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RESUMO

O tributilestanho (TBT) € um xenobidtico emergente amplamente utilizado como
biocida em tintas anti-incrustantes para evitar a incrustacao de organismos marinhos
em cascos de embarcacBes, sendo este poluente caracterizado como um produto
quimico desregulador enddécrino. Investigacdes tém associado a exposicdo ao TBT
com perturbacdes no sistema endocrino, como obesidade, distirbios metabdlicos e
reprodutivos. Neste estudo, objetivou-se analisar os principais efeitos causados pela
exposicao subcronica ao TBT sobre aspectos morfométricos e reprodutivos em ratas
no periodo pré-puberal. Para tanto, ratas Wistar pré-puberes foram tratadas, via
gavagem, com duas concentracbes de TBT (100 e 1000 ng/Kg) durante 30 dias. Ao
longodo tratamento, foram analisados os efeitosdo TBT sobre o crescimento corporal
e caudal, ganho de peso, consumo hidrico e alimentar. Ainda, foram estudados os
efeitos da exposicdo ao TBT sobre o perfil adipogénico, peso de 6rgdos, tempo de
abertura vaginal, primeiro estro, ciclo reprodutivo e niveis de estrogénio e
progesterona. Nao foram observadas diferencas estatisticamente significativas entre
0S grupos quanto ao peso corporal absoluto, ganho de peso e perfil adipogénico dos
animais, além disso, os resultados nao sugeriram alteracdo no padrdo do consumo
hidrico e alimentar, nem no crescimento corporal e caudal dos animais. Entretanto,
disfunc¢des reprodutivas, como diferenga no peso uterino e ovariano, ciclicidade estral
irregulare alteracao nonivel de progesterona foram evidenciadasno presente estudo.
Portanto, estes achados sustentam a ideia da atividade moduladora e da toxicidade
do TBT sobre o sistema reprodutivo de ratas.

Palavras-chave: Tributilestanho. Desregulador Endécrino. Disfuncdes morfométricas.
Anormalidades reprodutivas.

ABSTRACT

Tributyltin (TBT) is an emerging xenobiotic commonly used as a biocide in antifouling
paints to prevent the fouling of marine organisms on boat hulls, this pollutant being
used as an endocrine disrupting chemical. Investigations have associated exposure to
TBT with disturbances in the endocrine system, such as obesity, metabolic and
reproductive disorders. This study aimed to analyze the main effects caused by
subchronic exposure to TBT on morphometric and reproductive aspects in female rats
in the prepubertal period. For this purpose, prepubertal Wistar rats were treated, via
gavage, with two concentrationsof TBT (100 and 1000 ng/Kg) for 30 days. Throughout
the treatment, the effects of TBT on body and tail growth, weightgain, water and food
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consumption were analyzed. Furthermore, the effects of exposure to TBT on
adipogenic profile, organ weight, vaginal opening time, first estrus, reproductive cycle
and estrogen and progesterone levels were studied. There were no statistically
significant differences between groups regarding absolute body weight, weight gain
and adipogenic profile of the animals. Furthermore, the results did not suggest
changesin the pattern of water and food consumption, nor in the animals' body and
tail growth. However, reproductive dysfunctions, such as differences in uterine and
ovarian weight, irregular estrous cyclicity and changes in the level of progesterone
were evidenced in the present study. Therefore, these findings supportthe idea of the
modulatory activity and toxicity of TBT on the reproductive system of female rats.

Keywords: Tributyltin chloride. Endocrine disruptors. Morphometric dysfunctions.
Reproductive changes.

1. INTRODUCAO

O desenvolvimento quimico-industrial tem sido apontado como um dos principais
responsaveis pela geracdo de compostos quimicos nos ultimos anos, mesmo que
intuitivamente com o propdsito de contribuir com o avanco e beneficio urbano
(KHETAN, 2014). Atualmente, estudos tém buscado investigar a origem e atividade
desses produtos quimicos sintéticos encontrados nos corpos hidricos, sejam eles de
natureza desconhecida ou ndao, principalmente aqueles com capacidade de
desregular o sistema endocrino (VOS et al., 2000; CASALS-CASAS; DESVERGNE,
2011). Os compostos quimicos denominados desreguladores enddécrinos (DE) sao
agueles que interferem em uma ou mais etapas de regulacdo dos mecanismos de
acdo hormonal no sistema endécrino (MACON; FENTON, 2013), alterando a funcéo
deste sistema e causando efeitos adversos a saude do organismo, de sua prole ou de
subpopulacdes, até entdo intactos ou néo percebidos (HEINDEL et al., 2012).

Dentre os DE, pode-se destacar o tributilestanho (TBT), um composto organoestanico
(OT), que tem sido amplamente utilizado como biocida em tintas anti-incrustantes.
Estas tintas sdo comumente aplicadas em cascos de embarcacdes para evitar a
incrustacdo de organismos marinhos como algas, mexilhdes, cracas e outro
(GRACELI et al., 2013). Por muito tempo, acreditou-se que o TBT fosse o composto
anti-incrustante ideal, principalmente pela sua capacidade em atuar sobre diferentes
biotas, maior duracao e facil degradacao. Entretanto, por volta da década de 1970,
surgiram os primeiros relatos da toxicidade do TBT e seus efeitos deletérios sobre
organismos considerados ndo-alvos em razdo do seu alarmante uso em tintas anti-
incrustantes (BLABER, 1970; ALZIEU, 1998; SOUSA et al., 2014).

Assim como outros compostos DE, o TBT é capaz de agir diretamente sobre os
receptores hormonais, mimetizando horménios ou antagonizando seus efeitos,
independentemente de possuirem poténcia equivalente ou nédo. Pode também ter
acdo direta sobre os conjuntos proteicos responsaveis pelo transporte dos hormoénios
até seus alvos finais. Sua afinidade pode néo ser especifica, ou seja, pode ter
capacidade de interagir com diferentes tipos de receptores, alterando desta forma
varios eixos do organismo (HEINDEL et al., 2012). Blaber (1970) documentou um dos
principais eventos ecotoxicolégicos ja observados: a alteracdo anatdbmica de
gastropodes Nucella lapillus, cujo o desenvolvimento de 6rgdos sexuais masculinos
em individuos fémeas foi associado a contaminacgéo por TBT e designado “imposex”.



Devido ao poder bioacumulativo do TBT e os produtos da sua degradacao, que
acabam contaminando peixes, lulas, moluscos e até outros predadores, como focas,
baleias, golfinhos e baleias (SONAK et al., 2009) e espécies de plantas e espécies
marinhas, que fazem parte da dieta humana, como ostras, salmdo de viveiro,
mexilhdes e algas marinhas (OLIVEIRA; SANTELLI, 2010), sendo essa a principal
fonte de exposi¢cdo em seres-humanos, o TBT tem sido considerado um xenobidtico
emergente pelas agéncias de protecdo ambiental e de saude. Ainda, apesar da
ingestdode frutosdo mar contaminados ser a fonte mais importante de contaminacao,
existem outras 31 formas de exposicdo aos OTs, como ingestdo de residuos do
solo/sedimentos contaminados, absorcao dérmica e inalacao (ESFA, 2004).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 1990), doses consideradas
aceitaveis de TBT estavam em torno de 300 ng/kg. No entanto, anos depois, a
European Food Safety Authority (ESFA) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos
Estados Unidos da América (EPA-USA, 1997), relataram que niveis “seguros” de
consumodiariode OTs, a Tolerable Daily Intake (TDI), equivalema 250 ng/Kg de peso
corporal (RANTAKOKKO et al., 2013). Entretanto, estudos prévios demonstram que
concentracbes menores que esses valores podem ser suficientes para causar
complicagbes a reproducdo e ao metabolismo de mamiferos, como processos
inflamatérios, remodelamento tecidual, perturbacdes hormonais e metabdlicas, entre
outras (PODRATZ et al., 2012; BERTULOSO et al., 2015; COSTA et al., 2019).

