma desejada (CHAMP, 2003; SANTOS et al., 2011). Somado ao fato do problema
de retirada das tintas dos navios, que geram residuos contaminados com TBT, os
quais nao possuem a devida atencdo no decreto da IMO e podem ser uma fonte de
contaminacdo do meio ambiente (SONAK et al., 2009). Estes detalhes somados

geram uma preocupacao com a real situacdo da contaminag¢do ambiental pelo TBT.
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Islands 44 Plus™

Overview Tech Specs Buy Now Related Products

Tin-Based - 1000 Series

Islands 44 Plus was developed for the harshest tropical environments in the
world. Islands 44 Plus is a multi-seasonal self-polishing paint. It has a high
load of copper and tin that will ensure maximum protection against marine
growth. Islands 44 Plus is also available in a hard formulation. It has the
same properties, just a little harder, for our "mega" yacht customers.

) Self-cleaning copolymer with high load of tin (TBT) and copper

) The only tin (TBT) paint avallable on the market

) Highest level of antifoulant protection available

Available Colors:

Highest quality grade of cuprous oxide available (more potent active
[l 5ack - 1005 ) Highest quality g d ( R
ingredient)
Il sie - 1002
. Green - 1003 This product may not be sold or applied in the United States. Please check
with your respective Country for regulatory requirements regarding sale and
. Maroon (turns white) - 1004 use of the product.
[l Red - 1001

Figura 2. Captura de tela Islands 44 Plus ™ como anunciado no site Sea Hawk
Paints. https://www.seahawkpaints.com/product/islands-44-plus/ Acessado em
agosto de 2017.

No Brasil, diferentes estudos vém demonstrando ao longo do tempo o perfil de
contaminagao por TBT no litoral brasileiro (DE CASTRO et al., 2008; DE CASTRO;
PERINA; FILLMANN, 2012; FERNANDEZ et al., 2002). No Estuario de Santos foi
encontrada a presenca de TBT em crustaceos que foram coletados préximo a areas
de atividade naval, como ancoragem e docagem (CRISTALE et al., 2012). No sul da
Bahia foi demonstrada a presenca de gastropodes afetados pelo fenbmeno imposex,
0 qual é caracterizado como um indicador da contaminacdo por TBT (ZEIDAN;
BOEHS, 2017). JA no Espirito Santo (ES) investigacbes demonstraram niveis
preocupantes de contaminacdo por OTs no litoral do ES utilizando espécies
indicadoras, como as fémeas do gastropode Cymatium parthenopeum parthenopeum
(COSTA et al.,, 2008), além de contaminacdo de outras espécies como Littoraria
angulifera em estudo mais recente (COSTA et al., 2013). Demonstrando assim a

presenca do TBT em grande parte do litoral brasileiro.
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Ademais, um agravante deste quadro € a possibilidade de biotransferéncia deste
agente quimico para outros niveis troficos e, possivelmente para o ecossistema
terrestre (FERNANDEZ et al., 2005), sugerindo um risco potencial para saude dos
seres humanos, principalmente decorrente da ingestdo de alimentos marinhos
contaminados por OTs, pela populagio ribeirinha (GUERIN et al., 2007), como
evidenciado pelo nosso grupo o prejuizo observado sobre o sistema reprodutor de
ratas férteis, devido ao consumo de mariscos contaminados por OTs (PODRATZ et
al., 2015).

Diversos estudos demonstraram que a exposi¢cao ao TBT desencadeia uma toxicidade
complexa em diferentes modelos in vitro e in vivo (BERTULOSO et al., 2015; BOYER,
1989; GROTE et al., 2004; MITRA et al., 2013). Estudos mostraram acao imunotédxica
do TBT sobre diferentes tipos de células imunes de ratos e humanas (GENNARI et
al., 2000; STRIDH et al., 1998, 2001). Em modelos in vitro e in vivo, o TBT demonstrou
acdo citotoxica e prejudicial de células neuronais de diferentes areas cerebrais, com
formacéo de ERO e morte celular (ISHIHARA et al., 2012; MITRA et al., 2013; MITRA;
SIDDIQUI; KHANDELWAL, 2015).

Além dos efeitos citados anteriormente o TBT tem grande influéncia sobre o eixo
reprodutivo. A exposicado de ratos a diferentes doses de TBT causou o retardo da
separacdo prepucial, alteracdo do peso de 6érgaos reprodutivos, reducdo da
concentracdo de testosterona plasmatica e de horménio luteinizante (GROTE et al.,
2004). Em ratas foi demonstrado que o TBT interfere no equilibrio dos hormonios
sexuais, desregula o ciclo estral de ratas férteis e reduziu o peso dos ovarios
(PODRATZ et al., 2012). Somado a isso o TBT desregulou o controle neural do eixo
reprodutivo, além de causar inflamacao no utero e reduzir a fertilidade desses animais
(SENA et al., 2017).

Dentre todas as outras acfes toxicas, os efeitos metabdlicos do TBT requerem
atencdo por sua gravidade. O TBT € capaz de ativar o receptor PPARy, que é
responsavel pelo controle de adipogénese e lipogénese, 0 que o0 caracteriza como um
obesogénico (GRUN et al., 2006). Sendo ele capaz de ativar a adipogénese em todas
as idades e ambos os sexos (PENZA et al., 2011). Além disso, o TBT é capaz de
causar inflamacédo e esteatose no figado, aumentar os niveis de insulina, causar

resisténcia a insulina e diminuir a tolerdncia a glicose, além de aumentar a
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adiposidade, com hipertrofia do tecido adiposo e inflamacéo neste, que caracterizam
um quadro de obesidade (BERTULOSO et al., 2015).

Justificativa

Apesar de haver estudos relacionados tanto a alteragbes metabdlicas e da
reproducéo, ainda existem poucos estudos que avaliam a atividade toxica dos OTs
em relacdo ao eixo HPA de mamiferos (FUNAHASHI; IWASAKI; IDE, 1980; KRAJNC
et al., 1984; WESTER et al., 1990). Em especial, embora ja se tenha comprovado a
acdo toxica do TBT sobre diferentes glandulas do sistema endécrino, se comportando
como um EDC, a sua acéo sobre o eixo HPA foi vagamente avaliada. Trabalhos in
vitro com células adrenais bovinas demonstraram que o TBT afeta a biossintese de
horménios adrenais, suprimindo a secrecéo de cortisol e androstenediona e induzindo
a secrecao de hidroxiprogesterona (YAMAZAKI et al., 2005). Estudos usando o
modelo do “zebrafish”, em larvas e na forma de vida adulta, demonstraram que a
exposicao ao TBT afetou a sinalizacdo dos GC, atuando como antagonista de seus
receptores (WEGER et al., 2012).

Apesar destas descobertas de acBes desreguladoras endocrinas do TBT e da alta
susceptibilidade da adrenal a agentes téxicos, como o préprio TBT, poucos estudos
avaliaram a relacao entre a exposi¢cdo ao TBT e a funcao do eixo HPA de mamiferos
(WESTER et al., 1990; YAMAZAKI et al., 2005).

No presente estudo, foi avaliado se o TBT, mesmo em dose abaixo do limite
preconizado pela EPA-USA, 300 ng/kg, (EPA, 1997), interfere na
morfonfuncionalidade do eixo HPA causando uma provavel alteracéo do feedback do
mesmo, que pode como consequéncia levar tanto a alteracbes metabdlicas, como
obesidade ou diabetes, e problemas reprodutivos, como sindrome do ovario policistico

e infertilidade.
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OBJETIVOS

Geral
Investigar a possivel acdo toxica do composto TBT sobre o perfil hormonal e
mecanismo de feedback do eixo HPA em ratas férteis.

Especificos
Avaliar os efeitos da exposi¢cao ao TBT sobre os seguintes parametros do eixo HPA:
e Morfometria da hipdfise e adrenal;
e Resposta imunoldgica;
e Acumulo de lipidios na adrenal;
e Balanco redox e morte celular;
e Esteroidogénese do cortex adrenal;
e Producao hormonal;

e Mecanismo de feedback.
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METODOS

Composto

Utilizou-se o Cloreto de tributilestanho — TBT - (96%; Sigma), o qual foi dissolvido em
0,4% de etanol, baseado em protocolos de estudos prévios (BERTULOSO etal., 2015;
PODRATZ et al., 2012). O reagente usado era de grau analitico.

Animais experimentais

Ratas Wistar adultas (12 semanas de idade) foram mantidas em temperatura
controlada entre 23-25°C com um ciclo de claro-escuro de 12/12h. Os animais
receberam racéo e agua ad libitum. Todos protocolos foram aprovados pelo comité de
ética da Universidade Federal do Espirito Santo (UFES) (106/2011). No estudo foram
usados 138 animais. Estes foram divididos em 3 grupos: controle (CON; n = 22),
tratados diariamente com veiculo (0,4% etanol); TBT15 (TBT15; n = 22) e TBT30
(TBT30; n = 22) tratados diariamente com TBT (100 ng/kg/dia) por 15 e 30 dias
respectivamente, por gavagem. Os animais foram anestesiados com ketamina e
xilazina (91 e 9,1 mg/kg, ip) antes da eutanasia, e os 6rgaos umidos foram pesados.
A dose e via de exposicao foram escolhidas baseadas em protocolos prévios pelo
laboratorio (RODRIGUES et al., 2014; SANTOS et al., 2012) para estabelecer niveis
séricos de estanho (BERTULOSO et al., 2015). Além disso, a dose de TBT utilizada
neste estudo (100 ng/kg) foi 3 vezes menor que o limite diario toleravel de 300 ng/kg
para humanos estabelecido pela EPA-USA (EPA, 1997).

Preparacéo de tecidos

As adrenais e hipdéfise foram removidas e fixadas em paraformaldeido tamponado
(4%; pH 7,4) por 24-48h a temperatura ambiente. Os érgéos preparados em parafina
forma seccionados em cortes de 7 ym e coradas com hematoxilina e eosina (H&E)
(PEREIRO et al., 2014; XIA et al., 2014). A adenohipoéfise e a glandula adrenal foram

referenciadas como hipéfise e adrenal, respectivamente, ao longo deste estudo.
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Processamento do tecido e analise microscopica foram realizadas no Laboratorio de
Ultraestrutura Celular Carlos Anténio Redins, UFES.

