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RESUMO

Compostos organoestanicos (OTs), como o tributilestanho (TBT), sdo poluentes ambientais
e a principal via de exposi¢cdo humana ocorre por ingestdo de mariscos contaminados. Estes
agentes quimicos atuam como desreguladores enddcrinos em invertebrados marinhos e
também em roedores, afetando, principalmente, a fungéo reprodutiva e o metabolismo de
lipidios e carboidratos. OTs podem acumular-se na placenta e séo transferidos aos fetos. No
entanto, ainda ndo ha um modelo de biotransferéncia dos OTs para mamiferos, e os dados
sobre o periodo gestacional e prole sdo escassos. O objetivo deste estudo foi avaliar a
génese e 0s mecanismos envolvidos nas alteracdes reprodutivas e do estado energético em
ratas adultas, na disfuncdo placentaria e nos prejuizos aos fetos de ambos o0s géneros
induzidos pela exposicdo direta e por heranca multigeracional materna de ingestdo de
moluscos contaminados com OTs. Ratas Wistar de 3 meses de idade foram divididas em
trés grupos: tratadas diariamente com veiculo (dgua destilada, controle, CON), com o0s
gastropodes Leucozonia nassa sem OTs (LNN, 600 mg/dia, coletados na Praia de Aracruz,
Espirito Santo, area sem contaminacéo com OTs) ou Leucozonia nassa imposexados (LNI,
600 mg/dia, coletados na Praia da llha do Frade, Vit6ria, Espirito Santo, area contaminada
com OTs), por 15 dias, via gavagem. Parte das ratas foram utilizadas para a avaliacdo da
morfofisiologia reprodutiva e a outra parte foi alocada com machos controle para o
acasalamento e posterior cesariana no 20° dia gestacional, para a analise de parametros
gestacionais e a coleta da placenta e dos fetos. Ratas adultas LNI apresentaram aumento
da concentragdo sérica de estanho, evidenciando a transferéncia dos OTs a partir da
ingestdo de moluscos contaminados. Essas fémeas LNI desenvolveram irregularidade no
ciclo estral; elevacdo nos niveis séricos de estrogénio, progesterona e testosterona;
disturbios na foliculogénese ovariana e deposicdo de colageno perifolicular; hipertrofia e
pontos de pseudoestratificacdo de epitélio luminal, processo inflamatorio, aumento na
deposicéo de colageno e maior expressdo de ERa uterino. Na fertilidade do grupo LNI, foi
observado o atraso no estabelecimento da gestagéo, reducdo na frequéncia de ninhadas,
diminuicdo do numero de implantagBes e consequente aumento de perdas pré-implantagédo
embrionaria. Gravidas LNI exibiram aumento do perfil lipidico, com acumulo hepatico de
vacuolos lipidicos redondos, de limites nitidos e tamanhos varidveis. Placentas LNI
apresentaram aumento do peso e da porcentagem de células de glicogénio, associado a
maior expressdo de GLUTL1 e de transferéncia de glicose pelo corddo umbilical; acimulo de
lipidios (triglicerideos e colesterol total), com maior fornecimento de colesterol aos fetos;
processo inflamatorio; maior expressao das proteinas reguladoras IR, p-Akt e p-mTOR. Os

fetos LNI, de ambos o0s géneros, mostraram maior peso corporal; aumento de



megacariocitos, lipidios e estresse oxidativo hepaticos. Estes achados conferem as ratas
expostas diretamente aos OTs, por meio da ingestdo de moluscos contaminados,
caracteristicas de sindrome do ovario policistico, e tal desregulacdo endocrina prejudica a
formacdo da placenta e a expressdo dos transportadores de nutrientes placentéarios,
resultando em disturbios antropométrico e hepatico fetais, decorrentes de respostas

adaptativas a influéncia materna.

Palavras-chave: biotransferéncia dos OTs, desregulador enddcrino, reprodugéo, placenta,

heranca multigeracional.



ABSTRACT

Organotin compounds (OTs) such as tributyltin (TBT) are environmental pollutants, with
human exposure occurring mainly through the ingestion of contaminated shellfish. These
chemical agents act as endocrine disruptors in marine invertebrates and also in rodents,
affecting mainly the reproductive function and the lipids and carbohydrates metabolism. OTs
can accumulate in the placenta and be transferred to fetuses. However, there is still no
biotransfer model of OTs for mammals and rather few data on the gestational period and
offspring. This study aims to evaluate the genesis and mechanisms involved in the
reproductive and energy status alterations in adult female rats, placental dysfunction and
fetal impairment in both genders, induced by direct exposure and maternal multigenerational
inheritance through the ingestion of OTs-contaminated molluscs. Three-months-old female
Wistar rats were divided into three groups: daily treated with vehicle (distilled water, control,
CON), with Leucozonia nassa molluscs without OTs (LNN, 600 mg / day collected at Aracruz
Beach, Espirito Santo, area without OTs contamination), or Leucozonia nassa with imposex
(LNI, 600 mg / day, collected at llha do Frade Beach, Vitéria, Espirito Santo, area
contaminated with OTs), for 15 days, via gavage. Some of the animals were used for the
evaluation of reproductive morphophysiology, with the remaining ones being allocated with
control males for mating and subsequent cesarean section on the 20th gestational day, for
the analysis of gestational parameters and collection of the placenta and fetuses. Adult LNI
rats showed increased serum tin concentration, evidencing the transfer of OTs through the
intake of contaminated molluscs. LNI rats developed irregularities in the estrous cycle;
elevation of estrogen, progesterone and testosterone levels; ovarian folliculogenesis
disorders and deposition of perifollicular collagen; hypertrophy of the luminal epithelium with
pseudostratified areas, inflammatory process, increased collagen deposition and increased
expression of uterine ERa. Regarding fertility parameters of the LNI group, we observed
delays in establishing pregnancy, reduction in litter frequency, decrease in the number of
implantations and consequent increase in pre-implantation embryo losses. Pregnant LNIs
showed increased lipid profile, with hepatic accumulation of round lipid vacuoles with clearly-
defined boundaries and variable sizes. Placentas from LNIs displayed increases in weight
and percentage of glycogen cells, which is associated with higher expression of GLUT1 and
with glucose transfer through the umbilical cord; accumulation of lipids (triglycerides and total
cholesterol), with higher cholesterol supply to the fetuses; inflammatory process; higher
expression of the regulatory proteins IRB, p-Akt and p-mTOR. LNI fetuses of both genders
exhibited higher body weight, increased megakaryocytes, lipids and oxidative stress in the

liver. According to these findings, female rats directly exposed to OTs through the ingestion



of contaminated molluscs revealed features of polycystic ovary syndrome. This endocrine
disruption impairs placental formation and the expression of placental nutrient transporter,
resulting in fetal anthropometric and hepatic disorders, due to adaptive responses to
maternal influence.

Key words: OTs biotransfer, endocrine disruptor, reproduction, placenta, multigerational
inheritance.
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1 INTRODUCAO

1.1 Compostos organoestanicos

Desde a antiguidade, o estanho (Sn) metdlico tem sido importante para a
humanidade. Devido & sua capacidade de endurecer o cobre, a liga de Sn-cobre (bronze) foi
utilizada para produzir armas e utensilios (OMAE, 1989; RUDEL, 2003). No entanto, o
primeiro estudo sobre os compostos organicos de Sn (OTs- organoestanicos; do inglés
organotins) foi realizado por Edward Frankland, que em 1853 sintetizou o diiodeto de
dietilestanho e, em 1859, o tetraetilestanho (BLUNDEN; EVANS, 1990). Desde entéo, outras
descobertas foram realizadas e atualmente sdo conhecidos mais de 800 OTs, sendo a
maioria deles, de origem antropogénica (GUARD; COBERT; COLEMAN, 1981).

Apoés a primeira sintese, os OTs nédo tiveram muita notoriedade por quase 90 anos,
devido a inexisténcia de aplicacdes comerciais. No entanto, em 1940 a industria de plasticos
iniciou a sua expanséao, especialmente com a producgéo de cloreto de polivinila (PVC). Este
polimero tornava-se instavel sob a influéncia de luz e calor, resultando na descoloragdo e
enfraquecimento do material, e a adigdo de OTs promovia uma poderosa a¢ao estabilizante.
A partir de entdo, os OTs foram introduzidos com este propdésito nos Estados Unidos, no
final dos anos 40, e na Europa, em meados dos anos 50, quando a producdo mundial de
OTs era inferior a 5000 toneladas/ano (BLUNDEN; EVANS, 1990; GODOI; FAVORETO;
SANTIAGO-SILVA, 2003; HOCH, 2001).

Paralelamente, as propriedades biocidas dos OTs, principalmente de espécies de
OTs trissubstituidos como o tributilestanho (TBT) e trifenilestanho (TPhT), foram
descobertas na Holanda e estes compostos passaram a ser utilizados também como anti-
fungicos, algicidas, pesticidas, conservantes de madeira, repelentes de roedores e agentes
anti-incrustantes em tintas usadas na pintura de cascos de navios, para evitar a colonizagéo
e o crescimento de uma grande diversidade de organismos (como algas, cracas, fungos,
mexilhdes e esponjas) em superficies submersas (HOCH, 2001; LUDGATE, 1987).

Na década de 1980, os OTs chegaram a revestir 90% dos cascos dos navios em
operacdo no mundo (FENT, 2003; FERNANDEZ; PINHEIRO, 2007). Por causa de sua
utilizagéo, o intervalo entre docagens aumentou de 1 para cerca de 7 anos. Assim, 0s custos
de manutengdo com as embarcag¢fes diminuiram significativamente e o lucro das industrias
navais aumentou (HOCH, 2001; MENG; LIN;LIU, 2009). Em 1990, a producdo de OTs era



24

estimada em cerca de 35.000 toneladas/ano, sendo que 20% da producéo total anual de
OTs correspondia a compostos com acédo biocida (BENNETT, 1996). No inicio dos anos
2000, estimativas ja apontavam para 50.000 toneladas/ano (GODOI; FAVORETO;
SANTIAGO-SILVA, 2003).

1.1.1 Propriedades quimicas

Os OTs apresentam a férmula geral R,SnX,.,, onde R € um grupo alquila ou arila
(dependendo do numero desses grupos, 0S compostos sdo classificados em
Monossubstituidos, Dissubstituidos, Trissubstituidos ou Tetrassubstituidos), X €& uma
espécie anidnica, como cloreto, 6xido, hidroxido ou outro grupo funcional, e n variade 1 a 4
(HOCH, 2001), como observado na Figura 1.

HaC CH
3 4\_\ Y, 3
Sn’—/

Tributilestanho (TBT) Dibutilestanho (DBT) Monobutilestanho (MBT)

H3C\/\/S“3+/"\/CH3 3":?/\/0"*3

NS 1'23“_ (\/:\ Eﬁ— SaX,
J O
Trifenilestanho (TPhT) Difenilestanho (DPhT) Monofenilestanho (MPhT)

Figura 1: Formula estrutural quimica dos OTs mais descritos na literatura. OTs
trissubstituidos (TBT e TPhT), dissubstituidos (dibutilestanho - DBT e difenilestanho - DPhT)
e monossubstituidos (monobutilestanho - MBT e monofenilestanho - MPhT). Adaptado de
(SANTOS et al., 2011).

Devido as cadeias orgéanicas, os OTs sdo hidrofébicos e este é, de fato, o principal
parametro para a bioconcentracao desses compostos (FENT, 1996). A ligagdo Sn-carbono é
estavel na presenca da 4gua, oxigénio atmosférico e calor (estavel até 200°C), podendo ser
guebrada através de radiacdo ultravioleta, acidos fortes e agentes eletrofilicos. Além disso, o
namero dessas ligacdes tem um grande efeito sobre as propriedades dos OTs, ja tendo sido
proposto que a agao téxica maxima ocorre nos OTSs trissubstituidos, principalmente, no TBT
(HOCH, 2001).
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1.1.2 Toxicidade em invertebrados marinhos

O primeiro registro dos efeitos nocivos do TBT foi obtido apds observag¢des na Baia
de Arcachon, uma baia fechada na costa atlantica francesa com abundantes instalacdes de
cultivo de ostras. A producdo de ostras foi gravemente afetada na década de 1970 e inicio
de 1980 devido a graves problemas de crescimento, que foram seguidos por uma completa
falta de reproducéo e o surgimento de anomalias de calcificagdo (ALZIEU, 2000).

Na mesma época, BLABER (1970) registrou o surgimento de pénis nas fémeas do
gastropode Nucella lapillus coletado em Plymouth Sound, no Reino Unido. A gravidade
dessa condigdo foi maior dentro dos portos, mas o agente causador ndo foi identificado. Um
ano depois, SMITH (1971) também notou o aparecimento de pénis e ducto deferente em
fémeas Nassarius obsoletus nos Estados Unidos. Ele denominou o fenbmeno de imposex,
mas na época a causa ainda era desconhecida. Vérias pesquisas foram conduzidas e com o
trabalho de SMITH (1981A,B), a relacdo causal entre o imposex e o TBT foi finalmente
estabelecida. Mais tarde, essa relacdo foi confirmada por Bryan e colaboradores por meio
de uma série de experimentos de laboratério e de campo usando N. lapillus (BRYAN et al.,
1987).

O imposex é definido como o desenvolvimento sexual anormal e irreversivel
caracterizado pelo surgimento de 6rgdos sexuais masculinos em fémeas de gastrépodes
(FENT, 1996) e é considerado o melhor exemplo de perturbacdo enddécrina na vida
selvagem (MATTHIESSEN, 2013). Essa masculinizacdo de gastrépodes € utilizada para o
monitoramento da contaminag¢do por TBT devido a facilidade na andlise e quantificacédo
(GARAVENTA et al., 2006; GIBSON; WILSON, 2003; TERLIZZI et al., 2004). Além disso, 0s
gastropodes caracterizam-se como excelentes bioindicadores da poluigdo pelo TBT, uma
vez que possuem mecanismos limitados para metabolizar e excretar os OTs, e por isso,
desenvolvem o imposex estando expostos a apenas alguns nanogramas de TBT por litro
(ABIDLI et al., 2012; ALZIEU et al., 1991; BRYAN; GIBBS, 1991; BRYAN et al., 1986;
OBERDORSTER et al., 1998).

Diversas hipéteses tém sido propostas para definir possiveis mecanismos pelos
quais o TBT causa imposex. Entre elas, tem-se a de elevacdo da testosterona livre
(SPOONER et al.,, 1991), decorrente da inibicdo de enzimas, como o citocromo P450
aromatase-dependente, que converte testosterona em estradiol, ou o acil coenzima

A:aciltransferase (ATAT), que € o0 responsavel pela manutencdo da homeostase da
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testosterona a partir da transformagdo do hormodnio livre em ésteres de acidos graxos
(GOODING; LEBLANC, 2001; MORCILLO; PORTE, 1998); a de acdo neurotoxica do TBT,
que causaria um aumento da secrecdo de neuro-horménios que contribuem para a
diferenciacdo sexual masculina em gastropodes, como o neuropeptideo APGWamida, um
fator morfogénico do pénis (SANTOS et al.,, 2006); e a de atuacdo do TBT como um
agonista do receptor X retindide (RXR), pelo qual poderia se ligar e ativar diretamente o
RXR ou agir indiretamente através da inibicdo de ATAT (STENBERG et al., 2010). Até o
momento, nenhuma das especulacdes foi completamente comprovada. No entanto, ja existe
a confirmacdo da relacdo direta entre o imposex e o TBT, demonstrando que este € o

agente quimico indutor de tal distarbio reprodutivo em invertebrados (BRYAN et al., 1986).

Estudos mostram que o imposex afeta mais de 260 espécies de gastropodes
(STERNBERG et al., 2010; TITLEY-O'NEAL; MUNKITTRICK; MACDONALD, 2011) e € um
fenébmeno mundial, sendo relatado na Europa, América do Norte e do Sul, Asia, Africa,
Australia, e mesmo em locais remotos como o Artico e a Antartida (GIBSON; WILSON,
2003; HORIGUCHI, 2012; NEGRI; MARSHALL, 2009; SHI et al., 2005; STRAND;
GLAHDER; ASMUND, 2006; TALLMON, 2012).

1.1.3 Regulamentacdes para o uso de OTs

Com base nas pesquisas sobre a toxicidade dos OTs, regulamentos foram
elaborados para evitar a continuidade da poluicdo ambiental provocada por estes biocidas.
A primeira iniciativa restritiva foi adotada pela Franca em 1982, com a proibicdo do uso de
TBT nas tintas aplicadas em pequenas embarcacdes (menores que 25 metros). Quatro anos
depois, o Reino Unido proibiu a venda dessas tintas para pequenas embarcacdes e
estruturas de aquicultura (ALZIEU, 1998). Restricdes semelhantes foram adotadas por
outros paises, como EUA e Nova Zelandia em 1988, Austrdlia, Canada e Unido Europeia
em 1989, e Japao em 1990 (ALZIEU, 1998; BLANCK; DAHL, 1998; EVANS; LEKSONO;
MCKINNEL, 1995; MINCHIN et al., 1995; REES; BRADY; FABRIS, 2001).

No entanto, vérios relatorios descreviam que os niveis de imposex e TBT em torno
dos portos ndo estavam diminuindo (BAILEY; DAVIES 1989; MINCHIN et al., 1995;
MORGAN; MURPHY; LYONS, 1998; SMITH, 1996) e que a poluicdo do TBT ndo se
restringia a areas portuarias, atingindo inclusive popula¢des do oceano aberto e de areas de
alto mar (BARREIRO et al., 2001; MENSINK et al., 1996; MICHEL et al., 2001). Com isso, a

Organizacao Maritima Internacional (OMI) adotou, em 2001, uma proibicao total do uso de
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tintas anti-incrustantes a base de TBT, durante a "Convencéo Internacional sobre o Controle
de Sistemas Anti-incrustantes Nocivos em Navios" (Convencédo AFS), e tal regulamentacao
passaria a valer a partir de 2003. Esta convencao, no entanto, s poderia entrar em vigor um
ano depois que 25 estados, representando 25% da tonelagem mundial de navios mercantes,
a ratificassem. Em 17 de setembro de 2008, a convengdo AFS entrou em vigor e, a partir
dessa data, os OTs foram banidos das formulacdes de tintas anti-incrustantes. Contudo, a
producdo e aplicacdo dessas tintas a base de TBT ainda é possivel em alguns paises que

ndo sdo membros da OMI ou que possuem fiscalizacdo inadequada (Yl et al., 2012).

No Brasil, a Marinha suspendeu o uso de TBT em seus navios em 2003, e
promulgou o regulamento NORMAM 23 (Normas da Autoridade Maritima para o Controle de
Sistemas Anti-incrustantes Danosos em Embarcagdes), em 2007, para restringir o uso de
OTs como um sistema anti-incrustante (DPC, 2007). Apesar da restricdo, os niveis de OTs
em alguns compartimentos ambientais ainda n&o estdo definidos na legislacdo brasileira. A
excecdo € a Resolugdo CONAMA 357 (Conselho Nacional do Meio Ambiente), de 2005, que
prescreve diretrizes para os niveis de TBT nas amostras de agua. No entanto, devido ao seu
comportamento hidrofobico, os OTs sdo geralmente associados a sedimentos, particulas
suspensas e organismos no ambiente aquatico. Portanto, as medicGes feitas apenas na
coluna d’agua podem produzir concentra¢des subestimadas de OTs no ambiente e, por isso,
estes compostos continuam sendo um risco para toda a biota (CONAMA, 2005).

Além de ainda ocorrer a producao e utilizacdo das tintas contendo TBT, 0s prejuizos
relacionados ao uso desse biocida ainda séo evidentes também devido a sua deposi¢cao nos
sedimentos e lenta degradacdo no ecossistema aquatico. Em ambientes de baixa
salinidade, o tempo de meia-vida do TBT nos sedimentos (que varia entre 6 semanas e 5
meses) pode aumentar, particularmente sob condigbes anaerdbicas, onde a persisténcia
estimada pode atingir dezenas de décadas (ANTIZAR-LADISLAO, 2008), como verificado
por SCRIMSHAW e colaboradores (2005), que detectaram OTs em sedimentos profundos

datados de 30 anos.

1.2 Transferéncia tréfica dos OTs e a exposicdo de humanos

Apés a introducdo no meio aquatico, os OTs podem entrar na cadeia alimentar,

atingindo assim mamiferos e, inclusive, os seres humanos. Associado a essa

biotransferéncia, os OTs também sofrem um processo de biomagnificacdo, isto €, a
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concentracdo de OTs aumenta ao longo da cadeia alimentar, com maiores niveis nos
predadores de topo do que nos animais no fundo da cadeia tréfica (GODOI; FAVORETO;
SANTIAGO-SILVA, 2003). STRAND e JACOBSEN (2005) analisaram as concentracdes de
OTs em espécies de algas marinhas, invertebrados, peixes, aves e mamiferos marinhos,
obtidos de aguas costeiras dinamarquesas, e confirmaram a bioacumulacdo em diferentes
niveis troficos, tendo sido detectado niveis de OTs mais elevados em linguado (peixe), patos
e botos. Em humanos, estudos epidemiolégicos avaliam os possiveis riscos a saude
decorrentes da exposicao aos OTs através do consumo de mariscos contaminados, que é a
via mais importante de exposicdo e acumulacdo destes agentes (RANTAKOKKO et al.,
2006; TOYODA et al., 2000). Outras fontes de exposicao incluem ingestao de agua oriunda
de tubulacdo de PVC (FORSYTH; JAY, 1997; FRISTACHI et al.,, 2009;) e de outros
alimentos, como vegetais, frutas e carne (QUNFANG et al., 2004; RANTAKOKKO et al.,
2006; SCHER, 2006); exposicao direta e/ou com a poeira proveniente da degradacdo de
varios produtos de consumo que contém OTs, como roupas, cal¢cados, implantes mamarios
e itens de casa, como papel de parede, cortina e travesseiro (FROMME et al., 2005;
KANNAN et al., 2010; SANTILLO; JOHNSTON; BRIGDEN, 2001; SCHER 2006; SOUSA et
al., 2014); e a exposicdo de profissionais que realizam a manutencdo de embarcacdes
revestidas a base de TBT, para 0s quais 0s principais problemas a saude registrados sao
inflamacao crénica da pele, problemas respiratérios, dores de cabeca e no estbmago,
lacrimacdao e resfriados frequentes (REID, 1986).

A deteccdo de OTs em humanos foi registrada pela primeira vez por KANNAN e
FALANDYSZ (1997) durante uma pesquisa de monitoramento realizada na costa polonesa
do mar Baltico, em amostras de figado, coletadas por necrépsia. Posteriormente, outros
estudos corroboraram tal descoberta: KANNAN; SENTHILKUMAR e GIESY (1999)
demonstraram que 70% das amostras de sangue proveniente de adultos na regido central
de Michigan, EUA, apresentavam concentracdes proximas de 85 ng.mL™ de TBT; NIELSEN
e STRAND (2002) verificaram niveis de 0,3-4,7 e 0,8-28,3 ng.g’ de MBT e DBT,
respectivamente, no figado de dinamarqueses; e RANTAKOKKO e colaboradores (2008)
observaram, em amostras de sangue de pescadores finlandeses e suas familias, niveis
relativamente baixos para a maioria dos OTs, no entanto, foi possivel notar que o consumo

de peixe estava associado aos niveis de TPhT.

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental Americana (EPA-USA, 1997), a ingestédo
diaria aceitavel (IDA), que é a dose de exposicado ao TBT considerada segura ou toleravel

para humanos, € de 300 ng/kg por dia. Para chegar a essa dose foi feita a avaliacdo da
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toxicidade do composto e a caracterizacdo da exposi¢cdo a qual o individuo é submetido.
Dessa forma, estudos de dose-resposta sdo comumente realizados para se conhecer os
parametros de NOAEL (do inglés No Observed Adverse Effect Level) e LOAEL (do inglés
Lowest Observed Adverse Effect Level) de cada composto quimico, ou seja, as doses de
referéncias maxima e minima, respectivamente, que podem ser administradas sem que haja
efeitos adversos no individuo exposto ao contaminante. Paises europeus, como Portugal e
Itdlia, e a Coréia mostraram exposicdo ao TBT excedente a IDA (KEITHLY; CARDWELL;
HENDERSON, 1999). No Brasil, estudos de biomonitoramento costeiro tém mostrado altos
niveis de OTs em véarias espécies de gastrépodes, como Stramonita haemastoma
(Fortaleza, Ceara; FERNANDEZ et al., 2002), Leucozonia nassa (Vitéria, Espirito Santo;
COSTA et al., 2014) e Thais deltoidea (Vitdria, Espirito Santo; COSTA et al., 2008A). Além
disso, estimativas de possiveis riscos a saude de humanos em decorréncia da ingestao de
frutos do mar contaminados com OTs foram feitas baseando-se na frequéncia, na duracéo e
na taxa de ingestdo de mariscos, assim como na concentragdo dos OTs nos moluscos, na
IDA e no peso corporal dos humanos, e foram encontrados valores proximos ao limite de
risco (FERNANDEZ et al., 2005).

1.3 Toxicidade dos OTs em mamiferos roedores

Além dos prejuizos reprodutivos detectados inicialmente nos organismos marinhos,
anormalidades morfofuncionais sistémicas também foram evidenciadas em diferentes
espécies de mamiferos roedores (GROTE et al., 2004; KEITHLY; CARDWELL;
HENDERSON, 1999). Com todos estes achados negativos em diversos animais, os OTs
foram incluidos na classificacdo de desreguladores enddcrinos. A EPA-USA define como
desregulador enddcrino “um agente exdgeno que interfere com a sintese, secrecao,
transporte, ligacdo, acdo ou eliminacdo de horménios naturais do corpo, que s&o
responsaveis pela manutencdo da homeostase, reprodugcdo, desenvolvimento e
comportamento” e desta forma, o desregulador enddcrino tem o potencial de alterar o
funcionamento do sistema enddcrino como um todo (COLBORN; VOM SAAL; SOTO, 1993;
EPA-USA, 1997). Em mamiferos, os OTs induzem alterag6es morfolégicas e funcionais em
diversos tecidos envolvidos no controle do metabolismo endocrino, como hipotalamo,
hipofise, pancreas, gbnadas, adrenal e tecido adiposo (SANTOS-SILVA et al., 2017; VOS et
al., 2000; WADA et al., 1982).
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Distarbios endocrinos e metabdlicos causados por OTs podem ocorrer por
mecanismos centrais e periféricos (BRTKO; DVORAK, 2015; GRUN, 2014). H4 evidéncias
de que alteragcdes morfofuncionais nos tecidos adiposos e no sistema nervoso central
podem contribuir para os efeitos deletérios dos OTs relacionados a obesidade e as
complicacdes da sindrome metabdlica (KANAYAMA et al., 2005; PENZA et al., 2011; YANIK
et al., 2011). As vias centrais envolvem neurotoxicidade, com aumento de espécies reativas
de oxigénio e dano oxidativo associado a reducdo de reservas antioxidantes no sistema
nervoso exposto aos OTs (MITRA et al., 2013), e também mudancas no controle neuro-
hormonal do metabolismo de alimentos, com aumento na expressdo de neuropeptideo Y
(NPY) no cérebro e reducdo nos niveis circulantes de leptina, promovendo aumento da
ingestdo de alimentos e a diminuicdo do gasto energético (BO et al., 2016; HE; ZHANG,;
CHEN, 2014; ROBERTSON; LEINNINGER; MYERS, 2008). Em relacdo aos mecanismos
periféricos envolvidos no efeito obesogénico, esta bem descrita a associagédo entre OTs e
adipogénese, através da sinalizagdo entre o RXR e o receptor ativado por proliferador de
peroxissoma gama (PPARy) (GRUN et al., 2006; KIRCHNER et al., 2010; LE et al., 2009).
Além disso, sabe-se que os OTs afetam as fungbes exdcrina (HARA; YOSHIZUKA;
FUJIMOTO, 1994) e enddcrina do pancreas (CHEN et al., 2017; OGINO et al., 1996; ZUO et
al., 2014). Assim, propde-se que o comprometimento da homeostase da glicose ocorra
provavelmente devido a capacidade dos OTs de reduzir a secrecdo e/ou sinalizacdo da
insulina, por inibicdo da proliferacédo de células B e aumento da apoptose, associadas ao
estresse oxidativo local (BERTULOSO et al., 2015; CHEN et al., 2017; OGINO et al., 1996;
ZUO et al., 2014).

