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RESUMO

LIMA, Daniel Galinis Vieira. Exposi¢ao de ratas Wistar ao tributilestanho durante a
gestacdo e a lactacdo: efeitos sobre a prole recém-desmamada e adolescente de ambos 0s
sexos. 2021. 88 f. Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) —
Faculdade de Ciéncias Médicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro,
2021.

O composto organoesténico tributilestanho (TBT), amplamente utilizado como biocida
em tintas de embarcacdes, vem sendo evidenciado como um importante desregulador
enddcrino. A lixiviagdo desse composto é um fator de contaminacéo de agua e alimentos, em
especial, pescados marinhos. Estudos ja demonstraram que a exposi¢do ao TBT, mesmo que
em baixas doses, pode induzir obesidade, infertilidade e disfungdes metabdlicas. No entanto, a
relacdo entre a exposicdo ao TBT durante gestacdo e lactacdo, consideradas janelas criticas
para a programacdo metabdlica, e disfungdes a curto e longo prazos ainda ndo sdo elucidadas.
Nossa hipotese é que a prole de maes expostas ao TBT durante fases criticas do
desenvolvimento pode apresentar disfungdes enddcrino-metabdlicas em fases iniciais de seu
desenvolvimento, como efeito de curto prazo. Em nosso estudo objetivamos avaliar o efeito
da exposicdo materna ao TBT, durante gestacdo e lactacdo, sobre pardmetros biométricos,
enddcrinos e metabdlicos em ratos recém desmamados e adolescentes, em ambos 0s sexos.
Para tal, utilizamos ratas Wistar prenhas randomicamente divididas em grupos: Controle, que
recebeu solucdo veiculo (etanol 0,01%); TBT 100ng, que recebeu TBT na dose de 100ng/kg
pc/dia; e TBT 1000ng, que recebeu TBT na dose de 1000ng/kg pc/dia. As respectivas
solucBes foram administradadas por gavagem intragéastrica do 7° dia de gestacdo ao 21° dia de
lactacdo. Parametros biométricos e bioquimicos das maes foram avaliados no fim da lactacéo.
A prole de ambos os sexos foi avaliada no nascimento, ao desmame (21 dias de vida), e na
adolescéncia (45 dias de vida). A exposicdo ao TBT ndo promove altera¢fes no peso corporal,
no consumo alimentar, no perfil glicémico e lipidico das maes. Porém, promove alteracdes
especificas e de forma dose-dependente, tais como aumento da massa de gordura total das
mdes no dia do parto (TBT 100ng), reducdo de gorduras gonadal e mesentérica no dia do
desmame da prole (TBT 1000ng) e alteracfes na composicdo do leite, como aumento de
proteinas e colesterol total, e reducdo no contetdo de lactose (TBT 100ng). Na prole, o TBT
promove baixo peso ao nascimento (TBT 100ng), reducdo de comprimento naso-anal e
aumento da glicemia (TBT 1000ng) nas fémeas, sem alteragcbes nos machos. Ao desmame, a
prole fémea (TBT 1000ng) apresenta reducdo dos depositos de gordura retroperitoneal, do
peso do Utero e dos niveis séricos de leptina (ambas as doses). Na adolescéncia, a prole macho
apresenta reducdo da massa magra (TBT 1000ng) e aumento do peso da prostata (TBT
100ng), sem alteracdes nas fémeas. Em resumo, a exposi¢do materna ao TBT em baixas doses
induz alteracGes dose, sexo, idade e tecido-especificas e parecem prejudicar de forma mais
intensa a prole fémea. Essas alteracbes podem ser um indicio de que esses animais
apresentardo, na vida adulta, maior risco de desenvolver obesidade e doencas associadas.

Palavras-chave: Gestagdo. Lactagdo. Tributilestanho. Programacdo metabdlica.



ABSTRACT

LIMA, Daniel Galinis Vieira. Exposure of Wistar rats to tributyltin during pregnancy
and lactation: effects on weaned and adolescent offspring of both sexes. 2021. 88 f.
Dissertacdo (Mestrado em Fisiopatologia Clinica e Experimental) — Faculdade de Ciéncias
Meédicas, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2021.

Tributyltin (TBT), an organotin compound, widely used as a biocide in boat paints,
has been highlighted as an important endocrine disruptor. The leaching of this substance
increases water and food contamination, especially marine fish. Studies have shown that
exposure to TBT, even at low doses, can induce obesity, infertility and metabolic
dysfunctions. However, the relationship between exposure to TBT during pregnancy and
lactation, considered critical windows for metabolic programming, as well as the short- and
long-term effects are not yet elucidated. Our hypothesis is that the offspring of mothers
exposed to TBT during critical stages of development may present endocrine-metabolic
dysfunctions in the early stages of their development, as a short-term effect. For this purpose,
we used pregnant Wistar rats randomly divided into the following groups: Control, which
received a vehicle solution (ethanol 0.01%); TBT 100ng, which received TBT at a dose of
100ng/kg bw/day; and TBT 1000ng, which received TBT at a dose of 1000ng/kg bw/day. The
respective solution were administered by intragastric gavage from the gestational day 7 (GD7)
to lactational day 21 (LD21). Biometric and biochemical parameters of the mothers were
evaluated at the end of lactation. Offspring of both sexes were evaluated at birth, weaning (21
days old) and adolescence (45 days old). Exposure to TBT does not program changes in body
weight, food consumption, glycemic and lipid profile of mothers. However, it promotes
specific and dose-dependent changes in mothers, such as increased total fat mass at delivery
(TBT 100ng), reduction in gonadal and mesenteric fat depots at the end of lactation (TBT
1000ng) and changes in milk composition, such as increased protein and total cholesterol
content, with reduction in lactose (TBT 100ng). In female offspring, TBT promotes low birth
weight (TBT 100ng), a reduction in naso-anal length and an increase in blood glucose (TBT
1000ng), with no changes in males. At weaning, female offspring (TBT 1000ng) has reduced
retroperitoneal fat depots, uterine weight and serum leptin levels (both doses). In adolescence,
male offspring shows reduced lean mass (TBT 1000ng) and increased prostate weight (TBT
100ng), with no changes in females. In summary, maternal exposure to TBT at low doses
induces dose, sex, age and tissue-specific alterations and seems to be more harmful to female
offspring. These changes suggest that these animals should exhibit, in adulthood, a higher risk
of developing obesity and associated diseases.

Keywords: Pregnancy. Lactation. Tributyltin. Metabolic programming.
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INTRODUCAO

A corrida em busca da alta producdo industrial e agricola tém gerado, ao longo de
anos, grandes impactos ambientais e diminuido de forma consideravel a salubridade da
populagéo em todo o mundo. A partir da publicacdo do livro Primavera Silenciosa em 1962,
escrito por Rachel Carson, aumentou-se o interesse pelos impactos causados por produtos
quimicos criados com o intuito de garantir a alta producdo em diversas areas, sendo elas
industriais ou alimenticias. Esses produtos contém substancias quimicas que podem ser
dispersas através do ar, solo ou agua, sendo muitas delas persistentes no meio ambiente,
acumulando-se no solo, sedimento de rios e ao longo da cadeia trofica, representando riscos a
salde humana (TRAVIS; HESTER, 1991). Uma caracteristica importante dessas substancias
é a capacidade de interagir com receptores hormonais, interferindo, dessa forma, na acéo de
diversos hormdnios e, devido a essa habilidade, sdo denominadas desreguladores enddcrinos
(no inglés, endocrine disruptors) (MONNERET, 2017).

Diversos desreguladores enddcrinos tém sido estudados, tais como: componentes
presentes em plasticos (exemplos: polifluoroalquil, bisfenol A, éteres difenilicos
polibromados, alquilfendis e ftalatos) (FUCIC et al., 2018), pesticidas (exemplos:
organoclorados, organofosfatos, carbamatos, triazinas e piretroides) (MCKINLAY et al.,
2008) e compostos organoestanicos (exemplo: tributilestanho) (GRUN et al., 2006). Diversos
desreguladores endocrinos podem ser observados no Quadro. Esses compostos quimicos
interferem em diversas vias de sinalizacdo e mecanismos e podem influenciar diretamente a
adipogénese, a sensibilidade a insulina, o comportamento, a reproducdo e outras funcdes
importantes do organismo (CASALS-CASAS; DESVERGNE, 2011). A exposicdo a estes

desreguladores pode se dar por via oral, inalatoria ou absorcdo dérmica (DARBRE, 2015).
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Quadro — Algumas substancias descritas como desreguladores enddcrinos e suas procedéncias

Desreguladores endécrinos

Uso e/ou ocorréncia

2,4-D; 2,4,5-T; Alacloro; Atrazina Herbicidas
Cloreto de Cadmio; Metiram; Mancozeb; Maneb; Fungicidas
Zineb (os 3 Ultimos contém etilenotiouréia);
Carbaril; Clordano; Dieldrin; DDT; Endosulfan; Inseticidas
Heptacloro; HCH; Metoxicloro; Mirex; Paration;
Piretroides; Toxafeno
Compostos organoestanicos (TeBT, TBT) Biocidas

Acrilamida

Tratamento de agua e esgoto; floculante; producéo
de papel e celulose; impressdo definitiva de tecidos

Ascarel (PCB)

Oleo isolante dielétrico; papel copiativo n&o-
carbono, adesivos, lubrificante para laminas de corte,
tintas, revestimento interno de silos para estocagem
de gréos e leite nos anos 80

Benzo(a)antraceno; Benzo(a)pireno

Alcatrdo; Asfalto; Coquerias; EmissGes de diesel;
Fundicdo de aluminio; graxas e 6leos minerais

Bisfenol A

Resinas epdxi; revestimento interno de latas para
alimentos diversos

BTX (Benzeno, tolueno e xilenos)

Tintas, solventes, gasolina, thinner, removedores

Cadmio Ligas metalicas; solda; pigmentos; estabilizante de
plasticos; baterias; cinzas de incineradores; chapas
galvanizadas
Chumbo Baterias; pigmentos; soldagem; ligas; tintas;

primmers; gasolina de aviacéo

Compostos pirimidinicos (Metirimol, Etirimol e

Fungicidas aplicados em frutas e cereais

Ciprodinil)
Dibenzo-p-dioxinas policloradas e Dibenzofuranos Incineracgdo de residuos urbanos e de residuos
policlorados perigosos; producdo e queima de pesticidas, como

pentaclorofenol, agente laranja, benzenos clorados;
aciarias; queima de carvdo; fundigdo de aluminio;
producdo de PVC; emissdes de diesel

DBCP (Dibromocloropropano)

Nematocida

Dissulfeto de Carbono

Fabricacdo de celofane e de rayon; solvente para
ceras, 0leos, lacas e resinas; vulcanizagdo a frio de
borrachas; componente de certos tipos de inseticidas,
parasiticidas e herbicidas

Estireno

Fabricacdo de plasticos (ex.: copinhos descartaveis)
e borrachas diversas

Legenda: Acido diclorofenoxiacético (2,4-D); Acido Triclorofenoxiacético (2,4,5-T); Diclorofenil tricloroetano
(DDT); Hexaclorociclohexano (HCH); Tetrafenilestanho (TeTBT); Tributilestanho (TBT);
Dibromocloropropano (DBCP); Bifenila policlorada (PCB).

Fonte: Adaptado de GUIMARAES, 2019.

No entanto, a exposicdo a desreguladores enddcrinos vai muito além de uma via
direta. Essa exposicdo pode ser transplacentaria ou via leite materno, o que pode causar
disfungdes no feto tanto a curto quanto em longo prazo (SAIYED et al., 2003). A exposi¢édo

pré-natal aos desreguladores promove mudancas epigenéticas transgeracionais e fisiologia
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anormal (SKINNER, 2016). Os desreguladores enddcrinos ja foram descritos como
contribuintes para o desenvolvimento da sindrome metabdlica pelo fato de induzirem
processos inflamatorios exacerbados (PETRAKIS et al., 2017). A sindrome metabolica refere-
se a obesidade central, resisténcia a insulina/intolerancia a glicose, dislipidemia, hipertenséo,
disfungdes endoteliais e aterogénese (SAMSON; GARBER, 2014). De forma interessante, o
aumento exponencial no uso de produtos quimicos em areas industriais e agricolas coincide
com a pandemia da obesidade e sindrome metabdlica, evidenciando o papel dos
desreguladores enddcrinos na etiologia de importantes fisiopatologias (BAILLIE-
HAMILTON, 2002; CASALS-CASAS; DESVERGNE, 2011).