Um dos principais sistemas biolégicos que sofre influéncia pela exposicdo ao TBT é o
sistema reprodutor feminino. Esse sistema, essencial para o processo reprodutivo e
perpetuacdo das espécies de mamiferos, encontra-se harmonicamente conectado
aos outros sistemas por meio de complexas vias de sinalizacdo enddcrina, envolvendo
hormdnios como os esteroides estrogénio e progesterona (YOUNG et al.,, 2017).
Investigagbes tém demonstrado a alta toxicidade do TBT sobre este sistema,
causando irregularidades na funcdo de horménios sexuais e na fertilidade, além de
prejuizos na funcéo ovariana (PODRATZ et al., 2012; DE ARAUJO et al., 2018b).

A grande influéncia do sistema reprodutor feminino em ser modulado por compostos
exdgenos torna este sistema um interessante alvo de estudos para caracterizar as
possiveis modificagbes causadas por compostos DE, como o TBT. No entanto, pouco
se sabe sobre as acdes dos DE sobre o sistema reprodutivo feminino em animais no
periodo pré-pubere, sendo a grande parcela dos estudos registrados na literatura,
realizados em modelos de exposic¢ado adulta e, portanto, ja com a puberdade atingida.

Portanto, este trabalho buscou investigar os efeitos nocivos desencadeados pela
exposicdo subaguda ao TBT, investigando sua capacidade deletéria sobre aspectos
morfométricos, como perfil adipogénico, crescimento corporal, ingestdo hidrica e
alimentar, bem como sua influéncia sobre o sistema reprodutivo feminino, avaliando
sua atividade sobre o ciclo reprodutivo e perfil hormonal de ratas Wistar no periodo
pré-pubere.

2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 SISTEMA REPRODUTIVO FEMININO

O sistema reprodutor feminino é anatomicamente composto pela genitalia externa
feminina, sendo esta, a vulva, e por 6rgaos internos, como a vagina, cérvice, utero,



tubas uterinas e os ovarios (KUMAR et al., 2013). Esse conjunto é essencial para o
processo reprodutivo e perpetuacdo das espécies de mamiferos, provendo ambiente
favoravel a fertilizacdo dos od0citos, implantagdo e desenvolvimento embrionario
(KOBAYASHI; BEHRINGER, 2003). Existem, ainda, as glandulas mamarias, que
morfologicamente sdo um tipo de glandulas cutaneas, mas fisiologicamente, elas
podem ser classificadas como glandulas acessorias do sistema reprodutivo feminino
(TALANTI; HOPSU, 1961).

Este sistema inclui duas gbnadas, os ovarios, 0s quais apresentam papel importante
namaturacao e liberacdo do gameta feminino (oécito) por meio da ovulacdo.Nastubas
uterinas o gameta podera ser fertilizado e levado até o utero, 6rgao onde ocorre a
nidacdo e o desenvolvimento do embrido (HANNON; FLAWS, 2015). Os ovarios séo
fundamentais para a reproducdo e manutencdo do embrido no Gtero, além disso,
atuam em outros locais como no cérebro, hipoéfises, tubas uterinas, cérvice, vaginae
glandulas mamérias (HANNON; FLAWS, 2015).

Uma das principais caracteristicas do sistema reprodutivo feminino é o seu carater
dindmico,onde a cada ciclo reprodutivo o miométrio uterino passa por remodelamento
(hipertrofia e involug&o), o ovario sofre reparo tecidual apds a ovulagéo e o trato como
um todo ganha e perde a capacidade de receber ou ndo umnovo embrido (EDDIE et
al., 2014). Este sistema atua harmonicamente pois h& a participagdo de complexas
vias de sinalizacdo enddcrina, envolvendo hormdnios como os esteroides estrogénio
e progesterona (YOUNG et al., 2017). Aléem destes, os hormdnios néo esteroides,
como o horménio foliculo-estimulante (FSH) e luteinizante (LH), também contribuem
para a formacdo de um eixo de comunicacao que tem por funcao coordenar as
modificacdes do trato reprodutivo como um todo, preparando-o para a reproducéao.
Essa complexarede de sinalizacéo e regulacdo é designadaeixo hipotalamo-hipofise-
gbnada (HHG) (ASIMAKOPOULOS, 2012).

De maneira concisa, o eixo HHG € o principal responsavel por regular os eventos e
as modificagbes que acontecem no trato reprodutivo ao longo dos ciclos, durante a
fase reprodutiva dos mamiferos (ASIMAKOPOULOQOS, 2012). Quando estimulados, os
neurdnios secretores de horménio liberador de gonadotrofinas (GnRH), secretam este
horménio, que apresenta um papel fundamental na modulacédo da cascata de eventos
hormonais, estimulando as células gonadotréficas na hipoéfise anterior a produzireme
secretarem, na circulacdo sanguinea, os horménios gonadotréficos FSH e LH,
responsaveis pela regulacao funcional das gbnadas em ambos os sexos (MOORE;
PRESCOTT; CAMPBELL, 2013).

Como relatado anteriormente, as gbnadas, além de estarem envolvidas na producéo,
desenvolvimento e liberacdo dos gametas, também possuem a fun¢ao de produzirem
hormonios,dentre eles estdo o estradiol e a progesterona, além de inibinas e activinas
que acabam por desempenhar uma sinalizacdo de feedback para os neurfnios
secretores de GnRH, direcionando assim a liberacao pulsatil do peptideo do mesmo
nome (GnRH). No entanto, especialmente o estrogénio possui um importante papel
naregulagdodo eixo HHG, sendoum dos principaisreguladores desses neurdnios ao
longo dos ciclos reprodutivos pelos mecanismos de feedback (ASIMAKOPOULOS,
2012; MOORE; PRESCOTT; CAMPBELL, 2013).

Os hormbnios LH e FSH agem sob seus respectivos receptores, realizando um papel
central em todas as fases do ciclo reprodutivo. Durante o ciclo, importantes eventos
ocorrem para garantir a reproducdo normal, como a producdo dos horménios
esteroides, o crescimento dos foliculos ovarianos, além da inducdo da ovulacgéo e o
processo de formacgéo do corpo luteo, sendo todos estes fenbmenos modulados por



LH e FSH (LEGAN; KARSCH 1975; RICHARDS et al., 1980; FILICORI et al., 1986;
MAGIAKOU et al., 1997).

No presente trabalho, o0 modelo experimental utilizado trata-se de um modelo de
roedor, portanto, torna-se importante compreender resumidamente a dinamica de seu
ciclo reprodutivo. O ciclo reprodutivo dos roedores é designado ciclo estral, sendo
caracterizado principalmente pelas modificacbes morfolégicas que ocorrem no trato
reprodutivo das fémeas, com umtempo de duracdo menor que os 28 dias observados
em humanos sadios, durando normalmente entre 4 e 5 dias (HUBSCHER; BROOKS;
JOHNSON, 2005).

As fémeas de roedores sdo poliestricas, e possuem um ciclo estral sucessivo e
regular, sendo este, dividido em quatro fases: proestro (P), estro (E), metaestro (M)
e diestro (D), as quais normalmente podem ser identificadas via analise do esfregaco
vaginal (WESTWOOD, 2008). As modifica¢cBes estruturais no epitélio vaginal durante
o ciclo sao induzidas pela acdo do estrogénio e da progesterona, assim sendo, a
vagina pode ser comparada com um “espelho” da fungéo ovariana, refletindo desta
forma, a atividade dos hormdnios sexuais liberados pela gbnada feminina. Portanto,
as caracteristicas qualitativas e quantitativas das células presentes no esfregaco
vaginal, sdo sugestivas da fase do ciclo em que animal em estudo se enconta
(PACCOLA et al., 2013).

A fase de P (duracao de 12-14 horas) corresponde a fase folicular do ciclo menstrual
humano, a fase pré-ovulatoria, com altos niveis circulantes de 17-B-estradiol e uma
pequena elevagdo da prolactina. Nesta etapa do ciclo, o epitélio vaginal compreende
de 9-12 camadas de células, tendo as mais maduras na superficie e sendo
caracterizado por esfregaco vaginal com a predominancia de células arredondadas e
nucleadas. O aumento de 17-B-estradiol estimula a liberagdo de GnRH e
consequentemente a liberagcdo de FSH e LH na circulagéo, estimulando a ovulacéo
nafase de estro (HUBSCHER; BROOKS; JOHNSON, 2005; MCLEAN et al., 2012).