OTs também exercem sua toxicidade no eixo hipotalamo-hipéfise-adrenal e geram
inflamacdo na zona fasciculada da adrenal, prejudicando o funcionamento das enzimas
participantes na sintese dos hormoénios corticéides, elevando, assim, os niveis de cortisol
(MERLO et al., 2016). Além disso, sabe-se que os impactos no controle neuroenddécrino
causados por OTs também interferem na funcdo reprodutiva, levando a alteracdes
morfolégicas nos ovarios e testiculos (GROTE et al., 2004; OGATA et al., 2001),
esteroidogénese anormal (Sl et al., 2015), irregularidade na ciclagem estral (PODRATZ et
al., 2012; SENA et al., 2017) e comprometimento da fertilidade (EMA et al., 1997; ITAMI et
al., 1990). Esses danos reprodutivos nas fémeas podem ocorrer simultaneamente e, assim,
caracterizar sindromes complexas, como a Sindrome do Ovério Policistico (SOP), cujo
diagnostico baseia-se na deteccdo de hiperandrogenismo, ciclos reprodutivos anormais e
ovulagéo irregular (AZZIZ, 2006).
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1.4 Sistema endécrino reprodutivo feminino

1.4.1 Eixo hipotalamo-hipoéfise-ovarios

Entre as glandulas que compdem o sistema enddcrino, o eixo hipotalamo-hipofise-
ovarios € que controla diretamente a reproducdo e a fertilidade de mulheres ou animais
fémeas. Esta regulacdo envolve a producdo do hormoénio liberador de gonadotrofinas
(GnRH) pelo nacleo arqueado do hipotalamo, que através do sistema porta hipotalamico-
hipofisario atinge a hipéfise anterior e regula a sintese e liberacdo das gonadotrofinas:
horménio foliculo estimulante (FSH) e hormdnio luteinizante (LH). Estes hormbnios atuam
nos ovarios, ajustando o processo de maturagdo dos gametas (oogénese) e a producéo dos
horménios sexuais (andrdgenos, estrdgenos e progestinas). Eles também séo responsaveis
pela manutengdo da estrutura glandular. O controle do eixo através do feedback negativo
possibilita a modulacdo das etapas de sintese e liberagdo destes horménios e,

consequentemente, suas acgdes locais e sistémicas (BULUN; ADASHI, 2010).

1.4.2 Ciclo reprodutivo de ratas

As ratas sdo um importante modelo experimental para estudos reprodutivos de
mamiferos, uma vez que apresentam ovulacdo espontanea, evoluem com perfil de
variacbes de gonadotrofinas e esteroides gonadais semelhantes ao da mulher, apresentam
um ciclo estral de curta duracdo e anatomia que facilita os procedimentos experimentais
(FREEMAN, 1994).

O ciclo reprodutivo em roedores é chamado de ciclo estral e tem duracdo média de
quatro ou cinco dias. E caracterizado por quatro fases: proestro, estro, metaestro e diestro,
as quais podem ser determinadas pelos tipos celulares observados no esfregago vaginal. O
proestro caracteriza-se pela predominancia de células epiteliais nucleadas; o estro é
indicado pela presenca de células epiteliais queratinizadas abundantes; o metaestro
apresenta propor¢cdes equivalentes de leucdcitos, células epiteliais nucleadas e

queratinizadas, enquanto o diestro é caracterizado pela predominancia de leucécitos
(LONG; EVANS, 1922; MANDL, 1951), como observado na Figura 2.

O proestro dura de 12 a 14 horas, associado & maturacdo dos foliculos e precede o
estro (25 a 27 horas), Unico periodo em que a fémea é receptiva ao macho. Se nao ha

concepcdo, aplds o estro ha um periodo de recuperacdo denominado metaestro, cuja
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duracdo é de 24 a 48 horas, seguido pelo diestro, que dura cerca de 24 horas, quando a
secrecdo de hormonios ovarianos € reiniciada para o préximo ciclo (FRANCI; ANSELMO-
FRANCI, 2012).

Durante o ciclo estral, o LH e o FSH permanecem baixos e aumentam na tarde do
proestro. O pico plasmético de LH € fundamental para o processo ovulatério, e a
concentracado de FSH apresenta um pico secundario no estro, que pode estar relacionado
com o recrutamento de foliculos para o proximo ciclo (SZAWKA; ANSELMO-FRANCI, 2004).
As concentracbes de estradiol comecam a aumentar no metaestro, alcancando
concentracdes de pico durante o proestro e retornando para a linha de base no estro. A
secregdo de progesterona também aumenta durante o metaestro e diestro, diminuindo logo
apos para depois alcancar seu maior pico no fim do proestro (MILLER; TAKAHASHI, 2014),

como verificado na Figura 2.

FSH
——
— LH
.................. i
‘‘‘‘‘‘‘‘‘‘ o m.-‘."__,... R T , Progesterona
""" Crseet e Estradiol
Metaestro Diestro Proestro Estro

Figura 2: VariacGes hormonais e esfregaco vaginal das quatro fases do ciclo estral.
Representacdo das flutuacdes séricas de FSH, LH, progesterona e estradiol ao longo do
ciclo reprodutivo de ratas; e imagens representativas do esfregaco vaginal nas fases de
proestro, estro, metaestro e diestro (Coloracdo Hematoxilina e Eosina - H&E). Adaptado de
(LING et al., 2017; MILLER; TAKAHASHI, 2014).
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1.4.3 Esteroidogénese ovariana

A sintese de hormdnios nos ovérios ocorre, predominantemente, nas camadas de
células da teca e da granulosa dos foliculos. A porcdo interna da teca € altamente
vascularizada, e ap0s estimulagédo pelo LH, converte colesterol em androgénios. Estes se
difundem para a camada da granulosa adjacente, onde serdo convertidos em estrogénio,
como verificado na Figura 3. Parte do estrogénio permanece no foliculo, para a formacgéo do
antro ou para a estimulacdo da proliferacdo da granulosa, e outra parte do estrogénio é
secretada na corrente sanguinea (BULUN; ADASHI, 2010).
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Figura 3: Esteroidogénese ovariana. O colesterol é transportado para a célula da teca
pela StAR, onde se encontra a CYP11Al, que participa da conversdo do colesterol em
pregnenolona. Esta, por meio da CYP17A1 e HSD3B, sera convertida em DHEA e
progesterona, respectivamente, e, em seguida, em androsteneidiona, que seguira duas vias:
migrara para a célula da granulosa e sera convertida em estrona por meio da CYP19A1 (e a
estrona em estradiol, pela HSD17B) ou sera convertida em testosterona pela HSD17B. A
testosterona migrard para a célula da granulosa por meio da CYP19A1, que também
participara da conversdo em estradiol. StAR: Proteina reguladora aguda esteroidogénica;
CYP11A1: colesterol desmolase; CYP17A1: 17a-mono-oxigenase de esteroide ou 17a-
hidroxilase; HSD3B: 3pB-hidroxiesterdide desidrogenase; HSD17B: 17B-Hidroxiesterdide
desidrogenase; CYP19A1: aromatase. Adaptado de (HANNON; FLAWS, 2015).

A regulacédo do estrogénio é feita via gendmica através de receptores de estrogénio a
(ER-a) e B (ER-B), e ndo-gendmica, por meio da ligagéo ao receptor de estrogénio acoplado
a proteina G (GPER) (GUSTAFSSON, 2003; KUIPER et al., 1996; REVANKAR et al., 2005).

J& a progesterona tem acdo modulada pelo receptor de progesterona (PR) (LEMALE et al.,
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2008). GPER é uma proteina expressa na superficie celular. Com a ligacdo de agonistas,
ocorre a ativacdo da proteina G, seguida de uma cascata de reacdo de proteinas
reguladoras e efetoras (FILARDO et al., 2002; PROSSNITZ, 2004; RAVANKAR et al., 2005).
J& os receptores nucleares, recebem a ligacdo de horménios especificos, sofrem rearranjos
conformacionais, levando a formagdo de homo ou heterodimeros. Quando em atividade,
interagem diretamente com regides especificas do material genético (elementos responsivos
do estrogénio ou da progesterona), levando a um estimulo positivo e/ou negativo na

expressao génica de sua célula-alvo (LEMALE et al., 2008).

1.4.4 Foliculogénese ovariana

A foliculogénese pode ser definida como o processo de formacgéo, crescimento e
maturacao folicular. Os tipos de foliculos ovarianos podem ser classificados em primordial,
primario, pré-antral, antral e pré-ovulatério, além do corpo luteo (FIGUEIREDO et al., 2008).
O foliculo primordial é constituido por um odécito imaturo, circundado por uma simples
camada de células da pré-granulosa de formato pavimentoso (HUTT; MCLAUGHLIN;
HOLLAND, 2006). Quando o odcito € circundado por uma camada completa de células da
granulosa de formato cubico, o foliculo é classificado como primario. A multiplicacdo das
células da granulosa dos foliculos primarios leva a formacao de varias camadas dessas
células ao redor do odcito, formando o foliculo pré-antral. Com a intensa proliferacdo das
células da granulosa, uma area preenchida por fluido folicular é identificada na camada
granulosa e, a partir de entdo, os foliculos passam a ser classificados como antrais. A partir
desse estagio, o diametro folicular aumenta acentuadamente, devido ao crescimento do
odcito, multiplicagdo das células da granulosa, da teca e aumento da cavidade antral
(foliculo pré-ovulatério), como verificado na Figura 4. Apds a ovulacdo, o remanescente do
foliculo se transforma em uma glandula enddcrina, o corpo lateo, que secreta quantidades
consideraveis de progesterona e estradiol (PARROTT; SKINNER, 2000).

O desenvolvimento folicular nas fémeas de roedores € muito semelhante ao de
humanas. Uma diferenca ocorre na formacao dos foliculos primordiais. Nas mulheres, estes
foliculos estdo presentes desde a vigésima semana de vida fetal, enquanto nas fémeas de
roedores, formam-se nos primeiros trés dias de vida apds o nascimento. Além disso, em
relacdo ao recrutamento e selecdo do foliculo antral, mdaltiplos foliculos tornam-se
dominantes a cada ciclo estral em roedores, porém na mulher, normalmente, somente um
torna-se dominante para ovular (HIRSHFIELD, 1991).
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O desenvolvimento dos foliculos ovarianos é dividido nas fases folicular e lutea. Na
fase folicular, o FSH atua nas células da granulosa promovendo seu crescimento.
Posteriormente, os niveis de LH sobem, enquanto a secre¢éo ovariana de estradiol se inicia.
A elevacéo do nivel sérico de estradiol € acompanhada por uma diminuicdo de FSH e induz
a liberacdo do pico pré-ovulatério de LH, que promove a maturagdo do odécito e a
consequente ruptura folicular. O pico pré-ovulatorio de estradiol esta relacionado com a
rapida maturacéo folicular, refletindo no aumento da atividade funcional do foliculo maduro,
destinado a ovular (MAGIAKOU et al.,, 1997). Na fase latea, as células foliculares estdo
luteinizadas - sofrem hipertrofia, ttm sua capacidade de sintese hormonal aumentada,
apresentam aumento de granulos lipidicos - e o foliculo pés-ovulatério se torna cada vez
mais vascularizado, transformando-se no corpo lateo. O LH é necesséario para a
sobrevivéncia e manutencdo das fun¢des normais do corpo liteo durante o ciclo reprodutivo.
H& um discreto aumento no nivel de estradiol. A caracteristica mais importante desse
periodo € o aumento acentuado da progesterona secretada pelo corpo lateo, que ocasionara
o declinio de LH e FSH durante a maior parte da fase lutea. Porém, o FSH comeca a elevar-
se no final da fase latea para iniciar o crescimento folicular do ciclo seguinte (FILICORI et
al., 1986).
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Figura 4: Imagem ilustrativa da organizacéo e estrutura dos foliculos ovarianos. Nota-
se a sequéncia evolutiva, desde os foliculos primordiais até a formagéo da cavidade antral e
ovulacéo. Adaptado de (GUERREIRO et al., 2015).
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1.4.5 Fertilidade e implantagdo embrionaria

A fertilidade de animais fémeas depende do desenvolvimento adequado das
gbnadas, da maturacéo do odcito, da proliferacdo e diferenciacdo das células da granulosa
e da interacdo entre os fatores enddcrinos, autdcrinos e paracrinos que coordenam as

alteracdes ciclicas do ovario durante a foliculogénese (ELVIN; MATZUK, 1998).

A implantacdo embrionaria bem-sucedida requer a sincronizacao entre a ativacao do
blastocisto, que passa a expressar muitas microvilosidades na superficie e acumulo de
granulos de glicogénio no citoplasma, associada ao estado receptivo no endométrio uterino,
envolvendo alteragbes na expressdo de citocinas pro-inflamatérias e fatores
imunossupressores que regulam a transformacdo endometrial propicia a sobrevivéncia e
crescimento embrionario (DEY et al., 2004; WANG; DEY, 2006). Esses dois eventos
fundamentais para a implantagdo sdo precisamente regulados pelos hormoénios maternos,
em particular, o estrogénio e a progesterona (CONNEELY et al., 2002), como observado na
Figura 5. A secrecdo de estrogénio é alta anteriormente ao surto do LH. Em seguida, a
progesterona aumenta a partir do final do proestro. Se o acasalamento for bem sucedido, o
corpo lateo recém-formado, estimulado pelo comportamento de acasalamento, secretara
progesterona a partir do 3° dia. No dia 4, uma pequena onda de estrogénio coopera com a
progesterona para induzir a receptividade uterina. O implante de blastocisto ocorre a meia-
noite do dia 4 (ZHANG et al., 2013A).

O crosstalk entre o blastocisto e o Utero s6 pode ocorrer durante um breve periodo
chamado de "janela de implantacdo” (MA et al., 2003; YOSHINAGA, 1980). Em roedores,
esse periodo é limitado ao 4° dia gestacional (DG) (WANG; DEY, 2006). O utero ndo pode
iniciar a implantacdo antes desse periodo (dias 1-3). Imediatamente apds o estado
receptivo, o Utero entra espontaneamente em uma fase refrataria (dia 5 em diante), onde o
ambiente uterino é hostil a sobrevivéncia do blastocisto (CARSON et al.,, 2000;
YOSHINAGA, 1988). Em resposta a implantacdo, ocorre a diferencia¢éo dos fibroblastos do
estroma uterino em células deciduais, processo conhecido como decidualizacdo, para
acomodar o crescimento embrionario e a invasdo, e altos niveis de progesterona s&o
necessarios nesta e nas etapas seguintes de placentacdo e conclusdo da gestacédo (LIM;

WANG, 2010), como verificado na Figura 5.
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Figura 5: Controle hormonal e adaptacdo uterina para a implantacédo de embrides em
roedores. (A) Padrdes de hormonios esteroides ilustrados durante a fase de proestro, a
receptividade uterina e o inicio de gravidez. Secrecado de estrogénio (curva vermelha) e de
progesterona (curva azul). (B) Diagramas mostrando seccdes transversais do Utero pré-
implantacao (Dia 1, Dia 4) e locais de implantacéo (dia 5, dia 8). No dia 1, o epitélio luminal
do Utero nao receptivo é altamente ramificado. No dia 4, o Utero é receptivo com o epitélio
luminal que se fecha ao redor de um blastocisto implantado. No dia 5, o trofectoderma mural
do blastocisto se liga ao epitélio luminal antimesometrial. As células estromais subjacentes
ao embrido invasor proliferam e se diferenciam para formar uma zona decidua avascular
primaria (PDZ) na tarde do dia 5. As células estromais proximas a PDZ continuam a
proliferagéo e diferenciacdo para formar uma zona decidual secundaria bem vascularizada
pelo dia 8. Adaptado de (ZHANG et al., 2013A).

As evidéncias moleculares e genéticas indicam que a integracdo entre os hormonios
ovarianos e as moléculas de sinalizacdo produzidas localmente, incluindo citocinas, fatores
de crescimento, fatores de transcricdo, mediadores lipidicos e genes morfogénicos,
promovem o complexo processo de implantacdo (DEY et al., 2004). A decidua induzida
localmente fornece um feedback positivo para apoiar a sobrevivéncia do embrido, e esta

envolvida na troca de gases, nutrientes, catabdlitos, secrecdo de hormonios, fatores de
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crescimento e citocinas que ajudardo a manter a gestacao. Além disso, a decidua funciona
como uma barreira contra as respostas imunolégicas maternas ao embrido, e por ser um
tecido transiente que se mantém até a instalacdo funcional da placenta, ir4 regredir em
decidua basal e capsular, funcionando como uma barreira seletiva que protege o embrido
(LIM; WANG, 2010), conforme Figura 6.
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Figura 6: Decidualizagdo e placentacdo em roedores. (A) No 4° DG, o blastocisto esta
em processo de implantacdo, aderido ao epitélio uterino. No lado antimesometrial do
estroma inicia-se a resposta decidual. (B) No 7° DG, o embrido é maior e 0 cone
ectoplacentario vai em direcdo mesometrial, rica em vasos sanguineos. Nesta fase, a
diferenciacéo decidual atinge quase todo o sitio implantacional. (C) No 13° DG, a placenta ja
estd desenvolvida e a decidua aparece contituida apenas por uma faixa de células em volta
da placenta (decidua basal) e do embrido (decidua capsular). DG: dia gestacional. Adaptado
de (LIM; WANG, 2010).

1.5 Placenta: 6rgdo enddcrino temporario

A placenta é um 6rgédo enddcrino temporario que atua como a interface entre a méae
e os embrides/fetos em desenvolvimento (JAYABALAN et al.,, 2017). Desempenha varias
fungbes ao longo da gestacédo, como a de fornecer nutrientes para o feto, permitir a troca de
gases (oxigénio / gas carbbnico), remover produtos residuais durante o desenvolvimento
embriondrio, mediar a tolerdncia imunolégica materna e produzir hormonios
metabolicamente importantes (BAUER et al., 1998). Em roedores, j4 foi verificada a
producdo placentaria de leptina (PELLEYMOUNTER et al., 1995) e grelina (TSCHOP;
SMILEY; HEIMAN, 2000), horménios que suprimem e estimulam o apetite, respectivamente,
e também regulam outros processos metabdlicos; GHRH, horménio liberador de GH
(horménio do crescimento) (BAIRD et al., 1985); lactogénios placentarios (LINZER; FISHER,
1999), que atuam através do receptor de prolactina e podem mediar varias adaptacdes

maternas que sao atribuidas a prolactina, como desenvolvimento mamario e lactogénese
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(GOFFIN et al., 2002); e em estudos in vitro foi obervada a produgédo e metabolizagdo de
androgénios (CHAN; LEATHERN, 1977; REMBIESA; MARCHUT; WARCHOL, 1972).

A placenta de roedores € classificada como hemotricorial, pois apresenta trés
camadas trofoblasticas adjuntas ao endotélio do capilar fetal separando os sistemas
sanguineos materno e fetal, e também como discoéide, caracterizada por um Unico disco e a
interacdo é confinada a uma area aproximadamente circular (CARTER, 2007; FURUKAWA
et al., 2011). Histologicamente, a placenta é composta pelas glandulas metriais, a decidua, a
zona basal e a zona de labirinto (DAVIES; GLASSER, 1968; FURUKAWA et al., 2013;
SOARES et al., 2012), como observado na Figura 7. As glandulas metriais localizam-se no
triangulo mesometrial do Gtero gravido desde o inicio da gestacdo e estd totalmente
desenvolvida entre o 10°-12° DG, levando a posterior regressdo (FURUKAWA et al., 2013;
PEEL, 1989). Sdo compostas por células estromais decidualizadas, células natural killer
uterinas, artérias espinhais, trofoblastos originarios de células de glicogénio e fibroblastos
(CARTER et al., 2006; VERCRUYSSE et al., 2006). A decidua é constituida pelas células
deciduais mesometriais e desempenha um papel essencial no desenvolvimento da interface
decidual-placentaria vascularizada. A zona basal é composta por trés tipos de células
diferenciadas: espongiostrofoblastos, células gigantes trofoblasticas, e células de glicogénio.
Os espongiotrofoblastos estdo presentes imediatamente acima da camada de células
gigantes trofoblasticas, localizada na interface placentaria materno-fetal e que contém
grande quantidade de organelas. As células de glicogénio formam mudltiplas pequenas
massas celulares e se desenvolvem até o 10°-12° DG, e, em seguida, a maioria delas
desaparece (FURUKAWA et al.,, 2013; PEEL, 1989). Na zona do labirinto, existem trés
camadas de trofoblastos, separando os espacos de sangue materno dos vasos sanguineos
fetais (ENDERS; BLANKENSHIP, 1999; TAKATA; FUJIKURA; SHIN, 1997). O
trofectoderma externo, que entra em contato direto com 0 sangue materno, é chamado de
citotrofoblasto com uma superficie microvilosa e é a maior fonte de horménios luteotréficos e
lactogénicos, além de promover a ativacdo das células natural killer uterinas. Sob este
trofectoderma, existem duas camadas de sinciciotrofoblastos, onde ha a expresséo de
proteinas transportadoras de nutrientes que s8o0 essenciais para 0 crescimento e
desenvolvimento do feto (FURUKAWA et al., 2013; FURUKAWA; KURODA,; SUGIYAMA,
2014; PEEL, 1989).
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Figura 7: Representacdo esquemética e histolégica da placenta, suas camadas e
estruturas circundantes ao sitio de desenvolvimento fetal. (A) llustracdo do utero
gravido, contendo varias placentas. (B) Membrana amniotica envolvendo o feto individual e
tecidos adjacentes (decidua e corddo umbilical) (C) Secéo histoldgica de baixa magnificacao
da placenta, possibilitando a distingdo das suas camadas (coloracdo: H&E; escala: 2 mm).
(D) Imagem ilustrativa da zona de labirinto, formada por trés camadas trofoblasticas
(placenta hemotricorial — citotrofoblasto e duas camadas de sinciciotrofoblasto), separando o
sangue materno do sangue fetal. De: decidua; GM: glandulas metriais; ZB: zona basal; ZL.:
zona labirintica. Adaptado de (FURUKAWA; KURODA; SUGIYAMA, 2014; SEMMLER-
BEHNKE et al., 2014).

1.5.1 Crescimento fetal

O crescimento fetal esta diretamente relacionado a disponibilidade de nutrientes
maternos e a capacidade da placenta de transportar esses nutrientes (glicose, aminoacidos
e lipidios) da circulagdo materna para o feto (JANSSON; IlISLEY, 1993). A glicose é o
substrato energético primario necessario para o crescimento do feto e da placenta. A
gliconeogénese fetal € minima e o feto é quase inteiramente dependente da glicose da
circulacao materna. O transporte placentario de glicose ocorre por difuséo facilitada ao longo
de gradiente de concentracdo através de membros da familia de transportadores de glicose
(GLUT) (BAUMANN; DEBORDE; ILLSLEY, 2002). Os aminoacidos desempenham um papel
critico no desenvolvimento do tecido fetal e suas concentracbes plasmaticas, geralmente,
sdo mais altas na circulacao fetal do que na materna (CETIN et al., 1992). Os dois sistemas
de transporte de aminoacidos na placenta sdo o Sistema A, que é dependente de sddio e
facilita o transporte de pequenos aminoacidos neutros (JANSSON, 2001), e o Sistema L,
gue é independente de soOdio e transporta grandes aminodcidos neutros (VERREY;
SYSTEM, 2003). Ja os lipidios s&o encontrados na circulacdo materna principalmente como
triglicerideos, fosfolipidos e ésteres de colesterol. Os triglicerideos ndo podem atravessar o

sinciciotrofoblasto e sdo hidrolisados em &cidos graxos por lipases de triglicerideos
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placentarios (KING, 2006). Os &acidos graxos sdo entdo disponiveis para absorcdo na
placenta através de proteinas transportadoras de acidos graxos (FATP; nomenclatura
atualizada e unificada para ACSVL: Acil-CoA sintetase da familia de cadeia muito longa)
(LARQUE et al., 2006; MIHALIK et al.,, 2002; STEINBERG et al., 2000; WATKINS et al.,
2007) e participam do desenvolvimento do cérebro e acimulo de gordura. O colesterol é um
componente essencial das membranas celulares e um precursor para 0s hormoénios
esterdides. O feto pode sintetizar o colesterol, mas a placenta também transporta o
colesterol da circulacdo materna para o feto, através de lipoproteinas transportadoras de
colesterol, como as lipoproteinas de baixa densidade (LDL), as lipoproteinas de alta
densidade (HDL) e as lipoproteinas de densidade muito baixa (VLDL) (HERRERA, 2002;
WOOLLETT, 2011).

1.5.2 Transporte de nutrientes placentarios

O transporte de nutrientes placentarios depende do tamanho da placenta, da
morfologia (espessura do tecido), da capacidade/disponibilidade de transportadores de
nutrientes e do fluxo sanguineo utero e feto-placentario (FOWDEN et al., 2006; HIGGINS et
al., 2011). O peso da placenta é um marcador da area de superficie disponivel para troca de
nutrientes materno-fetal e € um importante determinante tanto do peso ao nascer como do
crescimento fetal (ROLAND et al., 2012), sendo os pesos fetal e placentario correlacionados
positivamente (WALLACE; HORGAN; BHATTACHARYA, 2012). Se a placenta néo
conseguir atingir um tamanho adequado, pode ser incapaz de suportar o desenvolvimento
do feto. Pelo contrario, uma associacdo entre placentas grandes e resultados neonatais
ruins, incluindo hipéxia (NAEYE, 1987) e macrossomia, que sao fetos com peso ou tamanho
elevados, também foi relatada (WALLACE; HORGAN; BHATTACHARYA, 2012). Além
disso, as alteracbes no numero, densidade, distribuicdo ou atividade dos transportadores
especificos (JANSSON et al., 2006; JOHANSSON et al., 2003) representam um mecanismo
de controle do crescimento fetal e sdo reguladas pela disponibilidade de nutrientes na
circulacdo materna: ha restricdo do crescimento quando a nutricdo é limitada e aceleracéo
guando os nutrientes estdo em excesso (JANSSON; POWELL, 2006).