Histomorfometria

O sistema de andlise de imagem histomorfométrica era composto de uma camera
digital (Evolution, Media Cybernetics, Inc) acoplada a um microscoépio de luz (Olympus
AX70; Olympus). Imagens de alta resolucéo (2048-1536 pixels) foram obtidas usando
Carl Zeiss AxioVision Rel. 4.8. Fotomicrografias foram obtidas usando objetiva de 10x,
e a area do cortex e da medula adrenal foram mensuradas usando a ferramenta de
medida de area do Axio Vision Rel. 4.8. (DOMENICI LOMBARDO; CORTESINI,
1990).

Avaliacdo de mastoécitos

Cortes de hipdfise e adrenal foram corados com Alcian Blue de acordo com o protocolo
padrao (Sigma-Aldrich Co, LLC). Cada corte de 7 ym foi usado para obter 20
fotomicrografias (objetiva 40x). O namero de células com coloracdo positiva (ie.
Células contendo granulos citoplasmaticos roxos) no tecido foi avaliado. As areas
analisadas foram selecionadas aleatoriamente, com exce¢do de campos contendo
vasos sanguineos de tamanho médio foram evitadas. O numero de células coradas
foi expresso por unidade de area (mm?), como descrito em estudos prévios
(BERTULOSO et al., 2015).

Avaliacdo da densidade de superficie de coldgeno
Cortes de hipofise e adrenal foram corados com Tricromio de Masson (TM) e usados
para obter 15 fotomicrografias usando a objetiva de 20x. As areas da hipoéfise foram

selecionadas aleatoriamente e as areas contendo a neurohipdéfise foram evitadas. Os
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campos aleatorios de cada 6rgao foram analisados usando ImageJ. As imagens foram
convertidas em imagens de alto contraste preta e brancas para visualizar as areas
coradas de colageno. Os resultados representam a porcentagem de colageno
depositado na area total de cértex adrenal e hipofise (RODRIGUES et al., 2014).

Avaliacdo de atividade de mieloperoxidase (MPO) e n-acetil-B-d-glicosaminidase
(NAG)

O numero de neutroéfilos na hipéfise e adrenal foram mensurados pela avaliacdo de
atividade de MPO, como previamente descrito (ARAUJO et al., 2010). Os 6rg&os
foram pesados, homogeneizados em tampéao pH 4,7 (0,1 M NacCl, 0,02 M NaPOs e
0,015 M NaEDTA) e centrifugados. Os pellets foram entdo suspensos em tampao
NaPO4 0,05 M (pH 5,4) contendo brometo de hexadeciltrimetilamonio 0,5%, seguido
por 3 ciclos de congelamento e descongelamento usando N2(I) e centrifugados.
Atividade de MPO no sobrenadante das amostras foi avaliada pela medida da
mudanca de absorcédo otica (OD) em 450 nm usando tetrametilbenzeno (1,6 mM) e
H202 (0,3 mM). A reacao foi terminada pela adicdo de 50 mL de H2SOa4 (4 M). Os

resultados sdo expressos como mudanga de OD/ug de proteina.

A infiltracdo de células mononucleares na hipdéfise e adrenal foi quantificada pela
medida do nivel da enzima lisossomal NAG, a qual esta presente em altos niveis em
macréfagos ativados (BARCELOS et al.,, 2005). A hipofise e adrenal foram
homogeneizadas em salina 0,9% contendo Triton X-100 0,1% vol/vol (Promega) e
depois centrifugados. Uma amostra do sobrenadante foi incubada por 10 minutos com
100 mL de p-nitrofenil-n-acetil-B-d-glicosamida (Sigma-Aldrich Co, LLC) que foi
preparada em tampao citrato/fosfato (0,1M acido citrico e 0,1 M Naz2HPOu4; pH 4,5)
para atingir uma concentracao final de 2,24 mM. A reacao foi terminada adicionando
100 mL de tampéo de glicina 0,2 M (pH 10,6). Hidrdlise do substrato foi determinado
pela mensuracdo da absorcdo em 400 nm. Os resultados sdo expressos como

nmol/ug de proteina.
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RT-PCR quantitativo (qPCR)

gPCR em tempo real foi realizado para determinar o nivel de expressdo de mRNA de
CRH no hipotalamo e mRNA da proteina reguladora de estereidogénese aguda
(StAR) nas adrenais. Os animais foram decapitados, seus cérebros dissecados e
armazenados a -80°C até a quantificacdo seguindo o protocolo descrito por Quennell
et al (2011).

Resumidamente, o hipotalamo inteiro foi dissecado seguindo os limites: lateralmente
2 mm de cada lado do terceiro ventriculo do quiasma Optico até a borda posterior dos
corpos mamilares e do talamo dorsal.

RNA foi isolado dos tecidos usando TRI ReagentRNA Isolation Reagent (Sigma-
Aldrich), de acordo com o protocolo do fornecedor. Um micrograma de RNA foi
reversamente transcrito usando um iScript kit (Bio-Rad Laboratories). gPCR em tempo
real foi realizado em triplicata usando o SYBR Green MasterMix (Bio-Rad
Laboratories). Os primers usados para amplificar o CRH foram: sense primer 5'-
TGAGGGAAGTCTTGGAAATGG-3, e antisense primer, 5-
CAGAGCTGCAGTATGGTACAG-3'. Os primers usados para amplificar a StAR foram:
sense primer 5-AAGGTTTCATAGATA CCTGTCCCTTAA-3’, e antisense primer, 5'-
AGGAAAACAGAACTGAGGCTTAGAATA- 3'. B-actin RNA foi usada como controle
interno para cDNA, sense primer 5-ACAACCTTCTTGCAGCTCCTC-3, e antisense
primer5 -GCCGTGTTCAATGGGGTACT-3'. A quantificacao relativa da expresséao de
mRNA foi analizada via método de ciclo de limiar 2-22Ct (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

Avaliagdo hormonal

Para quantificar os niveis basais de ACTH e corticosterona, amostras de plasma foram
obtidas de ratos os quais foram eutanaziados por decapitacdo sem anestesia entre
08:00 e 09:00h (VAHL et al., 2005). Niveis de ACTH foram quantificados usando kit
de ELISA (2244 EIA-3647; DRG Instruments GmbH) em um leitor de absorcédo de
microplaca EIx808 (BioTek Instruments, Inc). Uma curva padréo foi gerada usando 5
diluicbes seriadas do horménio de referéncia fornecidas pela DRG Instruments GmbH.
Baixo e alto controles de qualidade foram usados em cada leitura para calcular o
coeficiente de variacdo. O limite de deteccdo para ACTH era de 0,22 pg/mL. O

coeficiente de variacdo inter-ensaio para cada ensaio foi entre 2,3% e 6,7%. O
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coeficiente de variacdo entre ensaios para cada ensaio foi entre 6,9% e 7,1%. Niveis
de corticosterona foram avaliados usando o kit de Radioimunoensaio (07-120102 ICN
corticosterona RIA; MP Biomedical) com o limite de deteccdo de 7.7 ng/mL. O
coeficiente de variacdo inter-ensaio para cada ensaio foi entre 4,4% e 10,3%. O

coeficiente de variacédo entre ensaios para cada ensaio foi entre 6,5% e 7,1%.

Avaliacao de colesterol total
Para avaliar o colesterol total sérico e na adrenal, amostras de soro e adrenal foram
obtidas e os niveis de colesterol foram quantificados usando um kit colorimétrico de

acordo com o protocolo do fabricante (Bioclin).

Avaliacdo de deposicao de lipidios

Adrenais foram dissecadas, embebidas em Tissue-Tek CRYOOCT (Fisher Scientific),
congeladas e cortadas na espessura de 7 ym usando um criostato (Jug CM1800;
Leica). Para cada animal, as adrenais foram montadas em laminas revestidas com
gelatina e coradas usando Oil Red O (Sigma-Aldrich). Goticulas de lipidios foram
quantificadas usadas um microscépio Olympus acoplado a uma camera Evolution e
um sistema de analise de imagens (ImageJ, dominio publico). A area das goticulas de
lipidios por secc¢éo é expressa como a porcentagem da area do cortex adrenal que foi
analisada (BERTULOSO et al., 2015).

Microscopia eletronica de transmissao (MET)

Amostras de adrenal foram prefixadas em fixador de glutaraldeido 2% (em PBS pH
7,4 por 10h a 4°C) e poésfixadas em fixador tetréxido de ésmio 1% (em PBS pH 7,4
por 30 min em 4°C). Em seguida, as amostras foram desidratadas em séries
graduadas de acetona e embebidas em epon. Sec¢des ultrafina, 50-60 nm, foram
cortadas no microtomo Power Tomex (RMC product). As secdes foram montadas
numa grade de cobre e coradas com acetato de uranila e citrato de chumbo. As secdes
de tecido foram examinadas usando um JEOL (JEM-1400) (PEREIRO et al., 2014).
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Extracdo de proteinas e imunoblotting

O hipotalamo, hipdéfise e adrenal foram homogeneizadas em tampéao de lise e proteina
total foi obtida (BERTULOSO et al., 2015). Resumidamente, as proteinas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose em tampé&o de tris-glicina (Bio-Rad
Laboratories). As membranas foram incubadas por uma noite com bloqueador
contendo leite em p6 desnatado 5% em tampédo tris com 0,1% de Tween 20 e
anticorpos especificos (Bio-Rad Laboratories). Os anticorpos priméarios foram
anticaspase-3 (sc7148, 1:500; SCBT, Inc), anti-ACTH (AB902, 1:800; Chemicon
International), anti-B-actina (sc130657, 1:1000; SCBT, Inc), anti-PPARy (sc7273,
1:500; SCBT, Inc), anti-CYP11B1/2 (sc28205, 1:500, SCBT, Inc), anti-6xido nitrico
sintase induzivel (iNOS) (BD-610329; BD Transduction Laboratories), e
antigliceraldeido-3-fosfato desidrogenase (GAPDH) (sc25778, 1:1000; SCBT, Inc).
Anticorpo de cabra anti-coelho IgG conjugada a fosfatase alcalina (A3687, 1:1000;
Sigma-Aldrich Co, LLC) foi usado como anticorpo secundario para todos 0s ensaios
de imunoblotting exceto por PPARy e iNOS que foram detectados usando o anticorpo
secundério anti-camundongo IgG conjugado a fosfatase alcalina (A3562, 1:1000;
Sigma-Aldrich Co, LLC). As membranas para iNOS, ACTH, CYP11B1/2, PPARYy e
caspase-3 e seus respectivos 3-actina e GAPDH controles foram visualizados usando
uma reacao colorimétrica contendo cloreto de tetrazolio nitroazul e sal de 5-bromo-4-
cloro-3-indolilfosfatase-p-toluidina (sc24981; SCBT, Inc). As bandas de iNOS, ACTH,
CYP11B1/2, PPARy, caspase-3, GAPDH e p-actina foram analisadas por
densitometria usando o software ImageJ. Expresséo relativa foi normalizada pela
divisdo dos valores da proteina de interesse pelo valor do controle interno

correspondente.