Especificamente, alguns compostos desreguladores endocrinos podem induzir
diferentes disfuncdes dependendo do tipo, tempo e dose de exposicdo. O dietilestilbestrol
(DES), um estrogénio sintético ndo esteroide sintetizado em 1938 e um dos primeiros
desreguladores descritos, foi amplamente utilizado por mulheres como prevencao a abortos
espontaneos entre os anos de 1940 e 1971. As filhas de mulheres que utilizaram essa
substancia apresentaram infertilidade, além de estar associado ao desenvolvimento de cancer
no sistema reprodutor e outras anormalidades, tanto nas maes quanto nas filhas (COLBORN;
DUMANOSKI; MYERS, 2002). O Diclorodifenil tricloroetano (DDT), pesticida
organoclorado banido na década de 70, causa em humanos: hipertensdo arterial, varios tipos
de cancer, hipotireoidismo e diabetes mellitus tipo 2 (ANDREOTTI et al., 2009;
ARREBOLA et al., 2015; COHN; CIRILLO.; CHRISTIANSON, 2010; EVERETT et al.,
2007; GOLDNER et al., 2013; TANG et al., 2014). O bisfenol A (BPA) e os ftalatos,
amplamente usados na fabricacdo de plasticos e diversos outros produtos, foram descritos
como desreguladores enddcrinos que sdo capazes de se acumular em tecidos humanos e
induzir distarbios relacionados principalmente ao sistema reprodutor masculino e feminino,
tais como infertilidade; disturbios relacionados ao metabolismo e associacdo com o
desenvolvimento de canceres também sdo descritos (MEEKER et al., 2010; NOMIRI et al.,
2019; SOUNDARARAJAN et al., 2019; ZIV-GAL; FLAWS, 2016). Os éteres difenilicos
polibromados (PBDE), utilizados como inibidores de combustdo em materiais como
computadores, eletrodomésticos, espumas de poliuretano e outros, sdo liberados lentamente
desses produtos e se acumulam no ambiente, sendo diretamente associados a alteracdes
neurotoxicas, hepatotoxicas, imunologicas e endocrinas (COSTA et al., 2014; LEIS et al.,
2009; PEREIRA et al.,, 2018; VOS et al., 2003). Parabenos, utilizados como agentes
antimicrobianos em produtos de beleza e farmacéuticos, estdo amplamente presentes em

tecidos humanos, possuindo propriedades estrogénicas e estdo relacionados ao
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desenvolvimento de cancer de mama em humanos (DARBRE; HARVEY, 2014). Os
compostos organoestanicos, como o tributilestanho (TBT), utilizados como biocidas em tintas
de navegacdes, estdo associados ao desenvolvimento do imposex, surgimento de caracteres
sexuais masculinos em fémeas, em moluscos e peixes (HORIGUCHI, 2006). O TBT é capaz
de inibir a aromatase, enzima responsavel por converter testosterona em estrogénio (COOKE,
2002) e a exposicdo a esse composto pode desencadear disfungbes endocrinas em modelos
experimentais (MERLO et al., 2016; SENA et al., 2017; SHARAN; NIKHIL; ROY, 2014).
Mais informacdes sobre compostos organoestanicos serdo descritas no item subsequente.

Os ambientes marinhos ndo estdo livres da contaminagdo por desreguladores
enddcrinos. Grandes quantidades de contaminantes provenientes de efluentes, precipitacao
atmosférica, lixiviacdo de solos, embarcacbes e outros, sdo depositados nos ecossistemas
marinhos e sdo capazes de afetar o equilibrio dos mesmos, provocando alteracdes
morfolodgicas e funcionais dos organismos de vida marinha (GOKSOYR, 2006). O aumento
da movimentagdo portuaria proveniente da expansdo industrial foi uma das principais causas
do aumento da dispersdao de contaminantes ambientais em ecossistemas marinhos por
intermédio das embarcacgdes. Por estarem constantemente submersas, as embarcaces passam
por um processo natural chamado de bioincrustacdo, que nada mais é do que o acimulo de
matéria organica que favorece a formacao de biofilme bacteriano que, por sua vez, favorece a
colonizacdo de invertebrados e macroalgas (DA GAMA, 2009).

A bioincrustacdo € considerada um problema para as embarcacbes, pois gera
entupimento de tubulacGes submersas e compromete tanto a estrutura quanto o desempenho
das mesmas, fazendo com que o custo de as manter seja elevado, uma vez que a velocidade é
diminuida e mais combustivel é consumido e, além disso, reparacdes constantes devem ser
realizadas (DA GAMA, 2009; EGUIA; TRUEBA, 2007). Visando o combate da
bioincrustacdo, desde o inicio das navegac¢des, muitos compostos foram utilizados na tentativa
de impedir este processo, tais como: utilizagdo de revestimentos de cobre, cera, chumbo,
oxidos de zinco e breu (EGUIA; TRUEBA, 2007; YEBRA,; KIIL; DAM-JOHANSEN, 2004).
No entanto, como a estrutura das embarcacdes foi evoluindo, esses compostos ja ndo eram
lucrativos, pois eram capazes de interagir com as estruturas de ferro e novos compostos foram
sendo inseridos a fim de se reduzir o processo de bioincrustagdo. Em virtude disso, uma
grande variedade de biocidas, substancias capazes de impedir a formacdo do biofilme
bacteriano e, por consequéncia, a bioincrustacdo, foram inseridas como anti-incrustantes em
revestimentos de embarcacdes e se tornaram amplamente utilizadas (YEBRA,; KIIL; DAM-
JOHANSEN, 2004).
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Em meados do século XX, tintas de embarcac¢6es contendo compostos biocidas foram
desenvolvidas, porém possuiam baixa durabilidade. Na década de 60, foram criados 0s
biocidas de segunda geracdo contendo compostos de organoestanho (COE), excelentes
agentes anti-incrustantes devido suas propriedades moleculares (CHAMP; SELIGMAN,
1996) e alta durabilidade tendo um 6timo custo-beneficio. Os COEs tiveram ampla utilizacdo
pela industria naval nas décadas de 70 e 80 e os mais utilizados foram o TBT e o
trifenilestanho (TPT), sendo o TBT o mais utilizado em todo o mundo (CHAMP;
SELIGMAN, 1996).

Os COEs séo compostos hidrofébicos que apresentam em sua estrutura, pelo menos
uma ligacdo entre o carbono e o estanho (Sn), tendo com férmula geral R-n)SnXn. O radical R
pode ser um grupo alquil ou aril ligado ao atomo de Sn por uma ligacao covalente e X €, em
geral, uma espécie anidnica (exemplos: cloreto e hidroxido), podendo o n variar de 0 a 3
(NUNES-SILVA et al., 2018). As quantidades de ligac&o entre o Sn e o carbono influenciam
diretamente na propriedade dos COEs. Existem os COEs tetrassubistituidos (exemplos: TeBT,
tetra-n-butilestanho), os trissubstituidos (exemplos: TBT e TPT), dissubstituidos (exemplos:
DBT, di-n-butilestanho e DPT, bifenilestanho) e os monossubstituidos (exemplos: MBT,
mono-n-butilestanho e MPT, monofenilestanho). As estruturas moleculares desses COEs,
com excecdo do TeBT, podem ser observadas na Figura 1. A quebra dos COEs ocorre

principalmente por fotolise e por degradacdo via microrganismos (DUBEY; ROY, 2003).
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Figura 1 — Estrutura dos principais COEs presentes em ambientes marinhos
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Fonte: CASTRO; RODRIGUES-QUEIROZ; ROCHA-BARREIRA, 2007.

Os compostos tetrasubstituidos ndo possuem acdo biocida consideravel, sendo a acéo
toxica maxima ocasionada pelos trissubstituidos. Isso ocorre devido a capacidade desses
compostos de atravessar membranas celulares, devido sua caracteristica hidrofobica. Os
COEs di- e monossubstituidos apresentam toxicidades pouco estudadas (KUBALLA et al.,
1995; GRAY et al., 1987).

Visando a prevencdo e controle da poluigdo maritima, acordos internacionais foram
criados, como por exemplo, o anexo “lixo oceanico” no protocolo de 1978, MARPOL 73/78,
criado pela Convencao Internacional para a Prevencdo da Poluicdo por Navios como forma de
obrigar o setor maritimo a reduzir a propagacdo de poluentes nos EUA (NATIONAL
RESEARCH COUNCIL [NRC], 1995). Em relacdo aos COEs, apos estudos toxicologicos,
foram comprovadas o surgimento de alteracdes em diferentes niveis troficos e em estudos
experimentais e com isso foram adotadas regulamentagdes para reducdo da utilizagdo desses
compostos em diversos paises (CHAMP, 2000). Paises desenvolvidos apresentam taxas de
COEs muito menores quando comparados a paises em desenvolvimento, muito
provavelmente devido ao maior controle e fiscalizagdo na venda e utilizacdo de tais
compostos.

Mesmo com a proibicdo da utilizacdo dos COEs, ainda ha registros de contaminacéo
em diversos paises, como China, Taiwan, Australia, India e Brasil (HSU; WANG, 2010; HU
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et al., 2006; TANG; HSU; REITSEMA; SPICKETT, 1999; ZEIDAN; BOEHS, 2016). Mais
recentemente foi verificado na amética latina, recordes de imposex em 6 paises (Argentina,
Chile, Equador, Peru, Venezuela e Brasil) devido a contaminacfes de marinas e portos
comerciais além de pesca artesenal, ja que o TBT pode estar presente nas redes (CASTRO et
al., 2021).

O TBT, como ja& mencionado anteriormente, € o COE mais utilizado em todo o
mundo. A hidrofobicidade apresentada pela molécula de TBT caracteriza a sua capacidade de
bioacumulacdo, visto que pode facilmente penetrar bicamadas lipidicas celulares. A
bioacumulacdo de TBT pode se dar via absorcdo de componentes presentes na adgua e nos
sedimentos ou via biomagnificacdo, ou seja, acimulo do composto a partir da cadeia trofica
(IKEDA; YAMADA, 2003). O TBT tende a se acumular em tecidos com maior teor lipidico,
sendo considerado um desregulador enddécrino em diversos niveis troficos, pois é capaz de
desequilibrar o sistema enddcrino de moluscos, crustaceos, peixes e mamiferos (JORDAO,
2016; MATTHIESSEN; GIBBS, 1998; ORTIZ-VILLANUEVA et al., 2018; SENA et al.,
2017). A acumulacdo do TBT € notavelmente estavel. Fémeas gastrépodes (P. canaliculata)
que sofreram exposicdo cronica de TBT em bacias argentinas, ainda que mantidas em agua
limpa por uma semana ainda apresentavam niveis mensurdveis de organoestanicos
(MARTINEZ et al., 2017). O efeito toxicolégico mais bem estudado do TBT é o imposex,
surgimento irreversivel de caracteristicas sexuais masculinas em fémeas de gastropodes
(SCHOYEN et al., 2019), que impacta diretamente o equilibrio ecoldgico.

A ingestdo de alimentos marinhos é uma via potencial de contaminagdo por TBT na
populacdo em geral, porém afeta mais diretamente populacBes ribeirinhas (BELFROID;
PURPERHART; ARIES, 2000). Um estudo em humanos demonstrou a existéncia de uma
associacdo entre concentracdes placentarias de 0,06 a 0,56 ng/g de COEs e maior peso de
criancas até os 3 meses de idade (RANTAKOKKO et al., 2014). Outros estudos avaliaram a
presenca de TBT em peixes no golfo arabe verificando contaminacgdes na faixa de 98,5 ng/g
na espécie de peixe Epinephelus Tauvina (ASHRAF; SALAM; MIAN, 2017) e consumo de
COEs a partir de peixes na Finlandia com valores inferiores a 0,01 até 0,54 ng/g pc em
diferentes peixes (AIRAKSINEN et al., 2010), o que ndo é observado para alimentos como
arroz, oleos de soja e de girassol e laticinios como queijo e manteiga.O estudo reforca, porém
que frutos do mar apresentaram valores abaixo de 1 a 341 ng/g (KANNAN; TANABE;
TATSUKAWA, 1995). A ingestdo média de compostos organoestanicos através do consumo
de peixes pode ser calculada multiplicando o consumo de peixes (g/dia ~ !) com a

concentracdo média de compostos organoestanicos nas espécies correspondentes (ng/g de
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peso fresco) e dividindo o produto por um peso corporal de 60 kg (AIRAKSINEN et al.,
2010). Esses pesquisadores detectaram que o consumo médio diario total, por meio do
consumo de peixes (considerando peixes importados e nacionais), foi de 3,2 ng/kg de peso
corporal/dia. A maioria dos estudos sugere que as concentragcdes presentes nesses frutos do
mar estdo abaixo do nivel de ingestao toleravel diéria (no inglés, Tolerable daily intake, TDI),
de 0,25 pg/kg (EUROPEAN FOOD SAFETY AUTHORITY, 2004), e que suas populagdes
podem consumir esses alimentos de forma segura (AIRAKSINEN et al., 2010; CHOI, M;
MOON; CHOI, H., 2012). No entanto, eles ndo consideram um fator importante dos
compostos organoestanicos, a bioacumulagéo.

Diversos métodos de avaliacdo para validar as concentracdes de TBT sdo utilizados.
Na agua, as concentracdes de TBT sdo avaliadas a partir de ressonancia magnética
(LAUGHLLN; GUARD; COLEMAN, 1986) ou cromatografia gasosa (TUNC et al., 2021).
Em frutos do mar, as concentracdes de TBT ja foram avaliadas por espectometria de massa
(PODRATZ et al., 2015) ou por cromatografia liquida (HAYASHI et al., 2020). No entanto, é
importante ressaltar que o TBT nédo € o Unico organoestanico observado no mar. Furdek et al.
(2012) constataram a presenca do TBT, de seus metabdlitos e também do TPT, tanto na dgua
marinha em concentracdes de 0,1 até 27,98 ng de estanho por grama assim como em molucos
onde foram observados valores inferiores a 5 até 1676 ng de estanho por grama na Costa
Adriatica da Croéacia (FURDEK et al.,, 2012). Ainda sim, o TBT se apresenta como 0
organoestanico mais importante, uma vez que 0 processo de sedimentacdo atrasa a sua
degradacdo em décadas (SOUSA et al., 2014).