Na proxima fase, a E (25-27 horas), haa queda nosniveis de 17-B-estradiol circulante
e a prolactina por sua vez, é elevada. Seu esfregaco distingue-se pela presenca de
célulasirregulares e anucleadas cornificadas. Ja a entrada da fase de M (6-8 horas),
coincide com uma continuaelevacao da progesterona e corresponde ao inicioda fase
[Gtea. A progesterona sérica comeca a aumentare ha uma discreta elevacéao do 17-
B-estradiol em resposta a ativacdo do corpo luteo. Nessa fase, a parede vaginal
apresenta infiltrado de leucdécitos nacamada epitelial que ja se encontramais delgada,
devido a uma queda nos niveis de estradiol.

Por fim, na D (55-57 horas), o corpo luteo comeca a reduzir a liberacdo de
progesterona, o epitélio vaginal se apresenta na sua forma mais delgada e a partir
deste ponto, a degeneracéo epitelial cessa, e o0 epitélio recomeca a crescer gracas a
mitose de suas células. Leucdcitos predominam no esfregaco vaginal (Figura 1)
(HUBSCHER; BROOKS; JOHNSON, 2005; MCLEAN et al., 2012).



Figura 1l — Representacao da variacdo hormonal ao longo do ciclo estral e a
celularidade do esfregaco vaginal de roedor.
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Para além do exposto, o controle e desenvolvimento do ciclo reprodutivo é conduzido
principalmente peloshormdnios esteroides estrogénio e progesterona, sobretudo pelo
estimulo de receptores hormonais especificos. O estrogénio é umhormdnio produzido
nas células da granulosa ovariana e possui suas atividades mediadas por receptores
nucleares de estrogénio (ERs), como o ERa (alfa) e ERPB (beta). Estes receptores
possuem distribuicdes e fungdes que sofrem variagdes nos tecidos, principalmente
por serem codificados a partir de genes diferentes (ESR1 e ESR2) (KUIPER et al.,
1996; COUSE et al., 1997; HALL; COUSE; KORACH, 2001; GUSTAFSSON, 2003).

Os ERa encontram-se predominantemente expressos nas regiées do hipotalamo,
hipofise e no utero (KUIPER et al., 1996), por outro lado, a expressao de ER faz-se
preeminente no hipotalamo, ovario e pulmdo (TREMBLAY et al., 1997). J4 a
progesterona, possui suas atividades mediadas pelo estimulo dos receptores
nucleares de progesterona-A (PR-A) e progesterona-B (PR-B), que estéo distribuidos
abrangentemente nos orgaos dos individuos. Isto posto, por meio de estimulos
hipofisarios, ocorre a secrecdo do LH, que leva ao rompimento do foliculo ovariano e



induz o desenvolvimento do corpo luteo. Esse, por sua vez, é responsavel pela
producdo da progesterona, que ird auxiliar na manutencéao do tecido endometrial ao
longo do ciclo menstrual. No entanto, a elevada concentracdo desse hormonio na
circulacdo sanguinea promove efeito de inibicdo do GnRH no hipotalamo — feedback
negativo, cessando a producado de LH pela hipofise (KUIPER et al., 1996).

Sabe-se que o controle do eixo HHG ocorre por meio de um complexo balango
dindmico mediado por sinais excitatérios e inibitérios. Contudo, este balanco e,
consequentemente, suas funcdes, podem ser comprometidos por fatores endoégenos,
como o estado metabdlico, e por fatores exdgenos, como a poluicdo ambiental e,
consecutivamente, a exposicao a xenobidticos (PENZA et al., 2011; WALKER et al.,
2013; TOPPER; WALKER; GORE, 2015; SKINNER et al., 2016). Ainda, dentre os
principais xenobidticos capazes de induzir complica¢des no sistema reprodutivo de
animais, destaca-se aqueles com capacidade de atuar sob receptores hormonais,
tanto como agonistas quanto antagonistas, sendo esses conhecidos como DE
(DAVIS; FENTON, 2013b).

2.2 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Os DE sao compostos capazes de interferir de alguma forma nas etapas dos
mecanismos de acdo hormonal no sistema enddcrino (MACON; FENTON, 2013) e
compreendem um grande grupo de drogas sintéticas, com um perfil de alta
heterogeneidade, sendo utilizados na producédo industrial, em pesticidas,
subprodutos, além de em compostos naturais como fitoestrogénios, entre outros.
Estes compostos sdo conhecidos pela capacidade de induzir alteracdes
morfofisioldgicas no sistema biol6gico de um organismo, de sua prole ou de
subpopulacdes, principalmente pelos efeitos adversos causados mediante a
exposicdo a eles (MANSERVISl et al., 2015).

Sabe-se que o0s principais prejuizos causados pela contaminacdo por esses
compostos estdo associados com 0s seus mecanismos de acao sobre receptores
hormonais, onde podem atuar mimetizando a acdo de hormoénios e/ou atuando como
antagonistas de seus efeitos no organismo, indiferentemente se a poténcia de ligacao
a esses receptores sao ou néao equivalentes (HEINDEL et al., 2012).

Os DE também podem atuar diretamente sobre grupamentos proteicos responsaveis
pelo transporte de horménios até o seu sitio de ligacdo, sendo capazes de causar
alteracdo em varios eixos fisioloégicos do organismo devido a auséncia de
especificidade nainteracdo com os receptores, por exemplo, 0s receptores nucleares
e/ou ndo nucleares de esteroides, como o0 ER, e também de neurotransmissores,
como os receptores de serotoninae noradrenérgicos (DE COSTER; VAN LABEREKE,
2012).

Uma classe que tem sido identificada como um importante grupo de micropoluentes
DE séo os OTs, quetém sido utilizados em larga escala na inddstria, principalmente
na producdo de pesticidas, plasticos, tintas e estabilizadores de cloreto de polivinila
(PVC), com capacidade de desregular diversos eixos hormonais, como 0 eixo
reprodutivo, tanto em espécies invertebradas quanto em vertebradas (COSTA et al.,
2017; DE ARAUJO et al., 2018a).



2.2.1 Compostos Organoestanicos

Os OTs foram estudados incialmente pelo cientista e quimico Sir Edward Frankland,
o qual foi responsavel pela sintese dos compostos diiodeto de dietilestanho e
tetraetilestanho nos anos 1853 e 1859, respectivamente. A partir dai, até os anos
2000, ao menos 800 tipos de OTs ja eram conhecidos, sendo a maioria oriunda de
processos antropogénicos, com excecao dos metilestanhos (HOCH, 2001), que séo
capazes de serem gerados de maneira organica por acdo de bactérias em um
processo conhecido como biometilagdo (HALLAS; MEANS; COONEY, 1982). Estes
compostos podem ser caracterizados pela presenca de pelo menos uma ligacéo entre
o atomo de estanho ao atomo de carbono (Sn-C), sendo o segundo elemento,
pertencente a um grupo organico (Figura2) (NICHOLSON, 1989).

Figura 2 — Formula estrutural quimicado TBT contendo o cloro como espécie
anidnica, ou seja, 0 composto é o cloreto de tributilestanho (TBTCI).
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Disponivel em: https://www.merckmillipore.com/BR/pt/product/Cloreto -de-tributiltina. Acesso realizado
em 14 de Outubro de 2021.

O uso de compostos OTs, nas mais diferentes areas de atividade humana, tem
crescido com grande proporcado, principalmente na producdo de estabilizantes de
PVC, agentes preservativos de madeiras, pesticidas e fungicidas agricolas,
catalisadores na producéo de polimeros, detectores de cintilagdo de raios y e raios X,
desinfetantes de superficie (inclusive, agueles utilizados em praticas hospitalares e
veterinarias), higienizadores de roupas, ionoforos em eletrodos seletivos de ions de
membrana liquida e farmacos, como por exemplo, anti-inflamatérios e drogas para o
tratamento de cancer (ROSENBERG, 2013; SOUSA et al., 2014).