Ensaio de anion superdxido
Para detectar os niveis do anion superoxido (O2), crioseccoes (8 um) do tecido da
hipofise e da adrenal embebidos em OCT foram descongelados e incubados com o

corante fluorescente sensivel a Oz dihidroetidio (DHE) a 37°C por 30 minutos no
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escuro (RODRIGUES et al., 2014). Imagens foram obtidas usando um microscépio
Leica com detector de fluorescéncia a 585 nm (DM 2500). A intensidade do sinal,
indicando a producédo de Oz, foi analisada na area de interesse em 20 secg¢bes do
orgao por um estudo cego. Processamento e analise microscépica foram realizados
no Laboratoério de Histologia Molecular e Imunohistoquimica, UFES. Os niveis de Oz

indicam estresse oxidativo.

Avaliacdo de estresse de contencao

Estresse de contencéao foi realizado entre 08:00 e 09:00h por até 30 minutos. Outro
conjunto de ratos dos grupos CON, TBT15 e TBT30 (n = 20 por grupo) foram
colocados individualmente num tubo horizontal perfurado Plexiglas com movimento
parcial permitido (FELSZEGHY; BAGDY; NYAKAS, 2000). Amostras de sangue foram
coletadas antes do processo de estresse para estimar os niveis basais de ACTH
(tempo 0, n =5 por grupo). Amostras de sangue também foram coletadas nos tempos
de 15 (n =5 por grupo) e 30 (n =5 por grupo) minutos de estresse e 30 minutos ap6s
o termino do procedimento de estresse (n =5 por grupo). Para quantificar os niveis de
ACTH, amostras de plasma foram coletadas dos ratos submetidos ao processo de
estresse; 0s animais foram eutanasiados por decapitacao sem anestesia (VAHL et al.,
2005). Para analise do mRNA de CRH por RT-gPCR no hipotalamo, os cérebros foram
obtidos dos ratos submetidos a 30 minutos de estresse; animais foram decapitados e

dissecados seguindo o protocolo descrito acima (QUENNELL et al., 2011).

Avaliacdo do feedbadck negativo por glicocorticoides

Para avaliar a feedbadck negativa por GC outro conjunto de ratas de 12 semanas de
idade foram anestesiadas por ketamina e xylazina, e uma bilateral adrenalectomia
(ADX) (n = 12) foi realizada por uma incisdo dorsal (SPANSWICK; EPP;
SUTHERLAND, 2011). Imediatamente apés a cirurgia, todos ratos foram tratados com
penicilina (0,2 mL, 300.000 Ul im) e buprenorfina (0,05 mg/kg, ip) profilaticamente para
infeccao e dor pos-cirurgica. Para manter o equilibrio eletrolitico, ratos ADX receberam
salina 0,9% para beber pelo restante do experimento. Apds um periodo de 7 dias para
recuperacédo, os ratos ADX foram tratados como os grupos CON, TBT15 e TBT30
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citados acima (n = 4 por grupo). Sangue foi coletado por decapitacdo sem anestesia
e amostras de plasma foram coletadas e armazenadas em -80°C até a quantificacao
de ACTH foi realizada como descrita acima. Em adicéo, avaliacio de mRNA CRH
hipotalamico foi realizada usando RT-gPCR como descrito anteriormente. Os animais

considerados intactos ndo sofreram qualquer tipo de manipulacao cirurgica,

Analise estatistica

Todos dados foram expressos como a média + EPM. O teste de normalidade usado
para avaliar os dados foi o D’Agostino e Pearson omnibus. Comparagdes entre grupos
foram realizadas usando ANOVA de uma e duas vias para dados Gausianos (teste de
comparagdo multipla Tukey). Para dados ndo Gausianos n0s usamos o teste de
Kruskal-Wallis seguido pela comparagdo multipla de Dunn. p < 0,5 foi considerado

estatisticamente significante.
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RESULTADOS

Morfologia da hipofise alterada pela exposicdo ao TBT

Para caracterizar os efeitos da exposicdo ao TBT, foram avaliadas a anatomia e
histologia da hipofise (Figura 3). Um pequeno aumento no tamanho da hipdfise foi
observado em ratas expostas ao TBT (Figura 3A, n =5). O peso da hipo6fise aumentou
14 e 37% nos grupos TBT15 e TBT30, respectivamente. Esse aumento observado no
grupo TBT30 foi significativamente diferente somente comparado aos ratos CON
(CON: 11,08 + 0,74; TBT15: 12,64 + 0,80; TBT30: 15,12 + 1,40 mg, n=5, p < 0,05,
Figura 3B). A analise histolégica da hipéfise demonstrou que as ratas do grupo CON
apresentaram todos os tipos de células cromofilas (aciddfilas e baséfilas) e células
intercaladas com capilares (Figura 3C e C1, n =5). A presenca de células cromdéfobas
€ indicada na figura pela ponta de flecha. A hipéfise de ambos os grupos TBT exibiram
anormalidades morfolégicas, como a presenca de hiperplasia, mitose (indicado pela
seta na figura 3), e desorganizacao das células (Figura 3D, D1, E e E1, n = 5).

TBT causa inflamacdo na hipéfise de ratas tratadas

Capilares intensamente corados rodeados por infiltrados de células inflamatorias entre
o acino da hipdfise foram observadas nas hipofises de ambos grupos TBT (indicado
com um asterisco na figura 3). Um aumento na atividade de MPO na hipdfise foi
observado em ratos TBT30 em comparacdo com CON (CON: 3,03 + 0,53; TBT15:
4,02 £0,31; TBT30: 5,23 + 0,16 OD/ug, n=5, p < 0,01, Figura 3F). Atividade de MPO
na hipofise foi similar entre ratos CON e TBT15, e ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05).
Atividade de NAG na hipofise foi maior em ratos TBT30 comparada com ratos CON
(CON: 1,25 £ 0,10; TBT15: 1,60 £ 0,35; TBT30: 3,19 + 0,72 nmol/ug, n=5, p < 0,05,
Figura 3G), e também foi maior quando comparado entre ratos TBT30 e TBT15.
Atividade de NAG na hipdfise foi similar nos ratos CON e TBT15 (p > 0,05). Em adicao,
mastocitos na hipofise foram observados em ratos CON, TBT15 e TBT30 usando a
coloracdo de Alcian Blue (Figura 3H, H1, I, 11, J e J1). Entretanto, observou-se
aumento de mastoécitos na hipofise de ratos de ambos grupos TBT. O namero de
mastocitos na hipdéfise foi maior nos ratos de ambos grupos TBT em comparacao com
os ratos do grupo CON (CON: 0,31 + 0,03; TBT15: 0,40 + 0,02; TBT30: 0,45 + 0,02
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mastdcitos/mm?2, n=5, p < 0,05, Figura 3H, H1, |, 11, J, J1 e K, seta). N&o foi encontrado
diferenca no numero de mastoécitos na hipéfise dos ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05).

A deposicdo de colageno foi maior na hipéfise de ratos TBT

A avaliagdo da deposicdo de colageno da hipdfise também foi realizada em ratos
CON, TBT15 e TBT30 utilizando a coloracdo TM (Figura 3L, M e N). A densidade de
superficie do colageno em ambos os grupos de ratos TBT foi maior que a densidade
em ratos CON (CON: 7,23 £ 0,34; TBT15: 9,23 £ 0,64; TBT30: 9,37 £ 0,62%, n =5, p
< 0,05, Figura 30). Nao houve diferenca significativa na densidade superficial de
colageno na hipofise entre ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05).

Expressédo hipotalamica de mRNA de CRH estd aumentada em ratos TBT

O mRNA de CRH foi avaliado em amostras de tecido hipotalamico do grupo CON e
em ambos os grupos de ratos tratados com TBT (Figura 4). O mRNA de CRH foi
aproximadamente 70-90% maior no tecido hipotalamico de ratos tratados com TBT
em comparagao com o tecido de ratos de controlo (n = 4, p < 0,05, Figura 4A). Nao
foram observadas diferencas significativas no mRNA hipotalamico de CRH entre ratos
TBT15 e TBT30 (p > 0,05).