Os mecanismos moleculares responsaveis pelo transporte de nutrientes placentarios
envolvem vias de sinalizacdo da proteina alvo da rapamicina em mamiferos (nTOR), que
serve como integrador de sinais de oferta materna e demanda fetal e, assim, funciona como
um sensor de nutrientes (JANSSON; POWELL, 2013). A via de mTOR integra Varios sinais

para regular o crescimento, incluindo fatores de crescimento, estresse, estado energético,
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oxigénio e aminoacidos (LAPLANTE; SABATINI, 2012). mTOR recebe sinais maternos (por
exemplo, insulina, leptina, adiponectina) e transmite esta informagdo para alterar a
transcricdo de genes e a traducdo de proteinas, resultando em up/down regulation de
transportadores de nutrientes implicadas no crescimento fetal (JANSSON et al.,, 2003).
MTOR € uma proteina quinase atipica serina / treonina que interage com varias proteinas
para formar dois complexos mMTOR (MTORC): complexo mTOR 1, que atua na deteccdo de
nutrientes na placenta, regulando o crescimento celular, a proliferacdo e o metabolismo, ou
o complexo mTOR 2, que regula a organizacdo do citoesqueleto. mTOR, via mTORC 1, é
controlado pelo intermediario Rheb, que é regulado pelo complexo de esclerose tuberosa 1
e 2 (TSC 1 e 2). Varias quinases efetoras, tais como a proteina quinase B (Akt/PKB) e a
quinase regulada por sinal extracelular 1/2 (ERK 1/2) atuam no complexo TSC, afetando a
atividade de mTOR. Por exemplo, fatores de crescimento, como insulina e o fator de
crescimento semelhante a insulina tipo 1 (IGF1), sinalizam através da via do substrato do
receptor de insulina/ fosfoinositideo 3-quinase (IRS/PISK) e Akt/PKB, que inativa TSC,
ativando mTORCL1 e, assim, promovendo o crescimento, como observado na Figura 8. As
citocinas pro-inflamatérias, tais como o fator de necrose tumoral alfa (TNFa), também
podem conduzir & ativagcdo de mTOR, através de um mecanismo semelhante de inibicao de
TSC. Embora o mecanismo nao esteja totalmente elucidado, ja foi observado que
aminoacidos ativam mTOR, independentemente de TSC (LAPLANTE; SABATINI, 2012), e
gue a inativagdo de mTOR ocorre por AMPK, proteinas quinases ativadas por adenosina
monofosfato (AMP), e em resposta ao estresse celular e deplecdo de energia (baixos niveis
de adenosina trifosfato - ATP) (INOKI; ZHU; GUAN, 2003).

Os efetores a jusante mais bem caracterizados de mTOR incluem duas vias de
sinalizacéo paralelas envolvidas no controle traducional: a proteina quinase S6 ribossémica
(S6K) e a proteina de ligacdo ao fator de iniciacdo eucariotica 4E (elF4E) (4E-BP1, 4E- BP2
ou 4E-BP3) (HAY; SONENBERG, 2004). A fosforilagdo dependente de mTOR de S6K leva a
ativacdo de S6K, que estd envolvida na regulagcdo da sintese protéica, do tamanho da
célula, da progressédo do ciclo celular, da homeostase da glicose e da sobrevivéncia de
recém-nascidos. A fosforilacdo dependente de mTOR de 4E-BP1 resulta na dissociacdo de
4E-BP1 do fator de iniciacdo elF4E e, portanto, na desinibicdo da ultima proteina, facilitando
a regulacdo positiva da sintese proteica,do tamanho da célula e da progressao do ciclo
celular (RUVINSKY; MEYUHAS, 2006).
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Figura 8: Mecanismo molecular de regulacdo dos transportadores de nutrientes
placentarios via IR/IGFIR/mTOR. Insulina/IGF1 ligam-se aos receptores, fosforilam Akt,
que inibe TSC2, liberando assim a inibicdo de Rheb por TSC 1/2. Rheb ativado estimula a
sinalizagdo mTORCL1. Outras quinases a montante, como ERK 1/2, convergem no TSC 1/2,
gue regula mTOR. A ativacdo de mTORC1 leva a fosforilacdo da S6K e a dissociacdo de
elF4E da 4E-BP1, promovendo a sintese proteica. AMPK, em resposta aos baixos niveis de
energia, fosforila TSC2, e assim inibe mTORCL1. IGF1: fator de crescimento semelhante a
insulina tipo 1; IR: receptor de insulina; IGF1R: receptor do IGF1; IRS: substrato do receptor
de insulina; PI3K: fosfoinositideo 3-quinase; Akt/PKB: proteina quinase B; TSC 1 e 2:
complexo de esclerose tuberosa 1 e 2; Rheb: homdlogo Ras enriquecido no cérebro; Ras:
GTPase descoberta no sarcoma de rato (rat sarcoma); Raf. quinase de fibrossarcoma
rapidamente acelerado; ERK: quinase regulada por sinal extracelular; AMPK: quinase
ativada por adenosina monofosfato; mTOR: proteina alvo da rapamicina em mamiferos;
MTORCL1: complexo mTOR 1; DEPTOR: proteina que interage com mTOR contendo
dominio DEP; RAPTOR: proteina associada-regulatéria da mTOR; mLST8: proteina 8
Secl13 mamifero letal; PRAS40: substrato de Akt rico em prolina, 40 kDa; S6K: proteina
quinase ribossomal S6; 4E-BP1: proteina de ligacdo ao fator de iniciacdo eucariético 4E 1;
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elF4E: fator de iniciacdo eucaridtico 4E. Adaptado de (BRETT et al., 2014; DIMASUAY et
al., 2016; ROOS; POWELL; JANSSON, 2009; RUVINSKY; METUHAS, 2006; YU; CUI,
2016).

1.6 Estado energético materno: perfis lipidicos e glicémicos

Além da morfofuncionalidade placentaria, o estado energético materno também
influencia o desenvolvimento e o crescimento fetal (SOHLSTROM, 1994). Ha evidéncias de
que a composicdo corporal materna por si s6 € um fator predisponente a adiposidade nos
filhotes (SACKS et al.,, 2006). Além disso, hiperglicemia e hiperlipidemia maternas
aumentam o suprimento de glicose e lipidios ao feto (DUBE; ETHIER-CHIASSON; LAFOND,
2013; KUHL, 1998). Observa-se, portanto, que o frequente aumento da disponibilidade de
nutrientes na circulagdo materna estimula a placenta a aumentar o transporte desses
nutrientes, resultando em supercrescimento fetal (BRETT et al., 2014), enquanto que a
subnutricdo materna frequentemente resulta em restricdo do crescimento intrauterino
(PRADA; TSANG, 1998).

Durante a gestacdo, naturalmente ocorre o aumento da resisténcia periférica a
insulina na mae para garantir o fornecimento de nutrientes para o desenvolvimento do feto
(KIRWAN et al, 2002; MASTORAKOS; ILIAS, 2003; RYAN; ENNS, 1988).
Consequentemente, a célula B-pancreatica secreta mais insulina. Em roedores, a insulina
atinge seu pico por volta do 16° DG (BARBOUR et al.,, 2007; MALAISSE et al., 1969). A
resisténcia a insulina gera niveis mais altos de glicose materna, que é transferida para o
feto. Em resposta, o feto produz sua prépria insulina, que entdo age como um horménio de
crescimento, promovendo em aumento do crescimento fetal e adiposidade (MCGOWAN,;
MCAULIFFE, 2010; PEDERSEN, 1977). O perfil lipidico materno também é aumentado
fisiologicamente durante a gravidez, onde as concentracfes de triglicerideos no plasma
estao elevadas e acompanhadas por aumentos menores de colesterol e fosfolipideos. Esses
lipidios séo transferidos para o figado, para metabolizacéo, e disponibilizados no plasma
fetal por meio de FATP e de lipoproteinas transportadoras de colesterol na placenta
(HERRERA et al., 2006).

Apesar da plasticidade da placenta para manter o crescimento fetal normal mesmo
com alteracbes metabdlicas na mée, sabe-se que o0s transportadores placentarios de
nutrientes respondem a oferta materna. Por isso é importante que os niveis de glicose e

lipidios no sangue materno sejam mantidos dentro das concentragfes normais para garantir
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adequadamente esses nutrientes ao feto (HORAN et al., 2014). Distarbios no metabolismo
materno que alteram o suprimento de nutrientes da méde para o feto podem induzir
adaptacOes estruturais e funcionais durante o desenvolvimento fetal, com consequéncias
duradouras para o crescimento e metabolismo da prole ao longo da vida (AERTS; VAN
ASSCHE, 2006).

1.7 Toxicidade dos OTs nos sistemas reprodutivo feminino e placentéario, estado

energético materno e transferéncia de efeitos a prole

OTs sao capazes de inibir competitivamente a aromatase, provocando a diminuicao
de estrogénio (OMURA et al., 2001) e aumento nos niveis de testosterona (GROTE et al.,
2004). Tais hormoénios modulam a funcdo reprodutiva de mamiferos. EMA e MIYAWAKI
(2002) reportaram que os OTs diminuem o peso uterino, o ganho de peso materno, a taxa
de gravidez e o niumero de implantes em ratas pseudogravidas. Além disso, nosso grupo
demonstrou que 100 ng/kg de TBT promoveram irregularidade no ciclo estral, atresia
ovariana, acumulo de Sn nos ovarios e soro, adipogénese ovariana anormal, feedback
negativo irregular dos esteréides ovarianos (ARAUJO et al., 2018; PODRATZ et al., 2012;
SENA et al., 2017), associado a resisténcia a insulina e intolerancia a glicose, aumento da
adiposidade e acumulo de vacuolos lipidicos no figado (BERTULOSO et al., 2015).

COOKE e colaboradores (2008) mostraram que o TBT pode se acumular e
atravessar a placenta. OTs também se acumulam em tecidos fetais, como o figado (GRUN
et al., 2006). Na geracéo F1, a exposicdo parental a 20 mg/kg de TBT, nos dias 0-19 ou 8-
19 de gestacdo, diminui o peso corporal (ADEEKO et al., 2003). A reducdo de 46,1% no
namero de células germinativas € observada nos ovarios apés 10 mg/kg de TBT, nos dias 8-
19 de gestacdo (KISHTA et al., 2007). Além disso, CHAMORRO-GARCIA e colaboradores
(2013) demonstraram que a exposicdo pré-natal ao TBT foi capaz de gerar heranca
transgeracional de complicacdes metabdlicas até a 32 geracdo, como desenvolvimento de

obesidade e esteatose hepéatica em ambos os géneros de camundongos.

Dessa maneira, a proposta deste estudo foi avaliar se a biotransferéncia dos OTs
entre diferentes espécies poderia comprometer os sistemas reprodutivo e placentério de

ratas adultas, e os possiveis efeitos herdados pelos fetos.
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2 JUSTIFICATIVA

A contaminacdo ambiental provocada pelos OTs, a exposi¢cdo de humanos a estes
xenobidticos e a desregulacao enddcrina que geram em invertebrados marinhos e roedores
ja séo estudados ao longo de véarias décadas, em diversos paises. No entanto, ainda ndo ha
um modelo de biotransferéncia dos OTs para mamiferos. Analisar 0s prejuizos que a
exposicao a solugdes individuais de OTs, compradas no mercado, geram em roedores s&o
importantes para demonstrar a toxicidade desses compostos e os efeitos sobre 6rgaos-
alvos. No entanto, a principal via de exposicao de humanos se da com a transferéncia dos
OTs provenientes da ingestdo de organismos aquaticos contaminados, que contém uma
mistura de OTs, e assim, apresentam metabolizacéo e propriedades cinéticas diferenciadas.
Além disso, uma pesquisa na base de dados digital PubMed, realizada em margo de 2017,
revelou apenas 12 artigos relacionando os OTs e placenta de ratas. Nesses estudos, as
avaliacdes restringiam-se a dosagem dos OTs na placenta; registro do peso; um estudo
realizou andlise histolégica placentaria ap0s exposicdo ao DBT; testes comportamentais
apos aplicagdo dos OTs na placenta; e avaliacdo da transferéncia dos OTs via placenta,

apos exposicdo das mées e dosagem nos filhotes.

Neste contexto, surgem 0s seguintes questionamentos: uma vez verificado o
problema reprodutivo em gastropodes, decorrentes da contaminacao por OTs, poderia haver
a transferéncia deste xenobiético e dos distarbios gerados nos moluscos, para outras
espécies, como mamiferos terrestres, por meio da ingestdo alimentar? Os possiveis
prejuizos enddcrinos poderiam influenciar o estado energético e o funcionamento
placentario, e, assim, afetar a gestacdo? As alteracBes gestacionais poderiam acarretar

danos aos fetos?

Nossa hipétese é de que a exposi¢cdo aos OTs, por meio da ingestdo de moluscos
contaminados, prejudica a morfofuncionalidade reprodutivo-placentaria e os perfis
energéticos, produzindo respostas adaptativas, que sdo memorizadas e culminardo em
disturbios efémeros e/ou permanentes nos fetos de ambos os sexos. Sendo assim, este
estudo é pioneiro na avaliagdo das vias moleculares de regulacdo dos transportadores
placentarios de nutrientes ap0s exposicdo de ratas adultas aos OTs, assim como em
relacdo ao tipo de exposicdo aos OTs pelas ratas, que reflete mais fidedignamente a

principal via de exposicdo de humanos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Investigar a génese e 0s mecanismos envolvidos nas altera¢des reprodutivas e do
estado energético de ratas adultas, assim como na disfungcé@o placentaria e nos prejuizos
aos fetos de ambos os géneros, induzidos pela exposicdo direta e por heranca

multigeracional materna de ingestdo de moluscos contaminados com organoestanicos.

3.2 Objetivos Especificos

a) Determinar as concentracbes de estanho no soro das ratas, para confirmar a

transferéncia dos organoestanicos via ingestao de moluscos contaminados;

b) Determinar os efeitos da exposicdo aos moluscos contaminados com

organoestanicos sobre a morfofuncionalidade dos ovarios e Uteros de ratas adultas;

c) Determinar os efeitos da exposicdo aos moluscos contaminados com

organoestanicos sobre a fertilidade e a implantacdo embrionaria;

d) Determinar os efeitos da exposicdo aos moluscos contaminados com

organoestanicos sobre os perfis lipidicos e glicémicos de ratas adultas e gravidas;

e) Determinar os efeitos da exposicdo aos moluscos contaminados com
organoestanicos sobre a estrutura microscépica, o processo inflamatorio, a deposi¢édo

lipidica e a expressao proteica na placenta;

f) Determinar os efeitos da exposicdo materna aos moluscos contaminados com
organoestanicos sobre parametros antropométricos e hepaticos nos fetos de ambos os

géneros.
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4 METODOS

4.1 Descricédo do gastropode

Neste estudo, os moluscos usados foram da espécie Leucozonia nassa (L. nassa)
(fotos representativas na Figura 9). Esta espécie pertence a classe Gastropode,
caracteristica da zona entre marés, principalmente em regifes abrigadas. Distribui-se no
Brasil desde o Ceard até Santa Catarina, e em ilhas oceénicas e demais regides do
Continente Americano, como Flérida, Texas, Coldmbia e Venezuela (THOME et al., 2010).
Sua concha normalmente apresenta uma linha central branca e um dente no labio externo
da abertura da concha. Possui um pé pequeno em relagdo ao animal, de coloracdo rosada e
com manchas brancas. Locomove-se mais a noite e se esconde em fendas e bancos de
Phragmatopoma sp. durante a baixa-mar. Alimenta-se de outros gastropodes, poliquetas,
ostras e cracas. Sdo presas de cefalopodes, como polvos, e crustaceos, que sao
amplamente consumidos por humanos e, portanto, ocorre bioacumulacéo tréfica dos OTs

(RIOS, 1994).

L. nassa mostrou ser uma boa espécie bioindicadora da polui¢cdo por TBT na costa
do Espirito Santo por apresentar-se altamente sensivel a exposicdo por esse poluente,
registrando elevados indices de imposex em fémeas e anomalias em pénis de machos,
principalmente em regifes proximas a portos e marinas. Tal fator, associado a facilidade de
coleta de exemplares, a presenca de grandes populacdes e sua ampla distribuicdo ao longo
do litoral brasileiro, a selecionam como uma espécie sentinela para a presenca desses
compostos, sendo adotada em programas de biomonitoramento costeiro (PEDRUZI, 2009;
COSTA, 2012).
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Figura 9: Gastropode Leucozonia nassa. (A) Espécime com concha; (B) FEmea normal,
G.C.: glandula da capsula, v: vulva; (C) Fémea imposexada, v.d: vaso deferente, p.p: pré-
pénis; (D) Macho, p: pénis. Fotos fornecidas pela Dr2. Mércia Barcellos da Costa.

4.2 Coleta dos moluscos e analise do Imposex

Espécimes (n=100) de L. nassa imposexadas foram coletados na Praia da llha do
Frade, Baia de Vitoria, ES, Brasil (77°54’S, 36°63’0), que exibe altos niveis de imposex (95
+ 2%, avaliacdo entre 2007 e 2011), associados com a poluicdo de OTs nos sedimentos
marinhos, como demonstrado na Figura 10. COSTA e colaboradores (2014) realizaram a
dosagem de OTs neste sedimento e encontrou as concentragfes (ng/g sedimento): MBT
(296 + 26), DBT (276 % 8,6), TBT (398 + 9). Devido ao alto valor detectado de TBT (acima de
300 ng/g sedimento), esse sedimento € considerado altamente contaminado, de acordo com
um critério de qualidade estabelecido por WAITE e colaboradores (1991). Outros individuos
de L. nassa (n=100) ndo-imposexados foram coletados na Praia de Aracruz, anteriormente a
contaminagédo pela lama de rejeitos resultante do rompimento da barragem de Mariana,
Minas Gerais, no dia 5 de novembro de 2015, e portanto, tratava-se de uma regido livre de

contaminagdo com OTs e sem atividade maritima (area controle, 19°49’S, 40°16°0O).
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Figura 10: Localizacdo da area de coleta das amostras de L. nassa imposexadas. (A)
Representacdo no mapa da area de coleta das amostras de L. nassa contaminadas com
OTs na Praia da llha do Frade, baia de Vitdria, Espirito Santo, Brasil. (B) Foto representativa
do ponto de coleta em dia de maré baixa. (C) COSTA e colaboradores (2014) demonstraram
que entre os anos de 2007 e 2011, na Praia da llha do Frade - ES, a % de imposex de L.
nassa foi de 95.2 + 2.1% e a concentracdo de TBT no sedimento foi de 398 + 9 ng/g de
sedimento, que segundo WAITE e colaboradores (1991), caracteriza-se como um sedimento
altamente contaminado.

Apoés a coleta, os gastrépodes foram mantidos em aquarios aerados, contendo agua
do mar das estagfes de coleta. A narcotizagdo dos animais foi feita por imersdo em uma
solucdo de cloreto de magnésio a 4% em agua do mar e agua destilada (1:1). As conchas
foram quebradas com auxilio de uma morsa e ap0s a remoc¢do da parte mole, o sexo foi
determinado baseado na presenca das glandulas de capsulas, de albumen e de ingestéo de
esperma em fémeas e da prostata em machos. O comprimento do pénis foi medido em
fémeas imposexadas (COSTA et al.,, 2008B; 2013; 2014). Posteriormente, os moluscos
fémeas ndo-imposexados (coletados em Aracruz) ou imposexados (coletados na Praia da
llha do Frade) foram utilizados na preparacdo do extrato ndo-contaminado e contaminado,
respectivamente, através da maceracao das partes corporais moles. A coleta dos moluscos
e andlise do imposex foram gentilmente realizadas pelo Laboratério de Malacologia da

UFES (coordenado pela Dr2. Mércia Barcellos da Costa).
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4.3 Dosagem de Sn nos extratos

Para a confirmagédo da contaminacdo dos gastropodes com OTSs, realizamos, além
da caracterizacdo bioldgica com a verificacdo do imposex, a analise quimica de
guantificagdo do Sn nos homogenatos. As concentracbes de Sn nos extratos nao-
contaminado e contaminado com OTs foram avaliados utilizando espectrometria de massa
por plasma indutivamente acoplado (ICP-MS, Nexlon 300-D, Perkin Elmer, Alemanha). As
amostras foram digeridas com peréxido de hidrogénio a 30% (m/m) e acido nitrico ultra puro
(Elga-Purelab, Marlow, UK) utilizando um forno microondas equipado com vasos de PTFE
(microondas Multiwave 3000, Anton Paar, Graz, Austria), e, posteriormente, analisadas por
ICP-MS. O nivel de deteccdo para Sn determinado por ICP-MS foi de 4,0 ng/g e foi
determinado para cada analise realizada (MOSER; MCGEE; EHMAN, 2009). A dosagem
de Sn nos extratos foi gentilmente realizada pelo Laboratério de Espectrometria Atdmica da

UFES (coordenado pela profé. Dr2. Maria Tereza Carneiro).

4.4 Animais e grupos experimentais

Ratas Wistar (Ratus norvergicus albinus) adultas (+x 230g, com 12 semanas de idade)
foram fornecidas/mantidas pelo Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), com umidade e temperatura controladas, sob um ciclo de
claro/escuro de 12/12 horas, e agua e racdo ad libitum. Todos os procedimentos
experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da
UFES (registros 047/2010 e 01/2017). As fémeas foram expostas aos seguintes
tratamentos: G1: CON (controle, expostas a 0,6 mL de agua destilada — mimetizar a
gavagem, n = 31); G2: LNN (tratadas com extrato de Leucozonia nassa nao contaminado
com OTs, n = 31); G3: LNI (tratadas com extrato de Leucozonia nassa imposexada -
contaminada com OTs, n = 31). Os grupos 2 e 3 receberam 600 mg do respectivo
extrato/dia/animal, via gavagem, durante 15 dias. Esta dose de extrato escolhida equivale a
ingestdo de frutos do mar por comunidades ribeirinhas brasileiras (200 g/dia/70 kg), e foi
obtida de estudo que avalia os riscos a satude humana decorrentes da exposicdo aos OTs
(FERNANDEZ et al., 2005). Posteriormente, as ratas foram destinadas aos protocolos

experimentais, conforme a Figura 11.
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Ratas Wistar, + 230 g, 12 semanas de idade, com ciclo estral regular

Extrato de Leucozonia nassa, 600 mg/dia, por 15 dias, via gavagem:
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Figura 11: Modelo esquematico dos tratamentos e dos protocolos experimentais
realizados em ratas adultas, gravidas e fetos. Sn: estanho, TSI: teste de sensibilidade
insulinica, TTG: teste de tolerancia a glicose, MPO: mieloperoxidase, NAG: N-acetil-B-D-
glicosaminidase, H&E: hematoxilina e eosina; DG: dia gestacional.
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Neste estudo, foram utilizadas 93 ratas (CON = 31, LNN = 31, LNI = 31). Apos os 15
dias dos tratamentos especificos, 15 fémeas de cada grupo foram destinadas ao Set 1, para
avaliacdo dos parametros reprodutivos e perfil energético nas adultas. As outras 16 ratas de
cada grupo foram alocadas com machos controle para acasalamento e foi considerado o DG
0 (zero) quando ocorreu a Vvisualizagdo de espermatozéides no lavado vaginal.
Posteriormente, 8 fémeas gravidas de cada grupo foram destinadas ao Set 2, para
avaliacao do perfil glicémico e do protocolo de fertilidade; e as outras 8 gravidas de cada
grupo foram destinadas ao Set 3, para andlise de implantagdo embrionéria, e coleta do

sangue, do figado, das placentas e dos fetos.

Para as avaliacbes do Set 3, as 8 fémeas gravidas de cada grupo, no 20° DG a
tarde, foram decapitadas (sem anestesia, devido a coleta de sangue da regido cervical para
a dosagem sérica de lipidios, e apds 12 horas de jejum, devido as analises de glicose no
sangue umbilical) (ZENG; XU; ZHANG, 2016). Rapidamente, foi feita a cesariana, por
incisdo longitudinal na regido da linha alba, para exposicao do Utero e dos ovarios. O Utero
foi retirado, com todo o seu conteudo, e, com o auxilio de tesoura com ponta boleada, a
parede uterina foi aberta e as membranas amnidticas foram rompidas. As placentas, cordao
umbilical e os fetos foram cuidadosamente separados dos cornos uterinos. Foram coletados
os dados antropométricos e, imediatamente, os fetos foram decapitados. Posteriormente, os
figados fetais foram dissecados (DAMASCENO et al., 2008). Das gravidas, também foram

coletados os figados.

4.5 Avaliacao do ciclo estral nas adultas (Set 1)

Diariamente, foi coletado, durante os 15 dias de tratamento, entre 8 e 9 horas da
manhd, o lavado vaginal das fémeas, por meio da injecdo de 10 pL de salina (NaCl 0,9%).
Este material foi depositado em laminas de vidro, fixado com metanol e corado com H&E,
para analise dos tipos celulares no microscéopio 6ptico (fluorescente de EPI L3001)
(NELSON et al., 1982).

4.6 Protocolo de TSl e TTG nas adultas e gravidas (Set 1 e 2)
No 13° dia de tratamento das ratas adultas (Set 1) e no 18° DG das gravidas (Set 2)

(KISS et al., 2012), pela manh&, as fémeas, em estado alimentado, receberam a aplicagédo

intraperitoneal (ip) de 0,75U de insulina/kg de peso corporal. Receberam um pequeno corte
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na ponta da cauda, para coleta de uma gota de sangue e verificacdo da glicemia nos
tempos de 0, 15, 30, 60 e 90 minutos (TSI - teste de sensibilidade insulinica).

As mesmas fémeas, no 14° dia de tratamento (ratas adultas — Set 1) e no 19° DG
(gravidas — Set 2), apos jejum de 12 horas, receberam a aplicacao ip de 2g de glicose/kg de
peso corporal. Receberam um pequeno corte na ponta da cauda, para coleta de uma gota
de sangue e verificacdo da glicemia nos tempos 0, 30, 60, 90 e 120 minutos (TTG - teste de
tolerancia a glicose). O aparelho utilizado para leitura glicémica dos testes foi 0 Accu-Chek®
Advantage (Roche) (SANTOS et al., 2010).

4.7 Avaliacdo dos niveis séricos hormonais e de Sn nas adultas (Set 1), dosagem de
lipidios nas adultas e gravidas (Set 1 e 3), e de glicose e colesterol no sangue do
corddo umbilical (Set 3)

Apods os 15 dias de tratamento, as fémeas adultas (Set 1) foram decapitadas na fase
de metaestro-diestro, sem anestesia, devido a coleta de sangue da regido cervical para a
dosagem de hormonios sexuais, que sdo influenciados por acao dos anestésicos (LEE et al.,
2000), de Sn e de lipidios (triglicerideos e colesterol total). As gravidas (Set 3) foram
decapitadas, sem anestesia, no 20° DG, para a coleta de sangue da regido cervical para a

dosagem de lipidios.