A Franca foi o primeiro pais a tomar medidas regulatorias no ano de 1982, proibindo o
TBT em pequenas embarcacdes, seguido da Inglaterra em 1985 (KEITHLY; CARDWELL,
HENDERSON, 1999). A partir de 1988, a Organizacdo Maritima Internacional (OMI) formou
comités para estudos mais aprofundados a respeito dos impactos causados no meio ambiente e
0s riscos para a saude humana (SVENSSON, 2011). Posteriormente aos estudos emitidos por
esses comités, em 2001, a OMI determinou a proibi¢do de novas aplicagdes de tintas anti-
incrustantes contendo TBT em embarcacOes a partir de 2003 e, a partir de 2008, também a
remocdo de todos os revestimentos de embarcagdes no mundo que continham tal composto
(CHAMP, 2001).

No Brasil, a Marinha do Brasil (autoridade maritima nacional), emitiu em 2007 a
NORMAM-23 que proibiu a utilizacdo de biocidas COEs em tintas em todo territorio

nacional. A partir dai, as embarcagdes foram obrigadas a apresentar o “Certificado de
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conformidade para sistema anti-incrustante” emitido pela propria Marinha apés vistorias das
embarcagdes por 6rgdos regulamentados (NORMAN23/DPC) (BRASIL, 2007).

Ainda no Brasil, alguns estudos avaliaram a contaminacdo de ambientes marinhos por
TBT. Na Bahia, foram encontrados gastrépodes com imposex em 7 das 8 estacdes avaliadas.
No Rio de Janeiro, em Paraty, foi observado um aumento da presenca de imposex em
moluscos comparando-se os anos de 2004 e 2011 (BORGES et al., 2013); em Arraial do Cabo
também foi observado um aumento de animais com essa condic¢do (Figura 2) (TOSTE et al.,
2011). Ambos os estudos avaliaram 0 mesmo gastropode (Stramonita haemastoma) e
ressaltam que, mesmo apés a proibicdo do uso do TBT, a presenca de imposex foi maior,
ainda que fosse observada uma reducdo no inicio das medidas de restricbes de uso. Outro
estudo, na costa do Espitiro Santo, indicou niveis elevados de contaminacdo por TBT nos
primeiros anos do estudo, entre 2007 a 2011, seguido de uma melhoria do estado ecoldgico
nos ultimos dois anos (2017 e 2018). Esses resultados indicam que o litoral capixaba ainda
estd contaminado com TBT, principalmente em &reas proximas a portos e atividades
pesqueiras (FRANCA et al., 2021)

Figura 2 — Distribuicdo do percentual de gastropodes fémeas afetadas por imposex (% de
fémeas afetadas) e respectiva avaliacdo estatistica em 2001 (a) e 2008 (b) em
Arraial do Cabo, RJ
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Fonte: Adaptada de TOSTE et al., 2011.
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Muito embora haja uma grande preocupagdo com os efeitos toxicos de TBT em
organismos aquaticos, mais dados sobre seu acimulo e implicagdes ecotoxicoldgicas ainda
sdo necessarios. Além disso, ndo ha um consenso igualitario mundial a respeito das
regulamentacdes que proibem o uso de tintas anti-incrustantes a base de TBT e outros COEs,
dificultando a fiscalizacdo e possibilitando a livre travessia de embarcagdes contendo anti-
incrustantes a base desses compostos para paises onde seu uso foi erradicado, impactando,
dessa forma, regides que supostamente ja teriam evitado e/ou reduzido contaminacdes
(CHAMP, 2003).

A toxicidade do TBT estd documentada desde a década de 70 e foi comprovada a
partir de estudos em organismos marinhos e modelos experimentais (BLABER, 1970;
TRUHAUT, 1976; ALDRIDGE, 1977). No final da década de 90, diversos estudos
demonstraram também a presenca de TBT em amostras de sangue e figado de humanos
(TAKAHASHI et al, 1999; KANNAN; SENTHILKUMAR; GIESY, 1999).

Invertebrados marinhos em estagios iniciais do desenvolvimento tém sido utilizados
como biomarcadores de qualidade bioldgica da agua, uma vez que sdo muito mais sensiveis
ao efeito toxicoldgico do TBT (LIMAVERDE et al, 2007). Larvas de peixes, por exemplo,
sdo sensiveis a0 TBT em uma faixa de 0,05 ng/mL™ (FENT, 1996).

Para humanos, a dose considerada segura para exposi¢cdo ao TBT varia em torno de
250ng a 300ng por dia (AGENCIA DE PROTECAO AMBIENTAL DOS ESTADOS
UNIDOS, 1997); ORGANIZACAO MUNDIAL DA SAUDE, 1990). Para a Organizagéo
Mundial da Saude (OMS), a concentragdo em que ha um Nivel Sem Efeitos Adversos
Observéaveis (no inglés, No Observed Adverse Effect Level, NOAEL) é de 0,0003mg/kg, com
base no peso corporal e em estudos em animais e humanos (ORGANIZACAO MUNDIAL
DA SAUDE, 1998).

Apds a exposicdo ao TBT, ele é convertido a dibutilestanho, monobutilestanho e
estanho inorgéanico no figado, como demonstrado em estudos com roedores e humanos
(OHHIRA; WATANABE; MATSUI et al., 2003). As enzimas do citocromo (CYP) P450,
superfamilia de proteinas envolvidas na sintese e no metabolismo de drogas e toxinas,
CYP2C9, CYP2C19 e CYP3A4 sdo responsaveis por metabolizar o TBT a partir de uma
reacdo de alquilacdo (OHHIRA; ENOMOTO; MATSUI et al., 2006). O TBT se distribui de
forma desigual, tendo sido detectado principalmente em tecidos como cérebro, figado,
gordura, rins, baco, masculos e sangue (COOKE, 2006).0

Na literatura sdo encontrados diversos estudos sobre os efeitos do TBT nocivos a

salide, entre os quais podem se destacar o efeito obesogénico (DE ARAUJO et al., 2018;
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KIRCHNER et al., 2010; LI; BLUMBERG et al., 2011), danos ao DNA a partir de aumento
do estresse oxidativo (ZHANG et al., 2017), reducdo da expressédo génica e proteica da
enzima aromatase (HEIDRICH; STECKELBROECK; KLINGMULLER, 2001; SAITOH et
al., 2001), reducédo de niveis de estradiol e aumento de testosterona (OMURA et al., 2001),
alteracdo da permeabilidade da membrana mitocondrial, permitindo saida do citocromo c e
iniciando a apoptose (NISHIKIMI et al., 2001), redugdo dos niveis de adenosina trifosfato
(ATP) (MARINOVICH; VIVIANL.; GALLI, 1990; NISHIKIMI et al., 2001) e alteracdo de
multiplos receptores nucleares, por exemplo, os receptores de retindides (BAKER et al.,
2015).

O TBT é uma substancia nociva mesmo em baixas concentracdes. Estudos em
roedores mostram seus maleficios e toxicidade em mamiferos. Em camundongos machos, a
gavagem de TBT na concentracdo de 5 pg/kg de peso corporal durante 45 dias, uma vez a
cada 3 dias, foi capaz de induzir o aumento do peso corporal e a porcentagem de massa gorda,
além de aumentar os niveis de insulina e leptina (que também ocorre nas dosagens de 0,5 e 50
pg/kg). No figado desses mesmos animais foram observadas inclus@es de goticulas lipidicas,
cujo volume foi aumentado de forma dose dependente. Além disso, o TBT foi capaz de
induzir a degeneracdo citoplasmaética dos hepatécitos (ZUO et al., 2011). Zuo et al. (2014),
utilizando as mesmas doses de TBT (0,5, 5 e 50 pg/kg) mas por um periodo de 60 dias,
observaram aumento da glicemia dos animais em todas as concentragcdes de exposigéo.
Apesar disso, detectaram reducdo dos niveis de glucagon e insulina no soro. Os niveis de
estradiol e triiodotironina (T3) também foram reduzidos, enquanto uma elevacdo nos niveis de
testosterona foi observada (ZUO et al., 2014). Estudos toxicoldgicos em roedores demonstram
que a exposicdo ao TBT em uma faixa de concentragdo que varia de 100 ng a 100 mg/kg
induzem disfuncdes reprodutivas, renais, neurais e imunologicas (MERLO et al. 2018).

O TBT foi também descrito como adipogénico em camundongos (GRUN et al., 2006).
Além disso, foram observadas alteraces dose-dependentes na resposta ao estrogénio no rim,
epididimo e tecido adiposo marrom (PENZA, 2011). O TBT é capaz de alterar a acdo das
enzimas relacionadas com a esteroidogénese ovariana por inibir competitivamente a enzima
aromatase (uma enzima da via do citocromo P450 envolvida na conversao de testosterona em
estradiol), diminuindo a conversdo de androgenos em estrégenos (OMURA et al., 2001;
DELGADO FILHO et al., 2011), aumentando os niveis de testosterona e prejudicando o
desenvolvimento sexual de ratos (GROTE et al., 2004). A exposi¢do de roedores ao TBT esté
relacionada com a reducdo do tamanho de 6rgédos reprodutivos em machos e fémeas e altera a
esteroidogénese em gametas (GROTE et al., 2004; OGATA et al., 2001;0MURA et al., 2001;
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Sl et al., 2015), além de causar disfungdes reprodutivas, como ciclicidade estral anormal e
modificacbes na morfofisiologia do ovéario (DELGADO FILHO et al., 2011; GRACELI et
al.,2013; PODRATZ et al., 2012). Em diferentes concentracdes, o TBT é responsavel por
modificar a funcdo de tecidos enddcrinos, como pancreas, hipdfise, gonadas e tireoide
(LEBLANC, 1998; OBERDORSTER; RITTSCHOF; WADA et al., 1982; VOS et al., 2000).
A exposicdo ao TBT foi também relacionada ao desenvolvimento de fatores de riscos
cardiovasculares (RODRIGUES et al., 2014; SANTOS et al., 2012)

Apols a exposicdo in Gtero ao TBT na dose de 25 ug/kg em roedores, foram
observados diminuicdo de peso materno e da prole, bem como retardo de crescimento e na
abertura ocular na prole fémea (MAKITA et al., 2003). A exposi¢cdo ao TBT nas doses de 10
e 20 mg/kg, também in Utero, foi capaz de reduzir o nimero de células germinativas e
regrediu a maturacdo sexual de ratos de ambos os sexos (KISHTA et al., 2007).

Distarbios nas fases iniciais da vida estdo intimamente associados com o
desenvolvimento de obesidade, diabetes mellitus e doencgas cardiovasculares. A hipotese
conhecida como “Developmental Origins of Health and Disease” (DOHaD), relaciona a
influéncia de determinados fatores ambientais do inicio da vida com alteracGes na expressdo
da carga genética do individuo, determinando um padrdo de saude-doenca (BARKER, 2002;
LI et al.,, 2011). As fases de gestacdo e lactacdo, sdo periodos de grande intensidade nos
processos de desenvolvimento do sistema nervoso central (SNC) (MARKAKIS et al., 2002),
e por isso de grande vulnerabilidade a alteracdes nutricionais, hormonais e/ou ambientais que
podem programar a prole para graves distirbios metabélicos na vida adulta.

Um dos primeiros estudos demonstrando essa hipotese foi desenvolvido por David
Barker et al. a partir de estudos que avaliaram dados de homens filhos de mulheres que
passaram pelo periodo da fome Holandesa durante a Segunda Guerra Mundial. Esses autores
demonstraram que a desnutricdo materna induzia baixo peso no nascimento e isso estava
diretamente relacionado ao aumento da susceptibilidade de desenvolver doencas na vida
adulta, principalmente doencas coronarias, hipertensdo e dislipidemia (BARKER, 1992;
BARKER et al., 1993; BARKER; MARTYN, 1992; ROSEBOOM et al., 2000, 2001). A
desnutricdo materna prioriza a transferéncia de nutrientes para o feto, induzindo adaptacGes
que favorecem o desenvolvimento e maturacdo de 6rgdos essenciais a sobrevivéncia. Essas
adaptagdes levam a um “fendtipo poupador”, no qual o individuo que se mantem sob as
mesmas condi¢Bes durante a vida se desenvolve normalmente, no entanto, quando hd uma
mudanca entre os ambientes pré- e pos-natal, o individuo apresenta mudancas que predispoem
ao desenvolvimento de doencas crénicas (BARKER, et al., 1993; HALES; BARKER, 1992).
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Os mecanismos pelos quais essas alteragdes ocorrem ndo sdo totalmente esclarecidos, mas
podem envolver alteraces epigenéticas como metilacdo do DNA, modificagdes do padrédo de
histonas ou de RNAs néo codificantes (MEANEY et al., 2005; PHILIPPEN et al., 2015).

Embora o estudo do DOHaD tenha se iniciado com foco em nutricdo materna,
diversos estudos com foco em outros tipos de insultos surgiram. Dessa forma, assim como os
efeitos dos insultos nutricionais durante as fases iniciais da vida, existem casos em que
exposicoes ao estresse, drogas e quimicos ambientais durante o desenvolvimento podem levar
a um feto de aparéncia normal que desenvolve mudancas funcionais em tecidos especificos,
resultando no aumento da suscetibilidade a doencas e/ou disfungdes metabdlicas (HEINDEL
et al., 2015).

Em 2002, Baillie-Hamilton publicou um artigo que despertou o interesse na relacdo
entre programacdo metabodlica e os desreguladores enddcrinos. A autora relatou que o
aumento de toxinas quimicas sintéticas poderia explicar a epidemia global de obesidade,

como traduzido de seu artigo:

Pode-se afirmar que a presenca relativamente recente de produtos quimicos
sintéticos no meio ambiente pode ser um fator causal significativo na atual epidemia
mundial de obesidade. Esses produtos quimicos podem estar causando ganho de
peso por meio de efeitos tdxicos nos mecanismos naturais de controle de peso do
corpo (BAILLIE-HAMILTON et al., 2002) (Figura 3).
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Figura 3 — Producdo de produtos quimicos sintéticos em relacdo a porcentagem de adultos
com sobrepeso nos Estados Unidos da America durante o século XX
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Fonte: HSU-LEBLANC, 2017.