TBT aumenta a expressao hipotalamica de iNOS

A expressao da proteina INOS foi avaliada no hipotalamo de ratos controle e em
ambos os grupos de ratos TBT. Observou-se um aumento na expressao da proteina
INOS em ratos TBT30 em comparacado com ratos CON (CON: 1,00 + 0,04, TBT15:
1,11 + 0,09, TBT30: 1,28 + 0,07, n =5, p < 0,05, Figura 4B). Nao foram detectadas
diferencas significativas na expressédo da proteina iNOS hipotalamica entre os ratos
CON e os ratos TBT15 ou entre ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05).
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Os ratos TBT apresentaram baixa expressédo de ACTH e ACTH plasmatico basal
Determinou-se a expressao de ACTH hipofise utilizando a analise de Western Blot
(Figura 4). A expressao de ACTH na hipofise foi menor em ratos TBT15 e TBT30 do
gue em ratos CON (CON: 1,03 £ 0,03; TBT15: 0,84 £ 0,06; TBT30: 0,79 £ 0,08, n =5,
p < 0,05, Figura 4). Nao houve diferenca significativa na expressao da hipéfise entre
os ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05). Foi realizado um ensaio ELISA e foram avaliados
0s niveis plasmaticos de ACTH. Observou-se uma redugdo dos niveis plasmaticos
basais de ACTH nos ratos TBT15 e TBT30 em comparagdo com 0s niveis nos ratos
CON (CON: 34,54 + 3,69, TBT15: 22,10 + 2,96, TBT30: 14,28 £ 1,59 pg/mL,n=5, p
< 0,01, Figura 4D). Nao houve diferenca significativa nos niveis plasmaticos de ACTH
entre os ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05).

Expressdo aumentada de mRNA de StAR na adrenal em ratos TBT

O mRNA de StAR foi avaliado em amostras de tecido de cortex adrenal de ratos de
controle e tratados com TBT. O mRNA de StAR no tecido adrenal foi maior em ambos
0S grupos de ratos expostos ao TBT do que nos ratos CON (n = 4, p < 0,05, Figura
4E). Nao foram detectadas diferencas significativas no mRNA de StAR adrenal entre
ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05).
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Figura 3. Histomorfometria e perfil inflamatério da hipofise de ratos CON, TBT15
e TBT30. (A) Anatomia da pituitaria; (B) Efeito do TBT no peso da pituitaria;
Fotomicrografia da pituitaria. Coloracdo H&E (C e C1) Controle; (D e D1) TBT 15; (E
e E1) TBT 30; (F) Efeito do TBT sobre a atividade de MPO na pituitaria; (G) Efeito do
TBT sobre a atividade de NAG pituitéria; Coloracdo Alcian Blue (H e H1) Controle; (I
e 1) TBT 15; (J e J1) TBT 30; (K) Efeito do TBT sobre a presenca de mastécitos na
pituitaria; Coloracdo TM (L) Controle. (M) TBT 15; (N) TBT 30; (O) Efeito do TBT sobre
a deposicao de colageno na pituitaria. Dados foram expressos como Média + EPM. n
= 4. p < 0,05 . Barra: 50 ym. Asterisco: célula inflamatoria; Ponta de flecha: célula
cromoéfoba; Seta: binucleagéo. * p < 0,05, ** p <0,01; *** p < 0,001 vs controle, ## p <
0,01 vs TBT15.

Expressdao semelhante da proteina CYP11lB1/2 e aumento dos niveis
plasmaticos basais de corticosterona em ratos TBT

A andlise de Western blot foi realizada e a expressédo da proteina CYP11B1/2 foi
avaliada nas glandulas adrenais (Figura 4). Nao houve diferenca significativa na
expressao da proteina CYP11B1/2 nas adrenais entre ratos TBT e ratos CON ou entre
os dois grupos de ratos TBT (CON: 1,00 + 0,02; TBT15: 1,01 + 0,01; TBT30: 1,04 +
0,04, n =5, p > 0,05, Figura 4F). Foi também realizado um ensaio de RIA, e foram
avaliados os niveis plasmaticos de corticosterona. Observou-se aumento dos niveis
basais de corticosterona plasmatica em ambos os grupos de ratos TBT em
comparacao com os hiveis nos ratos CON (CON: 285,08 + 23,36; TBT15: 717,67 *
66,47; TBT30: 851,68 + 87,14 ng/mL, n = 5, p < 0,001, Figura 4G). Nao houve
diferencga significativa nos niveis plasméaticos de corticosterona entre os ratos TBT15
e TBT30 (p > 0,05).
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Figura 4. Avaliacdo da expressdo do CRH e iNOS no hipotalamo, expressao
ACTH pituitéria, expressdo de StAR e CYP11B1/2 na adrenal e o0s niveis
plasméticos de ACTH e corticosterona. (A) Analise de gPCR de mRNA de CRH
extraido de hipotalamo de rato fémea. (B) Um aumento na proteina iNOS no
hipotalamo de ratos TBT30 foi observada. (C) Uma reduc¢éo na expressdo ACTH nas
hipofises de ratos TBT15 e TBT30 foi observada. (D) A diminui¢cao dos niveis de ACTH
no plasma em ratos TBT15 e TBT30 foi observada. (E) Andlise gPCR de mRNA de
StAR extraido de adrenal de rato fémea. (F) Similar expressdo de CYP11B1/2 foi
observada nas glandulas adrenais de ratos TBT15 e TBT3D. (G) Aumento dos niveis
de corticosterona no plasma foram observados em ratos TBT15 e TBT30. * p < 0,05;
** p <0,01; ** p < 0,001 vs controle.



39

TBT induziu anormalidades morfolégicas na adrenal

Para caracterizar os efeitos do TBT sobre as adrenais, sua histologia foi avaliada
utilizando coloracdo de H&E (Figura 5). As adrenais apresentaram caracteristicas
normais no cortex adrenal, suas zonas adrenais e medula (Figura 5A e Al). O cortex
adrenal em ambos os grupos de ratos TBT exibiu anormalidades morfologicas, tais
como hiperplasia do cortex adrenal e atividade mitética (seta). A area cortical foi
aumentada em aproximadamente 15% nos ratos TBT15 e TBT30 em comparacéo
com os ratos CON (CON: 4,06 + 0,08, TBT15: 4,67 + 0,11, TBT30: 4,71 + 0,38 mm?,
n =5, p <0,05, Figura 5D), mas ndo houve diferenca significativa na area do cortex
adrenal entre os ratos TBT30 e TBT15 (p = 0,05). Nao foram observadas diferengas
significativas na area da medula adrenal ou no peso adrenal entre os ratos CON e

qualquer grupo de ratos TBT (p > 0,05, dados ndo apresentados).

Presenca de inflamacédo nas adrenais de ratos TBT

As células inflamatérias rodeavam os corddes das células da ZF e zona reticular
(asterisco) (Figura 5B, B1, C e C1). Observou-se um aumento da atividade da MPO
na adrenal em ratos TBT30 em comparacdo com ratos CON (CON: 1,06 + 0,09,
TBT15: 2,56 + 0,74, TBT30: 3,40 £ 0,48 OD/ug, n =5, p < 0,01, Figura 5E). A atividade
da MPO adrenal foi semelhante entre os ratos CON e TBT15 (p > 0,05). A atividade
de NAG na adrenal foi maior em ratos TBT30 em comparacdo com os ratos CON
(CON: 0,57 £ 0,02, TBT15: 0,63 + 0,06, TBT30: 0,81 + 0,07 nmol/ug, n =5, p < 0,05,
Figura 5I). A atividade de NAG adrenal foi semelhante entre ratos CON e TBT15 (p >
0,05). Nao houve diferenca significativa na atividade de NAG e MPO nas adrenais
entre ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05). Além disso, observou-se acumulo intenso de
goticulas lipidicas em ambos os grupos de ratos TBT (Figura 5B, B1, C e C1, ponta
de flecha). Os mastdécitos foram identificados no cortex adrenal em ratos CON, TBT15
e TBT30 (Figura 5F, G e H). Contudo, observou-se um grande nimero de mastdcitos
nas adrenais de ambos o0s grupos de ratos TBT (Figura 5G1 e H1, seta). O nimero
de mastocitos foi maior nos dois grupos de ratos TBT do que o numero observado nos
ratos CON (CON: 0,39 + 0,01, TBT15: 0,49 + 0,02, TBT30: 0,52 = 0,02
Mastécitos/mm?, n = 5, p < 0,05, Figura 5J). Nenhuma diferenca significativa no

namero de mastécitos foi observada entre ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05).
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A deposicdo de colageno foi maior em adrenais de ratos TBT

No cortex adrenal de ratos TBT15 (p < 0,05) e TBT30 (p < 0,001), houve maior
densidade de colageno superficial do que a observada nos ratos CON (CON: 4,60 £
0,52, TBT15: 6,65 + 0,46, TBT30: 12,87 £+ 1,11%, n = 5, p < 0,05, Figura 5K, L, M e
N). Além disso, a densidade também foi maior nos ratos TBT30 do que nos ratos
TBT15 (p < 0,001).

Aumento dos niveis de colesterol no soro em ratos TBT

A quantificacdo de colesterol foi realizada e os niveis de colesterol sérico foram
avaliados. Os niveis de colesterol no soro foram maiores em ratos TBT30 do que em
ratos de controle (CON: 48,00 + 1,00; TBT15: 46,30 + 4,90; TBT30: 69,30 + 6,30 mg /
dL, n = 8, p £ 0,05) e os niveis séricos de colesterol foram maiores em TBT30 ratos

do que nos ratos TBT15 (p < 0,05) (Dados néo apresentados).
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Figura 5. Histomofometria e perfil inflamatdorio da adrenal de animais CON,
TBT15 e TBT30. Fotomicrografia da adrenal. Coloracdo H&E (A e Al) Controle; (B e
B1) TBT 15; (C e C1) TBT 30; (D) Efeito do TBT sobre a area do cértex da adrenal,
(E) Efeito do TBT sobre a atividade de MPO na adrenal; Coloragéao Alcian Blue (F e
F1) Controle; (G e G1) TBT 15; (H e H1) TBT 30; (I) Efeito do TBT sobre a atividade
de NAG na adrenal; (J) Efeito do TBT sobre a presenca de mastdcitos na adrenal.
Coloragédo TM (K) Controle. (L) TBT 15; (M) TBT 30; (N) Efeito do TBT sobre a
deposicao de colageno na adrenal. Dados foram expressos como Média + EPM. n =
4. p < 0,05 . Barra: 50 um. Asterisco: célula inflamatéria; Ponta de flecha: goticulas
lipidicas; Seta: binucleacao. * p < 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs controle, ### p <
0,001 vs TBT15.