Ap6s a decapitacdo, as amostras de sangue foram recolhidas e imediatamente
centrifugadas, para se obter o soro, que foi utilizado para medi¢c6es dos niveis de estradiol,
progesterona e testosterona (ratas adultas - Set 1) por ELISA (Estradiol-2693, Progesterone-
1561, Testosterone-1559, EIA, Diagnostic Systems Laboratories, Saronno, Italy) (MOYSES;
BARKER; CABRAL, 2001). A dosagem de Sn no soro das ratas adultas (Set 1) foi
realizada de forma semelhante a analise de Sn nos extratos, por ICP-MS (tépico: 4.3
Dosagem de Sn nos extratos) (MOSER; MCGEE; EHMAN, 2009). O mensuramento dos
niveis séricos de triglicerideos e colesterol total (ratas adultas e gravidas - Set 1 e 3) foi
realizado de acordo com as instru¢cdes do fabricante de kits colorimétricos (Bioclin, MG,

Brasil) (LIU et al., 2014).

No sangue do corddo umbilical (Set 3), verificamos a glicemia com o aparelho de
leitura glicémica Accu-Chek® Advantage (Roche), e amostras de sangue do corddo foram

recolhidas para dosagem de colesterol total por kit (Bioclin).
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4.8 Andlise dos pesos corporal e dos 6rgaos (Set 1 e 3)

O ganho de peso corporal das ratas ao longo do tratamento e no periodo gestacional
(Set 3) foi obtido pelo registro semanal do peso. Apos as eutandsias, verificamos o peso dos
ovarios, Utero, hipdfise, figado e adiposidade (tecido parametrial, abdominal, retroperitoneal
e perirrenal) das adultas (Set 1); placenta, figado e adiposidade das gravidas (Set 3) e peso
corporal e do figado fetais (Set 3).

4.9 Andlises histomorfométricas

4.9.1 Avaliacdo histologica dos ovarios, Utero e figado das adultas (Set 1), da

placenta e figado das gravidas e dos fetos (Set 3)

Apoés a remogdo, os orgdos foram fixados em paraformaldeido 4% tamponado, pH
7,4, por um periodo entre 24 e 48 horas a temperatura ambiente. Apos a fixagdo, os tecidos
foram desidratados em etanol, clarificados em xilol e banhados em parafina a 60°C.
Posteriormente, os blocos de parafina contendo os tecidos foram cortados em um
micrétomo (Leica RM 2125 RTS). Foram obtidas 5 sec¢Bes/animal, em cortes de 5 ym, com
50 um de distancia entre elas. Inicialmente, foram coradas com H&E e fotografadas pelo
programa AxioVision Rel. 4.8, na camera AxioCam ERc5s acoplada ao microscopio
Olympus AX70 (PODRATZ et al., 2012).

A classificacdo e contagem de foliculos ovarianos (primordial, primario, pré-antral e
antral) e corpo lateo foi realizada de acordo com BORGEEST e colaboradores (2002), e dos
foliculos cisticos e atrésicos, conforme SHI e colaboradores (2009), pelo qual foliculos
atrésicos apresentam células da granulosa desorganizadas, com nucleos picnéticos,
ovocitos degenerados e deslocamento da membrana basal, e os foliculos cisticos foram
definidos como dilatados, cheios de liquido folicular e revestidos com células da granulosa
redondas ou achatadas. Assim, classificamos como foliculo cistico, os foliculos atrésicos
sem antro, apenas para diferenciar atresia em estagios iniciais ou tardios. Para a
morfometria uterina, foi mensurada a espessura do epitélio luminal, do miométrio e do
endométrio. Nos figados foram realizadas analises qualitativas de detec¢do de células
inflamatorias e vacuolos lipidicos, caracterizados por serem redondos, de limites nitidos e
tamanhos variaveis. Na placenta, foi quantificada a porcentagem de células de glicogénio na

zona basal, obtida pelo calculo: (area de células de glicogénio/area total) x 100.
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4.9.2 Avaliacdo da deposi¢éo de coldgeno no ovario e Utero das adultas (Set 1)

Cortes de ovarios e utero foram corados com Picro-sirius red. Foram obtidas
fotomicrografias com a objetiva 4x, de forma a capturar todo o tecido. As fotos foram
agrupadas pela funcdo photomerge, do Photoshop, para se ter a &rea total. Para a
quantificacdo de colageno foi utilizado o programa ImageJ. Os resultados foram expressos
com porcentagem de area marcada com a coloracéo (SENA et al., 2017).

4.9.3 Avaliacdo de mastécitos nos Gteros das adultas (Set 1)

Cortes de utero foram corados com Alcian Blue (Sigma-Aldrich Co, LLC). Foram
obtidas fotomicrografias com a objetiva 4x, de forma a capturar todo o tecido.
Posteriormente, as fotos foram agrupadas pela funcdo photomerge, do Photoshop, para se
ter a area total. O numero de células com coloracdo positiva (células contendo granulos
citoplasmaticos roxos) no tecido foi avaliado e expresso por unidade de area (mm?)
(BERTULOSO et al., 2015).

4.9.4 Avaliacao da deposicao de lipidios no figado dos fetos (Set 3)

Os figados dos fetos foram dissecados, embebidos em Tissue-Tek OCT (Fisher
Scientific), congelados e cortados na espessura de 7 um usando um criostato (Jug CM1800;
Leica). Os tecidos foram montados em laminas e coradas com Oil Red O (Sigma-Aldrich).
Goticulas de lipidios foram quantificadas pelo programa ImageJ. A area das goticulas de
lipidios (um?) foi expressa pela area de figado analisada (um?) (BERTULOSO et al., 2015).

4.10 Avaliacao da atividade de MPO (Mieloperoxidase) — presenca de neutréfilos — nos
Uteros das adultas (Set 1) e placenta (Set 3)

Os orgéos foram pesados, homogeneizados em tampéo pH 4,7 (0,1 M NacCl, 0,02 M
NaPO, e 0,015 M NaEDTA) e centrifugados. Os pellets foram suspensos em tampéao NaPO,
0,05 M com brometo de hexadeciltrimetilaménio 0,5%, seguido por 3 ciclos de congelamento
e descongelamento usando N,(l) e centrifugados. Atividade de MPO no sobrenadante das
amostras foi avaliada pela medida da mudancga de absorcao 6tica (OD) em 450 nm usando
tetrametilbenzeno (1,6 mM) e H,0O, (0,3 mM). A reacdo foi terminada pela adicdo de 50 pL
de H,SO, (4 M). Os resultados foram expressos como mudanga de OD/ug de proteina
(ARAUJO et al., 2010).
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4.11 Atividade de NAG (N-acetil-B-D-glicosaminidase) — presenca de macré6fagos — nos

Gteros das adultas (Set 1) e placenta (Set 3)

Os 6érgaos foram homogeneizados 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 pL de p-nitrofenil-n-acetil-B-d-glicosamida (Sigma-Aldrich Co, LLC) que
foi preparada em tampé&o citrato/fosfato (0,1M acido citrico e 0,1 M Na,HPO,; pH 4,5) para
atingir uma concentracao final de 2,24 mM. A reacao foi terminada adicionando 100 pL de
tampdo de glicina 0,2 M (pH 10,6). Hidrdlise do substrato foi determinado pela mensuracédo
da absorcdo em 400 nm. Os resultados foram expressos como nmol/ug de proteina
(BARCELOS et al., 2005).

4.12 Avaliacdo proteica, por western blot, dos ovarios e utero (Set 1), placenta e
figado dos fetos (Set 3)

As amostras foram homogeneizadas em tampéo de lise contendo os inibidores de
protease, a 0°C com um homogeneizador Potter, com 10 incursdes por amostra e,
posteriormente, centrifugadas a 10000xg por 20 minutos. O sobrenadante foi utilizado para
a quantificacdo de proteinas totais (LOWRY et al., 1951). Apds as dosagens, retiramos 0
volume necessario de cada amostra para uma concentracdo de 100 ug/uL de proteinas
totais, em um volume final de 15 pL, apds adicdo de agua e tampao de amostra, contendo [3-
mercaptoetanol. As proteinas foram desnaturadas a 100 °C, por 5 minutos. O SDS-PAGE
(polyacrylamide gel electrophoresis usando dodecilsulfato de sodio) foi preparado usando 8-
10% de SDS e poliacrilamida (acrilamida e bisacrilamida) (para proteinas de alto peso
molecular, 220 kDa, foram utilizados géis de 8%; para as demais, foram géis de 10%). A
corrida de eletroforese teve duracdo de 1 hora e 30 minutos a 120 Volts. Em seguida, as
proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose (Bio-Rad, Hercules, CA). Ap6s
a transferéncia por 2 horas a 100 Volts, as membranas foram lavadas com tampao tris-
salina 0.05% e tween 20 (TBS-T), e bloqueadas com leite em p6 desnatado 5% em solugéo
de TBS-T por 1 hora a 4 °C. As membranas foram novamente lavadas com TBS-T por 10
minutos e incubadas com seus respectivos anticorpos primarios, conforme a Tabela 1
(diluidos em leite em p6é desnatado 3% em TBS-T, durante toda a noite a 4 °C). As
membranas foram lavadas em TBS-T e incubadas com o anticorpo secundéario (IgG
conjugado a fosfatase alcalina, diluido em leite em pé desnatado 3% em TBS-T, por 1 hora
a 4 °C). O resultado do western blotting foi visualizado usando uma reacao colorimétrica

com os reveladores NBT (nitroblue tetrazolium chloride) e BCIP (5-bromo-4-chloro-3-
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indolylphosphate p-toluidine salt) (sc24981; SCBT, Inc). As bandas foram analisadas por
densitometria, utilizando o Programa Image J. Expressdo relativa foi normalizada pela
divisdo dos valores da proteina de interesse pelo valor do controle interno correspondente
(SENA et al., 2017).

Tabela 1: Anticorpos usados na avaliacdo da expressao proteica

Anticorpo para Cédigo Diluicédo Orgao / Anticorpo 1°
ERa sc-542, SCBT 1:500 Ovarios e Utero adultas (Set 1)
ERB sc-8974, SCBT 1:500 Ovarios e Utero adultas (Set 1)
PR sc-538, SCBT 1:500 Utero adultas (Set 1)
IRB sc-57342, SCBT 1:500 Placenta (Set 3)
p-Akt sc-135650, SCBT 1:500 Placenta (Set 3)
Akt sc-55523, SCBT 1:500 Placenta (Set 3)
p-ERK 1/2 9101, Cell 1:500 Placenta (Set 3)
Signaling
ERK 1/2 9102, Cell 1:500 Placenta (Set 3)
Signaling
p-mTOR sc-293132, SCBT 1:500 Placenta (Set 3)
mTOR sc-293089, SCBT 1:500 Placenta (Set 3)
GLUT 1 sc-377228, SCBT 1:500 Placenta (Set 3)
ACSVL 4 sc-393309, SCBT 1:500 Placenta (Set 3)
PPARY sc-7273, SCBT 1:500 Figado fetos (Set 3)
GAPDH sc-25778, SCBT 1:1000 Utero (RP — Set 1), placenta e
figado fetos (Set 3)
B-actin sc-130656, SCBT 1:1000 Ovarios e Utero adultas (Set 1)
IgG anti-coelho + A3687, Sigma- 1:1000 ERa, ERB, RP, p-Aktl, p-ERK
fosfatase alcalina Aldrich 1/2, ERK 1/2, GAPDH, B-actin
IgG anti-camundongo A3562, Sigma- 1:1000 IRB, Aktl, p-mTOR, mTOR,
+ fosfatase alcalina Aldrich GLUT 1, ACSVL 4, PPARy

ERa: receptor de estrogénio alfa; ER[B: receptor de estrogénio beta; PR: receptor de
progesterona; IRB: receptor de insulina beta; Akt: proteina quinase B; p-Akt: Akt fosforilada;
ERK 1/2: quinase regulada por sinal extracelular; p-ERK 1/2: ERK 1/2 fosforilada; mTOR:
proteina alvo da rapamicina em mamiferos; p-mTOR: mTOR fosforilada; GLUT1:
transportador de glicose tipo 1; ACSVL4: Acil-CoA sintetase da familia de cadeia muito
longa tipo 4; PPARYy: receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama; GAPDH:
gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; B-actin: beta-actina; 1gG: imunoglobulina G; SCBT:
Santa Cryz Biotechnology, INC.
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4.13 Avaliacao da fertilidade (Set 2)

Como as ratas gravidas (Set 2) ndo abortaram e ndo apresentaram qualquer
anormalidade na gestacdo apds os TSI e TTG, foram destinadas a avaliagdo da fertilidade.
Para isso, foram mantidas com machos controles (12 semanas de idade e com separagado
prepucial) em gaiolas de reproducdo continua. Seis fémeas gravidas por grupo (dezoito
fémeas no total) foram mantidas com trés machos CON (nove machos no total) (2 fémeas e
1 macho/gaiola). As gaiolas foram verificadas diariamente e as avalia¢cdes incluiram a
freqléncia das ninhadas e o tamanho das ninhadas, sendo que, a frequéncia de ninhadas
foi determinada pelo registro de cada nova ninhada produzida durante 120 dias (NOVAIRA
et al., 2014). Apos o nascimento dos filhotes da primeira gestagdo, por parto normal, no 21°
DG, estes foram retirados das gaiolas e decapitados, uma vez que a amamentacdo pode
interferir na receptividade da fémea ao macho e assim alterar o tempo de ocorréncia da
proxima gestacdo. Esta conduta de retirada dos filhotes foi repetida apds todas as

gestacoes.

4.14 Avaliacéo dos fetos e das implantac6es embrionarias (Set 3)

Apbés a eutanasia, os fetos foram pesados e examinados a fresco para a
determinacdo do sexo pela distancia anogenital que, no macho, é aproximadamente duas
vezes maior do que na fémea (DAMASCENO et al., 2008).

Apoés a retirada dos fetos, o Utero materno foi submetido ao processo que revela os
sitios em que ocorreram implantacdes (método de Salewski). O Utero foi imerso em solugéo
de sulfeto de aménio a 10% por 10 minutos, lavado em seguida em agua corrente. Depois,
foi imerso por 10 minutos em solug&o constituida por partes iguais de acido cloridrico a 1% e
solucdo de ferrocianeto de potassio a 20%. Os sitios de implantacdo apareceram como
pontos negros facilmente visiveis (DAMASCENO et al., 2008), como observado na Figura
12.

Os ovarios das gravidas também foram removidos, para a contagem de corpos
liteos gravidicos, que sd@o bem maiores e indicam o numero de O6vulos fecundados
(DAMASCENO et al., 2008), como verificado na Figura 12.
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Figura 12: Imagens representativas do Utero e ovarios obtidos de ratas gravidas apés
cesariana, no 20° DG. (A) Utero contendo os sitios de implantacdo embrionaria (setas),
apos coloracao pelo método de Salewski. (B) Corpos luteos gravidicos nos ovéarios (B). DG:
dia gestacional.

e Calculo das perdas de implantacdo embrionaria (DAMASCENO et al., 2008)

A proporcdo de mortes embrionarias durante o periodo que antecede a implantacédo

€ denominada porcentagem de perdas pré-implantagao:

n° corpos luteos gravidicos — n° implantacées x 100
n° corpos liteos gravidicos

A proporcdo de mortes embrionarias apds a implantagdo € denomidada
porcentagem de perdas pés-implantacao:

n° implantacdées — n° fetos vivos x 100

n° implantagdes

4.15 Avaliacdao de triglicerideos e colesterol total na placenta e figado dos fetos (Set 3)

Amostras de placenta e figado dos fetos (Set 3) foram homogeneizadas com salina,
na propor¢do de 1:4 (g/mL), e submetidas a extracdo de lipidios totais pelo método de Folch
modificado (FOLCH; LEES e SLOANE-STANLEY,1957). Para isso, foi adicionado TCA 50%,
seguido de centrifugacdo a 4000 rpm e, ao pellet, adicionamos cloroférmio-metanol (2:1),
para a coleta da fase inferior, composta por cloroférmio e lipidios. Esta etapa foi repetida 3
vezes, e o cloroférmio foi evaporado. Os lipidios foram ressuspensos com salina-1% de
albumina, e entdo, foi realizada a dosagem de colesterol total e de triglicerideos com kit
colorimétrico (Bioclin, MG, Brasil) (LIU et al., 2014).
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4.16 Avaliacdo da peroxidacdao lipidica pela deteccao de substéncias reativas ao acido

tiobarbitarico (TBARS) na placenta e figado dos fetos (Set 3)

Foram pesados 150 mg de cada uma das amostras de placenta e figado dos fetos,
aos quais foi acrescentado 1 mL de PBS 1x, para homogeneizag&o. Adicionamos 100 pL da
solugdo TBA + BHT (&cido tiobarbitarico + butil-hidrotolueno) e 50 pL de acido fosforico a
7%, com posterior incubacao a 100°C, por 15 minutos. Imediatamente apds este tempo de
aguecimento, as soluc@es foram colocadas em gelo durante 10 minutos, para interromper a
reacao, e foi acrescentado 750 uL de butanol. Ap6s homogeneizacdo, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos, a 2000 rpm. O sobrenadante foi utilizado para a determinacéo
da peroxidagdo lipidica, com leitura na absorbancia de 532 nm e, descontando-se a

absorbancia da amostra a 600 nm, para eliminar interferentes (PIRES et al., 2014).

4.17 Avaliacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) na placenta e figado dos fetos
(Set 3)

Foram pesados 150 mg de cada uma das amostras de placenta e figado dos fetos,
aos quais foi acrescentado 100 puL de PBS 1x e 300ul de TCA (&cido tricloroacético) a
12,5%. As solucdes foram centrifugadas por 15 minutos, a 3000 rpm. O sobrenadante foi
utilizado para a leitura na absorbéncia de 630 nm (PIRES et al., 2014).

4.18 Analise estatistica

Para esta analise, foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism 5. Todos os
dados foram expressos como a média + EPM (erro padrdo da média). O teste de
normalidade usado foi o D’Agostino-Pearson omnibus. Para valores Gaussianos foi
empregado o ANOVA de uma via (post hoc Tukey). Para dados ndo Gausianos, foi usado o
teste de Kruskal-Wallis (seguido pela comparacdo multipla de Dunn). As diferencas foram

consideradas estatisticamente significantes quando p<0,05.
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5 RESULTADOS
5.1 Aumento dos niveis de Sn nos gastrépodes e no soro das ratas LNI

Na andlise das concentracfes de Sn na agua (CON) e nos extratos de L. nassa (LNN
e LNI), o grupo CON apresentou valores menores ou iguais ao nivel de deteccdo pela
analise de ICP-MS, que foi de 4,0 ng/g. No extrato LNN, foi encontrado concentra¢éo de Sn
de 108,7+0,2 ng/g (n=3, Figura 13A). Em contraste, no extrato LNI (molusco imposexado) foi
detectado niveis elevados de Sn (844,3+7,0 ng/g, n=3, p<0,001), o que permite sugerir
exposicdo a alta concentracdo de OTs. Além disso, para confirmar a transferéncia deste
xenobidtico dos gastropodes para os roedores, foi analisada a concentracdo do Sn no soro
das ratas. Nas fémeas CON e LNN, foi observado niveis de Sn de 4,0+1,0 e 7,0+2,0 ng/g
(n=6), respectivamente. Ja no soro das ratas LNI, os valores de Sn encontrados foram de
37,0+2,0 ng/g (n=6, p<0,05) (Figura 13B). Estes achados podem ser atribuidos aos altos

niveis de OTs bioacumulados pelos gastropodes utilizados na preparacdo do extrato LNI.
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* #
#i#
o == 1
G © e
(<] (=2
c 800+ c 30- .
: 150 e
é —_— »
75- 151 DD
< LOD —ahE—
0 0 0o .
CON LNN LNI CON LNN LNI

Figura 13: Dosagem de Sn nos extratos de moluscos (A) e no soro das ratas (B). LOD:
nivel de deteccado = 4,0 ng/g. Extratos (n=3) e soros (n=6). Valores expressos como a média
+ desvio padréo. *p<0,05 vs CON; *p<0,05, **p<0,001 vs LNN.

5.2 Ratas LNI apresentaram irregularidade no ciclo estral

Em decorréncia da exposicdo aos OTs, por meio da ingestdo de moluscos
contaminados, foi observado prejuizos funcionais ovarianos nas ratas LNI. Fémeas dos
grupos CON e LNN exibiram ciclos estrais regulares (Figura 14A), com comprimento do ciclo

de 4,2+0,3 e 4,3+0,2 dias (n=10), respectivamente (Figura 14B). Porém, nas ratas LNI, foi
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verificado ciclagem estral anormal, com comprimento total do ciclo de 6,1+0,5 dias (n=10,
p<0,01, Figura 14B) e prolongamento da fase de metaestro-diestro (CON: 2,0+0,1; LNN:
2,0+0,1; LNI: 4,0£0,5 dias, n=10, p<0,01) (Figura 14A e 14B).
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Figura 14: Avaliacao do ciclo estral. (A) Ciclagem estral diaria das ratas CON, LNN e LNI
durante os 15 dias de tratamento. (B) Numero de dias em cada fase do ciclo estral e a
duracdo de cada ciclo (n=10). Proestro (P), Estro (E), Metaestro-Diestro (M-D). Valores
expressos como Média + EPM. **p<0,01 vs CON; ##p<0,01 vs LNN.
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5.3 OTs aumentaram o0s niveis séricos de estrogénio, progesterona e testosterona

OTs nédo alteraram o peso da hipofise, assim como o0s niveis basais das
gonadotrofinas LH e FSH (Figura 15A, 15B e 15C). Também nao foi verificado diferen¢a no
peso dos ovarios (Figura 15D) e dos Uteros (Figura 15E) entre os trés grupos de estudo. No
entanto, apesar de ndo ocorrer modificagdo ovariana macroscopica, 0 grupo LNI
demonstrou aumento nos niveis séricos de estrogénio (CON: 9,91+1,53; LNN: 7,8+0,69; LNI:
33,404£1,79 pg/mL, n=7, p<0,001) (Figura 15F), progesterona (CON: 4,91+0,30; LNN:
4,12+0,42; LNI: 6,94+0,69 ng/mL, n=7, p<0,01) (Figura 15G) e testosterona (CON:
0,155+0,010; LNN: 0,149+0,008; LNI: 0,195+0,004 ng/mL, n=7, p<0,05) (Figura 15H).
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Figura 15: Andlise de peso dos 0Orgaos reprodutivos femininos e dos hormdnios
gonadotroficos e sexuais. (A) Peso da hipofise. (B) Niveis séricos de FSH e, (C) LH. (D)
Peso dos ovérios e (E) Peso do utero. (F) Niveis séricos de estrogénio, (G) progesterona e,
(H) testosterona (n=7). Valores expressos como Média + EPM. *p<0,05, **p<0,01,
*+*n<0,001 vs CON; *p<0,05, *p<0,01, **p<0,001 vs LNN.
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5.4 OTs induziram atresia ovariana, aumento de foliculos primario, atrésico, cisticos e

de corpo lateo, e maior deposicao de fibras coladgenas nos ovarios

Além do prejuizo funcional ovariano, o grupo LNI também apresentou anormalidades
morfolégicas e distarbio na foliculogénese (Figuras 16). Ovarios dos grupos CON e LNN
exibiram estrutura microscépica normal, com foliculos preservados, odcito intacto, camadas
celulares organizadas e dispostas uniformemente (Figura 16A — 16F), além de semelhanca
na proporcao de foliculos e corpos lateos (Figura 16J —16L). No entanto, foi observado nos
ovarios de ratas LNI aumento de 144% na presenca de foliculos cisticos (CON: 1,21+0,11;
LNN: 1,15+0,06; LNI: 2,93+0,22 n°/mm?, n=5, p<0,01) (dado n&o mostrado — imagem
representativa na Figura 16G), foliculo antral atrésico com o6cito vacualizado e com células
apoptéticas na camada da granulosa e no espaco antral (Figura 16H), e células apoptéticas

no corpo lateo (Figura 16I).

Na andlise do processo de formagdo, crescimento e maturagdo folicular, foi
encontrado elevacdo no numero de foliculos primarios no grupo LNI (CON: 1,14+0,11; LNN:
1,18+0,08; LNI: 1,8+0,13 n°/mm? n=5, p<0,01) (Figura 16J), assim como de foliculos
atrésicos (CON: 0,75+0,10; LNN: 0,97+0,18; LNI: 1,67+0,30 n°/mm?, n=5, p<0,01) (Figura
16K) e corpos liteos (CON: 0,81+0,09; LNN: 0,96+0,13; LNI: 1,2740,13 n°/mm? n=5,
p<0,05) (Figura 16L). A contagem de foliculos primordiais (CON: 1,64+0,14; LNN: 1,62+0,13;
LNI: 1,88+0,12 n°/mm?, n=5), pré-antrais (CON: 0,93+0,11; LNN: 0,77+0,14; LNI: 0,82+0,17
n°/mm?, n=5) e antrais (CON: 0,91+0,10; LNN: 0,91+0,16; LNI: 1,16+0,12 n°/mm?, n=5) ndo

diferiu entre os grupos (dados ndo mostrados).

Em adi¢cdo a microscopia ovariana, fibras colagenas foram observadas ao redor dos
foliculos nos ovérios de ratas LNI (Figura 16H), e com a andlise da deposi¢do de colageno
nos espacgos corticais e medulares, realizada pela coloracdo de Picrosirius red, constatou-se
aumento no grupo LNI (CON: 2,59+0,30; LNN: 3,30+0,41; LNI: 10,80+0,77%, n=5, p<0,01)
(Figura 16M — 16P).
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Figura 16: Andlise histolégica nos ovarios, contagem dos foliculos e corpo luteo, e
guantificacdo da deposicao de colageno. Secdes ovarianas dos grupos CON (A, B, C),
LNN (D, E, F) e LNI (G, H, 1), coradas com H&E, demonstrando a organizacdo das células,
foliculos e corpos lateos. Quantificacdo dos foliculos primério (J), atrésicos (K), e corpos
liteos (L) ovarianos expressos por unidade de area (n°/mm2). Sec¢cbes ovarianas coradas
com Picrosirius red demonstrando a deposi¢do de colageno nos ovarios de CON (M), LNN
(N) e LNI (O) e a representacao grafica da quantificacdo (P) (n=5). Imagens A, D, G, M, N e
O (barra: 400 um); B, C, E, F, H e | (barra: 100 um). CL: corpo luteo; At: foliculo atrésico; Oo:
odcito intacto; seta preenchida: foliculo antral; ponta de seta preenchida: foliculo cistico; seta
vazia: célula apoptotica; ponta de seta vazia: fibras colagenas; asterisco: odcito vacualizado.
Valores expressos como Média + EPM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs CON; *p<0,01 vs
LNN.