Compostos mono e diorganoestanicos tinham seu uso direcionado a estabilizacdo de
PVC, revestimentos de vidros e catalisacdo de reacdes quimicas. Os compostos
triorganoestanicos foram largamente utilizados na composicdo de biocidas e
pesticidas, e por final os tetraorganoestanicos foram usados como intermediarios na
industria quimica (APPEL, 2004). Sua producao chegou a alcancar 60.000 toneladas
anuais, suprindo a demanda de suas aplicacbes na agricultura, industria e
biomedicinais, chegando a ser, alguns de seus compostos, candidatos a
quimioterapicos (NATH, 2008).

No entanto, uma forma de utilizacdo que ganhou grande notoriedade a partir da
década de 1950, foi a aplicacdo desses produtos como biocidas em tintas anti-
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incrustantes. Estas tintas sdo comumente aplicadas em cascos de navios para evitar
que algas, mexilh6es e outros organismos possam incrustar nas embarcacfes
(BRYAN et al.,, 1986; GRACELI et al.,, 2013). Os primeiros compostos utilizados
regularmente em tintas anti-incrustantes, no inicio do século XX, foram os oxidos de
zinco e de cobre, conhecidas como tintas de primeira geracdo. Entretanto, em razéo
da r4pida perda de eficiéncias dessas tintas, principalmente pela curta durabilidade,
desenvolveu-se,em 1961, a primeira tinta anti-incrustante a base de um OT (GODOI
et al., 2003; FERNANDEZ; PINHEIRO, 2007).

Em 1950, cientistas holandeses determinaram a atividade biocida dos compostos
triorganoestanicos. A partir dai, notou-se que diferentes compostos triorganoestanicos
afetavam diferentes organismos e, dentre estes compostos, destacou-se o TBT. Este
quimico foi um dos compostos mais utilizados na fabricagcdo de componentes anti-
incrustantes nas ultimas décadas, distinguindo-se entre os OTs por sua maior
toxicidade, o que justifica a efetividade de sua atividade biocida, visto que ele é capaz
de atuar sobre diferentes microrganismos, como bactérias e fungos, e organismos que
sobrevivem no meio aquético (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 1990).

Por muito tempo, acreditou-seque o TBT fosse 0 composto anti-incrustante ideal para
0 uso em embarcagOes, particularmente pela sua capacidade de atuar sobre
diferentes biotas e por sua longa duragcéo (SOUSA et al., 2014). Financeiramente, 0
grande aumento de sua utilizacdo impactou significativamente nas financgas das
industrias de anti-incrustantes, gerando umarenda na ordem de bilhdes anualmente,
principalmente pela prevencao de manutencdes de alto custo e no tempo de docagem
das embarcacdes (SOUSA et al., 2014). No entanto, somente durante a década de
1970 ergueram-se as primeiras observacdes acerca da toxicidade causada pelo uso
de TBT em tintas anti-incrustantes, principalmente sobre organismos considerados
n&o alvos (ALZIEU, 1998).

Na Franca, entre os anos de 1975 e 1982, foi observado um prejuizo significativo na
reproducéo de ostras devido a anomalias envolvendo processos de calcificagdo nelas,
0 que causou grande perda econdmica, sendo essa uma das primeiras evidéncias de
danos ambientais causados pela liberacdo de OTs provenientes de tintas anti-
incrustantes (SONAK, 2009). Outros eventos congéneresforam sendo observados ao
longo do tempo, tornando-se alvos de estudos por pesquisadores que passaram a
reproduzir esses eventos em laboratérios, consequentemente, encontrando
significativa reducdo na taxa de moluscos (BEAUMONT, BUDD, 1984; GIBBS;
BRYAN, 1986), crustaceos (MEADOR, 1986), de microalgas (BEAUMONT;
NEWMAN, 1986), e deficiéncia no crescimento de mexilhdes (SALAZAR; SALAZAR,

1991).

Estes estudos foram importantes para evidenciar a toxicidade dos OTs sobre
diferentes populacdes, levando-os a serem classificados como o terceiro poluente
ambiental mais importante, aumentando assim a preocupacdo com sua
bioacumulagao no ecossistema e consequentemente no seu papel de contaminante
na cadeia trofica, podendo atingira espécie humana (NATH, 2008). Na atualidade, o
usode TBT € banido por varios érgdos sanitariosnamaior parte do mundo. Entretanto,
estudos tém demonstrado altas concentracdes deste composto em sedimentos de
pequenos portos e na agua de lavagem dos cascos em paises como a Suécia e
Finlandia, sendo as embarcac¢fes de lazer uma das principais fontes de liberagdo no
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meio ambiente (EKLUND et al.,, 2009; EKLUND; ELFSTROM; BORG, 2008;
LARFESTROM et al., 2017).

No Brasil, € possivel ter livre acesso ao TBT, como observado na Figura 3, onde
encontra-se presente até mesmo a indicacdo de seu uso para a confeccao de tintas
anti-incrustantes, mas nada notificando o seu impacto a satde humana e ao meio
ambiente (CESBRA QUIMICA, 2018). Esse tipo de comércio permite, por exemplo,
gue individuos amadores tenham acesso a esse produto e utilizem de maneira
indiscriminada, como alguns pescadores e proprietarios de estaleiros menores e de
marinas particulares, acarretando num maior despejo dessa substancia nos corpos
hidricos (BUZELLI; CUNHA-SANTINO, 2013).

Figura 3 —Captura de tela mostrando anuncio de venda de TBTCI no site CESBRA.

O Cloreto de Tri-butil Estanho (TBTCI) "CESBRA"

Disponivel Entre em contato com o vendedor

Inscrigdo

CI) "CESBRA" ¢ um produto quimico crgdnico de Estanho, produzido por um

oMido pela CESBRA e utlizado na industria de tintas como agente anti

sivos agricolas & no Lratamento de madeiras, tecdes e coure

Disponivel em: https://2122-br.all.biz/o-cloreto-de-tri-butil-estanho-tbtcl-cesbra-g3678. Acesso
realizado em 09 de Abril de 2021.

Aolongodo litoral brasileiro, importantes investigacdes demonstraram elevadas taxas
de contaminacao por OTs, como na baia de Guanabara, localizada no Rio de Janeiro,
onde constatou-se a ocorréncia de imposex em gastropodes, sendo este evento um
importante bioindicador utilizado para avaliar a contaminagao por OTs (LIMAVERDE
et al., 2007); na baia de Todos os Santos, localizada no Estado da Bahia, onde foram
detectadas grandes concentracdes de TBT no sedimento e em mexilhdes (BORGES
et al., 2013) e no Espirito Santo, onde altos niveis de OTs na baia de Vitoria foram
observados em estudos (COSTA et al., 2008, 2014, 2017).

Durante seus estudos na Inglaterra, Blaber (1970) percebeu que a contaminacéo por
TBT em gastropodes da espécie Nucella lapillus causava inducao irregular de
caracteristicas masculinas, tal qual o desenvolvimento de érgaos sexuais masculinos,
como pénis e canal deferente, em individuos fémeas, sendo este fenémeno,
denominado imposex, um dos mais importantes ja documentados na area da
ecotoxicologia. Atualmente, este efeito tem sido utilizado como um importante
indicador de contaminacao por OTs em diversos paises, inclusive no Brasil, onde tem
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sido evidenciado um avanco no perfil de contaminacao por TBT ao longo da costa do
pais (FERNANDEZ et al., 2002; LIMAVERDE et al., 2007; DE CASTRO; PERINA;
FILLMANN, 2012).