Nivel de colesterol, a deposicao lipidica e expressao de PPARy aumentaram nas
adrenais de ratos TBT

O acumulo de goticulas lipidicas no cértex adrenal foi analisada utilizando o corante
Oleo Red O e MET (Figura 6). Observou-se um actimulo de goticulas lipidicas nas
adrenais de ratos TBT em comparacdo com as adrenais de ratos CON (CON: 4,95 +
0,22, TBT15: 6,88 + 0,39, TBT30: 6,73 £ 0,36%, n =5, p < 0,001, 5A, C, E e G). De
forma semelhante, a avaliacdo de MET revelou um no acumulo de goticulas de
lipideos nas adrenais em ambos os grupos de ratos tratados com TBT (Figura 6B, D
e F, n = 4). Nao houve diferenca significativa no acumulo de goticulas lipidicas
adrenais entre os ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05). Além disso, os niveis de colesterol
na adrenal foram maiores nos ratos TBT30 do que nos ratos controle (CON: 35,58 +
2,27, TBT15: 57,29 + 7,52, TBT30: 69,76 + 69,63 mg/dL, n = 8, p < 0,05, Figura 6H).
O PPARYy é um regulador nuclear da diferenciacdo de adipocitos, e o TBT demonstrou
induzir a perturbagdo metabdlica modulando a atividade de PPARYy. A expresséo de
PPARy nas glandulas adrenais foi determinada utilizando a analise de Western blot.
A expressao de PPARy adrenal foi maior tanto nos ratos TBT15 como TBT30
comparado aos ratos CON (CON: 1,00 + 0,03, TBT15: 1,25 £+ 0,02, TBT30: 1,36 *
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0,59, n =5, p<0,01, Figura 6l). A expresséo de PPARYy adrenal foi semelhante entre
os ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05).

Os niveis de Oz na hipo6fise e nas adrenais e 0os marcadores apoptoéticos foram
altamente expressos em ratos TBT

Para analisar a produgéo de Oz na hipdfise e adrenais, a marcacado DHE foi realizada
(Figura 7). Na hipofise, detectamos um aumento nos niveis de Oz nos ratos TBT15 e
TBT30 em comparacgao com os ratos CON (CON: 8,95 + 0,56, TBT15: 15,54 + 1,14,
TBT30: 12,83 + 0,63, n = 5, p < 0,001, Figura 7A, C, E e G). Nao houve diferenca
significativa nos niveis de Oz na hipofise entre ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05). Além
disso, foi determinada a expressao da proteina caspase-3 da hipofise. A expressao
da caspase-3 hipofisaria foi maior nos dois grupos de ratos TBT do que nos ratos CON
(CON: 1,00 £ 0,04, TBT15: 1,22 + 0,04, TBT30: 1,35 £ 0,09, n = 5, p < 0,05, Figura
71). A producgéo de Oz do cortex adrenal foi maior nos dois grupos de ratos TBT do
gue nos ratos CON (CON: 0,09 £ 0,01, TBT15: 0,23 £ 0,01, TBT30: 0,38 + 0,01, n =
5, p <0,001. Figura 7D, F e H). Um aumento na producédo de Oz adrenal foi também
observado em ratos TBT30 comparados com ratos TBT15 (p < 0,05). Além disso, a
expressao de caspase-3 adrenal foi maior em ambos 0s grupos de ratos TBT do que
nos ratos CON (CON: 1,02 + 0,02, TBT15: 1,34 + 0,11, TBT30: 1,51+ 0,23,n=5,p <
0,05, Figura 7J). A expressao da caspase-3 na hipofise e nas adrenais foi semelhante
entre os ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05).
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Figura 6. Avaliacdo da acumulacgao de goticulas de lipidios e anélise de Western
blot para a proteina PPARy nas glandulas adrenais de ratos CON, TBT15 e
TBT30. Secbes coradas de goticulas lipidicas representante de glandulas adrenais
foram obtidos a partir de (A) CON, (C) TBT15 e (E) ratos TBT30 usando Oil Red O.
(G) maior acumulo de goticulas de gordura foi observado nas glandulas adrenais de
ratos TBT15 e TBT30. (B) A MET mostrando a ZF normal de cortex adrenal em ratos
CON. (D) e (F) acumulo anormal de goticulas de lipidio na ZF do cortex adrenal em
ratos TBT15 e TBT30. Foram observadas (H) os niveis de colesterol adrenais maior
em ratos TBT. (I) A andlise da expressdo da proteina de PPARy nas adrenais de ratos
TBT15 e TBT30. A, C, E (Barra = 200 um). B, D, F (Barra = 2 uM). Nu: nucleo. L:

goticulas de gordura. * p < 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs controle.

Niveis de CRH e ACTH se mantem elevados em ratos TBT durante estresse de
contencgao

O estresse de contengéo de 30 min foi associado com um aumento significativo nos
niveis plasmaticos de ACTH em todos 0s grupos, que retornaram aos valores basais
30 minutos apds o término do estresse (Figura 8). O estresse de contencdo evocou
uma resposta significativamente maior em ambos os grupos de ratos TBT em
comparagao com os ratos controle, o que foi evidente 30 min apdés o inicio do estresse
de contencéao (CON: 66,16 + 11,41; TBT15: 141,33 + 10,66; TBT30: 116,50 + 10,50;
5, p <0,01, Figura 8A). O mRNA de CRH hipotalamico foi avaliado nos ratos CON e
ambos os grupos de ratos TBT submetidos a 30 min de stress de contencdo. O mRNA
de CRH foi aproximadamente 40 a 70% maior em amostras de tecido hipotalamico de
ambos os grupos de ratos tratados com TBT em comparagdo com ratos de controlo
(n =4, p<0,05, Figura 8B). Nao foram observadas diferencas significativas no mRNA
hipotalamico de CRH em ratos TBT15 e TBT30 (p > 0,05).
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Figura 7. Analise de estresse oxidativo e apoptose na hipoéfise e adrenal nos
animais CON, TBT15 e TBT30. Coloracdao DHE (A) Controle; (C) TBT 15; (E) TBT
30; (B) Controle; (D) TBT 15; (F) TBT 30; (G) Efeito do TBT sobre a producédo de
estresse oxidativo da pituitaria; (H) Efeito do TBT sobre a producdo de estresse
oxidativo da adrenal (l) Efeito do TBT sobre a expressao de caspase-3 na pituitaria.
(J) Efeito do TBT sobre a expresséo de caspase-3 na adrenal. Dados foram expressos
como Média £ EPM. n = 4. p < 0,05 . Barra: 100 um. Pituitaria = adenohipofises; N =
neurohipdfise. * p < 0,05, ** p < 0,01; *** p < 0,001 vs controle, ### p < 0,001 vs TBT15.

Animais ADX tratados com TBT apresentam diferentes niveis de ACTH de
acordo com tempo de tratamento

Os niveis plasméticos de ACTH em ratos ADX controle foram significativamente mais
elevados do que agueles em ratos de controle intactos (ADX controle: 106,67 + 8,81
ng/mL, n = 4 vs controlo intacto: 34,54 + 3,69 pg/mL, n =5, p <0,001) (Figura 8C). Os
niveis plasmaticos de ACTH em ambos os grupos de ratos ADX TBT foram
significativamente mais elevados do que os dos ratos TBT intactos (ADX TBT15:
160,50 + 4,91 ng/mL, n = 4 vs TBT15 intacto: 22,10 + 2,96; ADX TBT30: 69,40 + 7,70
pg/mL, n = 4 vs intacto TBT30: 14,28 + 1,59 ng/mL, n = 5, p < 0,001, Figura 8C).
Curiosamente, os niveis plasméticos de ACTH no grupo ADX TBT15 foram
aproximadamente 50% mais elevados do que os niveis de ACTH em ratos de controlo
ADX (p < 0,001). Os niveis plasmaticos de ACTH foram reduzidos em
aproximadamente 30% em ratos ADX TBT30 em comparacdo com ratos ADX controle
(p < 0,001). Adicionalmente, os niveis plasméaticos de ACTH foram aproximadamente
50% mais baixos nos ratos ADX TBT30 do que nos ratos ADX TBT15 (p < 0,001),
possivelmente devido ao comprometimento do feedback negativo por GC em ratos
fémeas tratadas com TBT. O mRNA de CRH hipotalamico foi avaliado intacto e com
ADX controle e ambos os grupos de ratos TBT. A expressdo de mRNA de CRH
hipotalamico em ratos de ADX controle foi significativamente mais elevada do que a
expressdo de mRNA de CRH em ratos de controlo intactos (p < 0,05, Figura 8D). No
entanto, ambos os ratos ADX TBT15 e TBT30 apresentaram um aumento semelhante

nos niveis de MRNA de CRH quando comparados com 0s respectivos grupos intactos
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(p 20,05, n =4). Os niveis de mMRNA de CRH néo foram significativamente diferentes

entre os ratos de ADX controle, TBT15 e TBT30 (p > 0,05).
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Figura 8. Estresse de contencdo e avaliacdao feedback negativo de
glicocorticoides em ratos CON, TBT15 e TBT30. (A) Os niveis plasmaticos de
ACTH em ratos controle, TBT15 e TBT30 antes (0 min), 15 min e 30 min de um stress
de imobilizacdo e 30 min depois. (B) A analise q°PCR de mRNA de CRH extraido do
hipotalamo de ratos do sexo feminino submetidos a 30 min de estresse de contengao.
(C) Niveis plasmaticos de ACTH no controle intactos e ratos TBT15 e TBT30 em
comparagdo com ratos de controle ADX e ratos ADX TBT15 e TBT30,

respectivamente. (D) mRNA de CRH no hipotalamo de ratos intactos controle e ratos
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TBT15 e TBT30 em comparacdo com ratos de controle ADX e ratos ADX TBT15 e
TBT30, respectivamente. ** p < 0,01; ** p < 0,001 vs controle.
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DISCUSSAO

Neste estudo fornecemos provas que demonstram que o TBT perturba a organizagao
morfofuncional do eixo HPA de ratas, levando a um aumento na expresséo de mRNA
de CRH, diminuicdo na liberacdo de ACTH e aumento nos niveis de corticosterona.
Esta dissociacdo hormonal pode ser associada a inflamacédo e a expresséao de iINOS
no hipotalamo. Além disso, um aumento na inflamacéo, estresse oxidativo, apoptose
e deposicdo de colageno na hipdfise e adrenal, e deposicéo lipidica aumentada na

adrenal, foram observados nos animais tratados com TBT.