Desde o inicio da década de 70, muitos artigos demonstraram que a exposi¢do quimica
ambiental em roedores poderia desencadear 0 aumento de peso corporal. Porém, os autores
ndo consideravam a alteracdo de peso como um resultado importante relacionado a toxicidade
(HEINDEL, 2019). Somente mais tarde a hipdtese de que os produtos quimicos sintéticos
poderiam levar a obesidade foi comprovada e produtos como pesticidas organoclorados,
carbamatos, ftalatos, BPA, metais pesados e outros foram de fato associados a doencas
metabolicas (HEINDEL et al., 2017).

Alguns desreguladores endocrinos foram, de fato, primeiramente relacionados ao
desenvolvimento da obesidade e, portanto, sdo chamados de obesogénicos (GRUN et al.,
2006). No entanto, em 2015 a Declaragdo de Consenso de Parma propds uma modificacéo do
termo para “hipotese quimica da desregulagdo do metabolismo” (no inglés, metabolism
disrupting chemical hypothesis), confirmando que substancias quimicas promovem alteracdes
metabolicas importantes que podem desencadear, alem de obesidade, diabetes mellitus tipo 2,

doenca hepética gordurosa ndo alcodlica, dentre outras (LIU; PETERSON, 2015).
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Como descrito nesta dissertagdo, muitas séo as substancias capazes de atuar como
desreguladores enddcrinos e muitas dessas substancias, se expostas durante as fases iniciais
do desenvolvimento como gestacao e lactacdo, podem desencadear disfuncdes na vida adulta
(como exemplos ja citados anteriormente: pesticidas, componentes de plasticos, metais e 0s
COEs). Aqui, vamos tratar da relacdo dos COEs com a programacdo metabolica, mais
especificamente do TBT.

O TBT foi descrito como uma substancia obesogénica que age como um agonista
exogeno do receptor ativado por proliferadores de peroxissoma gama, PPARy (no inglés,
Peroxisome proliferator-activated receptor gamma), e induz a diferenciacdo de adipdcitos e
altera 0 metabolismo lipidico (PEREIRA-FERNANDES et al., 2013). Exposic¢les tanto in
vitro quanto in Utero demonstraram tais efeitos do TBT (GRUN, 2006).

A exposicdo de camundongos do 1° ao 8° ou 13° dia gestacional levou a um aumento
do nimero de embrides reabsorvidos e a uma reducgdo no peso do feto no 13° dia de gestacéo.
Além disso, reduziu significativamente o peso, aumentou a expressao de proteinas
relacionadas a apoptose e de espécies reativas de oxigénio e reduziu a atividade de enzimas
antioxidantes na placenta das maes expostas ao TBT, nas doses de 0,2 e 2 mg/kg de peso
corporal (pc) ao dia (LIU et al., 2021).

A exposi¢do materna 7 dias antes do acasalamaneto a baixos niveis de TBT (0,53, 5,3
53 png/kg/dia) na agua de beber, considerados niveis ambientalmente relevantes, dado que a
exposicdo de humanos ao TBT estd abaixo da faixa de 250ng/kg/dia, induziu aumento dos
depdsitos de gordura, tamanho e quantidade de adipdcitos e acimulo de lipidios hepéaticos nas
trés geracdes subsequentes a geracdo exposta (CHAMORRO-GARCIA et al., 2013). Outros
estudos também demonstraram uma relagdo com o aumento da deposicdo de gordura no
nascimento na prole de mées que receberam TBT durante a gestagdo (GRUN et al., 2006). A
administracdo oral de TBT também foi capaz de promover hiperglicemia acompanhada de
uma reducao significativa dos niveis séricos de insulina, além de uma reducao da proliferacéo
celular das células B-pancreaticas de camundongos machos (ZUO et al., 2014).

Decherf et al. (2010), demonstraram que a exposicdo pré-natal ao TBT em
camundongos induz hipertireoidismo na prole, enquanto que um tratamento agudo em maes
lactantes induz a um aumento da transcricdo de hormonio liberador de tireotrofina (TRH)
(DECHERF et al., 2010)

Embrides de Zebrafish expostos ao TBT em concentra¢fes subtdxicas de 0 a 72 horas

apos a fertilizagdo apresentaram hipermetilacdo do gene da enzima aromatase, CYP19A2,
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demonstrando que ha uma relacdo direta da exposicdo ao TBT em estagios iniciais do
desenvolvimento com alterac6es epigenéticas (BOUWMEESTER et al., 2016).

Em 2014, um estudo em humanos demonstrou que existe uma tendéncia de maior
ganho de peso apenas do nascimento aos 3 meses de idade em relacdo ao aumento da
concentracdo de TBT na placenta. No entanto, os autores relatam que esses resultados devem
ser interpretados com cautela porque os efeitos obesogénicos em experimentos com animais
foram observados apds exposicdes in utero com TBT a doses que foram ordens de magnitude
mais altas (RANTAKOKKO et al., 2014). Embora alguns estudos tenham demonstrado os
efeitos da exposicdo ao TBT durante as fases de gestacdo e lactagdo em diferentes modelos
experimentais e doses, ndo ha estudos que relataram o efeito programador desse desregulador

enddcrino na adolescéncia.
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1 OBJETIVOS

1.1 Geral

O objetivo geral deste estudo € estudar os efeitos da exposicdo de maes ao TBT,
durante a gestacdo e lactacdo, sobre aspectos biométricos e bioquimicos das maes e proles

machos e fémeas, no nascimento, desmame e na adolescéncia.

1.2 Especificos

Os objetivos especificos sdo:

a) investigar nas mdes: a composicdo bioquimica do leite (colesterol,
triglicerideos, lactose e proteina) e seu valor energético;

b) investigar nas mées e nas proles machos e fémeas: peso e composi¢do
corporal; ingestdo alimentar; glicemia; acimulo de gordura visceral; perfil
lipidico (triglicerideos e colesterol sérico);

c) avaliar o perfil hormonal (insulina e leptina) no leite e plasma de maes
expostas ao TBT e também no plasma das proles;e

d) avaliar a tolerancia a glicose nas proles adolescentes de ambos 0s sexos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Etica

Este protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica no uso de Animais
da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (CEUA n® 010/2019), conforme o ANEXO.
Todos os animais foram mantidos em biotério sob condi¢Bes controladas de temperatura e
ciclo claro escuro (7:00-19:00h) recebendo racdo padréo para roedores e agua ad libitum.

2.2 Modelo experimental

Ratas fémeas Wistar foram acasaladas na proporcdo de 2 fémeas para 1 macho.
Durante o acasalamento, diariamente, foi feito lavado vaginal das fémeas para observacdo do
plug vaginal e presenga de espermatozoides. Uma vez detectada a prenhez, as fémeas foram
alocadas em caixas individuais e ao nascimento (PNO), as ninhadas foram ajustadas para 6
filhotes (3 machos e 3 fémeas, quando possivel) para cada mae com o objetivo de maximizar
o potencial lactotréfico.

No 7° dia de gestagéo, as mées foram randomicamente selecionadas para as seguintes
exposicdes: controle (Controle) (n=6), que recebeu solucdo veiculo (etanol 0,01%), TBT
100ng (n=5), que recebeu TBT na dose de 100ng/kg pc/dia e TBT 1000ng (n=8), que recebeu
TBT na dose de 1000ng/kg pc/dia por gavagem intragastrica até o 21° dia de lactagcdo. O
sétimo dia foi selecionado para que fossem evitadas mortes fetais. Durante todo o periodo de
gestacdo e lactagdo o peso corporal das mées foi avaliado diariamente enquanto que o
consumo alimentar materno foi avaliado de 2 em 2 dias.Além disso, a glicemia das maes foi
acompanhada a cada 7 dias durante o periodo de gestagéo e lactacéo.

Para as proles, ao PNO, avaliou-se o peso corporal, 0 comprimento naso-anal (CNA) e
a glicemia apenas dos filhotes remanescentes. A glicemia foi avaliada através de glicosimetro,
a partir do sangue do animal apos sacrificio por decapticacdo (n=6 animais, 1 por grupo por
sex0). O peso foi avaliado diariamente do nascimento aos 21 dias e dos 21 aos 45 dias a cada

2 dias por semana. O consumo foi avaliado dos 21 aos 45 dias 2 dias por semana. Para as
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avaliacOes ao desmame (PN21) e adolescéncia (PN45), foram utilizados 2 filhotes em cada
idade para cada grupo, sendo 1 de cada sexo por ninhada.
A data de abertura ocular da prole foi acompanhada visualmente, onde o dia 14 foi

considerado como dia normal de abertura completa dos dois olhos (MAKITA et al., 2003).

2.3 Diluicdo do TBT

A solucdo de cloreto de tributilestanho (TBTCI) (pureza 96% e densidade=1,2 g/mL;
Sigma-Aldrich®) foi mantida protegida da luz em recipiente fechado e revestida por papel
aluminio em local fechado, sendo diluida em etanol 100%, em uma propor¢do de 1:100,
obtendo-se uma solugédo de 11.520ng/mL. Outras duas dilui¢cdes subsequentes foram feitas em
agua filtrada, também na proporcdo de 1:100, para a obtencdo das doses de 100ng/mL e
1000ng/mL. A proporcdo final de etanol nas solucdes de TBT em ambas as doses utilizadas
foi de 0,001%, sendo essa porcentagem utilizada de etanol em agua filtrada como veiculo para

a gavagem das mées do grupo Controle.

2.4 Coleta e avaliacdo da composicao do leite

Em PN20, as mdes foram separadas dos filhotes por 2 horas para posterior coleta de
leite. Para induzir a secrecdo de leite, 0,5mL de ocitocina sintética intraperitoneal (ip)
(5Ul/ml, UCB, Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil) foi administrada e, imediatamente apos, as
mdes foram levemente anestesiadas com 0,2mL de tiopental sodico ip (THIOPENTAX®,
0,5g). O leite foi coletado em um microtubo, sendo as mamas toracicas e abdominais
massageadas manualmente. Amostras de leite foram utilizadas para a quantificacdo de
carboidratos, proteina total, colesterol total e triglicerideos. O contedo de carboidratos foi
quantificado por um método colorimétrico baseado na reducdo do &cido picrico (PERRY;
DOAN, 1950) (Vetec Quimica fina LTDA, Rio de Janeiro, Brasil), utilizando a curva padréo
de lactose sintética (Sigma-Aldrich Co, St. Louis, MO, EUA). O contetdo de proteina total
foi estimado pelo método colorimétrico descrito por Peterson (1977), usando albumina de

soro bovino (Sigma, St. Louis, MO, EUA) como padrdo. O contetdo de lipidios foi
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determinado por método colorimétrico utilizando kit comercial de acordo com as instrucdes
do fabricante (Bioclin, BH, Minas Gerais, Brasil). Amostras de leite materno também foram
utilizadas para determinar o conteudo de insulina por kit de ELISA especifico para roedores, 0

que sera descrito posteriormente.

2.5 Ressonancia Magnética Nuclear - RMN

A massa de gordura total e massa magra total (ou massa gorda livre), tanto das maes
(no parto e no dia do desmame) quanto dos filhotes (PN21 e PN45), foram avaliadas usando a
RMN para pequenos animais sem 0 uso prévio de anestesia. Em resumo, os animais foram
digitalizados usando o equipamento (Minispec LF90 TD-NMR, Bruker, Rheinstetten,
Alemanha). No dia do teste, foi realizada uma verificacdo de controle de qualidade de tensGes
internas, temperatura, imas e parametros da RMN usando um padrdo fornecido pelo
fabricante. Os animais foram colocados em um cilindro de plastico transparente (50 mm de
didmetro) e mantidos imdveis por um leve aperto pela haste no cilindro. O tubo foi entéo
inserido na camara de amostra do equipamento para varredura com duracdo de
aproximadamente 2 min. O técnico da RMN foi cego quanto a atribui¢do do grupo. Os dados

foram expressos em massa gorda total (g) e massa magra total (g).

2.6 Teste oral de tolerancia a glicose — TOTG

Em PN45, uma fémea e um macho de cada ninhada por grupo foram submetidos a
jejum noturno de 12 h e uma amostra de sangue basal foi colhida da ponta da cauda (T= 0).
Em seguida, os ratos receberam 2g/kg de glicose 50% (Proguimicos, Rio de Janeiro, Brasil)
dissolvida em agua filtrada por gavagem intragastrica. Amostras de sangue adicionais foram
obtidas aos 15, 30, 60 e 120 min. As concentra¢des de glicose no plasma foram registradas
usando um glicosimetro portatil (ONETOUCH Select Plus Flex®, Johnson & Johnson
Medical S. A., Sao Paulo, Brasil).
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2.7 Eutanasia e coleta de tecidos

Parte das proles Controle, TBT100ng e TBT1000ng foram pesadas, 0 comprimento
naso-anal (CNA) foi mensurado e posteriormente foram eutanasiadas no desmame (PN21) e
outra parte na adolescéncia (PN45) por decaptagédo em guilhotina. O CNA e o peso corporal
dos animais foram utilizados para o célculo de massa corporal para roedores, o indice de Lee
(BERNARDIS; PATTERSON, 1968). Foram coletadas amostras de sangue em tubos
previamente heparinizados e centrifugados (1500xg/20 min/4°C) para obtengdo do plasma,
que foi mantido em freezer a —20°C para analises futuras.