No Estado do Espirito Santo, recentes investigacdes evidenciaram a ocorréncia de
imposex em moluscos de diferentes espécies, como Thais deltoidea, Leucozonia
nassa e Leucozonia ocellata, sendo notado também alteracdes anatbmicas no
aparelho reprodutor masculino em organismos das duas ultimas espécies, tornando
perceptivel o alto nivel de contaminac¢éo por OTs no litoral capixaba (COSTA et al.,
2008, 2013, 2017).

Uma das principais caracteristicas do TBT e dos produtos gerados pela sua
degradacdo no ambiente, € 0 seu poder bioacumulativo. Esta propriedade tem sido
responsavel pela contaminacdo de varios organismos ao longo da cadeia tréfica,
como peixes, ostras, moluscos, baleias e até mesmo passaros, além de diferentes
espécies de plantas, como as algas marinhas. E importante ressaltar que essas
espécies estdo comumente inseridas na dieta humana, tornando-se a fonte mais
importante de contaminacdo em seres humanos (SONAK et al., 2009; OLIVEIRA;
SANTELLI, 2010).

Conforme preconizado pela EPA-USA (1997) e pela ESFA, a dose de exposi¢cdo ao
TBT considerada “segura” ou toleravel para humanos é em torno de 250-300 ng/Kg
de peso corporal por dia (RANTAKOKKO et al., 2013). Esses valores de referéncia
sao obtidos a partir de testes de toxicidade do composto e através da caracterizacao
pelo qualo individuo € submetido a exposi¢do. Contudo, paises europeus,como ltalia
e Portugal, e asiaticos, como a Coréia, ttm mostrado que a exposicdo ao TBT
extrapola a TDI (KEITHLY; CARDWELL; HENDERSON, 1999).

Apesar de a ingestao de frutos do mar contaminados ser a fonte mais importante de
contaminacao, existem outras 31 formas de exposicao aos OTs, como ingestao de
residuos do solo/sedimentos contaminados, absorcdo dérmica e inalacdo (ESFA,
2004). No Japao, uma importante analise reportou que o consumo diario de TBT no
pais, no anode 1995, estava entre 2,2 a 6,9 ug, e o valor estimado de consumo por
humanos viaingestao de alimentos de origem marinhano mundo estava entre 0.18 a
2.6 pg/dia/pessoa (KOTAKE, 2012).

Podratz e colaboradores (2012) constataram a ocorréncia de alteracdes no ciclo
reprodutivo de ratas da linhagem Wistar que foram tratadas com 100 ng/Kg de TBT
no periodo de 15 dias, também, observou-se perturbagdes hormonais, como nos
niveis de E2 e P4. Em estudo semelhante, utilizando a mesma dosagem, o TBT foi
capaz de causar maior ganho de peso, inflamacdo do tecido adiposo, além de
alteragbes no controle metabdlico envolvendo érgaos enddcrinos de animais tratados
com este composto (BERTULOSO et al., 2015). Estudos também reportaram
mudancas no eixo HHG de animais tratados com 100 ng/Kg de TBT por 15 dias,
associando esses prejuizos a desregulacdo da sinalizacdo de kisspeptina, a
diminuicdo da expressao de GnRH e também as mudancas nos niveisde LH (SENA
et al., 2017).

Para além do exposto, outros prejuizos provocados pela contaminacao por OTs, como
depdsito de lipidios e alteragdo na funcdo dos ovarios, principalmente pela
desregulacdo de diferentes vias bioquimicas, como a de proliferadores de
peroxissoma tipo gama (PPARYy), proteinas de ligacdo potenciadoras de CCAAT
(C/EBPB) e Lipina-1, também ja foram relatados na literatura (DE ARAUJO et al.,
2018). A exposicdo ao TBT foi passivel de mudar a agdo de enzimas que atuam na
esteroidogénese dos 6rgdos ovarianos, sobretudo pela sua capacidade de atuar
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inibindo competitivamente a enzima aromatase, que esta envolvida na conversao de
testosterona em estradiol, acarretando na diminuicdo da conversao de andrégenos
em estrégenos (OMURA et al., 2001; DELGADO FILHO et al., 2011), causando
significativo aumento na desregulacdo dos niveis de testosterona e tornando-se
prejudicial ao desenvolvimento sexual de animais (GROTE et al., 2004).

Pereira-Fernandes e outros (2013) evidenciaram a capacidade do TBT em induzira
obesidade em linhagemde células 3T3-L1, relatando 0 mesmo como um composto
guimico obesogénico, sendo explicado pelos mecanismos intracelulares envolvidos
no estimulo causado por este composto. Em sintese, demonstra-se ainda, em outros
trabalhos, que o TBT pode interferir no metabolismo dos lipidios e induzir a
diferenciacdo e proliferacdo de adipdcitos, além de revalidar o seu poder
bioacumulativo, visto que é capaz de encontrar este composto depositado em
diferentes tecidos (CHAMORRO-GARCIA et al., 2013; JORDAO et al., 2015;
LYSSIMACHOU et al., 2015).

Em consonancia com os dados expostos, e tendo em vista que o TBT é um
xenobidtico emergente, principalmente pelo seu alto potencial modulador sobre o
sistema enddcrino, causando complicag6es morfofisioldgicas em diferentes sistemas
biol6gicos, como o reprodutivo, o presente estudo buscou investigar e comparar as
alteracdes reprodutivas e morfométricas causadas pela contaminacgéo pelo TBT em
ratas Wistar pré-puberes expostas a duas diferentes doses durante o periodo pré-
puberal. Para isso, foram analisados: consumo hidrico e alimentar, adiposidade, peso
uterino e ovariano, ciclo reprodutivo e primeiro estro, além de dosagens hormonais
dos esteroides estradiol e progesterona.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

Foram utilizadas ratas Wistar pré-puberes (Rattus norvegicus albinus; n=10/grupo),
fornecidas pelo Biotério Central do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES) e mantidas no Programa de Pés-Graduacdo em
Ciéncias Fisiolégicas da mesma instituicdo, alojadas em gaiolas adequadas com
umidade entre 40-60 % (BRASIL, 2013) e luminosidade controladas, sob um ciclo de
claro/escuro 12/12h com acesso a dieta ad libitum. Todos os procedimentos
experimentais estavam de acordo com as diretrizes do NIH Guide para o Cuidado e
Uso de Animais de Laboratério e foram aprovados pela Comisséo de Eticano Uso de
Animais da UFES, sendo a proposta registrada sob o n°08/2020.

3.2 TRATAMENTO DOS ANIMAIS

Ratas com 25 dias pés-natal (postnatal day - PND) foram expostas aos tratamentos:
(@) Controle (Grupo CON, tratamento via gavagem com solucéo veiculo de etanol a
0,4 %, durante 30 dias); (b) TBT 100 (Grupo TBT 100, tratamento via gavagem com
solucdode TBT 100 ng/Kg, Sigma St. Louis, MO, em solucéo etanélica0,4 %, durante
30 dias) e (c) TBT 1000 (Grupo TBT 1000, tratamento via gavagem com solucao de
TBT 1000 ng/Kg/dia, Sigma St. Louis, MO, em solug¢é&o etanélica 0,4 %, durante 30
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dias). Ainda, ratas com PND 25 também foram utilizadas como controle (Grupo PND
25, estas foram eutanasiadas sem exposicdo a nada, aos 25 dias de vida).

Segundo a EPA-USA (1997) e a WHO (1990), a dose considerada aceitavel ou
"segura"” para humanos expostos ao TBT é em torno de 300 ng/Kg por dia. Para essa
conclusao é feita a caracterizagdo do risco, avaliando a toxicidade do composto em
relacdo a exposicdo a qual o individuo estd submetido. Neste estudo, a dose
selecionada para o tratamento dos animais foi de 100 ng/Kg, sendo trés vezes menor
do que a considerada segura para a ingestao diaria, e 1000 ng/Kg, dose acima do
limite preconizado pela EPA-USA (1997) e WHO (1990) mas, ainda assim, muito
menor do que as utilizadas em outros estudos (ADEEKO et al., 2003; TSUKAMOTO
et al.,, 2004, WANG et al.,, 2006. LEE et al.,, 2012). Além disso, optou-se pelo
tratamento subagudo afim de se obter informacdes sobre a atividade moduladora do
TBT, apos exposicdes repetidas, sobre o sistema reprodutor das ratas, podendo ser
encontrado dados importantes para futuros modelos de exposi¢des subcronicos e
crénicos.