Estudos anteriores relataram que os OTs desempenham um papel direto no
funcionamento impréprio do eixo HPA (FUNAHASHI; IWASAKI; IDE, 1980; KRAIJNC
et al.,, 1984; MORITA et al.,, 2006; WEGER et al., 2012; WESTER et al., 1990;
YAMAZAKI et al., 2005) (Tabela 1). Wester e colab. (WESTER et al., 1990) relataram
que a exposicdo ao 6xido de bis (tri-n-butilestanho) (TBTO) a 50 mg / kg durante 106
semanas aumentou o peso da hipofise em ratos fémeas. Nossos resultados
concordam com essas descobertas anteriores. Observamos um pequeno aumento no
tamanho da hipéfise e um aumento do peso da hipofise nos ratos TBT30. Krajnc e
colab. (KRAJNC et al., 1984) ndo encontraram alteragdo no peso pituitario de ratos
apos exposicao a 80 mg / Kg de TBTO por 28 dias, 0 que contrasta com os resultados
em nosso modelo. Esta exposicado pode nao resultar em estimulagcéo do eixo pituitaria-
adrenal (KRAJNC et al., 1984).

A inflamacédo é capaz alterar a regulacdo hormonal na pituitaria (ARZT et al., 1999;
ROTONDO et al., 2010; VIDAL et al., 2002). Uma caracteristica comum da inflamacéo
na hipofise de mamiferos € a presenca de diferentes células inflamatérias, como os
macréfagos e neutréfilos (ROTONDO et al., 2010). Os mastécitos também sédo parte
das respostas imunes e estdo envolvidos em disturbios inflamatérios inespecificos e
remodelacdo tecidual, tendo papel importante na resposta inflamatéria na hipoéfise
(ARZT et al., 1999; GORDON; BURD; GALLI, 1990; VIDAL et al., 2002). Em nosso
estudo, os ratos TBT mostraram evidéncias distintas de inflamagéo na hipofise.
Apenas a hipofise do grupo TBT30 apresentou maior atividade das enzimas MPO e
NAG, sugerindo a presenca de neutréfilos e macréfagos neste 6rgdo. Podemos
observar também aumento da atividade de NAG do grupo TBT30 em relag&o ao grupo
TBT15, demonstrando assim um possivel efeito tempo-dependente da exposi¢cao ao
TBT, que pode caracterizar um estado de maior gravidade da inflamacé&o nesse grupo.
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Tabela 1. Sumario de efeitos no eixo HPA causados por OTs

Modelo animal/OTs/Dose

Parametros eixo HPA Rato/ TBTO Rato/ TBTO Rato/ TBTO Célula adrenal bovina}/ Camundongo/ Zebrafish/ TBT _ Rato/ TBT

(200- (20-80mg/kg) (50mg/kg) TBT (3.52-3520 x 10 T™MT (105.6-1760 x 10 (10-mg/kg)
1560mg/kg) “mg/L) (3mg/kg) “mg/L)

Tempo de exposigéo Crodnico Crodnico Crodnico Agudo Agudo Agudo Sub-crénico

Hipdfise

Peso do érgao NR > 1 NA NR NR 1

Morfometria Alterada NR NR NA NR NR Alterada

Processo inflamatério NR NR NR NA NR NR 1

Deposicao de colageno NR NR NR NA NR NR

Desenvolwr_nen_to de NR NR NR NA NR NR T

estresse oxidativo

Marcador de apoptose NR NR NR NA NR NR 1

Expressao de ACTH l - NR NA NR NR l

Adrenal

Morfometria Alterada > Alterada NR NR NR Alterada

Processo inflamatério NR NR NR NA NR NR 1

Deposicado de colageno NR NR NR NR NR NR

Desenvolwr_nen_to de NR NR NR NR NR NR '

estresse oxidativo

Marcador de apoptose NR NR NR NR NR NR 1

Acumulo goticulas de

lipidios/ expresséo TINR NR NR NR NR NR T

PPARYy

Sinalizagéo GC NR NR NR /] NR /] Alterada

Eixo HPA

ACTH plasmético NR NR NR NA NR NR l

Niveis GC 1 VAN NR /] 1 NR 1

Controle feedback NR NR NR NA NR NR NR

Funcéo eixo HPA ! - NR NA NR NR l

Referéncia Funahashi Krajnc Wester Yamazaki Morita Weger Este estudo

et al. 1980 et al. 1984 et al. 1990 et al. 2005 et al. 2006 et al. 2012

HPA: eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal; OTs: organoestanicos; ACTH: hormdnio adrenocorticotrofico; TBTO: 6xido de bis (tri-n-butilestanho); TBT: cloreto de

tributilestanho; TMT: trimetilestanho. 1: aumentado; |: diminuiu; < inalterado ou similar ao controle; NR: nao relatado; NA: ndo aplicavel
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Além disso, as hipdéfises de ambos os ratos TBT mostraram um aumento no nimero
de mastocitos, caracterizando um quadro inflamatoério na hipofise dos ratos TBT. Esta
inflamacé&o pode estar associada a dissocia¢cao hormonal do eixo HPA ap0s exposicao
ao TBT.

Estudos relacionaram a deposicdo anormal de colageno com a presenca de
inflamacédo na adenohipofise (IUCHI et al., 1998; NAGANUMA; SATOH; NUKUI,
2002). Do mesmo modo, Rotondo e colab. (ROTONDO et al., 2010) relataram o
acumulo de coldgeno em um modelo de inflamacdo de hipéfise de ratos. Nossos
resultados concordam com esses achados anteriores, na medida em que mostram um
aumento na deposicdo de colageno na pituitaria de ambos os grupos TBT. Dessa
forma é demonstrado que o TBT desencadeia um quadro inflamatério na hipoéfise de

ratas, o qual culmina na deposi¢cédo anormal de colageno.

Como previamente exposto, a atividade do eixo HPA pode ser influenciada por sinais
inflamatorios (ARZT et al., 1999; MARIC; ADZIC, 2013). Em pacientes com inflamacao
grave, baixos niveis plasméticos de ACTH e niveis normais ou elevados de cortisol
sdo observados no periodo inicial apos a admissdao em uma unidade de cuidados
intensivos (BORNSTEIN et al., 2008). Foi proposto que o aumento dos niveis de
mediadores pro-inflamatorios, como fator de necrose tumoral a e Interleucina-1 3,
podem prejudicar diretamente a liberacdo de ACTH estimulada por CRH (GAILLARD
et al., 1990). O interferon-y, outro mediador pré-inflamatério, causou a inibicao dose-
dependente da secrecdo de ACTH estimulada por CRH em células hipofisarias de
ratos (VANKELECOM et al., 1990). Polito e colab. (POLITO et al., 2011) descreveram
reducdo na expressdo de ACTH e aumento na expressao de CRH e iNOS, enzima
que sintetiza 6xido nitrico (NO), no hipotalamo de um modelo de sepse em ratos.
Nosso estudo esta de acordo com esses achados anteriores, revelando que o
tratamento com TBT levou ao aumento da expressao hipotalamica de CRH e iNOS,
reducdo da expressao de ACTH na hipdfise, reducao da concentracdo plasmatica de
ACTH e aumento corticosterona plasmatica circulante.

Foi demonstrado que o NO estimulou a expressdo de CRH e suprimiu os efeitos
estimuladores da vasopressina na secrecdo de ACTH em um modelo de sepse em
ratos (RIVIER, 2003). No entanto, outros estudos sugeriram que a diminuicdo da
secrecdo de ACTH pode ser o resultado de um efeito regulatério negativo induzido

por niveis de GC cronicamente elevados, como foi observado em pacientes com
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inflamacéo sistémica (KANCZKOWSKI et al., 2015; PRIGENT; MAXIME; ANNANE,
2004; SILVERMAN et al., 2005), e como foi encontrado nos animais tratados com
TBT. Assim, um aumento na inflamacao e na expressao da proteina iINOS em ratos
TBT pode estar associado ao comprometimento da liberacdo de ACTH estimulada por
CRH, levando a dissociagdo hormonal. Além disso, o aumento concentragao
plasmatica de corticosterona pode estar associada a reducao nos niveis de ACTH em
ratos TBT, devido ao feedback negativo exercido pela corticosterona.

Os neurbnios CRH sao encontrados principalmente no nucleo paraventricular
hipotalamico (CHEN et al., 1993; NICOLAIDES et al., 2015). No entanto, a expressao
de CRH esta presente em outras regiées cerebrais, incluindo sistema limbico, o ntcleo
da estria terminalis, o ndcleo central da amigdala, e outros (SAWCHENKO;
SWANSON, 1985). O CRH nesses locais desempenha um papel importante em
resposta ao estresse, como mostrado no nucleo amigdaloide central em ratos
submetidos ao estresse (MAKINO et al., 1999). Assim, um aumento na inflamacao e
na expressdo da proteina INOS em ratos TBT pode estar associado ao
comprometimento da liberacdo de ACTH estimulada por CRH, levando a dissociagao
hormonal. Outros fatores, como uma exposi¢cao repetida ao mesmo estressor, podem
ser associados a dissociacdo hormonal e é possivel que 0 mMRNA do CRH néo reflita
os niveis de CRH da veia porta (AGUILERA,; LIU, 2012; BORNSTEIN et al., 2008).