Os estoques principais de tecido adiposo branco visceral (retroperitoneal, perigonadal
e mesentérica), além de 6rgdos como adrenais, génadas, cerebro, coracdo, baco, tiredide,
tecido adiposo marrom (TAM), figado e pancreas foram dissecados, pesados e armazenados
para avaliagdo de pardmetros biométricos e demais andlises, tanto nas mées quanto na prole
em ambas as idades e géneros. Os dados foram expressos em gramas ou em porcentagem

relativa de 100g de massa corporal.

2.8 AvaliacOes de parametros bioquimicos

O plasma obtido apds a eutanasia foi utilizado para medir os niveis de triacilglicerol e
colesterol total a partir de kits comerciais (Bioclin, Belo Horizonte, Brasil), seguindo as
instrucdes do fabricante. As concentracdes de insulina (plasma de maes e proles; leite
materno) e leptina (plasma de maes e proles) foram determinadas a partir de kits ELISA
(Merck Millipore KGaA, Darmstadt, Germany. Rat/Mouse Insulin ELISA Kit, Cat. #EZRMI-
13K; Rat Leptin Elisa Kit, Cat. #£EZRL-83K). Os valores de sensibilidade de deteccdo para
insulina variam entre 0,2 a 10ng/mL, enquanto os de leptina variam de 0,2 a 30ng/mL.

Os indices HOMA-IR e HOMA-B (homeostasis model assessment of insulin
resistance/ B-cell function) foram calculados usando as seguintes formulas: (insulinemia de
jejum [mUI/mL] x glicemia de jejum [mg/dL])/22,5 e 20 x insulinemia de jejum (mUIl/ml) +
(glicemia de jejum - 3,5), respectivamente (COHEN, 2006; PACINI; MARI, 2003).
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2.9 Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo da média. Para analises, foi
utilizado Anova de uma via, seguida de poOs-teste de Dunnet. Os grupos TBT foram
comparados ao grupo Controle do mesmo sexo. O nivel de significancia considerado foi de
p<0,05. Para tais andlises, utilizou-se o programa GraphPad Prism versdo 6.0 para Windows
(GraphPad Software®©).
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3 RESULTADOS

3.1 Efeitos da exposicédo de TBT nas médes durante o periodo de gestacao e lactacéo

3.1.1 Peso corporal e consumo das maes durante o periodo de gestacdo e lactacio

Durante o periodo gestacional ndo encontramos alteracdes significativas na evolugdo
ponderal das maes expostas ao TBT em ambas as doses 100 e 1000ng (Figura 4 - 1A). O
calculo da area sob a curva (ASC) da evolugdo ponderal também ndo apresentou alteracoes
significativas (Figura 4 - 1B). Nao observamos alteracdes também para a evolucdo ponderal
das mde durante a lactacdo (Figura 4 - 2A). O calculo da area sob a curva (ASC) desse
periodo ndo apresentou alteracfes também (Figura 4 - 2B).

O consumo materno nédo apresentou alteracdes durante a gestacdo (Figura 4 - 3A). O
calculo da area sob a curva (ASC) do consumo durante esse periodo nao apresentou alteracdes
(Figura 4 - 3B). Durante a lactacdo o consumo nédo apresentou alteracdes (Figura 4 - 4A). O
calculo da area sob a curva (ASC) do consumo desse periodo também ndo apresentou

alteraces (Figura 4 - 4B)
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Figura 4 — Efeitos da administracdo de TBT, a partir do dia gestacional 7, na evolugédo
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gréafico Al: evolucdo ponderal das mées durante a gestacdo; grafico A2: Area sob a curva (ASC) da
evolucdo ponderal durante gestacdo;. grafico B1: evolucdo podenral das mées durante a lactacdo;
grafico B2: area sob a curva (ASC) da evolucdo ponderal durante lactagdo. grafico C1: evolugdo do
consumo das médes durante a gestacdo; grafico C2: area sob a curva (ASC) da evolucdo de consumo
durante gestagdo. grafico D1: evolugdo do consumo das mdes durante a lactacdo; grafico D2: &rea sob
a curva (ASC) da evolucdo de consumo durante lactacéo; o dia inicial da gavagem esta indicado no
grafico pela linha vertical no dia gestacional 7; o consumo é apresentado como a média dos dias
avaliados a cada semana; dados apresentados como média + erro padrdo da média; TBT 100ng: ratas
tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas com o
tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc (Controle, n=6; TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

utor, 2021.
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3.1.2 Avaliacdo de massa gorda e massa magra das maes por RMN no dia do parto

Observamos um aumento de 44% na massa gorda das maes expostas ao TBT na dose
de 100ng no dia do parto comparado ao grupo Controle. N&o observamos alteragdes na massa

magra em ambas doses (Figuras 5A e 5B).

Figura 5 — Efeitos da administracdo de TBT na massa magra e massa gorda das maées,
avaliadas por RMN, no dia do parto
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Legenda: grafico A: massa gorda das maes em gramas no dia do parto; grafico B: massa magra das méaes em
gramas no dia do parto; dados apresentados como média + erro padrdo da média; TBT 100ng: ratas
tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas com o
tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; * p<0,05 (Controle, n= 6; TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng,
n=8).

Fonte: O autor, 2021.

3.1.3 Avaliacdo de massa gorda e massa magra das maes por RMN no dia do desmame da
prole

N&o observamos diferencas significativas nas massas gorda e magra das maes
expostas ao TBT em ambas as doses no dia do desmame da prole (PN21) (Figuras 6A e 6B).

Também ndo observamos alteracdes no peso ao final da lactacdo (Figuras 6C).
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Figura 6 — Efeitos da administragdo de TBT na massa gorda e magra das mées, avaliadas por
RMN, no dia do desmame da prole e peso corporal ao final da lactacdo
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Legenda: grafico A: massa gorda das maes no dia do desmame da prole; grafico B: massa magra das maes no
dia do desmame da prole; grafico C: Peso corporal das mdes ao final da lactacdo; dados apresentados
como média * erro padrdo da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de
100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc
(Controle, n=6; TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.

3.1.4 Efeito da exposicdo ao TBT no peso dos depésitos de gordura e 6rgios das mées no

dia do desmame da prole

A exposicdo ao TBT em ambas as doses durante os periodos de gestacdo e lactacao
ndo alterou os depdsitos de gordura retroperitoneal das maes (Figura 7A). No entanto,

observamos nas mdes expostas a dose de TBT 1000ng uma redugdo de 37% e 43% nos
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depdsitos de gordura mesentérica e gonadal, respectivamente, como observado nas Figuras 7B
e 7C.

Em relacdo ao peso do TAM, tireoide, adrenais, pancreas, figado, baco e coragédo das
mées expostas ao TBT, ndo observamos diferencas significativas quando comparadas ao

grupo de maes controle (Figuras 7D a 7K).

Figura 7 — Efeitos da administracdo de TBT no peso relativo dos 6rgaos e depdsitos de

gorduras das maes no final da lactacéo
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Legenda: grafico A: peso da gordura retroperitoneal; grafico B: peso da gordura gonadal; grafico C: peso da
gordura mesentérica; grafico D: peso do tecido adiposo marrom (TAM); gréafico E: peso da tiredide;
grafico F: peso da adrenal direita; grafico G: peso da adrenal esquerda; gréafico H: peso do pancreas;
grafico I: peso do figado; gréfico J: peso do bacgo; grafico K: peso do coragdo; os dados foram
expressos em porcentagem relativa de 100g de massa corporal; dados apresentados como média + erro
padrao da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT
1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; * p<0,05; # p<0,0001
(Controle, n=6; TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.
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No plasma das mdes, em DL21, ndo foram observadas alteracbes nos niveis de

insulina, colesterol e triglicerideos. Os indices HOMA-IR e HOMA-B ndo apresentaram

alteracdes em ambas as doses de TBT (Tabela 1).

Tabela 1 — Efeitos da administracdo materna de TBT sob parametros metabdlicos no

sangue e no plasma das maes no dia do desmame da prole

Parametros

Glicemia (DG7) (mg/dL)
Glicemia (DG14) (mg/dL)
Glicemia (DG21) (mg/dL)
Glicemia (DL7) (mg/dL)
Glicemia (DL14) (mg/dL)
Glicemia (DL21) (mg/dL)
Insulina (DL21) (ng/mL)
Colesterol total (mg/ dL)
Triglicerideos (mg/dL)
HOMA-IR

HOMA-B

Controle
122 + 5,66
101,5 + 2,28
98,8 + 7,89
118,3 £ 8,29
1135+4,1
115,6 £5,22
0,76 £0,1
68,25 + 9,48
76,25 + 8,80
497+1,81

51,59+12,11
Nota: DG dia gestacional; DL dia de lactacdo; dados apresentados como média + erro padrdo da
média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT
1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc (Controle, n=6; TBT

100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.

Maes
TBT100ng
1244 + 8,84
103 £5,26
103,4 + 7,82
1145 + 3,57
106,8 + 3,07
106,6 + 5,93
0.69 + 0,04
76,72 £ 9,15
117,4 + 16,59
3,83+0,75
57,46 + 8,78

TBT1000ng
120,7 £ 4,49
102,7 + 3,52
119,2 + 5,25
114,7 £ 6,25
113,8 £ 3,95
115,3 £ 6,83
0,57 £ 0,04
78,31+7,14
78,83 £9,58
3,63+0,79

39,95+ 10,01

3.16 Avaliacdo da composicdo do leite materno no dia do desmame da prole

A glicemia materna foi avaliada de 7 em 7 dias durante a exposicdo ao TBT. Néao

observamos alteracdo glicémica nas mées expostas ao TBT em ambas as doses tanto nos dias
gestacionais (DG) 7, 14 e 21 quanto nos dias de lactacdo (DL) 7, 14 e 21 (Tabela 2).

A exposi¢cdo materna ao TBT na dose de 100ng/kg foi capaz de alterar a composic¢ao

do leite materno, aumentando os niveis de proteina e colesterol total (+18% e + 74%; p<0,05,

p<0,01, respectivamente) e reduzindo os niveis de lactose (-30%, p<0,05), sem alterac6es nos

niveis de triglicerideos ou insulina (Tabela 2). A exposicdo materna ao TBT na dose de

1000ng n&o alterou a composicdo do leite materno quando comparado ao Controle (Tabela 2).
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Tabela 2 — Efeitos da administragdo materna de TBT na composicao do leite materno ao
final da lactagéo

Mées
Parametros Controle TBT100ng TBT1000ng
Proteinas totais (mg/mL) 10,08 + 0,52 11,92 + 0,63* 10,93+ 0,35
Colesterol total (mg/dL) 289,4+41,8 503,2 £ 57,9** 307,8 37,8
Triglicerideos (mg/dL) 3,782 + 0,39 4,702 + 0,46 4,441 + 0,28
Lactose (mg/mL) 29,98 £ 2,40 20,95 + 2,42* 2324+£15
Insulina (ng/mL) 6,64 £+ 0,88 7,47 £1,63 6,47 £ 0,7

Legenda:dados apresentados como média = erro padrdo da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o
tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na
dose de 100ng/kg de pc; * p<0,05; ** p<0,01 (Controle, n= 6; TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng,
n=8).

Fonte: O autor, 2021.

3.2 Efeitos da exposi¢cdo materna ao TBT na prole

3.2.1 Avaliacdo do peso corporal, comprimento naso-anal (CNA) e glicemia da prole no

nascimento

A média de filhotes machos e fémeas nascidos em cada grupo foi: Controle de 4
machos e 6 fémeas; TBT 100ng de 4 machos e 6 fémeas; TBT 1000ng de 4 machos e 4
fémeas.

No dia do nascimento, o peso € 0 CNA da prole macho exposta ao TBT em ambas as
doses ndo foram diferentes quando comparado a prole controle (Figuras 8A e 8C). Em
contraste, a prole fémea exposta ao TBT na dose de 100ng durante a gestacdo e lactacao
apresentou baixo peso ao nascer (-6%; p<0,05) enquanto a prole do grupo TBT1000ng ndo
apresentou alteracOes (Figura 8 B). As fémeas de ambos 0s grupos expostos ao TBT também
apresentaram diferencas significativas em relacdo ao CNA (-8% vs TBT100ng; -6% vs
TBT1000ng;) (Figura 8D).

Apesar de ndo terem sido encontradas alteracbes na prole macho ao nascimento,
observamos na prole fémea maior glicemia no grupo TBT1000ng quando comparado ao
controle (+35% vs TBT100ng; p<0,05) (Figura 9 B).
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Figura 8 — Efeitos da administracdo materna de TBT no peso corporal e CNA no dia do

nascimento da prole de ambos 0s sexos
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Legenda: grafico A: peso corporal da prole macho; grafico B: peso corporal da prole fémea; gréfico C: CNA da
prole macho; gréafico D: CNA da prole fémea; para as essas avaliacBes foram utilizados o n total de
filhotes em PNO com as ninhadas ajustadas para 6 filhotes; dados apresentados como média + erro
padrdo da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT
1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; * p<0,05; *** p<0,001; #
p<0,0001 (n=6 filhotes por grupo).