Os animaisforam anestesiados com ketaminae xilazinaantesda eutanasia.As doses
dos anestésicos foram estipuladas a partir do peso de cada animal, os quais foram
pesados no momento da eutanéasia. Os cadaveres foram descartados em sacolas
plasticas e congeladas para posterior incineragdo. A eutanasiafoi realizada na fase
de E, fase esta que a maioria das ratas se encontravam ao fim do tratamento,
padronizando desta forma, uma Unicafase do ciclo estral, evitando o viés da diferenca
de niveis hormonais (caso eutanasiados em diferentes fases) entre os animais o que
poderia implicar na morfologia e outros parametros que foram analisados no estudo,
e evitando também que os animais ficassem muito tempo sem a exposi¢cao continua
ao TBT.

3.8 AVALIACAO DO PESO CORPORAL E ADIPOSIDADE

O peso corporal dos animaisfoi medido apds 72 horasdo tratamento, durante 30 dias.
ApoOs o tratamento, os animais foram anestesiados com ketamina e xilazina e
decapitados por uma pessoa treinada para este procedimento. Seus 6rgaos foram
retirados, isolados e utilizados para a analise do peso absoluto relativo (razdo entre o
peso absoluto e o peso corporal). Todo procedimento de pesagem foi realizado pelo
mesmo individuo em balancga analitica previamente calibrada e tarada. Para a
avaliacdoda adiposidade de cada animal,foram retirados os tecidos adiposos brancos
(TABs): parametrial (TABPA), perivesical (TABPV), retroperitoneal (TABRP),
perirrenal (TABPR) e mesentérico (TABM), os quais foram pesados em balanca de
alta precisdo. Realizou-se a soma do peso de todos os TABs relacionando-a pelo
tamanho da tibia (DE ARAUJO, J. F. P. etal., 2018).

3.3 AVALIACAO DO CONSUMO HIDRICO E ALIMENTAR

Foi avaliado o consumo de agua dos grupos ao longo do tratamento. Para isso,
previamente, 700 ml de &gua filtrada foram disponibilizadas em bebedouros
apropriados com escala graduada. A cada 72 horas ao longo do tratamento, o
consumo foiavaliado pela quantidade total de aguainseridasubtraida pela quantidade
restante no frasco. Foi avaliado, ainda, o consumo de ragao dos animais ao longo do
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tratamento. Paratal, foram pesadas 400 gramas de racdo em balancadigital calibrada
e, a cada 72 horas, o consumo alimentar foi avaliado pela quantidade total de racao
disponibilizada subtraida pela quantidade de racéo restante nas gaiolas.

3.5 AVALIACAO DO CRESCIMENTO CORPORAL E CAUDAL DOS ANIMAIS

E sabido que alguns quimicos sdo capazes de afetar o crescimento e o
desenvolvimento de seres humanos e demais animais (VOS et al., 2000; MAKITA et
al., 2005). Para avaliar se a exposicao pré-pubere ao TBT é passivel de alterar e/ou
retardar o processo de crescimento corporal, foram avaliados os comprimentos dos
corpos e das caudas dos animais. Assim, ap6s 72 horas da exposi¢do, os animais
foram alocados sob superficie plana e medidos, com o auxilio de uma régua, desde a
extremidade do nariz até a ponta da cauda. Ainda, o comprimento da cauda também
foi avaliado: em superficie planafoi medido o inicio (ligada a extremidade inferior da
colunavertebral dos animais) até a ponta da cauda.

3.6 ABERTURA VAGINAL E AVALIACAO DO CICLO ESTRAL DAS RATAS

Foi avaliada a idade da abertura do canal vaginal para o acompanhamento do inicio
da puberdade dos animais. A partir dai, iniciou-se a andlise do ciclo estral para se
determinar o primeiro estro dos animais. Para avaliar o ciclo reprodutivo (estral), a
secrecdo vaginal dos animais foi coletada diariamente entre 8:00 e 9:00 h, sendo
obtida ap6és lavado intravaginal de 15 pL de soluc¢éo salina. O ciclo reprodutivo foi
monitorado por andlise do esfregaco vaginal diario apds a abertura vaginal das ratas
(DA COSTA etal., 2019).

As fases do ciclo foram determinadas por citologia (Figura 4) e pela consisténcia do
muco vaginal, e de acordo com essas caracteristicas as fases foram classificadas
como: P, E e M-D (MARCONDES; BIANCHI; TANNO, 2002). A frequéncia total de
cada fase observada neste periodo, para cada animal, foi utilizada para a duracdo das
fases (em dias), bem como a duracgao total do ciclo estral. Todas as quantificactes
foram realizadas por um Unico observador (PODRATZ et al., 2015).

3.7 DOSAGEM HORMONAL DE ESTRADIOL E PROGESTERONA

Amostras de soro foram obtidas para determinar os niveis de estrogénio e
progesterona. A dosagem hormonal dos esteroides ovarianos foi realizada usando os
kits ELISA (EIA-2693 e EIA-1561, respectivamente, DRG Instruments GmbH,
Alemanha) em um Leitor de Microplacas de Absorbancia ELx808 ™ (BioTek
Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA (SENA et al., 2017). O limite de deteccédo para
estrogénio era de 9.714 pg/mL. O coeficiente de variagdo inter-ensaio para cada
ensaio foi entre 6,7 % e 9,4 %, e o coeficiente de variagcdo entre ensaios para cada
ensaiofoientre 2,7 % e 6,8 %. Ja o limite de deteccédo para progesterona era de 0.045
ng/mL. Ainda, o coeficiente de variagao inter-ensaio para cada ensaio foi entre 4,3 %
e 10 %, e o coeficiente de variacdo entre ensaios para cada ensaio foi entre 5,4 % e
7,0 %.



Peso (g)

15

3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Todos os dados foram expressos como a média + Erro Padrdo da Média (E.P.M). O
teste de normalidade usado para avaliar os dados foi 0 D’Agostino e Pearson omnibus.
Comparacg0es entre gruposforam realizadasusando ANOVA de uma e duas vias para
dados Gausianos (teste de comparacao multipla Tukey). Para dados ndo Gausianos,
foi realizado o teste de Kruskal-Wallis seguido pela comparacdo multiplade Dunn.p
<0,05 foi considerado estatisticamente significante. A avaliacao foi feita através do
Programa GraphPad Prism® verséao 8.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 RESULTADOS

4.1.1 Avaliacao do peso corporal absoluto, ganho de peso e adiposidade

Em relacdo ao peso absoluto, ndo foram notadas diferencas entre os grupos ao final
do tratamento (Fig. 5A e 5B, p>0,05). Em consonéncia, na anélise de ganho de peso
acumulado também n&o foram encontradas diferencas entre os grupos (Fig. 5C,
p>0,05). Como relatado anteriormente, o TBT foi capaz de induzir a obesidade em
modelos experimentais prévios, dessa forma, o presente estudo também avaliou o
perfil adipogénicodos animais. Em relacao a este parametro, naofoi notada diferenca
nos resultados obtidos entre os grupos (Fig. 5C e 5D, p>0,05).

Figura5 — Peso corporal, ganho de peso e adiposidade de ratas.
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acumulado e (D) adiposidade obtidacomasoma dostecidos adiposos TABPA, TABM, TABRA, TABRP
e TABPR entre os grupos. Resultados foram expressos como média + E.P.M (n=10).

4.1.2 Avaliacdo do consumo hidrico e alimentar das ratas

Nao foram evidenciadas diferencas na ingestao hidrica (Fig. 6A e 6B, p>0,05) e
alimentar (Fig. 6C e 6D, p>0,05) das ratas entre todos 0s grupos.
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Figura 6 — Consumo hidrico e alimentar de ratas.
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Legenda: (A) Comparagdo do consumo hidrico, ao longo do tratamento. (B) Média da ingest&o hidrica
ao final do tratamento. (C) Comparagdo do consumo alimentar, ao longo do tratamento. (D) Média da
ingestéo alimentar ao final do tratamento. Resultados foram expressos como média + E.P.M (n=10).