De estudos anteriores, aprendemos que CRH e ACTH desempenham papéis criticos
na funcéo adequada do eixo HPA (AGUILERA, 2011; CALOGERO et al., 1988). Além
disso, estudos mostraram que os EDCs podem modular o eixo HPA (MORITA et al.,
2006; ZHANG et al., 2014). Chen e colab. (CHEN et al., 2014) relataram um aumento
na expressdo de mRNA de CRH e nos niveis de ACTH na prole masculina de ratas
gravidas que haviam sido expostas ao bisfenol A (2 ug / kg) desde o dia 10 de
gestacdo até o dia 7 da lactacdo. Em contraste, Pereiro e colab. (PEREIRO et al.,
2014) relataram uma regulacdo negativa dos hormonios do eixo HPA em ratos
tratados com 0,5, 1,0, 3,0 e 6,0 mg de perfluorooctano sulfonato / kg / dia durante 28
dias. Funahashi e colab. (FUNAHASHI; IWASAKI; IDE, 1980) relataram que o TBTO
reduziu a quantidade de coloragdo imuno-histoquimica positiva de ACTH em
corticotrofos e aumentou os niveis séricos de corticosterona em ratos. Portanto, a

exposicao a diferentes compostos pode desencadear diferentes reacdes do eixo HPA
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em modelos animais como demonstrado acima. Deste modo nossos dados

apresentam uma acéo de dissociacéo do eixo HPA frente a exposicédo ao TBT.

O eixo HPA é responsavel pela manutencdo da homeostasia, dessa forma este eixo
€ ativado por fenbmenos de estresse (CHARMANDARI; TSIGOS; CHROUSOS,
2005). Para avaliar a funcdo hipotalamica e hipofisaria um teste de estresse de
restricdo foi realizado, a fim de se observar os efeitos do TBT sobre a producéo de
CRH e ACTH ap6s um estimulo por estresse. Semelhante as descobertas de Stinnett
e colab. (STINNETT; WESTPHAL; SEASHOLTZ, 2015) e Felszeghy e colab.
(FELSZEGHY; BAGDY; NYAKAS, 2000), observamos que o estresse de restricéo foi
associado a aumento na expressao de CRH e nos niveis plasmaticos de ACTH em
todos os ratos analisados. No entanto, ambos os grupos TBT apresentaram elevada
expressdo de CRH e niveis de ACTH aumentados em resposta ao estresse em 30
minutos, em comparagédo com os animas CON, demonstrando assim que a atividade
do eixo HPA esta exacerbada frente a um estimulo apds exposicdo ao TBT. Além
disso, Dhabhar e colab. (DHABHAR; MCEWEN; SPENCER, 1997) sugeriram que
uma exposicao repetida e cronica ao mesmo estresse pode resultar na habituacao da
resposta do eixo HPA, caracterizada por uma diminui¢cao da resposta do eixo HPA ao

longo do tempo, como mostrado aparentemente em ratos TBT30.

Para determinar a funcionalidade do feedback negativo do eixo HPA em ratos TBT, a
ADX foi realizada em animais de ambos os grupos. Todos os grupos responderam
com aumento nos niveis plasmaticos de ACTH e apenas os animais CON tiveram
aumento na expressdo de CRH ap6s a ADX. De maneira interessante o grupo TBT15
apresentou niveis de ACTH, ap6s a ADX, maiores que os grupos CON e TBT30, o
gue pode indicar que o feedback negativo do eixo neste grupo nao esta comprometido.
Contudo os animais TBT30 ndo apresentaram o mesmo comportamento, sendo seus
niveis de ACTH menores que o grupo CON, o que indica que a exposi¢ao continuada
ao TBT pode prejudicar o mecanismo de feedback do eixo HPA. A habituacéo do eixo
HPA pode ser associada a uma diminuicao da resposta do eixo HPA nos ratos TBT30,
assim como a presenca de processo inflamatério mais acentuado na hipoéfise desses
animais, devido a falta do efeito anti-inflamatério da corticosterona. Além disso, a
funcéo de eixo HPA anormal em ratos ADX tratados com TBT pode envolver outros
fatores, poderia associar-se a uma dissociacao hormonal, como doenc¢a metabdlica e
inflamacdo (BORNSTEIN et al., 2008; LAMOUNIER-ZEPTER; EHRHART-
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BORNSTEIN, 2006), como resultado da exposicdo TBT (BERTULOSO et al., 2015;
GRUN et al., 2006). Esses dados sugerem um feedback negativo central aos GC

anormal na secrecédo de ACTH.

Além disso, o TBT alterou a esteroidogénese em modelos in vitro e in vivo (GROTE et
al., 2004; PODRATZ et al., 2012; SAITOH et al., 2001). Yamazaki e colab. (YAMAZAKI
et al., 2005) relataram uma reducdo nos niveis de expressdo de mRNA P450c21 e
CYP11B1 em células bovinas adrenais que foram tratadas com TBT durante 48 h (10
e 100 nM). No entanto, o mesmo estudo néo relatou diferenca significativa nos niveis
de expresséao de mRNA adrenal StAR, P450scc e P45033-HSD. Mitra e colab. (MITRA
et al., 2014) descreveram um aumento na expressao de StAR em células de Leydig
de rato expostas a TBT 600 nM durante 1 h. Nossos resultados demonstraram um
aumento na expressao de mRNA de StAR adrenal em ambos os grupos de ratos
tratados com TBT e nenhuma diferenca significativa na expressdo proteica de
CYP11B1/2 adrenal em todos os grupos. O principal passo regulatério da
esteroidogénese € o transporte de colesterol para a membrana interna mitocondrial,
realizado pela StAR (JEFCOATE, 2002). Portanto, o aumento de corticosterona
plasmética pode estar associada ao aumento na expressao de StAR na adrenal dos
animais TBT. No entanto, o controle da expressao de StAR é complexo e envolve
varias etapas, tanto na transcricdo quanto pos-transcricionais (CLARK;
RANGANATHAN; COMBS, 2001). Assim, os efeitos da esteroidogénese no cortex
adrenal de ratos TBT podem estar alterados devido a outras vias de controle de

sintese hormonal.

As glandulas adrenais sdo 6rgdos-alvo comum entre o estresse e 0os modelos de
exposicado a EDC (HARVEY, 2016; HARVEY; EVERETT; SPRINGALL, 2007; ROSOL
et al., 2001). Assim, a exposicdo ao TBT pode estar associada diretamente a
disfuncéo adrenal. Varias interacfes entre os sistemas imunoldgico e enddcrino foram
descritas em células imunes nas adrenais, como ativacdo de macréfagos e mastocitos
(KIM et al., 2000; SCHOBER et al., 1998; WOLKERSDORFER et al., 1999). Durante
a inflamacado sistémica, as células imunes desempenham um papel relevante na
funcdo adrenal (BORNSTEIN; CHROUSOS, 1999; KANCZKOWSKI et al., 2015).
Kanczkowski e colab. (KANCZKOWSKI et al.,, 2013), usando um modelo de
camundongo exposto a lipopolissacarideo, demonstraram que a infiltracao rapida de

neutréfilos nas adrenais foi induzida pelo aumento da atividade da MPO. Em nosso
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estudo, as adrenais dos ratos TBT30 apresentaram maior atividade de MPO e NAG,
sugerindo um papel para neutréfilos e macrofagos na inflamacao adrenal. Além disso,
Kim e colab. (KIM et al., 1997) descreveram um papel para os mastocitos na
hiperplasia adrenal em diferentes cepas de camundongos. Em nosso estudo, as
adrenais de ambos os grupos TBT mostraram um maior numero de mastocitos,
sugerindo que os mastocitos também desempenham um papel na inflamacéo adrenal.
Além disso, em nosso estudo os ratos TBT15 e TBT30 mostraram um aumento na
area do cértex adrenal, que pode ser consequéncia da inflamacédo presente neste
orgao.

Entre outras anormalidades, o TBT foi relatado como indutor de danos celulares que
podem alterar a composi¢cdo da matriz extracelular com a deposicédo de fibras de
colageno (PODRATZ et al., 2012; RODRIGUES et al., 2014; ZHOU et al., 2013). Em
concordancia com estes achados anteriores, ambos os grupos TBT mostraram um
aumento na deposicdo de colageno no cértex adrenal de uma maneira tempo-
dependente, o que demonstra o maior efeito do TBT ao longo do tempo de exposi¢cao
e condiz com o processo inflamatdrio mais acentuado nos ratos TBT30 do que nos
ratos TBT15. Reed e colab. (REED; ADAMS; SHENOY, 2015) relataram que a fibrose
adrenal foi associada a inflamacdo adrenal em um homem de 55 anos de idade.
Assim, as alteracdes morfofuncionais das adrenais observadas em ambos os grupos
de ratos TBT podem estar associadas aos efeitos téxicos diretos do TBT ou sua

inducéo de inflamacao nas adrenais.