5.5 OTs geraram 0 espessamento e pontos de pseudoestratificacdo no epitélio
luminal, inflamacao e deposicao de colageno nos ateros

A analise microscopica uterina demonstrou diferengas entre os grupos CON, LNN e
LNI (Figura 17A, 17B e 17C). No epitélio luminal dos uUteros LNI, foi verificado espessamento
(CON: 14,44+0,80; LNN: 16,71+0,65; LNI: 19,75+1,05 um; n=5, p<0,05) (Figura 17D) e
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ponto de pseudoestratificacdo (Figura 17C1, seta). Ndo foi encontrada diferenca nas
espessuras do endométrio e miométrio (Figuras 17E e 17F). Foi observado a presenca de
células inflamatdrias nos Uteros LNI (Figura 17C, em destaque) e tal achado foi confirmado
com andlise bioquimica de MPO - que sugere presenca de neutrdéfilos (CON: 0,296+0,038;
LNN: 0,263+0,043; LNI: 0,507+0,078 OD/mg tecido umido, n=6, p<0,01) (Figura 17G), de
NAG - que sugere presenca de macréfagos (CON: 0,335+0,048; LNN: 0,273+0,024; LNI:
0,698+0,099 OD/mg tecido umido, n=6, p<0,01) (Figura 17H), e pela coloracdo de Alcian
blue — que detecta mastoécitos (CON: 0,758+0,110; LNN: 0,749+0,053; LNI: 1,107+0,060
células/mmz2, n=6, p<0,05) (Figuras 17| — 17L). Pela coloracdo de Picrosirius red, foi
verificado o0 aumento da superficie de fibras coladgenas nos uteros LNI (CON: 2,903+0,159;
LNN: 2,656+0,116; LNI: 4,392+0,120 %, n=6, p<0,001) (Figuras 17M - 17P).
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Figura 17: Histomorfometria uterina, deteccdo de células inflamatorias e quantificagéo
da deposicdo de colageno nos uteros. Sec¢fes uterinas dos grupos CON (A), LNN (B) e
LNI (C e C1), coradas com H&E, demonstrando as camadas uterinas, a presenca de células
inflamatorias (em destaque) e epitélio luminal com pseudoestratificacdo (seta, C1).
Morfometria do epitélio luminal (D), endométrio (E) e miométrio (F) (n=5). Atividade de MPO
(G) e NAG (H) no utero (n=6). Sec¢Bes uterinas coradas com Alcian blue demonstrando
mastécitos nos grupos CON (1), LNN (J) e LNI (K) e a representacéo grafica da quantificacao
(L) (n=6). Cortes corados com Picrosirius red demonstrando a deposicdo de fibras
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coldgenas nos uteros de CON (M), LNN (N) e LNI (O) e a representacdo grafica da
gquantificacdo (P) (n=6). Imagens A, B, C, |, J, K, M, N, O (barra: 100 um); C1 (barra: 25 um);
fotos em destaque (barra: 20 um). L: lumen; EL: epitélio luminal; END: endométrio; MIO:
miométrio; MPO: mieloperoxidase; NAG: N-acetil-B-D-glicosaminidase. Valores expressos
como Média + EPM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs CON; “p<0,05, **p<0,001 vs LNN.

5.6 OTs aumentaram a expressdo do ERa no utero

Nao houve diferenca na expressdo dos ERa (Figura 18A) e ERB (Figura 18C) nos
ovarios, assim como do ERB (Figura 18D) e PR (Figura 18E) no utero. No entanto, Uteros
LNI exibiram aumento de 30% na expressdo do ERa (CON: 1,00+0,02; LNN: 1,03+0,07; LNI:
1,34+0,15, n=5, p<0,05) (Figura 18B).
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Figura 18: Analise proteica por western blot dos receptores de estrogénio e
progesterona. (A) ERa nos ovarios. (B) ERa no utero. (C) ERB nos ovérios. (D) ERB no
atero. (E) PR no utero (n=5). ER: receptor de estrogénio; PR: receptor de progesterona.
Valores expressos como Média + EPM. *p<0,05 vs CON; *p<0,05 vs LNN.
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5.7 OTs promoveram dislipidemia e o aumento da deposicdo de triglicerideos e

colesterol total no figado das ratas gravidas

N&o foi encontrada alteragcdo no ganho de peso corporal das ratas adultas ao longo
dos 15 dias de tratamento e das gravidas, desde a alocacdo com machos para o
acasalamento até o 20° DG, quando foi realizada a cesariana (Figura 19A). Neste
acompanhamento, foi verificado maior extenséo da curva do peso corporal das gravidas LNI,
embora 0s pesos ndo sejam diferentes. Isso ocorreu porque a gestacao no grupo LNI foi
definida posteriormente. O tempo entre a alocacdo com machos e o0 20° DG nas fémeas
CON foi de 23,667+2,186 dias (n=7) e nas ratas LNN, 22,000+1,000 dias (n=7). Em
contrapartida, este tempo nas fémeas LNI foi de 44,25045,250 dias (p<0,05, n=7) (Figura
19A).

Na avaliagédo do perfil glicémico, por meio do TSI e TTG, néo foi verificada alteragdo
no metabolismo da glicose entre os grupos, ao longo dos 120 minutos de avaliagdo do TSI
nas ratas adultas (Figura 19B) e gravidas (Figura 19D), assim como nos 90 minutos do TTG

nas ratas adultas (Figura 19C) e gravidas (Figura 19E).

N&o foi encontrada alteracdo na adiposidade (soma dos pesos dos tecidos adiposos
parametrial, abdominal, retroperitoneal e perirrenal) nas ratas adultas (Figura 19F) e
gravidas (Figura 19H), assim como no peso do figado das adultas (Figura 19G) e das
gravidas (Figura 191). Na avaliacdo dos niveis lipidicos séricos, nédo foi encontrada diferenca
nos niveis de triglicerideos e colesterol total nas ratas adultas (Figuras 19J e 19K,
respectivamente). No entanto, além do aumento normal destes lipidios nas ratas gravidas, a
elevacdo nas ratas LNI foi superior a dos demais grupos, tanto para os niveis séricos de
triglicerideos (CON: 531,340+40,409; LNN: 496,026+85,764; LNI: 853,642+114,964 mg/dL,
p<0,05, n=7) (Figura 19L), quanto para o colesterol total (CON: 96,544+1,325; LNN:
96,341+3,966; LNI: 116,858+4,452 mg/dL, p<0,05, n=7) (Figura 19M). Na avaliacdo
histolégica do figado, que realiza a metaboliza¢do dos lipidios, foi observada organizacéo e
padrdo celular normais proximo a veia centrolobular nos grupos CON e LNN das ratas
adultas (Figura 19N e Figura 190, respectivamente), assim como das gravidas CON (Figura
19R) e LNN (Figura 19S). No entanto, nas adultas LNI, foi detectado infiltrado inflamatério
proximo a veia centrolobular (Figura 19P) e granuloma préximo ao espaco-porta (Figura
19Q). Ja nas gréavidas LNI, além das células inflamatdrias, também foi verificado deposicéo
lipidica bem evidente, caracterizada por vacuolos redondos, de limites nitidos e tamanhos

variaveis (Figura 19T e Figura 19U).



70

Tratamento Alocacédo fémeas + macho
20°DG 20° DG
4 + -~ con
400 2 LNN
= -+ LNI
= 350
H
§ 300
8
2
8 =0
“S 1 2 3 4 5 6 7 8 9 1
Semanas
Adultas Gravidas
| A
[ 1T \
B C D E
. TSI TG TSI TG
3 § b i\ % m.| § Y - CON
s ] ] s . \ e
P i3\ PR i3]/ N o
1 £3e g ig o] g, FpM / N
it Y e ] hee 3 N
: % 0. . g 120 S
b % 2 2 |
: # 00 20 @“ 0 80 100 ! e‘0 20 .0 ] 120 ﬁ ° 2 w0 80 100
Minutos Mnutos Minutos
F o G . H o | "
Adiposidade Peso do figado Adiposidade Peso do figado
8.0 120 15- 15-
3 50 B CRL B
H i E 1
Z a0 € eo 2 °
s i X
3 20 z 30 g, E ,
00 o0 o o
CON LNN LN CON LNN LN CON LNN LNI CON LNN NI
K - Lo M ;s
Colesterol sérico Triglicerideo sérico Colesterol sérico

@
g

Triglicerideos (mg/dL)
s

Colesterol (mg/dL)
2
Colesterol (mgidL)

Triglicerideos (mg/dL)

N
8

1200 .
|—._|j_i
CON LNN LNI

o

Figura 19: Andlise de ganho de peso corporal e perfis glicémicos e lipidicos das ratas
adultas e gravidas. (A) Peso corporal das adultas e gravidas (até o 20° DG). (B) TSI das
adultas. (C) TTG das adultas. (D) TSI das gravidas. (E) TTG das gravidas. (F) Adiposidade
das adultas. (G) Peso do figado das adultas. (H) Adiposidade das gravidas. (I) Peso do
figado das gravidas. (J) Triglicerideos das adultas. (K) Colesterol total das adultas. (L)
Triglicerideos das gravidas. (M) Colesterol total das gravidas. Sec6es coradas com H&E do
figado das adultas CON (N), LNN (O) e LNI (P-Q), e das gravidas CON (R), LNN (S) e LNI
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(T-U) (n=7). Imagens N-U (barra: 100 um); imagens em destaque (barra: 50 um). TSI: teste
de sensibilidade insulinica; TTG: teste de tolerancia a glicose. Valores expressos como
Média + EPM. *p<0,05, **p<0,01 vs CON; *p<0,05 vs LNN.

5.8 OTs reduziram a frequéncia de ninhadas

Reducado na frequéncia de ninhadas durante 120 dias foi observada em ratas LNI
(CON: 2,667+0,211; LNN: 2,750+0,250; LNI: 1,333+0,333 ninhadas, n=6, p<0,05) (Figuras
20A e 20B), sem alteracdo na média de filhotes por ninhada (Figura 20C).
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Figura 20: Avaliacdo da fertilidade ao longo de 120 dias. (A) Representagéo
esquemética temporal da ocorréncia de ninhadas (quadrados) e o numero de filhotes
(nimeros acima dos quadrados). (B) Numero de ninhadas em 120 dias. (C) Numero de
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filhotes por ninhada (n=6). Valores expressos como Média + EPM. *p<0,05 vs CON;
#p<0,01 vs LNN.

5.9 OTs reduziram o n° de implantacGes embrionarias e, assim, aumentaram a % de

perdas pré-implantacao

ApOs a cesariana no 20° DG, foi observado similaridade no numero de corpos lateos
gravidicos nos grupos CON, LNN e LNI (Figura 21E). No entanto, foi verificada menor
quantidade de implantacBes embrionarias nas ratas LNI, apds coloracdo pelo método de
Salewski e visualizagdo de pontos negros bem evidentes nos uteros (CON: 12,500+0,435;
LNN: 12,750+0,479; LNI: 10,333+0,541 implantagbes, n=7-8, p<0,05) (Figuras 21A, 21B,
21C e 21D). Foi calculada a porcentagem de perdas pré-implantagdo (correlaciona o n° de
corpos luteos gravidicos e n° de implantag6es embrionarias) e foi achado aumento de 208 %
nas gravidas LNI (CON: 4,776+1,200; LNN: 2,220+2,220; LNI: 14,756+3,316 %, n=7-8,
p<0,05) (Figura 21G). A quantidade de filhotes na 12 ninhada néo diferiu (Figura 21F). Foi
calculada a porcentagem de perdas pos-implantacdo (correlaciona o n° de implantagtes
embrionarias e o n° de filhotes na 12 ninhada) e ndo foi observada diferenga entre os grupos
CON, LNN e LNI (Figura 21H).
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Figura 21: Avaliacdo da implantacdo embrionéria. Imagens representativas dos Uteros,
apoés coloracdo pelo método de Salewski, com os sitios de implantacdo embrionaria
(estrutura circular preta) do CON (A), LNN (B) e LNI (C). Pardmetros gestacionais: n° de
implantagcdes embrionarias (D), n° de corpos lateos gravidicos (E) e n° filhotes da 12ninhada
(F). Com a realizacdo de célculos, obtivemos a % de perdas pré-implantagdo (G) e p0Os-
implantagdo embrionéaria (H) (n=7-8). Valores expressos como Média + EPM. *p<0,05 vs
CON; *p<0,05 vs LNN.
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5.10 Caracterizacdo placentéaria: OTs induziram aumento do peso, da deposicdo e

transporte de glicose e lipidios, e de inflamacéo na placenta

Na andlise macroscopica, foi observado aumento do tamanho e do peso das
placentas LNI (CON: 0,853+0,013; LNN: 0,821+0,029; LNI: 0,923+0,038 g, n=8, p<0,05)
(Figuras 22A, 22B, 22C e 22D). Na avaliagédo histologica, CON e LNN apresentaram as
camadas placentérias arranjadas de forma uniforme e regular (Figuras 22E e 22F). Em
contrapartida, as placentas LNI exibiram desorganizacdo celular na zona basal, com células
gigantes trofoblasticas dispersas pela camada, e também maior quantidade de células de
glicogénio (Figura 22G), o que foi confirmado pela quantificacdo (CON: 1,219+0,077; LNN:
1,221+0,088; LNI: 2,329+0,147 %, n=6, p<0,001) (Figura 22H). Esta maior porcentagem de
células de glicogénio foi devido o aumento do fornecimento de glicose a placenta, realizado
pelo GLUT1, cuja expressdo proteica mostrou-se elevada nas placentas LNI (CON:
0,859+0,057; LNN: 0,865+0,060; LNI: 1,074+0,053, n=5, p<0,05) (Figura 22l). Além disso, a
transferéncia de glicose ao feto também foi aumentada, uma vez que foi registrada maior
glicemia no cordao umbilical das placentas LNI (CON: 41,200+1,781; LNN: 40,917+1,438;
LNI: 49,133+2,182 mg/dL, n=8, p<0,05) (Figura 22J).

Além da deposicao de glicose na forma de glicogénio, placentas LNI apresentaram
aumento da concentracdo de lipidios, como triglicerideos (CON: 203,901+4,932; LNN:
195,597+13,284; LNI: 248,029+12,275 mg/dL, n=7, p<0,05) (Figura 22K) e colesterol total
(CON: 58,102+45,126; LNN: 64,262+3,275; LNI: 74,882+1,230 mg/dL, n=7, p<0,05) (Figura
22M). A expressao do transportador de acidos graxos ACSVL4 néao diferiu entre os grupos
(Figura 22L), no entanto, o colesterol foi fornecido em maior propor¢édo aos fetos, como
verificado pelo aumento do colesterol total no sangue do corddo umbilical (CON:
17,974+2,511; LNN: 18,818+0,775; LNI: 26,984+2,166 mg/dL, n=8, p<0,05) (Figura 22N).
Placentas LNI também exibiram processo inflamatério, com aumento na deteccdo de
neutrdéfilos (CON: 2,332+0,552; LNN: 2,922+0,203; LNI: 5,562+0,667 OD/mg tecido Umido,
n=7, p<0,01) (Figura 220) e de macréfagos (CON: 1,149+0,072; LNN: 1,390+0,096; LNI:
1,9204+0,123 OD/mg tecido umido, n=7, p<0,001) (Figura 22P). No entanto, ndo houve
alteracd@o nos niveis de GSH (Figura 22Q) e TBARS (Figura 22R).
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Figura 22: Caracterizagdo placentaria. Anatomia das placentas de CON (A), LNN (B) e
LNI (C), com os respectivos pesos (D), obtidas no 20° DG (n=8). Secdes de placenta dos
grupos CON (E), LNN (F) e LNI (G), coradas com H&E, demonstrando as camadas
placentarias (ZL, ZB e De) e as células de glicogénio (asterisco), que foram quantificadas
(H) (n=6). () Expressédo de GLUT1 na placenta, por Western blot (n=5). (J) Dosagem de
glicose no sangue do corddo umbilical (n=8). (K) Triglicerideos na placenta (n=7). (L)
Expressdo do ACSVL4 na placenta, por Western blot (n=5). Dosagem de colesterol total na
placenta (M) (n=7) e no sangue do cordao umbilical (N) (n=8). Atividade de MPO (O) e NAG
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(P), e de marcadores de estresse oxidativo GSH (Q) e TBARS (R) (n=7). Imagens A,Be C
(barra: 1 cm); imagens E, F e G (barra: 100 um). De: decidua; ZB: zona basal; ZL: zona
labirintica; GLUT1: transportador de glicose tipo 1; ACSVL4: acil-CoA sintetase da familia de
cadeia muito longa tipo 4; MPO: mieloperoxidase; NAG: N-acetil-B-D-glicosaminidase; GSH:
glutationa reduzida; TBARS: substancias reativas ao acido tiobarbiturico. Valores expressos
como Média + EPM. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 vs CON; *p<0,05, #p<0,01, “*p<0,001 vs
LNN.

5.11 OTs induziram maior expressao placentaria do IRB, p-Akt e p-mTOR

Placentas LNI apresentaram maior expressao de IRB (CON: 0,91+0,08; LNN:
0,91+0,11; LNI: 1,34+0,11, n=5, p<0,05) (Figura 23A), p-Akt (CON: 1,00+0,07; LNN:
0,93+0,08; LNI: 1,29+0,05, n=5, p<0,05) (Figura 23B) e p-mTOR (CON: 1,00+0,09; LNN:
1,22+0,06; LNI: 1,61+0,07, n=5, p<0,05) (Figura 23D), sem exibir alteracdo de Akt (Figura
23B), p-ERK 1/2, ERK 1/2 (Figura 23C) e mTOR (Figura 23D).
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Figura 23: Analise proteica por western blot de proteinas regulatérias via IR/mTOR na
placenta. Expressdo do IRB (A), p-Akt e Akt (B), p-ERK 1/2 e ERK 1/2 (C), p-mTOR e
MmTOR (D) (n=5). IRB: receptor de insulina beta; Akt: proteina quinase B; p-Akt: Akt
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fosforilada; ERK 1/2: quinase regulada por sinal extracelular; p-ERK 1/2: ERK 1/2
fosforilada; mTOR: proteina alvo da rapamicina em mamiferos; p-mTOR: mTOR fosforilada;
GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; kDa: quilodalton. Valores expressos como
Média + EPM. *p<0,05 vs CON; *p<0,05 vs LNN.

5.12 Exposicdo materna pré-gestacional aos OTs gerou aumento no peso e

comprimento corporal de fetos

Apoés a retirada dos fetos, foi feita a determinacdo do sexo dos animais pela medida
da distancia anogenital. Ndo houve diferenga entre as porcentagens de fetos fémeas e
machos entre os grupos (Tabela 2). Fetos fémeas LNI apresentaram aumento do peso
corporal (CON: 3,47+0,06; LNN: 3,31+0,06; LNI: 3,702+0,06 g, n=20, p<0,05), assim como
os fetos machos LNI (CON: 3,69+0,06; LNN: 3,50+0,01; LNI: 3,95+0,05 g, n=20, p<0,01),
que também apresentaram maior comprimento corporal (CON: 3,66+0,02; LNN: 3,65+0,03;
LNI: 3,78+0,03 cm, n=20, p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 2: % de fémeas/machos e dados antropométricos dos fetos

Grupos / Fetosfémeas Fetos machos
parametros CON LNN LNI CON LNN LNI
Género (%) A47,2242,78 49,13+3,39 38,88+5,55 52,77+2,77 50,8613,41 61,11+5,55
Peso
3,47+0,06 3,31+0,06 3,70+0,06%# 3,69+0,06 3,50£0,01  3,95+0,05%* 54
corporal {g)
Comprimento
3,5510,03 3,60£0,03 3,610,03 3,6620,02 3,6510,03 3,78£0,03*#

corporal {cm)

Valores expressos como Média + EPM (n=20). *p<0,05, **p<0,01 vs CON; “p<0,05, *p<0,01 vs LNN.

5.13 Exposi¢cdo materna pré-gestacional aos OTs promoveu inflamagdo e aumento de

megacariocitos hepaticos

Na avaliagdo histolégica do figado dos fetos, foi observado muitas células
inflamatorias proximo a veia centrolobular e aumento de megacariocitos tanto nas fémeas
LNI (CON: 0,002+0,0002; LNN: 0,002+0,0001; LNI: 0,004+0,0002 células/mm2, n=8,
p<0,001) (Figura 24D) quanto nos machos LNI (CON: 0,001+0,0001; LNN: 0,001+0,0001;
LNI: 0,002+0,0002 células/mm2, n=8, p<0,05) (Figura 24l), sem alteracdo nos pesos dos
figados (Figuras 24E e 24J).
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Figura 24: Anédlise histolégica dos figados dos fetos. Sec¢fes de figado dos fetos fémeas
CON (A), LNN (B) e LNI (C e C1), coradas com H&E, demonstrando a organizagéo celular
préxima a veia centrolobular, a presenca de megacariécitos (em destaque), que foram
guantificados (D), e infiltrado inflamatério no grupo LNI (C1). Peso do figado das fémeas (E).
Secdes de figado dos fetos machos CON (F), LNN (G) e LNI (H e H1) demonstrando a
organizacdo celular proxima a veia centrolobular, a presenca de megacariocitos (em
destaque), que foram quantificados (l), e infiltrado inflamatério no grupo LNI (H1). Peso do
figado dos machos (J) (n=8). Imagens A, B, C, C1, F, G, H, H1 (barra: 50 um); imagens em

destaque (barra: 20 um). H&E: hematoxilina e eosina; Q: fémeas; d: machos. Valores
expressos como Média + EPM. *p<0,05, ***p<0,001 vs CON; *p<0,01, **p<0,001 vs LNN.
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5.14 Exposicdo materna pré-gestacional aos OTs gerou deposicao lipidica e estresse

oxidativo no figado dos fetos

Na avaliacdo dos figados de fetos fémeas, ndo foi observada diferenca na
acumulacéo de goticulas lipidicas, apos a coloracao com Oil red O (Figuras 25A, 25B, 25C e
25D). No entanto, foi encontrado aumento nas concentracdes de triglicerideos (CON:
204,685+21,560; LNN: 232,468+51,809; LNI: 397,059+21,731 mg/dL, n=6, p<0,05) (Figura
25E) e de colesterol total hepatico (CON: 44,051+2,090; LNN: 40,895+4,661; LNI:
62,550+£7,063 mg/dL, n=6, p<0,05) (Figura 25F). Ndo houve alteracdo na expressdo do
PPARYy nos figados de fémeas CON, LNN e LNI.

Na avaliagdo dos figados de fetos machos, foi registrado maior acumulacdo de
goticulas lipidicas no grupo LNI, apos a coloracdo com Oil red O (CON: 0,060+0,006; LNN:
0,071+0,008; LNI: 0,099+0,010 umzlérea total, n=6, p<0,05) (Figura 25M). Além disso, foi
encontrado aumento nas concentracdes de triglicerideos hepatico (CON: 236,0,36+23,708;
LNN: 252,432+9,248; LNI: 365,495+21,452 mg/dL, n=6, p<0,01) (Figura 25N), sem
modificagdo nos niveis de colesterol total hepatico (Figura 250). A expressado de PPARy nos
figados dos machos LNI também mostrou-se elevada (CON: 1,00+0,03; LNN: 1,07+0,17;
LNI: 1,49+0,16, n=4, p<0,05) (Figura 25P).

Quanto a andlise de danos oxidativos hepaticos, foi observado aumento deste
parametro em ambos os géneros do grupo LNI. Nos fetos fémeas, foi registrado reducéo de
GSH hepatica, que previne a peroxidacdo lipidica, em LNI (CON: 1,386+0,061; LNN:
1,320+0,030; LNI: 1,165+0,030 mM/mg, n=7, p<0,05) (Figura 25H), e aumento dos niveis de
TBARS em LNI (CON: 343,633+33,376; LNN: 344,360+33,123; LNI: 414,830+67,214 nmol/g,
n=7, p<0,05) (Figura 25l). Nos fetos machos, foi encontrado um perfil semelhante, com
reducdo de GSH hepatica em LNI (CON: 1,366+0,048; LNN: 1,211+0,045; LNI: 1,134+0,089
mM/mg, n=7, p<0,05) (Figura 25Q), e elevacdo da concentragdo de TBARS em LNI
(371,867+25,686; LNN: 373,416+21,489; LNI: 492,636+38,689 nmol/g, n=7, p<0,05) (Figura
25R).
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oxidativo GSH (Q) e TBARS (R) no figado dos machos (n=7). PPARYy: receptor ativado por
proliferador de peroxissoma gama; GAPDH: gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase; GSH:
glutationa reduzida; TBARS: substancias reativas ao &cido tiobarbiturico. Imagens A, B, C, J,
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*p<0,05, *p<0,01 vs CON; “p<0,05, #p<0,01 vs LNN.
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6 DISCUSSAO

Neste estudo, encontramos evidéncias de que a ingestdo de moluscos contaminados
com OTs promove o comprometimento dos 6rgdos reprodutivos e da fertilidade de ratas,
com reflexos negativos sobre o periodo gestacional e os fetos da geracdo F1. A
transferéncia dos OTs dos gastrépodes aos roedores resultou no desenvolvimento de
irregularidade no ciclo estral, elevacdo nos niveis sérios dos hormonios sexuais,
degeneracdo ovariana e inflamacdo uterina. Estes danos refletiram diretamente em
prejuizos a implantacdo embriondria e a quantidade de ninhadas. A exposicdo pré-
gestacional aos OTs gerou dislipidemia nas gravidas, além de inflamacdo e acumulo de
lipidios na placenta, com maior expressdo placentaria de GLUT1l e das proteinas
reguladoras dos transportadores de nutrientes, resultando em aumento do fluxo de glicose e
também de colesterol no corddo umbilical. Em consequéncia, os fetos, de ambos os
géneros, responderam a desregulacdo materna com elevagcdo do peso corporal e aumento

de lipidios e estresse oxidativo hepaticos.

Agentes quimicos que perturbam o sistema enddcrino receberam bastante relevancia
nos ultimos anos, uma vez que as exposi¢ées durante periodos criticos de desenvolvimento
geram disfungdes relacionadas com o estado metabdlico, a reprodugcdo, e muitos outros
sistemas e/ou 6rgdos, e com isso, promovem 0 surgimento, em animais, de protétipos de
doencas humanas. No entanto, pouco desta pesquisa projetou-se para a toxicologia dos
OTs, por meio do modelo de contaminacdo dos moluscos e posterior ingestdo por
mamiferos, e um subconjunto ainda menor tem se concentrado na toxicologia reprodutiva-
gestacional. Este estudo nos possibilitou revelar que os OTs, acumulados em gastrépodes,
sdo os responsaveis pela desregulacdo da morfofuncionalidade do sistema reprodutivo e

placentério de ratas, do estado lipidico das gravidas e do crescimento da prole.