Fonte: O autor, 2021.
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Figura 9 — Efeitos da administracdo materna de TBT na glicemia no dia do nascimento da

prole de ambos 0s sexos
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Legenda: gréafico A: glicemia da prole macho; gréafico B: glicemia da prole fémea; Para as avaliages de glicemia
foram utilizados os filhotes remanescentes em PNO; dados apresentados como média + erro padrédo da
média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas
tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; *p>0,05 (n=6 animais de cada sexo, 1 de
cada grupo).

Fonte: O autor, 2021.

3.2.2 Avaliacdo da evolucdo ponderal da prole macho do nascimento ao desmame

Durante o periodo dos primeiros 21 dias de vida ndo encontramos alterages
significativas na evolucdo de peso corporal da prole macho de mées expostas ao TBT em
ambas as doses 100 e 1000ng (Figura 10A). O célculo da area sob a curva (ASC) da evolucao
de peso corporal também ndo apresentou alteracdes significativas (Figura 10B).

Nesse periodo, observamos retardo na abertura ocular das proles expostas ao TBT em
ambas as dosagens e sexos. O retardo foi de 1 dia no grupo TBT100ng e variou de 1 a 4 dias
no grupo TBT1000ng. Cerca de 62 e 52% dos filhotes machos e fémeas de maes expostas as

doses de TBT 100ng e 1000ng, respectivamente, tiveram retardo na abertura ocular (Tabela

3).



Tabela 3 — Efeitos da administracdo materna de TBT na data de abertura ocular da prole

Animais Proles
Grupos / Sexos Machos Fémeas
Controle 12/19 (63%) 13/17 (76%)
TBT 100ng 5/13 (38%) 6/16 (38%)
TBT 1000ng 9/22 (41%) 11/23 (48%)

Nota: quantidade de animais com abertura ocular até o 14° dia em comparagéo ao total de animais e seu
percentual (Controle, n= 36; TBT 100ng, n=29; TBT 1000ng, n=45).

Fonte: O autor, 2021.

46
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Figura 10 — Efeitos da administragdo materna de TBT na evolucdo ponderal da prole macho

do nascimento ao desmame
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Legenda: grafico A: evolucdo ponderal da prole macho; gréfico B: area sob a curva (ASC) da evolucdo de peso
corporal; os dias se referem & idade dos animais; para essa avaliacdo, foi considerado o n total de
filhotes machos em PNO por grupo; dados apresentados como média + erro padrdo da média; TBT
100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas
com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc (Controle n= 19, TBT 100ng n= 13, TBT 1000ng n=
23).

Fonte: O autor, 2021.

3.2.3 Avaliacdo da evolucdo ponderal da prole fémea do nascimento ao desmame

Da mesma forma, ndo encontramos alteragbes significativas na evolugéo de peso
corporal do nascimento ao desmame da prole fémea de mées expostas ao TBT em ambas as
doses 100 e 1000ng (Figura 11A). O célculo da area sob a curva (ASC) da evolucdo de peso

corporal também ndo apresentou alterages significativas (Figura 11B).



48

Figura 11 — Efeitos da administragdo materna de TBT, na evolugéo ponderal da prole fémea do

nascimento ao desmame
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Legenda: grafico A: evolugdo ponderal da prole fémea; grafico B: Area sob a curva (ASC) da evolugdo de peso
corporal; os dias se referem & idade dos animais; para essa avaliacdo, foi considerado o n total de
filhotes fémeas em PNO por grupo; dados apresentados como média + erro padrdo da média; TBT
100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas
com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc (Controle n= 17, TBT 100ng n=16, TBT 1000ng n=
25).

Fonte: O autor, 2021.

3.24 Avaliacdo do peso corporal, CNA e indice de Lee no desmame

Em PN21, ndo detectamos diferencas no peso corporal, CNA e nos valores do indice

de Lee das proles de mées expostas ao TBT de ambos os sexos (Figuras 12A a 12F).
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Figura 12 — Efeitos da administracdo materna de TBT no peso corporal, CNA e indice de Lee

da prole de ambos 0s sexos no dia do desmame
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Legenda: grafico A: peso da prole macho no dia do desmame; gréfico B: peso da prole fémea no dia do
desmame; grafico C: CNA da prole macho; grafico D: CNA da prole fémea; grafico E: indice de Lee
da prole macho; gréfico F: indice de Lee da prole fémea; dados apresentados como média + erro
padrdo da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT
1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc (Controle, n= 6; TBT 100ng,
n=>5; TBT 1000ng, n=8, foram utilizados 2 filhotes por grupo, sendo 1 de cada sexo por ninhada).

Fonte: O autor, 2021.
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3.25 Avaliacdo da massa magra e massa gorda por RMN da prole macho no dia do

desmame

A prole macho de mées expostas ao TBT em ambas as doses ndo apresentou diferenca
em relacdo ao peso das massas magra e gorda em PN21 em comparacdo a prole controle
(Figuras 13A e 13B).

Figura 13 — Efeitos da administracdo materna de TBT, na massa magra e gorda prole macho

no dia do desmame
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Legenda: grafico A: massa magra da prole macho no dia do desmame; grafico B: massa gorda da prole macho no
dia do desmame; dados apresentados como média + erro padrdo da média; TBT 100ng: ratas tratadas
com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na
dose de 100ng/kg de pc (Controle, n= 6; TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.

3.2.6 Avaliacdo da massa magra e massa gorda da prole fémea no dia do desmame

Da mesma forma que a prole macho, as fémeas cujas mées foram expostas ao TBT em
ambas as doses ndo apresentaram diferencas em relagdo ao peso das massas magra e gorda em

PN21 em comparacéo a prole controle (Figuras 14A e 14B).
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Figura 14 — Efeitos da administracdo materna de TBT na massa magra e gorda da prole fémea

no dia do desmame
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Legenda: grafico A: massa magra da prole femea no dia do desmame; grafico B: massa gorda da prole fémea no
dia do desmame; dados apresentados como média + erro padrdo da média; TBT 100ng: ratas tratadas
com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na
dose de 100ng/kg de pc (Controle, n= 6; TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.

3.2.7 Avaliacdo do peso dos depdsitos de gordura e dos 6rgdos da prole macho ao

desmame

Nenhuma diferenca significativa foi detectada nos pesos dos depoésitos de gordura
retroperitoneal, gonadal e mesentérica da prole macho de mées expostas em ambas as doses
de TBT (Figuras 15A a 15C). Da mesma forma, ndo foram observadas diferencas
significativas nos pesos relativos do TAM, tireoide, adrenais, pancreas, figado, baco, coracéo,

prostata e testiculos nesses animais (Figuras 15D a 15N).
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Figura 15 — Efeitos da administracdo materna de TBT no peso dos 6rgdos e depdsitos de

gordura da prole macho no dia do desmame
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Legenda: grafico A: peso da gordura retroperitoneal; grafico B: peso da gordura gonadal; grafico C: peso da
gordura mesentérica; grafico D: peso do tecido adiposo marrom (TAM); grafico E: peso da tiredide;
grafico F: peso da adrenal direita; grafico G: peso da adrenal esquerda; grafico H: peso do pancreas;
grafico I: peso do figado; gréfico J: peso do baco; grafico K: peso do coragdo; os dados foram
expressos em gramas ou porcentagem relativa de 100g de massa corporal e como média + erro padréo
da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng,
ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; (Controle, n= 6; TBT 100ng, n=5;
TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.
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3.2.8 Avaliacdo do peso dos 6rgaos e depdsitos de gordura da prole fémea ao desmame

As fémeas cujas maes foram expostas ao TBT na dose de 1000ng apresentaram
reducdo de 30% no peso relativo da gordura retroperitoneal em relacdo ao grupo Controle,
sem alteragOes no grupo TBT100ng (Figura 16A). Embora exista uma tendéncia de redugao
nos estoques da gordura gonadal, ndo houve diferenca estatistica em ambos os grupos TBT
comparados ao grupo Controle (Figura 16B), tampouco nos depositos de gordura mesentérica
(Figura 20C).

Em relacdo ao peso relativo dos o6rgdos (Figuras 16D a 16N), detectamos reducéo
significativa de 30% no utero das fémeas cujas maes foram expostas ao TBT na dose de
1000ng (Figura 16L).
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Figura 16 — Efeitos da administracdo materna de TBT no peso dos depdsitos de gordura e nos

6rgdos da prole fémea no dia do desmame
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Legenda: grafico A: peso da gordura retroperitoneal; grafico B: peso da gordura gonadal; grafico C: peso da
gordura mesentérica; gréafico D: peso do tecido adiposo marrom (TAM); gréfico E: peso da tiredide;
grafico F: peso da adrenal direita; grafico G: peso da adrenal esquerda; grafico H: peso do pancreas;
Gréfico I: peso do figado; grafico J: peso do bago; grafico K: peso do coracéo; grafico L: peso do
Utero; grafico M: peso do ovario direito; grafico N: peso do ovério esquerdo.; os dados foram
expressos em gramas ou porcentagem relativa de 100g de massa corporal e como média + erro padrao
da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng,
ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; * p<0,05 (Controle, n=6; TBT 100ng,
n=>5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.
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3.3 Efeitos da exposicdo materna ao TBT na prole na adolescéncia

3.31 Avaliacdo da evolucdo ponderal da prole macho do desmame aos 45 dias de vida

Do desmame ao PN45, ndo observamos alteracdes no peso corporal da prole macho de
mées expostas ao TBT em ambas as doses (Figura 17A). Também ndo houve diferenca no

calculo da ASC referente a evolugdo ponderal (Figura 17B).

Figura 17 — Efeitos da administracdo materna de TBT na evolucdo ponderal da prole macho

do dia do desmame aos 45 dias de vida

B
1000
800
o 600
A :Ié 400
200
250 .
—
20 200+
E ,
=) 1 50 =
=9
= .
S 100 ) Controle
c Y
s ) TBT 100
£ 50- ne
-A- TBT 1000ng
0 T T T T T T |

|
21 24 27 30 33 36 39 42 45
Dias

Legenda: grafico A: evolugio ponderal da prole macho do dia do desmame ao dia 45; grafico B: Area sob a
curva (ASC) da evolucgéo ponderal; os dias se referem & idade dos animais; dados apresentados como
média + erro padrdo da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg
de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc (Controle, n= 6;
TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.
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3.3.2 Avaliacio da evolucdo ponderal da prole fémea aos 45 dias de vida

Seguindo 0 mesmo padrao da prole macho, a prole fémea de mées expostas ao TBT
em ambas as doses nao teve alteracdes na evolucdo podenral a partir do desmame até PN45
(Figura 18A). Sem diferengas também na ASC referente a evolucdo ponderal (Figura 18B).

Figura 18 - Efeitos da administracdo materna de TBT na evolucdo ponderal da prole fémea

do dia do desmame ao dia 45
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Legenda: grafico A: evolugdo ponderal da prole fémea do dia do desmame ao dia 45; Gréafico B: Area sob a
curva (ASC) da evolucgéo ponderal; os dias se referem a idade dos animais; dados apresentados como
média + erro padrdo da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg
de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; (Controle, n= 6;
TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.
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3.3.3 Avaliacdo da evolucdo do consumo alimentar da prole macho aos 45 dias de vida

N&o encontramos alteracfes no consumo alimentar das proles de maes expostas ao
TBT em ambas as doses no periodo da adolescéncia (Figura 19A). Da mesma forma néo
observamos alteracdo na ASC referente ao consumo alimentar (Figura 19B).

Figura 19 — Efeitos da administracdo materna de TBT, no consumo alimentar da prole macho

do dia do desmame aos 45 dias de vida
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Legenda: grafico A: evolucdo do consumo alimentar da prole macho do dia do desmame ao dia 45; grafico B:
Area sob a curva (ASC) do peso diario da prole macho do dia do desmame ao dia 45; 0 consumo total
da caixa foi dividido pelo nimero de animais em cada caixa (3 a 4 animais em cada) sendo calculado
0 consumo diério individual; dados apresentados como média + erro padrdo da média; TBT 100ng:
ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas com o
tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc (Controle, n=6; TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.
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3.3.4 Avaliacdo da evolucdo do consumo alimentar da prole fémea aos 45 dias de vida

Assim como na prole macho, ndo observamos alteracdes no consumo alimentar das
proles fémea de maes expostas ao TBT em ambas as doses no periodo da adolescéncia (Figura
20A). Em relagdo a ASC referente ao consumo alimentar também ndo observamos alteracéo
(Figura 20B).

Figura 20 - Efeitos da administracdo materna de TBT no consumo alimentar da prole fémea

do dia do desmame aos 45 dias de vida
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Legenda: grafico A: evolugdo do consumo alimentar da prole fémea do dia do desmade ao dia 45; grafico B:
Area sob a curva (ASC) do consumo da prole fémea do dia do desmame ao dia 45. consumo total da
caixa foi dividido pelo nimero de animais em cada caixa (3 a 4 animais em cada) sendo calculado o
consumo didrio individual; dados apresentados como média + erro padrao da média; TBT 100ng: ratas
tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas com o
tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc (Controle, n=6; TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).
Fonte: O autor, 2021.
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3.3.5 Avaliacdo do peso corporal, CNA e indice de Lee da prole de ambos 0s sexos aos 45

dias de vida

Em PNA45, ndo verificamos diferencas no peso corporal, CNA e no calculo do indice

de Lee das proles de mées expostas ao TBT de ambos os sexos (Figuras 21A a 21F).