Em um estudo anterior em nosso laboratério (BERTULOSO et al., 2015), ratos TBT15
ndo apresentaram alteracdo nos niveis de colesterol no soro. No entanto, nos ratos
TBT30 deste estudo, observaram-se niveis elevados de colesterol no soro e na
adrenal. Similar aos nossos dados, Xia e colab. (XIA et al., 2014) observaram reducao
dos niveis séricos de ACTH e aumento dos niveis séricos de colesterol em filhotes de
ratas gestantes que foram expostos a 4 g de etanol / kg / dia por 10 dias. Um
fornecimento constante de colesterol € necessario para a esteroidogénese na adrenal,
o qual € modulado pela funcdo da StAR (CHENG et al., 1998; JEFCOATE, 2002,
STOCCO; CLARK, 1996). Nossos dados demonstraram aumento dos niveis
circulantes de corticosterona, que pode estar associado a um padrao anormal de
expressao de StAR e acumulo de lipidios no cortex adrenal de ratos TBT, por ter uma

maior oferta de precursor para a esteroidogénese.
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Além disso, a exposi¢do ao TBT resulta no aumento da adiposidade e induz disturbios
metabdlicos através da modulagdo da atividade de PPARy (CHAMORRO-GARCIA et
al., 2013; GRUN et al., 2006; KIRCHNER et al., 2010; PENZA et al., 2011; ZUO et al.,
2011). De acordo com estes achados, ambos os grupos TBT apresentaram evidéncias
distintas de um aumento do acumulo de goticulas lipidicas e niveis de expresséo
proteica de PPARYy na adrenal. Na glandula adrenal, o colesterol livre € derivado a
partir de duas fontes, sintese de novo a partir de acetil-coenzima A ou, em maior
extensao, a hidrolise de ésteres de colesterol armazenados em goticulas lipidicas (LI
et al., 2002; NISHIKAWA et al., 1981). Portanto, a estimulagdo do PPARYy pelo TBT
nas glandulas adrenais é capaz de alterar a lipogénese e levar ao acumulo de lipidio
nesta glandula. A producéo de corticosterona independente de ACTH pode envolver
caminhos de sinalizagdo de PPARYy e outros receptores nucleares, como mostrado
em outros efeitos do TBT (BERTULOSO et al., 2015; PENZA et al., 2011). Desta forma
a dissociagéo periférica do eixo HPA pode ser relacionada a capacidade do TBT de

ativar PPARYy, além da inducéo do processo inflamatério.

Estudos relataram que o desequilibrio no balanco redox, com consequente formacgéao
de ERO, sao responsaveis por disfuncdes em diferentes sistemas (NORDBERG;
ARNER, 2001; SIES, 1997; SPIERS et al., 2015). O TBT desregula o equilibrio redox
celular em areas cerebrais, como o hipotalamo, resultando em um aumento de ERO
e danos celulares (MITRA et al., 2013, 2014). Kaida e colab. (KAIDA et al., 2010) e
Brown e colab. (BROWN et al., 2006) relataram que a ativacdo de mastécitos e
neutroéfilos levam a formacdo de ERO em tecido adrenal de ratos e outros tecidos.
Nossos resultados concordam com esses achados prévios, mostrando niveis mais
altos de ERO nas hipdfises e adrenais em ambos os grupos TBT, os quais como
demonstrados acima podem ser formados por acdo direta do TBT sobre os 6rgdos

e/ou pela inflamacéo desencadeada devida a exposicdo a este EDC.

Sabe-se que o0 excesso de ERO esta associado a apoptose, pela ativacdo da via da
caspase, 0 que pode levar a alteracbes no funcionamento celular (BUTTKE;
SANDSTROM, 1994; CHANDRA; SAMALI; ORRENIUS, 2000; HADDAD, 2004).
Estudos relataram que o TBT induz apoptose em diferentes modelos celulares, como
timocitos de ratos, células T humanas e células Jurkat (GENNARI et al., 2000;
NAKATSU; KOTAKE; OHTA, 2007; STRIDH et al., 1998, 2001). Nossos resultados

concordam com esses achados prévios, mostrando maior expressao da proteina
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caspase-3 na hipofise e nas glandulas adrenais em ambos os grupos TBT. Portanto o
TBT induziu a apoptose na hipoéfise e adrenais dos ratos expostos por diretamente

ativar a via das caspases e indiretamente pela formacéao de ERO.

O tratamento com TBT causou altera¢cdes morfologicas tanto na hipofise quanto na
adrenal, como o aumento de estresse oxidativo, presenca de células inflamatorias e
deposicao de colageno. Na adrenal também houve aumento da deposicao de lipideos
e aumento da expressao proteica de PPARYy devido a exposicdo ao TBT, além de
maior expressdo do mRNA de StAR. Consequentemente houve uma desregulacao
hormonal do eixo HPA nos animas tratados com TBT, demonstrado nos experimentos
de estresse de contencdo e ADX, que pode ser explicada pela exposi¢cdo ao TBT e
também pela presenca de inflamacdo no eixo, representada no hipotalamo como

aumento na expressao de iINOS no grupo TBT (Figura 9).
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Figura 9. Modelo do potencial mecanismo de modulac&o do eixo HPA pelo TBT.
TBT leva a anormalidades morfofisioldgicas (linha vermelha), tais como: (1) TBT leva
a inflamacao que estimula expressao hipotalamica de mMRNA de CRH e proteina iNOS.
(2) A expressdo da proteina INOS hipotalamica poderia estar associada com o
comprometimento da liberagédo de ACTH estimulada por CRH. (3) A diminuigdo da
secrecdo de ACTH também pode ser o resultado de um efeito regulador negativo
induzido por niveis elevados de corticosterona. (4) TBT leva a inflamacé&o que estimula
0 estresse oxidativo adrenal, apoptose e deposicao de colageno. (5) O TBT causou

estresse e aumentou a expressdo do mRNA de CRH no hipotalamo de ratas.
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CONCLUSAO

Como demonstrado, a exposicao de ratas ao TBT foi responséavel por alteracdes na
morfofuncionalidade do eixo HPA. O TBT induziu hipertrofia da hipéfise e adrenal,
além de provocar um processo inflamatorio em todo o eixo HPA, caracterizado pela
presenca de diferentes células inflamatorias e enzimas envolvidas nesse processo.
Por consequéncia da acéo direta do TBT ou ac¢do indireta através da inflamacdao, foi
observado aumento de ERO na hipdfise e adrenal, além do aumento da expressao
proteica da caspase-3 e da deposicdo de colageno, que podem estar relacionadas
com as alteracdes funcionais do eixo HPA. Além disso, o TBT como ativador do
PPARYy induziu aumento da sua expressao proteica na adrenal, a qual apresentou
acumulo de lipidios e alteracdo da expressdo proteica da StAR, enzima da
esteroidogénese. Esses efeitos culminaram na dissociacdo hormonal do eixo HPA,
gue se apresentou por aumento da expressdo de CRH, reducédo de ACTH plasmatico
e aumento dos niveis de corticosterona, e com prejuizo do mecanismo de feedback

no eixo.

Em conclusdo, nosso modelo demonstrou que a funcdo anormal do eixo HPA é
atribuivel aos efeitos disruptivos do TBT. Induzindo uma dissociacdo entre CRH,
ACTH e corticosterona, que pode ser um efeito indireto causado pela inflamagéo no
eixo. Além de alteracbes ao nivel tecidual da hipéfise e adrenais. Este trabalho
aumenta a nossa compreensao dos efeitos toéxicos do TBT em diferentes niveis no
eixo HPA. Portanto concluimos que o TBT age como um interferente do eixo HPA o
qgual altera os niveis hormonais e altera o processo de feedback deste, desta forma
sendo uma potencial via para complicacdes metabdlicas e reprodutivas em individuos

expostos.
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Disrupts the Hypothalamic-Pituitary-Adrenal Axis at
Different Levels in Female Rats

Eduardo Merlo, Priscila L. Podratz, Gabriela C. Sena, Julia F. P. de Aratjo,
Leandro C. F. Lima, Izabela S. S. Alves, Leticia N. Gama-de-Souza, Renan Pelicao,
Livia C. M. Rodrigues, Poliane A. A. Branddo, Maria T. W. D. Carneiro,
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29040090 Brazil; Department of Chemistry (P.AA.B., M.T.W.D.C.), Federal University of Espirito Santo,
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Biomedical Sciences, Federal University of Rio de Janeiro, Vitoria ES, 29040090 Brazil; and Postgraduate
Program in Endocrinology (L.M -A ), School of Medicine, Federal University of Rio de Janeiro, Vitéria ES,
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Tributyltin chloride (TBT) is an environmental contaminant that is used as a biocide in antifouling
paints. TBT has been shown to induce endocrine-disrupting effects. However, studies evaluating
the effects of TBT on the hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis are especially rare. The current
study demonstrates that exposure to TBT is critically responsible for the improper function of the
mammalian HPA axis as well as the development of abnormal morphophysiology in the pituitary
and adrenal glands. Female rats were treated with TBT, and their HPA axis morphophysiology was
assessed. High CRH and low ACTH expression and high plasma corticosterone levelswere detected
in TBT rats. In addition, TBT leads to an increased in the inducible nitric oxide synthase protein
expression in the hypothalamus of TBT rats. Morphophysiological abnormalities, including in-
creases in inflammation, a disrupted cellular redox balance, apoptosis, and collagen deposition in
the pituitary and adrenal glands, were observed in TBT rats. Increases in adiposity and peroxisome
proliferator-activated receptor-y protein expression in the adrenal gland were observed in TBT
rats. Together, these data provide in vivo evidence that TBT leads to functional dissociation be-
tween CRH, ACTH, and costicosterone, which could be associated an inflammation and increased
of inducible nitric oxide synthase expression in hypothalamus. Thus, TBT exerts toxic effects at
different levels on the HPA axis function. (Endocrinology 157: 2978-2995, 2016)

he hypothalamus-pituitary-adrenal (HPA) axis is one
Tof the most important neuroendocrine axes, and it
plays a key role in stress processes, which is critical for
normal physiology (1, 2). The hypothalamic CRH plays a
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pivotal role in regulating the cascade of hormonal events
that is necessary for adrenal maturation. CRH is synthe-
sized and released by parvocellular neurons and stimulates
the production and secretion of ACHT in corticotrophs
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Abbreviations: ADX, adrenalectomy; CON, contral; CYP118, steroid 11p-hydroxylase; D,
days; DHE, dihydroethidium; EDC, endocrine-disrupting chemical; GAPDH, glyceralde-
hyde-3-phosphate dehydrogenase; H&E, hematoxylin and eosin; HPA, hypothalamus-
pituitary-adrenal; iNOS, inducible nitric oxide synthase; MPO, myeloperoxidase: NAG,
n-acetyl-g-d-glucosaminidase; OS, oxidative stress development process; OT, arganatin;
PPAR, peroxisome proliferator-activated receptor; qPCR, quantitative PCR; StAR, steroid-
ogenic acute regulatory protein; TBT, tributyltin chloride; TBTO, bis (trin-butyltin) oxide;
TEM, transmission electron microscopy: TM, trichrome; UFES, Federal University of Espirito
Santo.
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