6.1 Validacdo da contaminagdo dos moluscos com OTs e a biotransferéncia aos

roedores

Para a determinacdo do nivel de acumulacdo de OTs nos gastropodes usados na
preparacdo dos extratos LNN e LNI, avaliamos a concentracdo de Sn nos moluscos.
Estudos relataram que frutos do mar, como peixes, gastropodes e moluscos encontrados
em area contaminada com OTs foram capazes de acumular estes compostos em seus
tecidos (COSTA et al., 2013; OH, 2009; TSUDA et al., 1995). Nossos resultados corroboram

com estes achados, uma vez que encontramos maiores niveis de Sn nos moluscos
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imposexados coletados em regido contaminada com OTSs, e, portanto, foram utilizados no
tratamento da ratas LNI. TAKAHASHI e colaboradores (2000) relataram que os niveis de
OTs total e de Sn total apresentaram o mesmo comportamento em relagcado a distribuicdo
corporal, diferenciacdo entre espécies costeiras, bem como tendéncias de agregagédo em
mamiferos marinhos coletados da &rea costeira japonesa. Portanto, sugerimos que a
acumulacéo significativa de Sn nos moluscos, associado a condi¢édo biologica de imposex,
séo resultantes da exposi¢cdo aos OTs, especialmente ao TBT, na fonte ambiental. Além
disso, sabe-se que o figado est4d envolvido na biotransformacdo de Xxenobidticos em
produtos sollveis em agua, que sao excretados no meio extracelular (GRONDIN et al.,
2007). Por exemplo, o TBT é acumulado no figado de ratos e € metabolizado pelo citocromo
P450 a DBT> MBT> e iSn (UENO et al., 1994). SENA e colaboradores (2017) reportaram
gue a exposi¢cdo de ratas a 100 ng/Kg TBT, que é 1/3 da dose considerada segura ou
toleravel para humanos (EPA-USA, 1997), durante 15 dias, resultou em niveis séricos de
48,7+9,72 ng/g Sn. Por isso, realizamos a analise de Sn no soro das ratas, para determinar
0 estado de contaminagdo das fémeas LNI aos OTs, e observamos que este tratamento
expds adequadamente as ratas & contaminagdo, uma vez que observamos niveis elevados
de Sn sérico nas ratas LNI. Os valores foram inferiores aos detectados por SENA e
colaboradores (2017), porém significativos quando comparados as ratas CON e LNN.

Assim, conduzimos o estudo com a avaliagdo dos parametros reprodutivos.

6.2 Morfofisiologia ovariana e uterina

A exposicdo aos OTs nado afetou os pesos dos ovarios e Utero, no entanto,
prejudicou as fungbes e as estruturas microscopicas desses 6rgaos reprodutivos. Ratas LNI
apresentaram irregularidade no ciclo estral, com prolongamento da fase de metaestro-
diestro. Devido a dificuldade de diferenciacdo dessas fases nos animais LNI, decidimos
representa-las juntas, e tal interpretacdo ndo afeta as demais analises, uma vez que em
ambas as fases o0s niveis dos horménios sexuais e gonadotréficos sdo basais. Em
decorréncia desse aumento na fase de M-D e manutencdo na duracdo das outras fases, foi
observado aumento na duracdo total do ciclo reprodutivo dos animais LNI. LAWS e
colaboradores (2000) descreveram que a exposi¢do ao xenobidtico etinilestradiol causou a
supressédo na ciclagem estral, com aumento dos niveis de estrogénio e progesterona. Estes
hormdnios, controlados pela relagdo enddcrina entre o sistema hipotadlamo-hipofise e os
foliculos ovarianos, desencadeiam o surto ovulatério de LH pela hipdéfise e assim, regulam a

diferenciacdo das células do epitélio vaginal e a ciclagem reprodutiva (RICHARDS, 2006).
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Além da desregulacdo no ciclo estral, fémeas LNI apresentaram maiores niveis
séricos de estrogénio, progesterona e testosterona. A elevacdo nos niveis dos trés
hormdnios esterdides confronta-se com um dos possiveis mecanismos de atuagéo dos OTs,
que levaria a inibicdo da aromatase, que é a enzima que converte os andrégenos a
estrégenos (COOKE, 2002; HEIDRICH; STECKELBROECK; KLINGMULLER, 2001). No
entanto, os efeitos dos OTs sobre a atividade da aromatase ainda s&o controversos, e
outras enzimas esteroidogénicas também sado ativadas/inibidas pelos OTs, como a
CYP11A1 (ARAUJO et al., 2018), HSD17p (DOERING et al., 2002; GROTE et al., 2006; LO
et al., 2003) e a HSD3p (MCVEY; COOKE, 2003), e podem estar envolvidas na desarmonia
da producédo e secre¢do hormonal. Além disso, o estrogénio apresenta um mecanismo auto-
amplificador em sua propria producdo e € mediado por fatores intra-foliculares, entre eles o
IGF-1, produzido pelas células intersticiais e pelas células da granulosa, e atua aumentando
a acdo das gonadotrofinas (VIGUIE et al., 2018). Associado aos fatores ovarianos, tem-se
também a acdo do feedback negativo do eixo hipotadlamo-hipofise-ovarios. Esperavamos a
reducdo nos niveis de LH e/ou FSH, visto o aumento nas concentragfes séricas dos
horménios ovarianos. No entanto, os valores basais das gonadotrofinas néo diferiram entre
0s grupos. Este achado caracteriza o prejuizo na resposta de feedback negativo nas ratas
LNI. Estudos mostram que este dano pode ser devido a alteragdo da expresséo dos ERs e
PRs na hipdfise e hipotalamo (DUBOIS et al., 2015; HE et al., 2017; YEO; HERBISON,
2014), o que ja foi demonstrado ocorrer apés exposicdo ao TBT (SENA et al., 2017).

Embora as concentracbes de LH e FSH ndo tenham alterado, observamos
desregulacdo na foliculogénese das ratas LNI. Estes hormdnios desempenham papéis
importantes no desenvolvimento dos foliculos. No entanto, os odcitos também secretam
proteinas da superfamilia do fator de crescimento transformador  (TGF-), como o fator de
diferenciagéo e crescimento 9 (GDF9), proteina morfogenética 6ssea 15 (BMP15) e fatores
de crescimento de fibroblastos (FGFs), que funcionam como fatores paracrinos e séo
determinantes na regulagéo da diferenciacdo e funcéo das células da granulosa, bem como
na formacédo, crescimento e maturacdo folicular (EMORI; SUGIURA, 2014; HSUEH et al.,
2015). Ratas LNI apresentaram maior quantidade de foliculos cisticos, primérios, atrésicos e
corpos luteos. KEZELE e SKINNER (2003) reportaram que o tratamento com estrogénio ou
progesterona aumentou a porcentagem de foliculos primordiais em cultura de células
ovarianas de ratas, porém a combinagdo destes dois hormdnios ndo alterou a propor¢céo
folicular. Além disso, aumento no numero de foliculos primérios, sem qualquer alteragdo no
numero de foliculos primordiais, foi observado no cértex ovariano bovino coletado de fetos
tratados com dihidrotestosterona (DHT) (YANG; FORTUNE, 2008). O GDF9 tem sido
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associado a esta maturacdo do foliculo ovariano primario sem influéncia sobre o
desenvolvimento dos primordiais (NILSSON; SKINNER, 2002) e, assim como o BMP15,
também atua como fator anti-apoptético controlando a atresia folicular (CHU et al., 2018).
Esta alteracdo nos foliculos € caracterizada principalmente pela apoptose nas células da
granulosa e decorrente, entre outros fatores, de hiperandrogenemia (MANNERAS et al.,
2007) e, em foliculos mais desenvolvidos, também por hiperestrogenemia (HUTZ;
DIERSCHKE; WOLF, 1990; YAMAJI et al., 1971). A atresia ocorre como um mecanismo de
eliminacdo de foliculos que iniciaram o crescimento, mas ndo conseguiram avancar as
etapas para atingir a ovulacdo (ARAUJO et al., 2018) Para distinguir a atresia em estagios
iniciais ou tardios, classificamos como foliculo cistico, os foliculos atrésicos que néao
apresentavam antro e, portanto, ocorrem no inicio do desenvolvimento folicular. O aumento
dos foliculos cisticos encontrado nos ovarios de ratas LNI pode ser considerado uma via
secundaria a maturacéo dos foliculos primordiais ou dos primarios, que, por acdo de fatores

intrafoliculares, degeneram e ndo progridem para primarios ou pré-antrais, respectivamente.

Durante o processo de atresia folicular, pode ocorrer em associacdo com a
degeneracao do ovocito e a desintegracdo das células da granulosa, o0 aumento no tamanho
e numero das células da teca e, assim, o foliculo atrésico apresenta-se luteinizado,
simulando um corpo liteo (GURAYA, 1972; RUBIN et al.,, 1963). O corpo luteo € uma
glandula endécrina temporaria, reconhecida, principalmente, pela habilidade de sintetizar e
secretar progesterona (FIELDS; FIELDS, 1996), e tem esta funcéo exarcebada sob a acdo
de andrégenos (CARRIZO et al., 1994). Portanto, sugerimos que as elevacdes séricas de
estrogénio e testosterona, e o0 prejuizo no feedback negativo dos horménios ovarianos
encontrados nas ratas LNI, associados a possivel desregulacao de fatores paracrinos nos
odcitos, resultam na desproporcionalidade e degeneracdo de foliculos, assim como no
aumento da producdo de progesterona. Estes fatores, em especial a hiperandrogenemia,
também podem estar envolvidos no aumento da deposicdo de colageno perifolicular
encontrada nos ovarios de ratas LNI. LEWANDOWSKI e colaboradores (2006) verificaram
que a secrecgdo excessiva de testosterona perturba o equilibrio entre metaloproteinases de
matriz (MMPs), que facilitam a degradacdo da matriz extracelular, e dos inibidores teciduais
de metaloproteinases (TIMPs), que suprimem a ativacdo de MMPs. Além disso, 0s
andrégenos promovem o aumento dos FGFs no fluido folicular (ARTINI et al., 2006) e de
filamentos envolvidos na fibrogénese (MA et al.,, 2007). Esta proliferacdo exagerada de
fibroblastos, associada a um aumento da deposicdo de matriz extracelular, promove a
rigidez do tecido e é uma das principais razbes para a disfuncdo ovariana (LEBBE;
WOODRUFF, 2013).
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Estudos mostraram que a exposi¢do a 100 ng/kg de TBT também prejudicou os
parametros ovarianos, poréem com alguns perfis diferentes. Os tratamentos durante 15 dias
(SENA et al., 2017) e 30 dias (ARAUJO et al., 2018) também geraram atresia ovariana e
aumento das concentragdes séricas de testosterona, no entanto, com reducgdo dos niveis de
estrogénio e associado a diminuicdo da quantidade de corpos lateos. Além disso, TBT por
15 dias reduziu as concentracfes de LH basal e de pico e a duracdo da fase de proestro.
Tais alteracdes nao foram encontradas neste estudo e também apoOs exposi¢cdo ao TBT
durante 30 dias. Desta forma, tornou-se adequado ressaltar que os efeitos e a tolerabilidade
aos OTs dependem da fonte, da concentracdo e do tempo de exposicao (KANNAN et al.,
2010).

Além da desregulagdo ovariana, os OTs, por meio da ingestdo de moluscos
contaminados, também estabeleceram danos uterinos. Ratas LNI apresentaram hipertrofia
de epitélio luminal, com pontos de pseudoestratificacdo, e maior expressao do ERa nos
uteros. O'CONNOR e colaboradores (1996) comprovaram que 0 aumento da espessura do
epitélio luminal uterino é um marcador classico de niveis elevados de estrogénio. Além
disso, os principais efeitos deste horménio no utero sdo mediados pelo ERa, que é isoforma
predominante e que regula a morfogénese epitelial, a citodiferenciacdo, o crescimento
(SCHONFELDER et al., 2004) e a proliferacdo de células epiteliais luminais (ABOT et al.,
2013). Em concordancia com os nossos achados, o tratamento com 17(-estradiol recrutou
ERa para as regides promotoras no utero e estimulou mitose, alterou a morfologia das
células epiteliais cuboidais Unicas em células epiteliais colunares e aumentou a infiltragdo de
células imunes (POLLARD et al., 1987). O utero de ratas LNI apresentou elevados niveis de
marcadores de inflamacgéo tecidual. Este achado foi caracterizado pela maior atividade de
enzimas, como MPO, que é uma enzima encontrada nos granulos de neutréfilos
(MULLANE; KRAEMER; SMITH, 1985), e NAG, que é uma enzima lisossomal hidrolitica
predominantemente produzida e liberada por macréfagos ativados (REINER et al., 1981), e
também pela maior deteccdo de mastocitos. Estas células possuem granulos contendo
histamina, MMPs, fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) e interleucinas (BURD et
al., 1989; SELVAN; BUTTERFIELD; KRANGEL, 1994) e, assim, participam do
remodelamento da matriz extracelular (MORI et al.,1997), angiogénese/neovascularizacao e
inflamacdo (FOLKMAN, 1982; FUKUSHIMA et al., 2001). Lesdes inflamatorias repetitivas
sdo conhecidas por gerar fibrose (ZHANG et al., 2013B). Os danos causados pela
inflamacdo desencadeiam uma reacdo tecidual complexa, resultando em deposicdo de
matriz extracelular nos uteros. A fibrose continua a progredir mesmo apés o término do

processo inflamatério (CADARIO et al., 2002). Portanto, a progressédo do processo fibrético
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ap6és um ponto critico torna-se independente da inflamacdo, apesar da presenca de
inflamacao ter precedido a fibrose (ARESU et al., 2012). Neste estudo, além da inflamacao,
também observamos aumento da deposi¢ao de colageno nos Uteros de ratas LNI, sugerindo
que o acumulo de matriz extracelular ainda enquadra-se em um estagio inicial. Resultados
semelhantes de inflamacdo e deposi¢do de colageno uterinos foram encontrados apés os
tratamentos com TBT 100 ng/kg durante 15 dias (SENA et al., 2017) e 30 dias (ARAUJO et
al., 2018), porém, com reducdo da espessura de endométrio devido aos baixos niveis de

estrogénio.

Com estes achados reprodutivos no grupo LNI, representados por
hiperandrogenismo, irregularidade no ciclo estral e aumento de foliculos cisticos/atresia
ovariana, verificamos que a exposicdo aos OTs, por meio da ingestdo de moluscos
contaminados, confere as ratas caracteristicas da Sindrome do Ovario Policistico (HSU,
2015).

6.3 Sindrome do Ovario Policistico (SOP)

O primeiro consenso para o diagnoéstico da SOP ocorreu em 1990, em uma reunido
em Bethesda (EUA), onde o National Institute of Health (NIH) estabeleceu
hiperandrogenismo clinico ou laboratorial e anovulagdo como critérios diagnésticos, néao
levando em consideracdo os achados ecogréaficos (ZAWADSKI; DUNAIF, 1992). Novas
pesquisas de ultra-sonografia foram realizadas no intuito de melhorar a eficacia do
diagnostico. Em 2003, em Rotterdam (Holanda), no encontro da European Society for
Human Reproduction e da American Society of Reproductive Medicine, novas regras foram
sugeridas. Para confirmar o diagnéstico de SOP, dois destes trés achados deveriam estar
presentes: hiperandrogenismo (clinico ou laboratorial), anovulagdo crénica (oligo ou
amenorréia) e ovarios policisticos (presenca ao exame ecografico de 12 ou mais foliculos
entre 2 e 9 mm de didmetro médio ou volume ovariano de 10 cm® ou mais (apenas um
ovario era suficiente para o diagnostico) (ROTTERDAM, 2004). Em 2006, a Androgen
Excess and PCOS (AE-PCOS) Society definiu que o hiperandrogenismo é o componente
fundamental para a SOP e, associado a este critério, ao menos um dos outros dois
(anovulagéo crénica e ovarios policisticos) deveriam ser encontrados (AZZIZ, 2006), como

demonstrado na Tabela 3.

Modelos hormonais, nos quais os roedores, 0s ovinos e 0s primatas ndo-humanos

sdo tratados com andrégenos (testosterona, DHT ou dehidroepiandrosterona [DHEA]),
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estrogénios ou inibidores da aromatase, sdo largamente utilizados na investigacdo da SOP.
Embora ndo haja nenhum animal espontaneo a esta sindrome, os exemplares induzidos
fornecem oportunidades para estudar a disfuncdo enddcrina. Seu valor, entretanto, depende
da fidelidade do modelo a fisiologia e doenca humanas e a especificidade das perturbagdes
(BOGOVICH, 1987; FAMILIARI; TOSCANO; MOTTA, 1985; WALTERS; ALLAN;
HANDELSMAN, 2012). Porém, é importante notar que existem diferencas fundamentais
entre a funcdo ovariana humana e de roedores. O ciclo estral das ratas dura apenas 4-5
dias, comparado com 28 dias em mulheres. Além disso, os roedores sdo poliovulatérios,
sugerindo diferencas importantes na selecdo do foliculo dominante (HUANG-DORAN;
FRANKS, 2016). Desta forma, os resultados de estudos baseados em roedores (genéticos
ou hormonais) precisam ser extrapolados com cautela para a SOP humana (FRANKS;
BERGA, 2012). Ainda assim, podemos sugerir qgue a exposicdo aos OTs, por meio da

ingestdo de moluscos contaminados, induz caracteristicas da SOP.

Tabela 3: Estudos sobre os critérios de SOP em mulheres e roedores

Evidéncias clinicas ou Oligomenorréia Morfologia do
Critérios / modelos bioquimicas de - Anovulagdo ovdrio policistico
hiperandrogenismo (HA) (Oligo-An) (pcom)

Instituto Nacional de
Saude (NIH, 1990)

Rotterdam (2003) 2 achados, apos exclusio de
quaisquer disturbios de
Mulheres + - + - + - excesso de andrégenos
(PCOM + Oligo-Na / sem HA)
Androgen Excess 2 achados, necessariamente,
Society (2006) + + — + — com HA

ob/ob (camundongo
fémea) I Testosterona Anovulagdo Atrofia ovariana,
sem cistos

Resultados de
estudos baseados em
roedores (genéticos

1 mg testosterona ou hormonais)

Roedores (ratagravida-16°a T Testosterona Cicloirregular Atrofia ovariana

19°) - filhotes 60 dias (LG RET B
extrapolados com
Cicloirregular istos: cautela para a SOP
UECEIEND C21m T Testosterona (diestro /P mstosl, P
LNI (rata) atresia ovariana humana.

prolongado)

== presenca; MM auséncia; "I* M : presenca/auséncia. Adaptado de (ABRUZZESE et al.,
2016; HSU, 2015; HUANG-DORAN; FRANKS, 2016).

Além das perturbacdes reprodutivas, a SOP esta associada a fatores de risco
metabdlico, incluindo resisténcia a insulina/diabetes mellitus tipo 2, obesidade e dislipidemia
(DUNAIF, 1997; EHRMANN, 2005; ESSAH; NESTLER, 2006; FRANKS, 1995).
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6.4 Estado energético das adultas e gravidas

Anormalidades metabdlicas podem coexistir e exacerbar as caracteristicas
reprodutivas encontradas na SOP, criando um ciclo vicioso (BAPTISTE et al., 2010).
Mulheres com SOP apresentam hiperandrogenemia e infertilidade associado ao aumento da
adiposidade (LEGRO et al., 2013; WU et al.,, 2014). Resisténcia a insulina também foi
registrada em aproximadamente 80% das mulheres obesas e 30-40% das magras, ambas
com SOP (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 1999; KANDARAKI et al., 2011). Embora nao
sejam necessarios para o diagnéstico da SOP, a AE-PCOS passou a recomendar os testes
de tolerancia a glicose e sensibilidade a insulina em mulheres com esta sindrome (SALLEY
et al., 2007), também para incluir/excluir o diagndstico de diabetes mellitus tipo 2 (MARTINS
et al., 2006), que atinge cerca de 10% das mulheres com SOP (SIRMANS; PATE, 2013).
Além disso, a exposicdo a 100 ng/Kg TBT durante 15 dias gerou aumento de peso corporal
e adiposidade, hiperinsulinemia, e menores respostas ao TTG e TSI apds 15 e 30 minutos,
respectivamente (SENA et al.,, 2017). Neste estudo, ndo encontramos diferenga no peso
corporal ao longo dos 15 dias de tratamento, assim como nas curvas de TTG e TSI,
demonstrando que o nosso modelo de SOP ndo abrange determinadas caracteristicas
metabdlicas geralmente encontradas na sindrome, como a obesidade e as variacdes
glicémicas. ABRUZZESE e colaboradores (2016) induziram caracteristicas de SOP em
filhotes de ratas, por meio do tratamento pré-natal com testosterona, e encontraram todos 0s
prejuizos reprodutivos necessarios para diagnosticar a SOP, porém sem verificar algumas
comorbidades metabdlicas. Sugere-se que este fato, também encontrado no nosso estudo,
deve-se a diferenca de concentracdo de andrégeno produzido/aplicado para induzir a
sindrome, uma vez que ja se tem estabelecido que doses mais altas de andrégenos
geraram fendtipos mais semelhantes & SOP, bem como piores distirbios enddcrinos e
metabdlicos (AMALFI et al., 2012).

Evidéncias mostram que a SOP também esta associada a dislipidemia, que é uma
condicdo anormal do perfil lipidico, caracterizada por niveis elevados de triglicerideos,
colesterol total, LDL-c e/ou diminuicdo de HDL-c (BAHCECI; AYDEMIR; TUZCU, 2007,
CONWAY et al., 1992; MACUT et al., 2001; TALBOTT et al., 1995). WILD e colaboradores
(2010) encontraram altos niveis de triglicerideos e LDL-c, bem como baixos niveis de HDL-c
em mulheres de 18 a 45 anos com SOP. A comorbidade de SOP, dislipidemia e resisténcia
a insulina tem sido relacionada a doenga hepatica gordurosa nado-alcodlica (DHGNA),
principalmente, em obesos (BOUMOSLEH et al., 2017; GAMBARIN-GELWAN et al., 2007,
LEGRO et al., 2013; SETJI et al., 2006; SHI et al., 2009). A DHGNA é caracterizada pelo
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acumulo de lipidios no figado, histologicamente idéntico a doenca hepatica alcodlica, em
individuos sem consumo ou consumo minimo de éalcool, e a biépsia do figado é o padrao
ouro para diagnostico e estadiamento da doenca (ANGULO, 2002; MATTEONI et al., 1999).
GAMBARIN-GELWAN e colaboradores (2007) reportaram que 55% das 88 mulheres com
SOP apresentavam esteatose hepatica, cujo diagndstico requer a deteccao de triglicerideos
intra-hepético correspondendo a, pelo menos, 5% do peso do figado (NASSIR et al., 2015).
Além disso, a exposi¢do a 100 ng/Kg TBT durante 30 dias promoveu aumento nos niveis
séricos de colesterol total (MERLO et a., 2016) e, o mesmo tratamento durante 15 dias,
gerou maior acumulo hepatico de goticulas lipidicas (BERTULOSO et al., 2015). Ratas LNI
na fase adulta ndo apresentaram alteracdo nos niveis séricos de triglicerideos e colesterol
total e a andlise histolégica hepatica ndo demonstrou qualquer indicio de aumento da
deposicéo lipidica, porém observamos infiltrado inflamatorio proximo a veio centrolobular e
presencga de granuloma préximo ao espacgo-porta. De fato, o figado é o principal 6rgédo para
metabolizar e acumular xenobiéticos (GRONDIN et al., 2007; WIEBKIN et al., 1982) e varios
trabalhos tem demonstrado que os OTs geram inflamagdo hepética (BERTULOSO et al.,
2015; KRAJNC et al., 1984; MERKORD et al., 1997; OZ, 2016), possivelmente devido a
formacdo de corpos apoptéticos ou a liberacdo de constituintes celulares por hepatdcitos
necréticos, que desencadeiam a ativacdo de células imunes inatas e a producdo de
mediadores pro-inflamatérios (GU; MANAUTOU, 2012).

Apesar de ndo termos encontrado varia¢cdes nas analises glicémicas e lipidicas na
fase adulta, é sabido que durante a gravidez ocorrem altera¢cdes no anabolismo/catabolismo
de carboidratos e lipidios para assegurar um suprimento continuo de nutrientes para o feto
em crescimento (BUTTE, 2000). Estas variacdes fisiologicas podem ser o gatilho para
prejuizos metabdlicos nas gravidas com caracteristicas de SOP e, por isso, realizamos, na
fase gestacional, as mesmas avaliagfes ja descritas. Nao observamos diferenca no ganho
de peso corporal das gravidas, desde a alocacdo com machos controle até a realizacdo da
cesariana. Também n&o houve alteragdo nas curvas de TTG e TSI, assim como na
adiposidade e peso do figado entre os trés grupos. No entanto, além do aumento de
aproxidamente 5 vezes nos niveis de triglicerideos séricos verificados nas gravidas CON e
LNN em comparacgdo com as adultas dos grupos respectivos, observamos nas gravidas LNI,
elevacdo de quase 9 vezes em relacdo as adultas LNI. Hipertrigliceridemia € uma condig&o
normal em gravidas e valores até cinco vezes maiores do que os valores basais séo
registrados. Isso se deve ao aumento dos niveis de estrogénio e prolactina, que levam a
maior produgdo hepatica de VLDL-c e ao efeito lipolitico do hormdnio lactogénico placentario
sobre o tecido adiposo (DESOYE et al., 1987; WATTS et al., 1992). Porém, nas gravidas
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LNI, a elevacéo de triglicerideos séricos foi exarcebada e quase 4 vezes maior do que nas
gravidas CON e LNN. Também registramos aumento de colesterol total sérico nas gravidas
LNI, em relacdo as gravidas CON e LNN, caracterizando-se, assim, um quadro de
dislipidemia, devido a hipertrigliceridemia e hipercolesterolemia. Essa alteragdo no perifl
lipidico tem forte associagdo com esteatose hepética, sendo ja demonstrado que 60% dos
pacientes com dislipidemia e SOP apresentaram esteatose hepéatica (MARCHESINI et al.,
2003).

Na andlise histologica, notamos que no figado das gravidas LNI, além de processo
inflamatério também ja registrado no figado das adultas LNI, houve o acumulo de vacuolos
lipidicos redondos, de limites nitidos e tamanhos variaveis, tipico de DHGNA. Em condi¢des
fisiologicas, no figado, ha um equilibrio entre a captagéo e a exportacdo de acidos graxos,
que por sua vez podem ser esterificados ou oxidados (BROWNING; HORTON, 2004;
KAWANO; COHEN, 2013). No entanto, quando o equilibrio entre a lipélise e a lipogénese é
alterado, ou o influxo de acido graxo para o figado aumenta, goticulas lipidicas podem
acumular-se no figado, levando a DHGNA e a esteatose (DEN BOER et al.,, 2004;
KAWANO; COHEN, 2013). Em concordancia com o nosso estudo, GRUN e colaboradores
(2006) relataram que o TBT é lipolitico e altera a expressdo de mediadores transcricionais
criticos da adipogénese e sintese de triglicerideos, por agdo em moléculas sinalizadoras de
RXR / PPARYy, levando a complicacbes metabdlicas associadas a SOP, como esteatose
hepatica. Além disso, durante o processo inflamatério, que foi encontrado no figado de
gravidas LNI, ocorre o0 aumento da mobilizacédo e concentracao de lipidios, com a finalidade
de suprir as necessidades energéticas dos hepatocitos e também para produzir os
mediadores inflamatorios (OLIVEIRA, 2005).