Figura 21 — Efeitos da administracdo materna de TBT, no peso aos 45 dias, CNA e indice

de Lee da prole de ambos 0s sexos aos 45 dias
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Legenda: grafico A: Peso da prole macho; Gréfico B: Peso da prole fémea; grafico C: CNA da prole macho;
grafico D: CNA da prole fémea; gréfico E: indice de Lee da prole macho; gréfico F: indice de Lee
da prole fémea; dados apresentados como média + erro padrdo da média; TBT 100ng: ratas
tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas com o
tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc (Controle, n=6; TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.
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3.3.6 Avaliacdo da massa magra e massa gorda da prole macho aos 45 dias de vida

A avaliacdo do conteudo de massa magra e massa gorda da prole macho em PN45
mostrou reducdo da massa magra total da prole de maes expostas ao TBT na dose de 1000ng

(Figura 22A), sem alterages na massa de gordura total em ambos os grupos (Figura 22B).

Figura 22 - Efeitos da administracdo materna de TBT na massa magra e massa gorda da prole

macho aos 45 dias
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Legenda: grafico A: massa magra da prole macho aos 45 dias; grafico B: massa gorda da prole macho aos 45
dias; dados apresentados como média + erro padrdo da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o
tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na dose
de 100ng/kg de pc; p<0,05 (Controle, n=6; TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.

3.3.7 Avaliacdo da massa magra e massa gorda da prole fémea aos 45 dias de vida

A prole fémea de mées expostas ao TBT em ambas as doses ndo apresentou diferenca

em relacdo ao peso das massas magra e gorda em PN45 em comparagdo a prole controle

(Figuras 23A e 23B).
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Figura 23 — Efeitos da administracdo materna de TBT, na massa magra e massa gorda da
prole fémea aos 45 dias
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Legenda: grafico A: massa magra da prole fémea aos 45 dias; grafico B: massa gorda da prole fémea aos 45 dias;
dados apresentados como média + erro padrdo da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o
tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na dose
de 100ng/kg de pc (Controle, n=6; TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.

3.3.8 Avaliacdo do peso dos depdsitos de gordura e dos 6rgdos da prole macho aos 45 dias

de vida

O peso dos principais estoques de gordura (retroperitoneal, gonadal e mesentérica) ndo
foi alterado na prole macho de mées expostas ao TBT em ambas as doses (Figuras 24A a
24C). Em relacdo ao peso dos 6rgdos (Figuras 24D a 24N), observamos aumento significativo
de 36% no peso relativo da prdstata de machos filhos de mées expostas ao TBT na dose de
100ng (Figura 24L).
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Figura 24 — Efeitos da administracdo materna de TBT, no peso dos 6rgdos e depdsitos de

gordura da prole macho aos 45 dias
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Legenda: grafico A: peso da gordura retroperitoneal; grafico B: peso da gordura gonadal; grafico C: peso da
gordura mesentérica; grafico D: peso do tecido adiposo marrom (TAM); grafico E: peso da tireoide;
grafico F: peso da adrenal direita; grafico G: peso da adrenal esquerda; grafico H: peso do pancreas;
grafico I: peso do figado; gréfico J: peso do baco; grafico K: peso do coracdo; gréfico L: peso da
préstata; grafico M: peso do testiculo direito; grafico N: peso do testiculo esquerdo. os dados foram
expressos em gramas ou porcentagem relativa de 100g de massa corporale como média + erro padrao
da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng,
ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; *p<0,05 (Controle, n= 6; TBT 100ng,
n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.
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3.3.9 Avaliacdo do peso dos depdsitos de gordura e dos 6rgdos da prole fémea aos 45 dias de

vida

No PN45, nao verificamos diferencas significativas no peso dos principais estogques de
gordura (Figuras 25A a 25C) nem no peso relativo dos 6rgdos das fémeas filhas de mées

expostas ao TBT em ambas as doses (Figuras 25D a 25N).

Figura 25 — Efeitos da administracdo materna de TBT, no peso dos 6rgdos e depdsitos de

gordura da prole fémea aos 45 dias
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Legenda: grafico A: peso da gordura retroperitoneal; grafico B: peso da gordura gonadal; grafico C: peso da
gordura mesentérica; grafico D: peso do tecido adiposo marrom (TAM); gréfico E: peso da tireoide;
grafico F: peso da adrenal direita; grafico G: peso da adrenal esquerda; grafico H: peso do pancreas;
grafico I: peso do figado; gréfico J: peso do bago; grafico K: peso do coragdo; grafico L: peso do
tero; grafico M: peso do ovario direito; grafico N: peso do ovario esquerdo. os dados foram
expressos em gramas ou porcentagem relativa de 100g de massa corporal e como média * erro padrdo
da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng,
ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc (Controle, n= 6; TBT 100ng, n=5;
TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.
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3.3.10 Teste oral de tolerdncia a glicose (TOTG) na prole macho aos 45 dias de vida

Durante 0 TOTG em PN45, n&o verificamos diferengas na glicemia basal e nos tempos
subsequentes a administracdo oral de glicose (15, 30, 60 e 120 min) na prole macho de mées
expostas aos TBT em ambas as doses (Figura 26A). Da mesma forma, a ASC néo foi alterada

em nenhum dos grupos (Figura 26B).

Figura 26 - Efeitos da administracdo materna de TBT, na prole macho aos 45 dias
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Legenda: grafico A: glicemia durante o teste oral de tolerancia & glicose na prole macho; Grafico B: Area sob a
curva (ASC) da glicemia da prole macho aos 45 dias de vida; dados apresentados como média + erro
padrdo da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT
1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc (Controle, n= 6; TBT 100ng,
n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.
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3.3.11 Teste oral de tolerancia a glicose (TOTG) na prole fémea aos 45 dias de vida

Durante o TOTG da prole fémea, detectamos aumento significativo da glicemia
apenas 120 min ap0ds a administracdo oral de glicose no grupo TBT1000ng (Figura 27A). A

ASC nao foi alterada em nenhum dos grupos (Figura 27B).

Figura 27 — Efeitos da administracdo materna de TBT, na prole fémea aos 45 dias
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Legenda: grafico A: glicemia durante o teste oral de tolerancia a glicose da prole fémea; Grafico B: Area sob a
curva (ASC) da glicemia da prole fémea aos 45 dias de vida; dados apresentados como média + erro
padrdo da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT
1000ng, ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; p<0,05 (Controle, n=6; TBT
100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.

3.3.12 Avaliacdo do perfil metabdlico da prole aos 21 e aos 45 dias de vida pos-natal

Em PN21 e PN45 ndo verificamos diferencas nos perfis glicémico e lipidico das proles
de maes expostas ao TBT em ambas as doses e ambos 0s sexos. Da mesma forma, ndo foram
observadas alteracdes nos indices HOMA-IR e HOMA-f (Tabela 4).
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Em PN21, a prole fémea de mdes expostas ao TBT, em ambas as doses de 100 e
1000ng, apresentaram reducdo de 46% e 70%, respectivamente nos niveis de leptina
plasmatica (p<0,01). As mesmas alteracdes ndo foram observadas na prole de ambos 0s sexos
em PN45 (Tabela 4).
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Tabela 4 - Efeitos da exposicdo materna ao TBT no perfil metabdlico das proles de ambos os sexos aos 21 e aos 45 dias de vida pos-natal

PN21 PN45
Machos Fémeas Machos Fémeas
Parimetros Controle TBT100ng = TBT1000ng = Confrole TBT100ng @ TBT1000ng  Controle TBT100ng @ TBT1000ng = Controle TBT100ng TBT1000ng
?1“:;?;3 152,8:6.24 12985555 | 1428261 | 1353%584 | 13564129 | 13991506 | 1085:32 101,3+4,0 1073249 1054591 10224256 | 106638
mg/
Colesterol s - - & = . e &
P 34,742,08 4126:113 | 4126:124 | 414131 3671309 | 5796884 = 7636896 = 696746 | 64191049 45954817 | 6108666  60,71+3.66
TG (mg/dL) 198427,72 309:146,1 150 £10.2 1784598 | 17574189 | 18884376 | 66,19£1611 = 48425505 | 7382+1349 = 4673752 | 61494935 | 77511072
zns‘,‘h’;_a) 1,700,90 143082 097:030 | 1632059 | 091012 | 1242041 1164023 0,8340,38 0812013 | 064024 | 063018 | 066:0,16
ng/m |
Leptina - o - e i " - - e - "
(ag/mL) 2,01£0,47 1,4720.46 1,25£0.22 1,79:033 | 097011 | 0,530,07 0,50£0,09 0,360.1 0,430,1 0,34£0,12 056:0,12 | 033:0,16
o)
HOMAIR 12315726 | 10725622 7165249 | 10465525 | 706:082 | 995:437 | 691159 4934209 4.78+123 386£186 | 362:091 | 428090
HOMA-p 1742010720 | 197,30+£109,80 | 105,30+29,05  156,50+69.92 | 105301770 = 138,30+423,90 | 208,30+57.09  18580+119,70 | 168,50+5929 = 138,90:2025 | 138,20+53,06 149,70+57,89

Legenda: valores apresentados como média + erro padrdo da média; TBT 100ng: ratas tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; TBT 1000ng, ratas
tratadas com o tributilestanho na dose de 100ng/kg de pc; as comparagdes e analises estatisticas foram realizadas dentro de cada idade; TG: triglicerideos; **
p,0,01, *** p<0,001 (Controle, n= 6; TBT 100ng, n=5; TBT 1000ng, n=8).

Fonte: O autor, 2021.
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4 DISCUSSAO

Neste estudo demonstramos que a exposicdo materna ao TBT nas fases de gestacao e
lactacdo, nas doses de 100 e 1000ng/kg pc/dia, ndo promove alteragdes no peso corporal, no
consumo alimentar, no perfil glicémico e lipidico das mées. No entanto, promove alteracoes
especificas e de forma dose-dependente, tais como aumento da massa de gordura das maes no
dia do parto (TBT 100ng), reducédo de gorduras gonadal e mesentérica no dia do desmame da
prole (TBT 1000ng) e alteracBes na composicdo do leite, como aumento de proteinas e
colesterol total, acompanhado de reducdo de lactose (TBT 100ng). Da mesma forma,
observamos que a prole cujas maes foram expostas ao TBT no periodo perinatal apresentou
alteracdes especificas dependentes da dose de exposicdo materna, do sexo e das idades
estudadas.

Alguns trabalhos avaliaram as mées expostas ao TBT durante o periodo de gestacao,
porém em outras doses. Adekko et al. (2003) demonstraram que fémeas Sprague-Dawley
expostas ao TBT do 82 ao 20° dia de gestacdo na dose de 10mg/kg pc/dia apresentaram
reducdo do peso corporal (ADEEKO et al., 2003). Da mesma forma, (COOKE et al., 2004)
observaram reducdo no peso corporal das mées expostas a 10mg/kg pc/dia de TBT, tanto
durante a gestacdo quanto na lactagdo. Em contrapartida, 0s mesmos autores observaram, na
dose de 0,25mg/kg pc/dia, que as maes expostas apresentaram aumento de peso corporal
durante a lactacdo, enquanto que a exposicdo na dose de 2,5mg/kg pc/dia ndo apresentou
efeitos significativos. Esses achados indicam que alteracbes no peso corporal sdo dose-
dependentes. No entanto, 0 aumento da concentracdo de TBT ndo necessariamente afeta de
forma mais drastica o individuo, mostrando uma resposta ndo monotdnica deste composto (ou
seja, doses mais baixas produzem efeitos maiores), caracteristica de muitos desreguladores
endocrinos (XU et al., 2017).

Em relagdo as mdes, nossos achados diferem da literatura provavelmente devido ao
fato de que as dosagens utilizadas nesta Dissertacdo ainda ndo foram descritas em outros
estudos de exposicdo materna ao TBT. Em contrapartida, a exposicdo ao TBT na dose de
100ng/kg pc/dia foi demonstrada em estudos com ratas nuliparas adultas expostas por 15 dias
consecutivos. A exposicdo cronica ao TBT nestas fémeas foi capaz de induzir aumento do
peso corporal e da gordura retroperitoneal, aumentar a intolerancia a glicose e a insulina
durante testes de sensibilidade, aumentar o nimero de ilhotas pancreaticas e o0s niveis de

insulina séricos (BERTULOSO et al., 2015). Além disso, a exposi¢do ao TBT nesse modelo
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experimental, prejudicou o curso normal do ciclo estral acompanhado de um desequilibrio
entre as concentragdes de hormonios sexuais (redu¢do de 17pB-estradiol e aumento de
progesterona) e reducdo do peso dos ovarios (PODRATZ et al., 2012). Apesar de nao termos
avaliado todos os parametros estudados por esses autores, podemos sugerir que a exposicao
ao TBT na mesma dosagem (100ng), pode divergir nos desfechos principalmente devido a
diferengas hormonais decorrente dos periodos de gestacdo e lactagdo. Apesar de ndo termos
detectado diferencas no peso corporal das mdes, um aumento de massa de gordura foi
observado no dia do parto em mées expostas ao TBT na dose de 100ng/kg, resultado similar
ao estudo de Bertuloso et al. (2015).

O TBT jé foi descrito como causador de efeitos importantes na fertilidade de roedores
e como potencial influenciador do desenvolvimento anormal dos fetos. Adeeko et al. (2003)
observaram que o tratamento materno com TBT na dose de 20mg/kg causou um aumento
significativo na perda pos-implantacdo e diminuicdo do tamanho das ninhadas, além de
diminuigdo do peso dos fetos, embora ndo tenham observado malformag6es na prole, nem
mudancas na proporc¢do entre fémeas e machos. Apesar do TBT causar imposex em espécies
de gastropodes, a exposicao in utero em roedores ndo é descrita como capaz de afetar a
proporcdo sexual de fetos (EMA et al. 1995; HARAZONO; EMA; OGAWA, 1996, 1998;
ADEKKO et al., 2003). Ja foi descrito um aumento desproporcional de fetos machos quando
as mdes foram gavadas com uma dose Unica de 100 ou 200 mg/kg de TBT nos dias
gestacionais 7 ou 9, sugerindo um efeito letal seletivo para os fetos fémeas (EMA et al.,
1997). Em nosso trabalho, ndo observamos esse efeito.