4.1.3 Avaliacao do crescimento corporal, da cauda e crescimento total

A fim de compreender se a exposicao ao TBT era passivel de afetar o crescimento
corporal dos animais, avaliou-se o crescimento corporal (apenas o0 corpo, sem
considerar a regido caudal), da cauda e o crescimento total (comprimento cranio-
caudal). Isto posto, os resultados nao sugeriram diferenca no crescimento corporal
dos animaisentre os grupos (Fig. 7A, p>0,05). Também nao foram notadas diferencas
significativas no crescimento das caudas dos animais (Fig. 7B, p>0,05) e no
crescimento total entre os grupos (Fig. 7C, p>0,05).
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Figura 7 — Crescimento corporal, caudal e crescimento total de ratas.
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Legenda: (A) Andlise do crescimento corporal dos animais durante os 30 dias de tratamento. (B) Andlise
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crescimento total (cranio-cauda) entre os grupos durante o tratamento. Resultados foram expressos
como média + E.P.M (n=10).
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Outro parametro analisado neste estudo foi 0 peso de 6rgédos dos animais. Isto posto,
0 peso do Utero de animais TBT100 mostrou-se maior em relagdo aos animais dos
grupos CON e TBT1000 (Fig. 8, p=0,0178 e p=0,0457, respectivamente). Da mesma
forma, foi notada diferenca entre 0 peso do ovario de animais do grupo TBT100
quando comparado ao grupo CON (Fig. 8, p=0,0489). N&o houve diferenca
significativa no peso dos 6rgaos: TABPA, TABPV, TABRP, TABPR, TABM, rins,
adrenais, figado, baco e pancreas (Fig. 8A, p>0,005).

Figura 8 — Peso de diferentes 6rgaos de ratas.
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Legenda: (A) Comparacao do peso de diferentes 6rgdos entre os grupos CON, TBT100 e TBT1000. a=
p<0,05 comparado ao grupo CON. c= p<0,05 comparado ao grupo TBT1000. Resultados foram
expressos como média + E.P.M (n=10).

Como relatado anteriormente, um dos principais eixos do estudo € analisar as
complicacdes causadas pela exposicdo ao TBT sobre o trato reprodutivo de ratas.
Dessa forma, para além dos aspectos morfométricos, foram analisados o tempo de
aberturavaginal e primeiro estro de ratas, além do ciclo reprodutivo (estral) e os niveis
dos hormonios esteroides E2 e P4.

4.1.2 Avaliacdo do tempo de abertura vaginal e primeiro estro

Para o acompanhamento do inicio da puberdade dos animais, foi avaliada a idade da
abertura do canal vaginal. Além disso, avaliou-se também o periodo até o primeiro
estro dasratas. Quanto a estas variaveis, ndo foram notadasdiferencas significativas
entre os grupos (Fig. 9A e 9B, p>0.05).
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Figura9 — Idade da abertura vaginal e 1° estro das ratas.
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Legenda: Idade da (A) abertura vaginal e (B) primeiro estro dos animais, respectivamente, dos grupos
CON, TBT100 e TBT1000. Resultados foram expressos como média = E.P.M. (n=10).

4.1.3 Avaliacao do ciclo reprodutivo

Foi realizada a coleta diaria pela manha e andlise do ciclo estral das ratas para
avaliacao inicial da funcao reprodutiva. Ratas expostas ao TBT ao longo de 30 dias
apresentaram anormalidades no padrao do ciclo estral, quando comparadas ao grupo
controle (Fig. 10A). Foi observado prolongamento na fase de MD nos animais dos
grupos TBT100 e TBT1000 comparados ao grupo CON (Fig.10B, p=0.02 e p=0.007,
respectivamente). Nao obstante, notou-se uma tendéncia do aumento da duracao da
fase de P no grupo TBT1000 comparado ao grupo controle (Fig. 10B, p=0,05).
Diferencas ndo foram notadas na fase E, nem naduracéo do ciclo estral dos grupos
(Fig. 10B, p>0,05).
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Figura 10 — Avaliacao do ciclo estral de ratas.
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4.1.4 Avaliacdo dos niveis séricos dos horménios esteroides estrogénio e
progesterona

A partir do soro coletado, foi possivel realizar a dosagem de horménios esteroides,
podendo assim, caracterizar as alteracdes causadas pelo TBT nos niveis hormonais
de estrogénio e progesterona nos animais. Apos exposicdo ao TBT, nao foi notada
diferenca na dosagem de estrogénio entre os grupos (Fig. 7A, p>0,05, n=5). Em
contrapartida, a dosagem de progesterona mostrou um aumento expressivo em ratas
TBT100 em comparacédo ao grupo PND25 (Fig. 7B, p=0,0283, n=5). Em animais do
grupo TBT1000, foi observado aumento nos niveis de progesterona em comparacao
ao grupos PND25 e controle (Fig. 7B, p=0,0385, n=5).

Figura 7 — Dosagem dos horménios esteroides estrogénio e progesterona
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Legenda: (A) Estrogénio. (B) Progesterona. Resultados foram expressos como média = E.P.M (n=5).
a= p<0.05 comparado ao grupo PND25. b= p<0,05 comparado com o grupo CON.
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4.2 DISCUSSAO

Embora o usode TBT em tintas anti-incrustantes esteja banido em diversos paises, a
exposicdo a esse quimico aindaé umarealidade. As concentracdes cada vez maiores
destes produtos quimicos em ambientes aquaticos, agrotoxicos, plasticos e outros
produtos, impactaram ndo somente o espa¢o ecoldgico, mas se tornaram uma
ameaca a saude humanae de outros seres-vivos. No presente trabalho, um modelo
pré-pubere de exposicdo subagudaao TBT foiutilizado para analisar os efeitos toxicos
causados pela contaminacdo a esse poluente, sobretudo em parametros
morfométricos e reprodutivos em ratas Wistar. Em resumo, 0s animais expostos ao
TBT ao longo de trinta dias apresentaram diferencas no peso dos ovarios e Utero,
prolongamento na fase de MD nos animais e tendéncia ao aumento da fase de P,
além de diferencas nos niveis hormonais de P4.

Estudos prévios relatam a capacidade do TBT em induzir a obesidade, sendo,
portanto, designado como um composto quimico “obesogénico”, o qual é capaz de
aumentar o risco de obesidade e complicacdes metabdlicas por ativacdo anormal dos
heterodimeros retinoide x receptor (RXR) e PPARy e por modulagédo anormal de
outras vias de sinalizacdo (DE ARAUJO et al., 2018b; FREITAS-LIMA et al., 2018;
GRUN et al., 2006). O aumento na deposicéo adiposa é uma caracteristica comum
apés a exposicdo ao TBT em diferentes modelos (BERTULOSO et al., 2015; GRUN
et al.,, 2006; PENZA et al., 2011). Por exemplo, ap0s a exposicdo ao TBT na
concentracdo de 100 ng/Kg/dia (por 15 dias), ratas tiveram aumento da massa
adiposa (COUTINHO et al., 2016; DE ARAUJO et al., 2018b; MERLO et al., 2016).

Contudo, os resultados encontrados neste trabalho n&o evidenciam diferenca
estatisticamente significante no peso absoluto, peso final e na massa adiposa de
animais tratados com veiculo e TBT. Pode-se cogitar, no entanto, que a idade e
maturidade sexual dos animais utilizados neste estudo possam ter sido fatores
determinantes para a diferengca dos pesos dos animais em comparacao a estudos
prévios. Por exemplo, Coutinho et al (2016) e Sena et al (2017) demonstraram que
ratas tratadas com 500 ng/Kg e 100 ng/Kg de TBT, respectivamente, apresentaram
maior ganho de peso corporal em comparacao ao grupo controle. Semelhantemente,
Merlo e outros (2016) demonstraram que ratas expostas a 100 ng/Kg de TBT durante
15 dias também apresentaram aumento expressivo no peso corporal. Porém, estes
estudos demonstram a nocividade do TBT apenas em animais adultos (12 semanas
de vida) e com maturidade sexual ja atingida. Infelizmente, modelos de exposicao pré-
puberes aos OTs, bem como a outros DE, sdo inusuaisnaliteratura, sendo 0s poucos
estudos realizados em animais adultos, inviabilizando o confronto entre os resultados.