No acompanhamento do peso corporal das ratas, observamos a extensao da curva
nas gravidas LNI, devido ao retardo no estabelecimento da gravidez. O tempo entre a
alocagdo com machos e o 20° DG nas fémeas LNI aumentou 87% e 101% em relagdo ao
CON e LNN, respectivamente. Além da associa¢cdo com desregulacdo metabdlica, a SOP é
uma causa comum de infertilidade anovulatéria feminina e alto risco de complicacdes na
gravidez (FRANKS; STARK; HARDY, 2008; NORMAN et al., 2007).

6.5 Fertilidade e implantagdo embrionéria

A fertilidade das ratas LNI foi prejudicada pela exposicdo aos OTs e o

desencadeamento de caracteristicas da SOP. Em um periodo de avaliacdo de 120 dias, o
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namero de ninhadas das fémeas LNI reduziu pela metade comparado aos grupos CON e
LNN, sem alteracdo na quantidade de filhotes por ninhada. Além disso, a porcentagem de
perda pré-implantagdo embrionéria nas fémeas LNI foi 2 vezes maior do que nas fémeas
CON e LNN. Estes achados estdo em harmonia com a literatura. SENA e colaboradores
(2017) reportaram que a exposicdo a 100 ng/Kg de TBT reduz a frequéncia de ninhadas ao
longo de 90 dias. Elevada perda embrionéria, na fase de pré-implantacéo, foi verificada em
ratas expostas a doses de 12,2 e 16,3 mg/Kg de TBT (HARAZONO; EMA; OGAWA, 1996),
enquanto que perda pos-implantacdo embrionaria foi registrada em ratas tratadas com 33
mg/kg de DPT (EMA; MIYAWAKI; KAWASHIMA, 1999). O aumento da perda de pré-
implantacdo embrionaria registrada em ratas LNI reflete as mortes embrionarias durante o
periodo que antecede a implantagdo. Este valor é obtido pela relagdo entre o nimero de
corpos luteos gravidicos, que n&o alterou entre 0s grupos, e o numero de implantagdes, que

reduziu em aproximadamente 18% nas fémeas LNI, comparado ao CON e LNN.

Para que a ovulacdo e a frequéncia de ninhadas ocorram de forma bem-sucedida &
necessario que a ciclagem estral seja regular. Uma alteragdo da ciclicidade pode, portanto,
induzir, diretamente, pelo menos a subfertilidade através da ovulacdo perturbada (retardada
ou ausente) (VIGUIE et al., 2018). Embora ndo tenhamos verificado variagdo no nimero de
corpos lateos gravidicos, que correspondem ao numero de 6évulos fecundados, ratas LNI
apresentaram o aumento da duracdo das fases M-D e, consequentemente, a extensdo do
ciclo estral. Este prolongamento reduz a quantidade de picos de LH ocorridos em
determinado tempo e, assim, diminui a ocorréncia de ruptura folicular e liberacdo dos
ovocitos. A ovulacao nas ratas LNI gera a liberacao de uma quantidade regular de ovécitos,
porém este evento ocorre com frequéncia reduzida, o que diminui a probabilidade de
gravidez. ZAID; OTHMAN e KASSIM (2014) mostraram que o0 tratamento com o
xenoestrégeno bisfenol A gerou predominancia de animais em diestro persistente, aumentou
0 numero de foliculos antrais de grande tamanho que n&o atingiram a ovulagdo e de
foliculos cisticos-atrésicos, e diminuiu os foliculos pré-antrais, o que, em conjunto, alterou o
desenvolvimento de foliculos pré-ovulatérios e a ovulagdo. Modificagbes no comprimento e /
ou niveis hormonais das diferentes fases do ciclo estral podem impactar na qualidade dos
odcitos e dos embriGes. Portanto, o efeito da ciclicidade precisa ser considerado em relagcéo

a alteraco da ovulac&o e da fertilidade (VIGUIE et al., 2018)

Estudos mostram que a ovulacdo espontanea ou a estimulacdo da ovulagdo em
mulheres com infertilidade induzida pelo dano ovariano, ndo garante a manutencdo da
gestacdo (JAKUBOWICZ et al.,, 2002; SAVARIS et al.,, 2011). Assim, sugere-se que a
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anovulacdo ndo é a unica causa de infertilidade, e que o ambiente uterino contribui para as
anormalidades na implantacdo de embribes em mulheres com SOP (LI et al.,, 2016;
SAVARIS et al., 2011). LI e colaboradores (2016) relataram que fémeas tratadas com DHEA
(6 mg/100 g peso corporal/ injetado por 20 dias), um modelo de SOP em ratas,
apresentaram o comprometimento da receptividade uterina, associada a uma reducdo na
taxa de implantagdo embriondria e desregulacdo nos genes relacionados a implantacao.
Como ja descrito, as ratas adultas LNI apresentaram aumento da deposi¢cdo de colageno
uterino, o que por si s6 pode dificultar as etapas de receptividade, implantacdo e
decidualizacdo e, assim, diminuir a frequéncia de gravidez (ZHANG et al., 2013A). Além
disso, ratas adultas LNI mostraram aumento de inflamacédo uterina, com elevados niveis de
marcadores para macrofagos, assim como de deteccdo de mastocitos. Em gestacdes
normais, os macréfagos funcionam como um suporte das células para facilitar a invasao do
trofoblasto e formar a placenta. Em condi¢bes patoldgicas, os macrofagos funcionam como
uma barreira para a invasdo e diferenciagdo do trofoblasto (REISTER et al., 2001). J& os
mastocitos tém sido considerados importantes na implantagdo embrionaria, uma vez que
sua degranulacdo leva a liberacdo de fatores, como a histamina, triptase, VEGF, que s&o
cruciais para a degradacdo da matriz extracelular e para a neo-vascularizacdo
(BOSQUIAZZO et al.,, 2007). Ainda que o mecanismo de ativacdo dos mastécitos
endometriais ndo seja bem estabelecido, sabe-se que 0 estrogénio e a progesterona
regulam a migracdo e a degranulacdo dos mastécitos no Utero, por meio da modulacédo da
producao e a liberacdo de quimiocinas (JENSEN et al., 2010). Assim, o aumento dos niveis
dos hormodnios ovarianos detectados em ratas adultas LNI podem afetar a implantacdo

devido o maior recrutamento de mastécitos.

A implantacdo nas ratas adultas LNI também pode ter sido comprometida pelo
proprio aumento nas concentragcdes de horménios gonadais detectado na fase em que,
normalmente, apresentam-se em niveis basais. Isso porque as flutuagdes fisioldégicas de
ambos o0s esteroides sdo necessarias para a ativagdo da secrecdo de fatores de
crescimento no Utero, a transformacéo do trofoblasto (PARIA; DAS; DEY, 1998) e a indugéo
da decidualizagdo uterina, em resposta do Utero a implantagdo do blastocisto (GLASSER et
al., 1991). Esses hormonios atuam via seus respectivos receptores. Ratas LNI apresentaram
aumento do ERa uterino, sem alteragdo no PR. O ERa desempenha um papel importante na
diferenciacao celular, regulando proteinas-alvo, como o PR. Embora tanto o estroma quanto
0 epitélio expressem o PR, o estrogénio reduz a expressdo desta proteina nas células
epiteliais do lumen, diminuindo a atuacao da progesterona (TIBBETTS et al., 1998). Além

disso, SAVARIS e colaboradores (2011) demonstraram uma resisténcia endometrial a
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progesterona em individuos com SOP, devido a reducéo na expressao de genes regulados
por progesterona no Utero de mulheres com SOP.

Assim, observamos que os danos estruturais nos ovarios e Utero, juntamente com a
irregularidade no ciclo estral e as alteragbes nos niveis séricos dos hormdnios gonadais
registrados nas fémeas LNI, sdo os responsaveis pelos atrasos na ocorréncia da gravidez
devido o prejuizo na ovulagdo e na implantacdo embrionaria. No entanto, quando estes
eventos ocorrem nas ratas LNI, ndo ha alteracdo na proporcdo de mortes embrionarias apés
a implantacdo e, assim, a gestacao torna-se bem sucedida. Em seguida, a placenta assume
a responsabilidade de ligar o estado nutricional materno ao crescimento fetal, através do
transporte de nutrientes (REYNOLDS et al., 2006).

6.6 Placenta

A placenta é um 6rgéo endocrino temporario alvo da agédo dos OTSs, tendo ja sido
detectado acumulo tecidual e transferéncia de TBT aos fetos (COOKE et al.,, 2008).
Portanto, realizamos a cesariana no 20° DG para a coleta e andlise deste 6rgdo. Verificamos
0 aumento macroscopico e no peso das placentas de ratas LNI em comparagdo com CON e
LNN. Registros de peso placentario mostram variacdes dependentes do agente quimico, da
dose e do perido de exposicdo. Ratas com caracteristicas de SOP, apés indu¢do com 0,5
mg/Kg de testosterona nos DG 15-19, apresentaram reducao no peso placentario (HU et al.,
2015). Achado semelhante foi verificado apds exposi¢cdo a 20 mg/Kg de DBT, nos DG 7-9 e
10-12 (FURUKAWA et al.,, 2017). COOKE e colaboradores (2008) relataram que ratas
expostas a 0,25, 2,5 e 10 mg/Kg TBT nos DG 8-20 ndo apresentaram alteragdo no peso
placentario. Em contrapartida e em concordancia com 0s nossos resultados, aumento no
peso da placenta foi detectado apos exposi¢éo as doses de 0,25, 2,5, 10 e 20 mg/Kg TBT
nos DG 0-19 ou 8-19 (ADEEKO et al., 2003), assim como apds 5, 9 e 15 mg/Kg TBT nos DG
7-15 (ITAMI et al., 1990).

Na avaliacdo histolégica da placenta, verificamos desorganizacdo celular na zona
basal placentaria de ratas LNI, com células gigantes trofoblasticas dispersas pela camada e,
também, maior quantidade de células de glicogénio. A zona basal tem um papel importante
no metabolismo de xenobidticos (EJIRI et al., 2001). Assim, essa desestruturacdo na
camada pode ser vista como uma adaptagdo do organismo para remover 0 agente téxico
(AHBAB et al., 2017) que as fémeas se expuseram antes da gestacdo e, possivelmente,

ainda estdo circulando na corrente sanguinea. As células de glicogénio foram identificadas
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pela coloracdo de H&E, pela qual apresentam os citoplasmas claros e 0s nucleos
condensados, com a cor mais escura do que aqueles de células de espongiotrofoblastos
circundantes (WOODING; FLINT, 1994). As células de glicogénio interagem com as células
natural killer uterinas, estimulando-as a modificar as artérias espiraladas, e também liberam
0S seus componentes intracelulares (glicogénio e hormdnios) para o intersticio, para servir
como fonte de energia (CROY et al., 2000). Entre 0 16° e 19° DG, os estoques de glicogénio
diminuem em mais de 3 vezes na placenta de roedores (PICKARD et al.,, 2003). Em
seguida, entram em uma fase apoptética, formando grandes lacunas com glicogénio nas
proximidades dos seios vasculares, sugerindo que seja uma fonte de energia no final da
gestacdo ou talvez influencie no parto (BOUILLOT et al., 2006). O acumulo de células de
glicogénio na placenta, no final da gestacdo, pode refletir o armazenamento para o seu
préprio uso, a incapacidade de liberar glicose dos estoques de glicogénio, ou pode ser uma
resposta compensatéria a grande oferta nutricional materna, objetivando limitar 0 excesso
de glicose que chega ao feto (AKISON et al., 2017). Para a formacdo destas células com
estoque de glicogénio, é necessario que a placenta receba a glicose materna, e este
processo requer a atividade de GLUTL, que é a isoforma responsavel pelo transporte de
glicose entre a mée e a placenta (ZHOU; BONDY, 1993). Ratas LNI apresentaram aumento
da expressao proteica de GLUT1 na placenta, confirmando, assim, a maior aquisicdo de
glicose placentaria. No entanto, além de receber mais glicose materna e armazenar na
forma de glicogénio, as placentas de ratas LNI também transferem aos fetos uma
guantidade aumentada desse substrato, visto os altos niveis glicémicos detectados no
corddo umbilical. Essa transferéncia transplacentaria de glicose é realizada por GLUT3
(ZHOU; BONDY, 1993) e este parametro bioquimico do sangue do corddo umbilical
funciona como um espelho, refletindo o estado neonatal (KHAN; SAHA, 2013).

Deposicao lipidica também foi observada nas placentas de ratas LNI, por meio do
aumento da concentracdo tecidual de triglicerideos. Embora a placenta tenha capacidade de
formar triglicerideos a partir de glicose ou acidos graxos (FREINKEL, 1965; ROUX; MYERS,
1974), é sabido que a deposicdo lipidica placentaria no final da gravidez deve-se,
principalmente, ao aumento da quantidade de lipidios que chegam a placenta da circulagéo
materna (DIAMANT; DIAMANT; FREINKE, 1980). Como os triglicerideos ndo podem ser
transportados pela placenta, s&do hidrolisados em 4&cidos graxos e, estes, sao
disponibilizados aos fetos, através de ACSVLs (KING, 2006). Ndo encontramos alteracéo na
expressao proteica de ACSVL4 nas placentas dos trés grupos. Esta isoforma localiza-se

principalmente no sinciciotrofoblasto, na zona labirintica. Embora né@o tenha alterado, outras
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isoformas de ACSVLs estdo presentes na placenta e envolvidas na transferéncia de &cidos
graxos (O'TIERNEY-GIN et al., 2015), e podem ter tido o funcionamento comprometido.

Hipercolesterolemia materna durante a gravidez também facilita a disponibilidade de
lipidios para o feto (SCHAEFER-GRAF et al., 2008) e pode contribuir para o acamulo na
placenta. Ratas LNI apresentaram aumento de colesterol total placentario, assim como no
sangue do corddo umbilical. Aumento do fornecimento de lipidios a circulagéo fetal também
foi registrado apds o comprometimento da funcdo placentaria global (ZHU et al., 2010)
decorrente da producdo de citocinas pré-inflamatérias e adipocinas por significativos
subconjuntos de macrofagos (LAGER et al, 2011). Nas placentas das ratas LNI
encontramos aumento nos niveis de marcadores inflamatérios que detectam neutréfilos e
macrofagos, sem dano oxidativo, visto que as concentragdes teciduais de GSH e TBARS
nao diferiram. A gravidez, por si s6, é um estado inflamatério (STEWART et al., 2007). Em
gestacdes associadas a complicacdes reprodutivas e/ou metabdlicas, a inflamacgéo de baixo
grau, antes da gravidez, inicia uma cascata de eventos que se traduzem em um ambiente

inflamatério no Utero, e posteriormente, na placenta (CHALLIER et al., 2008).

A expressdo dos transportadores placentarios € regulada por mecanismos
moleculares envolvendo mTOR (JANSSON; POWELL, 2013), que é ativado por vias de
mediadores inflamatérios ou de fatores de crescimento, como a insulina (LAPLANTE;
SABATINI, 2012). GORDON e colaboradores (1995) mostraram que a insulina aumentou a
expressdo de GLUT1 em células trofoblasticas isoladas. Além disso, insulina regulou
positivamente a sintese de glicogénio placentario (HIDEN et al., 2009) e aumentou 0 peso
da placenta (SUSA et al., 1984). Embora as ratas adultas e gravidas LNI ndo tenham
apresentado alteracdo nas curvas glicémicas nos testes de tolerancia a glicose e
sensibilidade a insulina, as modificacdes estruturais e proteicas placentarias, como aumento
do tamanho e do peso, maior expressdo de GLUT1, acumulo de glicogénio, e elevagdo no
fluxo de glicose e lipidios no corddo umbilical, caracterizam uma ativagdo do sensor de
nutrientes mMTOR, via IR (ACEVEDO et al., 2005). Além disso, DESOYE e colaboradores
(1994) reportaram que a insulina fetal também atua como um regulador da fungéo
placentaria, atuando como um fator de crescimento para a placenta (HIDEN et al., 2009). De
fato, observamos o aumento da expressao proteica do IRB nas placentas de ratas LNI. A
ligagdo da insulina ao IR na membrana placentaria pode ativar 2 vias de sinalizagédo: a Ras-
ERK-mTOR e a via PI3K-Akt-mTOR (COLOMIERE et al., 2009). N&o encontramos alteragéo
na expressao de ERK e p-ERK nas placentas LNI, logo, a cascata migraria para a regulacéo

de PI3K-Akt-mTOR. Em concordancia, observamos o aumento da p-Akt. Esta ativacéo inibe
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proteinas inibitdrias, resultando na ativagdo de mTOR (LAPLANTE; SABATINI, 2012), o que
foi verificado na placenta das ratas LNI, com aumento de 61% e 31% na expresséo de p-
MTOR, comparado as ratas CON e LNN, respectivamente. Em condi¢cbes saudaveis, o
excesso de nutrientes maternos inibe a via mTOR, potencialmente através de um feedback
negativo, em um esforgo para restringir o transporte excessivo de nutrientes e otimizar o
crescimento fetal (WULLSCHLEGER; LOEWITH; HALL, 2006). No entanto, quando o fluxo
de nutrientes estd constantemente aumentado, a via de sinalizacdo do mTORCL1 é ativada,
contribuindo para o aumento do transporte de nutrientes (GACCIOLI et al., 2013; JANSSON
et al.,, 2013). Assim, esta desregulacdo na mTOR placentéria, decorrente de patologias

durante a gravidez, resulta no crescimento anormal do feto (BRETT et al., 2014).

6.7 Heranca fetal

O crescimento fetal é criticamente dependente dos nutrientes maternos e do
adequado funcionamento placentario (JANSSON; IIISLEY, 1993). Como esperado, os fetos
de ambos os géneros, de maes LNI, apresentaram aumento no peso corporal.
Supercrescimento fetal esta relacionado positivamente tanto com a maior expressao de
transportadores de nutrientes placentarios (JANSSON et al., 2013), quanto com o maior
peso da placenta (WALLACE; HORGAN; BHATTACHARYA, 2012). Além disso, recém-
nascidos de maes com SOP apresentaram aumento da adiposidade fetal (MALIQUEO et al.,
2009), possivelmente devido a maior disponibilidade de glicose, que €é prontamente
convertida em gordura fetal (ROSARIO et al., 2015), e também sdo mais propensos a
desenvolverem alteragdes metabodlicas (RECABARREN et al., 2008).

O figado fetal regula as fun¢Bes metabdlicas e é dependente do crescimento do feto.
AlteracBes no suprimento de nutrientes placentarios promovem mudangas na estrutura e
funcdo hepética (BURNS et al.,, 1997; LANE et al., 2002). Além disso, o figado é um
importante alvo de acumulagdo dos OTs. COOKE e colaboradores (2008) demonstraram
que o TBT atravessa a placenta, e que as concentracdes de OTs totais nos figados fetais
foram equivalentes aos niveis placentarios e muito maiores do que a carga total encontrada
em filhotes inteiros. Apesar de ndo termos registrado diferenca nos pesos dos figados fetais,
a analise microscopica demonstrou aumento de megacariocitos hepaticos nos fetos fémeas
e machos de mées LNI. Durante o periodo fetal, o figado € o principal 6rgdo hematopoiético
(MOHAMMADI et al., 2013). Em ratos, a hematopoiese hepatica € iniciada no 12° DG e
atinge seu pico no 17° DG, quando células eritrdides e megacaridcitos podem ser
identificados, e encerra-se 2-3 dias ap6s o nascimento (HEBEL; STROMBERG, 1986;
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TRAVER et al., 2001). Os megacariocitos sdo facilmente reconhecidos no figado fetal, por
serem células grandes, com extenso citoplasma e ndcleo irregular e lobulado
(PAPADANTONAKIS; RAVID, 2009). Estas células sdo precursoras das plaquetas e a
producado hepdtica fetal parece gerar mais plaguetas do que a derivada da medula 6ssea em
adultos (MAZHARIAN; WATSON; SEVERIN, 2009). Aumento de megacariocitos hepaticos
fetais reflete a maior demanda de plaquetas pelo organismo, possivelmente devido a
processo inflamatério. As plaquetas sdo os primeiros corpusculos celulares que se
acumulam em um local com dano da parede vascular. Quando ativadas, as plaquetas
expressam receptores para proteinas adesivas e agregam citocinas e outros mediadores.
Além disso, fazem contato direto com células endoteliais, granulécitos, mondcitos e
linfocitos. Através destes contatos, as plaquetas podem estimular ou inibir as funcdes das
células na inflamagéo e auxiliar na migracdo transendotelial de leucdcitos para o tecido
circundante (KLINGER; JELKMANN, 2002). Em concordancia, fetos fémeas e machos de
maes LNI apresentaram infiltrado inflamatério hepatico proximo a veia centrolobular.
Estudos tém demonstrado essa associacdo entre doencas inflamatérias e a trombocitose
(BJERRE et al., 2000; HEITS et al., 1999; KLINGER; JELKMANN, 2002), e evidéncias tem
sugerido o volume médio de plaquetas como um novo marcador de inflamacdo (FARAH;
KHAMISY-FARAH, 2015).

A ativacdo plaquetaria também tem sido observada em pessoas com
hipertrigliceridemia (SCHNEIDER, 2009). Quando ocorre em fetos, esta dislipidemia gera
superacumulacao de triglicerideos no figado fetal (SOFTIC et al., 2012). Corroborando com
estes dados, verificamos em ambos os géneros fetais, de maes LNI, o aumento da
concentracao hepatica de triglicerideos. Como o figado dos fetos apresenta muitos capilares
sinusoides dilatados, a deteccdo de acumulo lipidico microscopicamente, torna-se
dificultada. Por isso, realizamos a avaliagdo histologica da deposicado lipidica utilizando a
coloracdo de Oil red O, que é um corante que se dissolve em lipidios neutros, como
colesterol, acidos graxos e triglicerideos. Por esta técnica, observamos maior acumulo
lipidico apenas no figado de fetos machos. Além disso, aumento na expressao proteica do
PPARy, que é um marcador do metabolismo lipidico hepatico e indutor de lipogénese
(CHAMORRO-GARCIA et al., 2013), também so foi verificada nos figados de fetos machos.
Em contrapartida, altos niveis de colesterol tecidual s6 foram registrados no figado dos fetos
fémeas. Esses achados mostram prejuizo de mobilizagéo lipidica nos figados dos fetos
fémeas e machos, com algumas diferengas relacionadas ao género. CHAMORRO-GARCIA
e colaboradores (2013) também relataram diferencas metabolicas entre os fetos expostos

ao TBT, sendo que machos apresentaram fenotipos mais intensos nas andlises dos tecidos
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adiposos e no perfil de expressdo génica, enquanto que as fémeas mostraram fenotipo
hepatico mais pronunciado do que os machos, permitindo-lhes sugerir que existe diferencas
na forma de atuacdo do TBT entre os tecidos e 0os géneros. A concentracdo de lipidios no
figado também favorece a metabolizacdo dos &cidos graxos. Essa oxidacdo gera peroxido
de hidrogénio, que produz radicais hidroxila na presenca de ferro, sendo ambos espécies
reativas de oxigénio (RAO; REDDY, 2001). O excesso desses metabdlitos esgota os
antioxidantes naturais, como o GSH, causando o0 estresse oxidativo e resultando na
peroxidacao lipidica hepatica (GARCIA-MONZON et al., 2000; NEUSCHWANDER-TETRI;
CALDWELL, 2003). Corroborando com esses trabalhos, encontramos niveis aumentados
dos marcadores de estresse oxidativo no figado dos fetos fémeas e machos, representados
por reducdo do antioxidante GSH e aumento de TBARS, que detecta os subprodutos da

peroxidacgéo lipidica.

A acumulacao de lipidios no figado fetal tem sido relacionada ao desenvolvimento de
varios disturbios metabdlicos, especialmente na vida adulta (MCCURDY et al., 2009).
Quando o feto é colocado sob a influéncia de determinados estimulos durante o
desenvolvimento embrionario, as respostas adaptativas que ocorrem nesse periodo podem
ser fixadas permanentemente, ocasionando um paradigma fisiopatolégico. Assim, o feto
pode ser programado durante o desenvolvimento intrauterino para desenvolver doencas
efémeras e/ou permanentes na idade adulta (BARKER et al., 1989). Além disso, quando
estas disfuncbes sdo desencadeadas apenas as geracbes F1 e F2, tem-se uma heranca
multigeracional (SKINNER, 2008). No entanto, CHAMORRO-GARCIA e colaboradores
(2013) demonstraram que a exposi¢do ao TBT gerou efeitos prejudiciais metabdlicas até a
geracdo F3, sendo, portanto, uma heranca transgeracional e permanente (ANWAY;
SKINNER, 2006; JIRTLE; SKINNER, 2007).

Desta forma, verificamos que a exposicao direta aos OTs, por meio da ingestdo de
moluscos contaminados, confere caracteristicas da SOP e sub-fertilidade as ratas adultas e
modificagdo do perfil lipidico apds estabelecimento da gravidez, enquanto que a
transferéncia vertical aos fetos da geracdo F1 resulta em distarbios lipidicos hepaticos de

ambos 0s géneros, como sintetizado na Figura 26.
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7 CONCLUSAO

Os dados apresentados neste estudo indicam que:

1. Em ratas adultas, os OTs provenientes da ingestdo de moluscos contaminados, geram
disfungBes reprodutivas caracteristicas da SOP, como hiperandrogenismo, irregularidade
no ciclo estral e aumento de foliculos cisticos/atresia ovariana, que refletem na reducgéo
da fertilidade, porém, ndo h4 alteracao no perfil energético glicémico e lipidico;

2. Quando engravidam, as ratas expostas aos OTs no periodo pré-gestacional, passam a
apresentar hipertrigliceridemia, hipercolesterolemia e deposicao lipidica hepatica;

3. A formacao da placenta de ratas expostas aos OTs € diferenciada, com desorganizagéo
da zona basal, acumulo de lipidios e inflamacéo, além de superexpressdo do GLUT1 e
das proteinas reguladoras IR, p-Akt e p-mTOR,;

4. O estado lipidico materno e as modificacdes placentarias refletem no maior crescimento
dos fetos de ambos 0s géneros, e em danos a estrutura do figado, que apresenta maior

concentracéo de lipidios, inflamagéo e estresse oxidativo.

Assim, este trabalho gerou conhecimento sobre parametros reprodutivos, energéticos,
placentarios e de heranca aos fetos do 1° modelo de biotransferéncia dos OTs para

mamiferos.
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Organotins (OTs) are environmental contaminants used as biocides in antifouling paints that have been
shown to be endocrine disrupters. However, studies evaluating the effects of OTs accumulated in seafood
(LNI) on reproductive health are particularly sparse. This study demonstrates that LNI leads to impair-
ment in the reproductive tract of female rats, as the estrous cycle development, as well as for ovary and
uterus morphelogy. Rats were treated with LNI, and their reproductive morphophysiology was assessed.
Morphophysiological abnormalities, such as irregular estrous cycles, abnormal ovarian follicular devel-
opment and ovarian collagen deposition, were observed in LNI rats. An increase in luminal epithelia and
ERot expression was observed in the LNI uteri. Together, these data provide in vivo evidence that LNI are
toxic for reproductive morphophysiology, which may be associated with risks to reproductive function.