A exposicdo ao TBT nas doses de 0,25, 2,5 ou 10 mg/ kg, do dia 0 ao 19° de gestacdo
resultou em um aumento significativo nas distancias anogenitais em fetos machos, sendo que
a exposicdo entre os dias gestacionais 8 e 19 ndo teve nenhum efeito. Houve também um
aumento na incidéncia de fetos de baixo peso apds exposicdo de TBT na dose de 20 mg/ kg,
além de ossificacdo retardada do esqueleto fetal nas doses de 10 e 20 mg/kg de TBT
(ADEKKO, 2003). Em nosso estudo, embora a prole macho de mées expostas a ambas as
dosagens de TBT né&o tenha apresentado diferencas em nenhum dos parametros avaliados ao
nascimento, a prole fémea de mées expostas ao TBT (100ng) apresentou baixo peso e reducdo
do CNA, enguanto a prole fémea de maes expostas ao TBT na dosagem de 1000ng apresentou
reducdo do CNA e aumento da glicemia. E evidente que diferencas entre machos e fémeas
estdo presentes mesmo antes do nascimento e essas continuam durante o desenvolvimento sob
a influéncia de hormonios sexuais (DEARDEN; BOURET; OZANNE, 2018). De alguma

forma, a prole macho parece ter sido protegida dos efeitos da exposicdo in utero ao TBT em
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ambas as dosagens. Como ja mencionado anteriormente, em doses muito elevadas de TBT in
utero, a prole fémea é seletivamente lesada. Considerando os efeitos ndo monot6nicos do
TBT, as doses baixas utilizadas no presente estudo poderiam estar afetando seletivamente a
prole fémea por mecanismos desconhecidos. No entanto, essa suposicdo € baseada em
pardmetros analisados até o momento. E possivel que a prole macho apresente outras
alteracOes tanto em parametros hormonais quanto em metabdlicos que poderdo ser avaliados
posteriormente.

No presente estudo, alteracbes na composicdo do leite, como aumento de proteinas e
colesterol total, acompanhado de reducéo de lactose foram observados pela primeira vez no
leite das maes expostas ao TBT (100ng). Também medimos o contetdo de insulina no leite
materno, porém este parametro ndo se mostrou diferente entre 0s grupos experimentais.
Estudos avaliando os impactos da exposicdo ao TBT no periodo de lactagcdo sdo escassos na
literatura. Cooke et al. (2008) avaliaram o leite de mées expostas ao TBT nas doses de 0,25,
2,5 e 10 mg/kg pc/dia e concluiram que a transferéncia de TBT para os filhotes durante a
lactacdo seria minima, pois os niveis de TBT no leite materno foram praticamente
indetectaveis (COOKE et al., 2008). Outros estudos dosaram 0s niveis de organoestanho no
estomago de filhotes em fase de amamentagdo, onde as maes foram expostas ao TBT, e
indicaram que a transferéncia através do leite foi também insignificante (ADEKKO et al.,
2003; KIMURA et al., 2005). Apesar de terem dosado os niveis de TBT e metabolitos no leite
de maes expostas, esses estudos ndo avaliaram a composicdo de macrunutrientes ou hormonal
no leite materno. Além disso, esses mesmos estudos assumem que quando se é avaliada a
exposicdo ao TBT via mde em ambos os periodos, gestacdo e lactacdo, quaisquer efeitos
observados séo devidos a exposi¢do in utero em vez de um efeito direto do leite. Como neste
estudo, observamos diferencas na composicdo do leite materno, sugerimos que tal conclusao
ndo pode ser tomada com base apenas na dosagem dos niveis de TBT e seus metabdlitos,
visto que alteracGes em macronutrientes, que podem ser causadas por um efeito da exposicéo
ao TBT, sdo extremamente importantes para o desenvolvimento da prole. Diversos estudos ja
demonstraram que alteracGes na composic¢do do leite materno pode programar a prole para
disfuncdes na vida adulta (BADILLO-SUAREZ; RODRIGUEZ-CRUZ; NIEVES-
MORALES, 2017, ENSTAD et al.,, 2021; MIRANDA et al.,, 2017; RODRIGUES et al.,
2017). Portanto, a dosagem de 100ng de TBT ndo € segura, pois causa alteracdes na
composicdo do leite materno que podem promover alteragdes tanto a curto quanto a longo
prazo na prole. Posteriormente, pretendemos estudar as concentragGes de leptina e T3 no leite

das maes tratadas com TBT na gestacéo e lactagéo.
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Em dois trabalhos, Makita et al. (2003, 2004), demonstraram que a exposi¢do durante
gestacdo e lactacdo ao TBT retarda a abertura ocular da prole fémea e macho,
respectivamente. Em nosso estudo, observamos que o percentual de abertura ocular, no dia
considerado normal (PN14), de machos e fémeas expostos em ambas as doses foi baixo em
relagcdo a prole controle. Esses resultados indicam que a exposicdo ao TBT em baixas doses
pode retardar o desenvolvimento do sistema nervoso da prole, embora marcadores
moleculares devam ser futuramente analisados (MAKITA et al., 2003; MAKITA; OMURA,
OGATA, 2004).

Ao desmame, a prole macho de mées expostas em ambas as doses de TBT continuou
nédo apresentando alteragdes nos diferentes parametros avaliados. No entanto, ao desmame, a
prole fémea de mdes expostas ao TBT (1000ng) apresenta reducdo dos depositos de gordura
retroperitoneal e do peso do Gtero. Uma reducéo significativa nos niveis séricos de leptina foi
observada na prole fémea de maes expostas em ambas das doses de TBT. A redugdo nos
niveis de leptina acompanha de forma coerente a reducdo dos depdsitos de gordura nesses
animais. No entanto, alteracdes nos niveis de leptina durante periodos cruciais de
desenvolvimento pode fornecer a base neurobiolédgica para metabolismo alterado e elevado
risco de doencas ndo transmissiveis mais tarde na vida (DE OLIVEIRA et al., 2002).
Reducdes nos niveis de leptina nesse periodo também podem induzir a resisténcia a leptina a
longo prazo na prole, tornando-a mais suscetivel ao desenvolvimento de obesidade (ATTIG et
al., 2008).

Na adolescéncia, a prole macho de maes expostas ao TBT na dose de 1000ng
apresenta reducdo da massa magra, enquanto a prole de maes expostas ao TBT na dose de
100ng apresenta aumento do peso da prdstata. Omura (2001), demonstrou que ndo houve
diferenca significativa no peso da prostata na prole macho adulta de camundongos expostos
ao TBT nas doses de 25 e 125 mg/kg pc/dia durante gestacdo e lactacdo. Ao contrario, uma
reducdo foi observada na 22 geracdo subsequente a exposicdo. Sugerimos que 0 aumento do
peso da prostata nesses animais se deva a um aumento de androgénios devido a programacao
pelo TBT sobre a enzima aromatase (OMURA et al., 2001).

Embora a prole fémea apresente alteracfes em PNO e PN21, em PN45 essas alteracoes
ndo sdo mais observadas. Embora em PN21 encontramos redugdo do peso uterino apenas na
prole de mées expostas na dose de 1000ng, em PN45 h& uma tendéncia de redugdo no peso do
utero em ambos 0s grupos, TBT 100 e 1000ng. Na literatura, ndo existem trabalhos que
mostram a exposi¢do materna ao TBT na dose de 1000ng/kg pc/dia. Contudo, a administracéo

direta de TBT em fémeas adultas, na dose de 100ng/kg pc/dia, foi capaz de promover atrofia e
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morfologia anormal do Gtero (DE ARAUJO, 2018). Sabemos que o TBT e seu metabolito
DBT possuem efeito inibitorio sobre a enzima aromatase, comprovado por estudos in vitro
(COOKE et al., 2002; HEIDRICH; STECKELBROECK; KLINGMULLER, 2001). No
entanto, ndo sabemos se ao desmame, a reducdo da conversdo de androgénios a estrogenos
pode explicar a reducdo do Gtero da prole fémea, uma vez que os niveis hormonais séo
extremamente baixos antes da puberdade. Esse pode ser um efeito toxico da exposi¢do ao
TBT que podera induzir disfuncbes reprodutivas nesses animais. Ja na adolescéncia, a
estrogenemia pode estar reduzida, o que ajuda a justificar a tendéncia ao baixo peso uterino.
Sera fundamental a dosagem dos esteroides sexuais no plasma das proles para comprovar
estas ideias. Toda e et al. (2001), observaram em camundongos nocautes para 0 gene da
aromatase uma reducdo no tamanho do Utero, assim como anormalidades morfofuncionais
(TODA et al, 2001). Outras alteracGes, tais como adiantamento na idade de inicio da abertura
vaginal (AV) e no primeiro estro vaginal, reducdo de peso corporal na AV e no primeiro estro
e padrdes alterados de ciclicidade estral na idade adulta foram observados por Si et al. (2012).
Tendo em vista o efeito descrito na literatura, a exposicdo perinatal ao TBT pode resultar em
puberdade precoce em ambas as proles macho e fémea.

O efeito toxico do TBT na homeostasia glicémica ja foi descrito em estudos
toxicologicos. A exposicdo ao TBT nas doses de 0,5, 5 e 50ug/kg por um periodo de 60 dias
em camundongos machos alterou a glicemia basal desses animais e intolerancia a glicose foi
observada no TOTG em todas as doses de exposicdo (ZUO et al., 2014). Outro estudo
demonstrou que a exposi¢cdo ao TBT na dose de 0,25mg/kg em camundongos CD-1 machos
adultos causou hiperglicemia acompanhada de hipoinsulinemia. Niveis reduzidos de insulina
podem ser explicados pelo aumento de estresse oxidativo associado a um aumento de
apoptose nas células B pancredticas desses animais. De forma interessante, eliminando a
exposicdo ao TBT por 2 semanas, as alteracbes no metabolismo glicémico desses animais
foram revertidas (HUANG et al., 2018). Em nosso estudo, ndo observamos alteracdo da
glicemia na prole macho de mées expostas ao TBT em ambas as doses e em todas as idades,
assim como resisténcia a insulina. No entanto, a prole fémea (TBT 1000ng) apresenta
glicemia elevada no nascimento, o que pode ser explicado pela exposicéo direta a0 TBT nessa
fase. Apds interromper a exposicdo desses animais, alteracfes na glicemia basal j4 ndo sé@o
observadas. Contudo, quando desafiadas com uma sobrecarga de glicose durante o TOTG, a
prole fémea (TBT 1000ng) ndo consegue restabelecer os niveis de glicemia quando

comparadas as fémeas controle. Esse resultado sugere que a exposi¢do precoce ao TBT pode
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programar alteragdes no perfil glicémico da prole. Mais investigagOes deverdo ser realizadas
para comprovar essa hipotese.
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CONCLUSOES

Em suma, a exposicdo ao TBT em baixas doses durante fases criticas do
desenvolvimento, induz alteracdes dose, sexo, idade e tecido-especificas e parecem prejudicar
de forma mais pronunciada a prole fémea. Essas altera¢cGes podem ser um indicio de que esses
animais apresentardo, na vida adulta, maior risco de desenvolver obesidade e doencas
associadas. No entanto, € necessario ainda o acompanhamento da evolucdo da prole até a
idade adulta, além do desenvolvimento de estudos morfolégicos e moleculares em todas as
idades avaliadas, a fim de obtermos um rastreamento do fenétipo desses animais. Por fim,
cabe ressaltar que estamos constantemente expostos por longos periodos a baixos niveis de
TBT, seja pela ingestdo de alimentos marinhos, 4gua ou por diversas outras vias. Sendo
assim, a exposicdo a esse contaminante ambiental ndo exclui periodos como gestacdo e
lactacdo. Por isso, estudos toxicol6gicos nessas fases sdo de grande importancia, pois
auxiliam na compreensao dos possiveis impactos futuros nas geracfes subsequentes, podendo

minimiza-los ou auxiliar na criacdo de novos tratamentos terapéuticos.
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CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "EFEITOS DO TRIBUTIL ESTANHO NA
PROGRAMAQKO METABOLICA DURANTE ADOLESCENCIA", registrada com o n°
010/2019, sob a responsabilidade de Rosiane Aparecida Miranda - que envolve a producao,
manutencdo ou utilizacdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto
humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensino) - encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n® 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n® 6.899, de 15 de julho de
2009 e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo
Animal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISSAQ DE ETICA PARA O CUIDADO E USO DE
ANIMAIS EXPERIMENTAIS (CEUA) do Instituto de Biologia Roberto Alcantara Gomes da
UERJ, em reunido de 25/05/2019.

Finalidade () Ensino { X ) Pesquisa Cientifica
Vigencia da autorizagdo 25/05/2023

Espéciellinhagem/raca Ratos Wistar

N® de animais 176

Pesolldade 200-600 g / 60-180 dias

Sexo Macho e femea

Origem Biotério setarial

Rio de Janeiro, 25 de Maio de 2019.

Prof. Dr. Alex C. Manhies Profa. Dra. Patricia C. Lishoa
Coordenador Vice-Coordenadora
CEUANIBRAGIUERJ CEUA/IBRAG/UER.