Sem embargo, um estudo realizado por He, Zhang e Chen (2014) demonstrou que
ratas fémeas e machosadultos da linhagem Sprague-Dawley, tratados com 0,5 pg/Kg
de TBT durante 54 dias, apresentaram aumentos significativos no colesterol total
hepatico e na concentracdo de triglicerideos. Curiosamente, 0s aumentos no peso
corporal e na massa adiposa s6 foram encontrados em ratos machos tratados com
TBT. No presente estudo, apenas ratas fémeas pré-puberes foram utilizadas para
avaliar a capacidade obesogénicado TBT, sendo assim, futuros estudosusandoratos
machos pré-puberes como modelo de exposicdo podem ser considerados para a
comparacdo destes dados, e avaliar se 0 sexo, no periodo da pré-puberdade, é
determinante navariacdo do peso corporal em animais expostos ao TBT.

Cabe ainda relatar que outros trabalhos mostraram que os animais expostos ao TBT
também n&o ganharam peso suficiente (PODRATZ et al., 2012) para evidenciar
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diferenca entre os grupos, sendo reportado, no entanto, o aumento da adiposidade
corporal quando comparados aos controles, ou seja, nao impreterivelmente sera
observado o aumento na massa total corporal, mas tende a ser observado aumento
da massa adiposa (GRUN et al., 2006; PENZA et al., 2011).

Neste estudo, animais tratados com doses de 100 ng/Kg de TBT apresentaram maior
peso ovariano e uterino. Semelhantemente, De Araudjo et al (2018) demonstraram que
ratas adultas expostas a 100 ng/Kg de TBT durante 30 dias, também apresentaram
aumento no peso dos ovarios e do Utero sem causar manutenc¢ao do peso de outros
orgdos. De acordo com a EPA-USA (1997), essas alteragcbes no peso ovariano e
uterino podem estar associadas a presenca de cistos, deplecbes de foliculos
ovarianos ou ainda, modificagdes na modulacéo do hipotalamo e/ou hipdéfise. Estes
achados sugerem, assim como em trabalhos anteriores, que a exposi¢cdo ao TBT
dose-dependente é capaz de influenciar o peso de 6rgéos reprodutivos (WESTER et
al., 1990; GROTE etal., 2009; LEE et al., 2012; SENAetal., 2017).

Para além do exposto, este estudo buscou identificarse o TBT é capaz de alterar o
padrdo normal de crescimento corporal. No entanto, os resultados ndo mostraram
diferenca significativa entre os grupos. E importante ressaltar que a influénciado TBT
sobre o crescimento corporal de animais ainda nédo é totalmente elucidada, além
disso, sdo poucos os estudos que avaliam a toxicidade dos OTs sobre a estatura
corporal em modelos roedores, sendo a grande parcela desses trabalhos realizados
com animais puberais ou modelos diferentes que o utilizado neste estudo. Por
exemplo, Makita et al (2005) relataram que a exposicdo simultinea de TBT e
diclorodifenildicloroetileno (DDE) promoveu crescimento de ratos puberais machos,
enquanto o proprio DDE néo afetou o crescimento, mas inibiu o aumento do
crescimento pelo TBT, indicando que alguns contaminantes ambientais tém acdes
opostas ou antagbnicascomoo TBT e DDE.

Diferentemente, em modelo experimental de misideos juvenis, a exposicao aguda (96
horas) a doses de 5 e 10 ng/L de TBT foi capaz de afetar o crescimento corporal dos
mesmos, de forma que esses apresentaram comprimentos menores, relacionando
estes fatos a reducdo significativa na taxa de crescimento ao interferir nas
concentragcbes do horménio ecdisterona (KIM et al., 2018). N&o obstante, o
metabolismo energético estd fortemente associado a regulacdo hormonal em
espécies de crustaceos (WEBSTER et al., 2012). Dessa forma, o potencial
mecanismo de inibi¢cdo do crescimento desencadeado pelo TBT pode ser explicado
por estudos anteriores partir da flutuacdo do balanco energético e dos niveis
hormonais desregulados observados em misideos (LEBLANC, 2007; HIRANO et al.,
2009).

No que diz respeito a relacéo entre as complicacdes reprodutivas de ratas expostas
ao TBT, como o comprometimento do ciclo reprodutivo, os resultados encontrados
neste trabalho encontram-se em harmonia com a literatura. Foi identificada uma
tendéncia de aumento no estagio P e um aumento significativo na fase de MD, sem
provocar um aumento geral na duragdo total do ciclo. Estudos prévios reportaram
resultados semelhantes ao encontrado neste trabalho, relacionando este
acontecimento com a reducédo dos niveis basais e de pico de LH, além da baixa
expressdo de mRNA do GnRH hipotalamico, possivelmente por uma modulagdo
anormal do horménio GnRH e prejuizos na fungéo gonadotréfica (SENA etal., 2017,
UENOYAMA et al., 2015).

E sabido que o TBT possui papel fundamental no funcionamento irregular dos 6rgdos
reprodutivos, como os ovarios (KISHTA et al., 2007; Sl et al., 2012; LEE et al., 2012).
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Estes sdo responsaveis pela producao de gametas e horménios esteroides, como E2
e P4, ambos afetados pela exposicdo ao TBT (SAITOH et al., 2001; KISHTA et al.,
2007). Neste trabalho, niveis aumentados de P4 foram identificados em animais
expostos ao TBT, em ambas as doses, enquanto niveis séricos de E2 ndo apontaram
diferencas significativas. Sabe-se que, no ciclo de ratas, o pico de P4 ocorre no final
da fase do P e iniciodo E, retornando a valores basais durante a MD (GOLDMAN et
al., 2007). Tal evento poderia sugerir que a acao da P4 se estenda na fase MD,
mantendo o nivel de células cornificadas elevadas apés o tratamento com TBT.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Como demonstrado, a exposi¢cdo subaguda ao TBT foi responsavel por promover
alteracbes morfofisiolégicas no trato reprodutivo de ratas pré-puberes. Esta
modulacéo levou a importantes eventos deletérios, como desbalan¢o nos niveis do
hormonio esteroide sexual P4, alteracdo no peso dos ovarios e utero, e padrao
irregular no ciclo reprodutivo dos animais, com aumento na fase de MD e tendéncia
ao aumento na fase de P. Portanto, este trabalho sustenta a ideia do potencial
toxicologico do TBT nagénese de anormalidades reprodutivas, onde é demonstrado
mais uma vez suainfluéncia sobre este sistema.

E importante, no entanto, que outros protocolos experimentais sejam realizados para
uma melhor compreensédo dos efeitos nocivos do TBT sobre o trato reprodutivo
feminino de animais pré-puberes. Isto inclui a realizagdo de novas dosagens
hormonais para horménios proteicos (GnRH, LH, FSH) e anéalises histologicas para
avaliacbes histopatolégicas (Hematoxilina e Eosina) e de demais processos
fisiopatologicos,como inflamacao (Alcian Blue) e remodelamento tecidual (Picro-sirius
Red) nos érgéos reprodutivos. Além disso, a realizacdo de testes bioquimicos para a
avaliacdo de marcadores de estresse oxidativo, inflamacdo, adiposidade e
carcinogénese, e protocolos para a andlise de expressao proteica por meio da técnica
de Western Blot, corroborardo no entendimento dos mecanismos celulares e
moleculares pelos quais o TBT é capaz de modular negativamente e causar
perturbacdes no sistema reprodutor feminino.
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