© 2015 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Organotins (OTs), such as tributyltin (TBT), are considered to be
endocrine-disrupting environmental pollutants for sea and non-sea
animals [1-3]. These xenobiotics are a diverse group of widely dis-
tributed organometallic contaminants, used as biocides in wood
treatments and pesticides [4-G]; however, the most important
use of TBT is in antifouling paints [1,7,8]. Environmental concerns
regarding OTs have considerably increased due to their uncon-
trolled use, and consequently, high levels of TBT are found in
harbors, waterways, and shipping lanes [9]. From previous studies,
we learned that the level of TBT contamination in marine sediment
may be classified into four categories, such as (i) lightly contam-
inated site (TBT levels of <0.01-0.05 pg/g), which is remote from
boat moorings area; (ii) medium contaminated site (TBT levels
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varying between 0.06 and 0.2 pg/g), which is closer to moorings
area; and (iii) highly contaminated site (TBT levels varying between
0.3 and 1 p.g/g), within high density mooring areas [1,10].

OTs are known to be markedly toxic to oysters and molluscs,
impairing reproduction in oyster Crassostrea gigas and inducing
imposex in gastropod mollusks [1,11,12]. The mechanism of how
OTs (such as TBT) lead to imposex is unclear; however, an associa-
tion with the inhibition of aromatase, which converts testosterone
into estrogen, acyl CoA-steroid acyltransferase inhibition; reduc-
tion of androgen excretion; abnormal release of APGWamide as
results of TBT neurotoxic effect; or activation of retinoid X receptor
appears to be involved [13-16]. Imposex is an endocrine syndrome
where female molluscs develop male genitalia after exposure to
OTs, mainly TBT. As result of TBT anthropogenic input in the envi-
ronment, TBT can be found in marine biota and sediment (their
adsorption was found mainly in fine marine sediments), varying
between 2 and 20 years afterits contamination [5,17,18]. As aresult
of TBT use in marine environments, its residues have been found in
many organisms of food chains, including molluscs, fish, seabirds
and marine mammals [19-22]. Furthermore, TBT has been shown
to have highly toxic effects on non-target marine organisms, such
as mammals [23-25].
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Abstract

The aim of this study was to evaluate whether exercise training (ET) prevents or
minimizes cardiac dysfunction and pathological ventricular remodeling in
ovariectomized rats subjected to myocardial infarction (MI) and to examine the
possible mechanisms involved in this process. Ovariectomized Wistar rats were
subjected to either Ml or fictitious surgery (Sham) and randomly divided into the
following groups: Control, OVX+SHAMgep, OVX+SHAMer, OVX+MIsep and
OVX+MIlgt. ET was performed on a motorized treadmill (5x/wk, 60 min/day, 8
weeks). Cardiac function was assessed by ventricular catheterization and
Dihydroethidium fluorescence (DHE) was evaluated to analyze cardiac oxidative
stress. Histological analyses were made to assess collagen deposition, myocyte
hypertrophy and infarct size. Western Blotting was performed to analyze the protein
expression of catalase and SOD-2, as well as Gp91phox and AT1 receptor (AT1R).
Mi-trained rats had significantly increased in +dP/dt and decreased left ventricular
end-diastolic pressure compared with Ml-sedentary rats. Moreover, oxidative stress
and collagen deposition was reduced, as was myocyte hypertrophy. These effects
occurred in parallel with a reduction in both AT1R and Gp91phox expression and an
increase in catalase expression. SOD-2 expression was not altered. These results
indicate that ET improves the functional cardiac parameters associated with

attenuation of cardiac remodeling in ovariectomized rats subjected to MI. The
mechanism seems to be related to a reduction in the expression of both the AT1
receptor and Gp91phox as well as an increase in the antioxidant enzyme catalase,

PLOS ONE | DOE10.1371/journal.pone.0115970 December 31, 2014
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GRAPHICAL ABSTRACT

& Tributyltin chloride modulates adi-
pose tissue-specific in female rats.

* Tributyltin chloride up-regulated ER-
alpha expression in vivo.

s Tributyltin chloride down-regulated
ER-alpha expression in 3T3-L1 cells.

* Tributyltin chloride impairs liver and
pancreas morphophysiology.

Diagram of the rissue-tissue cross-talk in tributyltin chloride (TBT) and metabolic homeostasis. TET

derived from exogenous sources stimulates (green line) or inhibits (red line) transcription from

metabolic genes (tissue-specific). TBT stimulates PPARy and inhibits ERx protein expression followed
with hepatic inflammation and lipid storage. Interestingly, TBT stimulates both PPARy and ERce protein
expression in adipose tissue associated with inflammation and adiposity. Additional ly, liver and adipose

tissue-derived impairments modulated glucose tolerance (GTT) and insulin sensivity (IST) tests.
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Tributyltin chloride (TET) is an environmental contaminant used in antifouling paints of boats, Endocrine
disruptor effects of TET are well established in animal models. However, the adverse effects on
metabolism are less well understood. The toxicity of TET in the white adipose tissue (WAT), liver and
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Iron plays a critical role in a mammal's physiological processes. However, iron tissue deposits have been
shown to act as endocrine disrupters. Studies that evaluate the effect of acute iron overload on
hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis health are particularly sparse. This study demonstrates that
acute iron overload leads to HPG axis abnormalities, including iron accumulation and impairment in
reproductive tract morphology. Female rats were treated with iron-dextran (Fe rats) to assess their HPG
morphophysiology. The increasing serum iron levels due to iron-dextran treatment were positively
correlated with higher iron accumulation in the HPG axis and uterus of Fe rats than in control rats. An
increase in the production of superoxide anions was observed in the pituitary, uterus and ovary of Fe rats.
Morphophysiological reproductive tract abnormalities, such as abnormal ovarian follicular development
and the reduction of serum estrogen levels, were observed in Fe rats. In addition, a significant negative
correlation was obtained between ovary superaxide anion and serum estrogen levels. Together, these
data provide in vivo evidence that acute iron overload is toxic for the HPG axis, a finding that may be
associated with the subsequent development of the risk of reproductive dysfunction.

@ 2015 Elsevier Ireland Ltd. All rights reserved.
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Abstract

Drospirenone (DRSP) is a progestin with anti-aldosterone properties and it reduces blood pressure in hypertensive women.
However, the effects of DRSP on endothelium-dependent coronary vasodilation have not been evaluated. This study
investigated the effects of combined therapy with estrogen (E2) and DRSP on endothelium-dependent vasodilation of the
coronary bed of ovariectomized (OVX) spontaneously hypertensive rats. Female spontaneously hypertensive rats (n=87) at
12 weeks of age were randomly divided into sham operated (Sham), OVX, OVX treated with E2 (E2), and OVX treated with E2
and DRSP (E2 +DRSP) groups. Hemodynamic parameters were directly evaluated by catheter insertion into the femoral artery.
Endothelium-dependent vasodilation in response to bradykinin in the coronary arterial bed was assessed using isolated hearts
according to a modified Langendorff method. Coronary protein expression of endothelial nitric oxide synthase and estrogen
receptor alpha (ER-«) was assessed by Western blotting. Histological slices of coronary arteries were stained with hematoxylin
and eosin, and morphometric parameters were analyzed. Oxidative stress was assessed in situ by dihydroethidium
fluorescence. Ovariectomy increased systolic blood pressure, which was only prevented by E2 + DRSP treatment. Estrogen
deficiency caused endothelial dysfunction, which was prevented by both treatments. However, the vasodilator response in the
E2+DRSP group was significantly higher at the three highest concentrations compared with the OVX group. Reduced ER-z
expression in OVX rats was restored by both treatments. Morphometric parameters and oxidative stress were augmented by
OWVX and reduced by E2 and E2+ DRSP treatments. Hormonal therapy with E2 and DRSP may be an important therapeutic
option in the prevention of coronary heart disease in hypertensive post-menopausal women.

Key words: Menopause; Hypertension; Hormone therapy; Drospirenone; Coronary reactivity

Introduction

Coronary heart disease (CHD) is a major cause of
morbidity and mortality worldwide (1), and hyperten-
sion is established as one of the main risk factors for
the development of CHD (2). Prior to menopause,
women exhibit lower blood pressure (BP) compared
with age-matched men. However, aging and decreased
circulating estrogen (E2) levels are accompanied by
increased BP, which contributes to a greater preva-
lence of hypertension and an increased prevalence of
CHD during the post-menopausal period (3), suggest-
ing a protective role for E2. Experimental studies
analyzing the effects of estrogen replacement therapy

Comespondence: E.R.G. Claudio: <erick_edf@yahoo.com.br=
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Braz J Med Biol Res | doi: 10.1590/1414-431X20154655

in ovariectomized (OVX) rats have demonstrated many
beneficial effects on the cardiovascular system. These
beneficial effects include the capacity to lower BP in
normotensive and hypertensive rats (4-6), reduce
oxidative stress (4), prevent endothelial dysfunction,
improve endothelium-dependent coronary vascular
reactivity, and protect against vascular remodeling in
early-stage hypertensive rats (7,8).

However, randomized clinical trials such as the
Women’s Health Initiative and the Heart and Estrogens/
progestin Replacement Study, which analyzed primary
and secondary prevention, respectively, have failed to
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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 levels were 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. Morphophysioclogical 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

Endocrinology, August 2016, 157(8):2978-2995

Abbreviations: ADX, adrenalectormy; COM, control; CYP11B, steroid 118-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; OS5, oxidative stress development process; OT, organotin;
PPAR, percxisome proliferator-activated receptor; gPCR, quantitative PCR; StAR, stercid-
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e TBT reduced GFR and increased
proteinuria levels in female rats.

e TBT increased renal mensagial ex-
pansion and collagen deposition.

e TBT increased inflammation and
oxidative stress in renal tissue.
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Tributyltin chloride (TBT) is an organometallic pollutant that is used as a biocide inantifouling paints. TET
induces several toxic and endocrine-disrupting effects, However, studies evaluating the effects of TET on
renal function are rare. This study demonsirates that TBT exposure is responsible for improper renal
function as well as the development of abnommal morphophysiology in mammalian kidneys. Female rats
were treated with TBT, and their remal morphophysiology was assessed. Morphophysiological
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Pomegranate peel extract attenuates oxidative stress by decreasing coronary
angiotensin-converting enzyme (ACE) activity in hypertensive female rats
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ABSTRACT

Based on the antioxidant properties of pomegranate, this study was designed to investigate the
effects of pomegranate peel extract on damage associated with hypertension and aging in a
spontaneously hypertensive rat (SHR) model. The influence of pomegranate consumption was
examined on systolic blood pressure (SBP), angiotensin-converting enzyme (ACE) coronary activ-
ity, oxidative stress, and vascular morphology. Four- or 28-wk-old SHR model rats were treated for
30 d, with terminal experimental animal age being 8 and 32 wk, respectively, with either
pomegranate extract (SHR-PG) or filtered water (SHR). Data showed significant reduction in SEP
and coronary ACE activity in both age groups. The levels of superoxide anion, a measure of
oxidative stress, were significantly lower in animals in the SHR-PG group compared to SHR alone.
Coronary morphology demonstrated total increases in vascular wall areas were in the SHR group,
and pomegranate peel extract diminished this effect. Pomegranate peel extract consumption
conferred protection against hypertension in the SHR model. This finding was demonstrated by
marked reduction in coronary ACE activity, oxidative stress, and vascular remodelling. In addition,
treatment was able to reduce SBP in both groups. Evidence indicates that the use of pomegranate

ARTICLE HISTORY
Received 27 November 2015
Accepted 30 May 2016

peel extract may prove beneficial in alleviating coronary heart disease.

Systemic arterial hypertension is considered a global
public health problem with 9.4 million deaths attrib-
uted to it annually (Lima et al,, 2012). As this condi-
tion is a major cardiovascular manifestation (Kearney
et al. 2005), prevention and treatment of systemic
arterial hypertension should receive high priority.
Age is a significant risk factor in development of
cardiovascular disease; however, striking gender dif-
ferences also exist in the chronological development
of heart disease (Rosamond et al., 2007).

In human and experimental hypertension mod-
els, such as spontaneously hypertensive rats (SHR),
endothelium-dependent relaxation may be attenu-
ated, and the resulting endothelial dysfunction
contributes to increased peripheral resistance.
Endothelial dysfunction has been linked to
decreases in nitric oxide (NO) bioavailability,
reflecting impaired generation of NO and/or

enhanced inactivation of NO by free radicals
(Pazserova et al., 2010).

Free radicals are any species capable of inde-
pendent existence with at least one unpaired elec-
tron, such as superoxide anions (O,”) (Forman
et al., 2008). The relationship between free radi-
cals and hypertension was first suggested in the
1960s (Romanowskia et al., 1960), but only in the
1990s was this association investigated exten-
sively. The administration of heparin-bound
superoxide dismutase (SOD) to SHR animals
was associated with a reduction in blood pressure
(Nakazono et al., 1991). This decrease in systolic
blood pressure (SBP) following administration of
SOD may be due to a fall in reactive oxygen
species (ROS), which may contribute to elevation
in blood pressure, either directly, related to vaso-
constrictor effects, or indirectly, by reducing the
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Tributyltin chloride (TBT) is a xenobiotic used as a biodde in antifouling paints that has been demonstrated to
induce endocrine-disrupting effects, such as obesity and reproductive abnormalities. An integrative metabolic
control in the hypothalamus-pituitary-gonadal (HPG) axis was exerted by leptin. However, studies that have in-
vestigated the obesogenic TBT effects on the HPG axis are especially rare. Weinvestigated whether metabolic dis-
orders as a result of TBT are correlated with abnormal hypothalamus-pituitary-gonadal (HPG) axis function, as
well as kisspeptin (Kiss) action. Female Wistar rats were administered vehicle and TBT (100 ng/kg/day) for
15 days via gavage. We analyzed their effects on the tin serum and ovary accumulation ( as biomarker of TBT ex-
posure), estrous cyclicity, surge LH levels, GnRH expression, Kiss action, fertility, testosterone levels, ovarian ap-
optosis, uterine inflammation, fibrosis, estrogen negative feedback, body weight gain, insulin, leptin, adiponectin
levels, as well as the glucose tolerance (GTT) and insulin sensitivity tests (IST). TET led to increased serum and
ovary tin levels, irregular estrous cyclidty, and deaeased surge LH levels, GnRH expression and Kiss responsive-
ness. A strong negative correlation between the serum and ovary tin levels with lower Kiss responsiveness and
GnRH mRNA expression was observed in TBT rats. Anincrease in the testosterone levels, ovarian and uterine fi-
brosis, ovarian apoptosis, and uterine inflammation and adecrease in fertility and estrogen negative feedback
were demonstrated in the TBT rats. We also identified an inarease in the body weight gain and abnormal GTT
and IST tests, which were associated with hyperinsulinemia, hyperleptinemia and hypoadiponectinemia, in the
TBT rats. TBT disrupted proper functioning of the HPG axis as a result of abnormal Kiss action. The metabolic dys-
functions co-occur with the HPG axis abnormalities. Hyperleptinemia as a result of obesity induced by TBT may
be associated with abnormal HPG function. A strong negative correlation between the hyperleptinemia and
lower Kiss responsiveness was observed in the TBT rats. These findings provide evidence that TBT leads to
toxic effects direct on the HPG axis and /or indirectly by abnormal metabolic regulation of the HPG axis.

© 2017 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

The hypothalamic-pituitary-gonadal (HPG) axis is the principal

* Corresponding author at: Laboratdrio de Endocrinologia e Toxicologia Celular,
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modulator of reproductive function. In females, the hypothalamic go-
nadotropin-releasing hormone (GnRH) neuron plays a pivotal role in
the regulation of the cascade of hormonal events necessary for normal
reproduction (Bauer-Dantoin et al, 1995). GnRH is a peptide



Environ Sci Pollut Res
DOI 10.1007/511356-017-0061-8

154

® CrossMark

RESEARCH ARTICLE

Tributyltin chloride disrupts aortic vascular reactivity
and increases reactive oxygen species production in female rats

Carolina Falcio Ximenes' - Samya Mere Lima I-{odriguesl = Priscila Lang Podratz .
Eduardo Merlo® - Julia Fernandez Puiial de Araijo? « Livia Carla Melo Rodrigues’ -
Juliana Barbosa Coitinho' « Dalton Valentim Vassallo - Jones Bernardes Graceli® -

Ivanita Stefanon’

Received: 14 September 2016 / Accepted: 1 September 2017
(© Springer-Verlag GmbH Germany 2017

Abstract Organotin compounds, such as tributyltin (TBT),
are environment contaminants that induce bioaccumulation
and have potential toxic effects on marine species and mam-
mals. TBT have been banned by the Intemational Maritime
Organization in 2003. However, the assessment of butyltin
and metal contents in marine sediments has demonstrated high
residual levels of TBT in some cases exceeding
7000 ng Sn g . The acceptable daily intake (ADI) level for
TBT established by the World Health Organization is 0.5 pg/
kg bw/day is based on genotoxicity, reproduction, teratogenic-
ity, immunotoxicity, and mainly neurotoxicity. However, their
effect on the cardiovascular system is not well understood. In
this study, female rats were exposed to 0.5 pg/'kg/day of TBT
for 15 days with the goal of understanding the effect of TBT
on vascular function. Female Wistar rats were treated daily by
gavage and divided into control (n = 10) and TBT (n = 10)
groups. The aortic rings were incubated with phenylephrine in
both the presence and absence of endothelium. The phenyl-
ephrine concentration-response curves were generated by ex-
posing endothelium-intact samples to N%nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME), apocynin, superoxide dismutase
(SOD), catalase, tiron, and allopurinol. Acetylcholine (ACh)
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and sodium nitroprusside (SNP) were used to evaluate the
relaxation response. Exposure to TBT reduced serum 17f-
estradiol E, levels and increased vascular reactivity. After in-
cubation with L-NAME, the vascular reactivity to phenyleph-
rine was significantly higher. Apocynin, SOD, catalase, and
tiron decreased the vascular reactivity to phenylephrine to a
significantly greater extentin TBT-treated rats than in the con-
trol rat. The relaxation induced by ACh and SNP was signif-
icantly reduced in TBT rats. Exposure to TBT induced aortic
wall atrophy and increased superoxide anion production and
collagen deposition. These results provide evidence that ex-
posing rats to the current ADI for TBT (0.5 pg/kg) for 15 days
induced vascular dysfunction due to oxidative stress and mor-
phological damage and should be considered an important
cardiovascular risk factor.

Keywords Tributyltin chloride - Aortic vascular reactivity -
Oxidative stress - Estrogen

Introduction

Tributyltin (TBT) is an organotin (OT) compound used in the
antifouling of ship paints and as an agricultural fungicide
(Bryan et al. 1986; Hoch 2001). OTs such as TBT are widely
distributed in the oceans, and its high hydrophobicity in the
environment promotes bioaccumulation that can result in tox-
ic effects within food webs (Galloway 2006; Antizar-Ladislao
2008).

Although TBT use in paints has been banned by the
International Maritime Organization and European Union
since 2003, it is still found at high levels that exceed toxicity
limits in certain ecosystems and seafood (Antizar-Ladislao
2008). Studies have reported that the toxicological effect of
TBT can be expected to persist for years after exposure

@ Springer
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Organotin Exposure and Vertebrate
Reproduction: A Review

Julia Fernandez Punal de Araujo, Priscila Lang Podratz*, Eduardo Merlo, Isabela Valim
Sarmento, Charles Santos da Costa, Oscar Mauricio Santamaria Nifio, Rodrigo Alves
Faria, Leandro Ceotto Freitas Lima and Jones Bernardes Graceli

Department of Morphology, Federal University of Espirito Santo, \itdria, Brazil

Organotin (OTs) compounds are organometallic compounds that are widely used in
industry, such as in the manufacture of plastics, pesticides, paints, and others. OTs are
released into the environment by anthropogenic actions, leading to contact with aguatic
and terrestrial organisms that occur in animal feeding. Although OTs are degraded envi-
ronmentally, reports have shown the effects of this contamination over the years because
it can affect organisms of different trophic levels. OTs act as endocrine-disrupting chem-
icals (EDCs), which can lead to several abnormalities in organisms. In male animals,
OTs decrease the weights of the testis and epididymis and reduce the spermatid count,
among other dysfunctions. In female animals, OTs alter the weights of the ovaries and
uteri and induce damage to the ovaries. In addition, OTs prevent fetal implantation and
reduce mammalian pregnancy rates. OTs cross the placental barrier and accumulate in
the placental and fetal tissues. Exposure to OTs in utero leads to the accumulation of
lipid droplets in the Sertoli cells and gonocytes of male offspring in addition to inducing
early puberty in females. In both genders, this damage is associated with the imbalance
of sex hormones and the modulation of the hypothalamic—pituitary—gonadal axis. Here,
we report that OTs act as reproductive disruptors in vertebrate studies; among the
compounds are tetrabutyltin, tributyltin chloride, tributyltin acetate, triphenyltin chloride,
triphenyltin hydroxide, dibutyltin chloride, dibutyltin dichloride, diphenyltin dichloride,
monobutyltin, and azocyclotin.

Keywords: organotin compounds, reproduction, vertebrates, endocrinology, environmental pollutants

INTRODUCTION

Organotins (OTs) are organometallic compounds that are widely used in industry, such as in the
manufacture of plastics, pesticides, paints, and others (1, 2). Despite being easily degraded in
the environment, several studies have shown the toxicological effects in different trophic levels of the
food chain (3, 4). In 2008, the World Health Organization decreed a ban on the use of OTs in paints on
vessels. However, many countries did not adopt this ban. OTs are classified as endocrine-disrupting
chemicals (EDCs), leading to inappropriate endocrine system functioning in various species (5, 6).
Thus, their exposure can cause damage, sometimes irreversibly, such as the process of imposex in which
female gastropods develop male sex organs (3). For humans and other vertebrates, the major route
of OTs exposure is by the intake of contaminated seafood, and studies evaluating their toxicological
risks are limited (7-11). OTs impair reproductive functioning, and the damage is associated with the
imbalance of sex hormones and with improper modulation of the hypothalamic-pituitary-gonadal
axis function of rodents (12-14). Here, we report that O'Ts act as reproductive disruptors in vertebrate
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8 wesks. After the treatment and/or training period, the animals underwent cardiac
hemodynamic evaluation through catheterization of the left ventricle (LV); the LV systolic
and diastolic pressures (LVSP and LVEDF, respectively), maximum LV contraction and
relaxation derivatives (dP/dt+ and dP/dt—), and isovolumic relaxation time (Tau) were
assessed. Moreover, histological analyses of the heart (collagen and hypertrophy),
cardiac oxidative stress [advanced oxidation protein products (AOPPs)], pro- and
antioxidant protein expression by Western blotting and antioxidant enzyme activity in
the heart were evaluated. The Ml reduced the LVSP, dP/dt+ and dP/dt— but increased
the LVEDP and Tau. E2 did not prevent the Ml-induced changes in cardiac function,
even when combined with ET. An increase in the dP/dt+ was observed in the E2
group compared with the Ml group. There were no changes in collagen deposition and
myocyte hypertrophy caused by the treatments. The increases in AOPP, gp91-phox,
and angiotensin |l type 1 receptor expression induced by Ml were not reduced by E2.
There were no changes in the expression of catalase caused by MI or by the treatments,
although, a reduction in superoxide dismutase (SOD) expression occurred in the groups
stbiected to F2 treatment. Whereas thera were nost-MI reductions in activities of SON
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ABSTRACT

Keywords:
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Oxidative stress

Tributyltin chloride (TBT) is an obesogen associated with various metabolic and reproductive dysfunctions after
in utero exposure, However, few studies have evaluated TBT's obesogenic effect on adult ovaries. In this study,
we assessed whether TBT's obesogenic effects resulted in adult ovarian adipogenesis and other reproductive
abnormalities. TBT was administered to adult female Wistar rats, and their reproductive tract morphophysiology
was d. We further d the ovarian mRNA/protein expression of genes that regulate adipogenesis.
Rats exposed to TBT displayed abnomal estrous cyclicity, ovarian sex hormone levels, ovarian follicular de-
velopment and ovarian steroidogenic enzyme regulation. Rats exposed to TBT also demonstrated abnormal
ovarian adipogenesis with increased cholesterol levels, lipid accumulation, and PPARy, C/EBP-f and Lipin-1
expression. A negative correlation between the ovarian PPARy expression and arc pression was ob-
served in the TBT rats. Furthermore, TBT exposure resulted in reproductive tract atrophy, inflaimmation, oxi-
dative stress and fibrosis. Ovarian dysfunctions also co-occurred with the uterine irregularities. Abnormal
ovarian adipogenic markers occurring after TBT exposure may be associated with uterine iregularities. A po-
sitive correlation berween the ovarian cholesterol levels and uterine inflammation was observed in the TBT rats.
These findings suggest that TET leads to ovarian obesogenic effects directly by abnormal adipogenesis and/or
indirectly through adult reproductive tract irregularities.

1. Introduction

developmental, metabolic and reproductive abnormalities (Tabb and
Blumberg, 2006; Diamanti-Kandarakis et al., 2009).

Increased industrial advances correlate with substantial changes in
the chemical environment resulting from new industrial and agri-
cultural procedures initiated over the past 40 years (Colbom et al,
1993; Casals-Casas and Desvergne, 2011). Synthetic chemicals used in a
variety of industrial and agricultural applications are leading to wide-
spread envire 1 ion (Colborn et al., 1993; Thomas
Zoeller et al., 2012). Although the intended uses of pesticides, solvents
and other chemicals are favourable, the effects on the environment and
human health are a global concern (Casals-Casas and Desvergne, 2011;
Thomas Zoeller et al., 2012). A subclass of these xenobiotics are called
endocrine-disrupting chemicals (EDCs), which disrupt the production,
release, bolism, and eli ion of natural hormones; the EDCs
can also mimic the occurrence of natural hormones, leading to
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The major industrial chemicals considered EDCs and their classes
have been reviewed (Gore, 2016). Current estimates have identified
approximately 1000 chemicals that meet the EDC criteria, most of
which are poorly studied (FDAUSA, 2010; TEDX, 2015). Obesogens, an
EDC subclass, that can disrupt sensitive metabolic processes if exposure
occurs during early development, have been identified and act as a
metabolic programmer to increase the obesity risk (Griin and Blumberg,
2009; Heindel, 2003). Obesogen chemicals predispose individuals to
weight gain due to changes in the metabolic ‘set-points’, such as with
organotins (0Ts), particularly if exposure occurs during sensitive per-
iods of early life (Griin et al., 2006; Heindel et al., 2015).

OTs, such as tributyltin (TBT), are persistent organometallic pollu-
tants widely used as agricultural and wood biocides, as molluscicides,
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