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RESUMO

O tributilestanho (TBT) € um composto organoestanico utilizado em diversas areas
da agricultura e da industria. Estudos recentes vém demonstrando que o TBT possui
efeitos sobre diversos 6rgaos e tecidos em roedores e outros animais, impactando
principalmente o sistema endocrino ao agir como um inibidor da enzima aromatase,
e diminuindo os niveis sistémicos de estradiol. Para os experimentos, camundongos
fémeas receberam TBT em doses diarias de 250 ng/ kg, 500 ng/kg e 750 ng/kg, ou
sua solucdo veiculo. Os animais foram submetidos ao teste de reconhecimento de
objetos para uma avaliagdo da memdria de reconhecimento, tiveram seus ciclos
reprodutivos analisados e foram avaliados quanto a peroxidagao lipidica e expressao
de ERa no cértex pré-frontal e no hipocampo. Foi observado que o TBT, nas doses
de 500 ng/kg e 750 ng/kg, altera a expresséo do receptor ERa, com uma expressao
reduzida no hipocampo dos animais que receberam a dose de 750 ng/kg, € no
cortex pré-frontal dos animais que receberam a dose de 500 ng/kg, quando
comparada ao controle. O TBT foi capaz de induzir peroxidagao lipidica em todas as
doses no cortex pré-frontal, quando comparado ao controle. A memodria de
reconhecimento de curto e longo prazo foi afetada negativamente nos animais que
receberam as doses de 250ng/kg, 500 ng/kg e 750 ng/kg, quando comparada ao
controle. Os ciclos reprodutivos sofreram alteragbes nos grupos expostos ao TBT,
em relacao ao controle. Nossos dados sugerem que o TBT apresenta a capacidade
de afetar a cognicdo de camundongos fémea, além de alterar a expressdo do
receptor de estrogénio ERa em diferentes areas cerebrais e promover estresse

oxidativo no cortex pré-frontal.

Palavras-chave: Cortex pré-frontal; Estresse Oxidativo; Estrogénio; Hipocampo;

Memodria de Reconhecimento; Tributilestanho.



ABSTRACT

Tributyltin (TBT) is a synthetic organotin compound used in several areas of
agriculture and industry. Recent studies have demonstrated that TBT has effects on
several organs and tissues in rodents and other animais, impacting their endocrine
system due to its endocrine disrupting effects, causing abnormal estrogen levels. In
this study, female mice were exposure to TBT in daily doses of 250ng/kg, 500 ng/kg
and 750 ng/kg, and their recognition memory performance was tested using the novel
object recognition test. We further assessed the estrous cyclicity, prefrontal cortex
(PFC) and hippocampus estrogen receptor a (ERa) protein expression and oxidative
stress. TBT impaired recognition memory in short and long term, in all doses. We
found ERa receptor expression reduced in the hippocampus of the subjects that
received the dose of 750 ng/kg, and decreased in the PFC of the subjects that received
the dose of 500 ng/kg, when compared to Control group. TBT induced lipid peroxidation
in the PFC in all doses, when compared to Control. It was also possible to observe
alterations in the reproductive cycle of the animals, in which the groups treated with
TBT had longer cycles. Our data suggest that TBT has the capacity of affecting the
cognition of female mice. TBT can also modify the expression profile of ERa in

different cerebral areas and promotes oxidative damage in PFC.

Keywords: Estrogen Receptor; Hippocampus; Oxidative Stress; Prefrontal Cortex;
Recognition Memory; Tributyltin.
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1- INTRODUGAO

O conhecimento acerca dos efeitos toxicos e curativos de produtos de
origem animal, vegetal e mineral esta presente na humanidade desde os seus
primordios, e vem sendo aprimorado ao longo dos milénios. Sendo
primeiramente associado a areas como a Alquimia, o estudo dos venenos,
que hoje é conhecido como toxicologia, foi um tema de grande interesse dos
intelectuais de diferentes eras. O interesse nos aspectos toxicologicos da
exposi¢cao acidental a compostos quimicos, em especial os de origem
inorganica, como 0s metais pesados, também teve seu inicio ha muitos
séculos. Em 1567, foi publicado postumamente o trabalho Von der Bergsucht
und anderen Bergkrankheiten (Sobre a Doenga dos Mineiros e outras
enfermidades dos mineiros), do médico e alquimista suico Paracelsus, onde
ele explorou a etiologia dos problemas de saude de trabalhadores de minas e
ligou essas patologias a toxicidade de metais como o mercurio € o chumbo.
Desde entdo, houve um crescimento massivo de publicagcbes cientificas no
campo da toxicologia, muito devido as novas condigdes de vida nas
sociedades modernas apés as duas Revolugdes Industriais, onde a exposicao
a agentes toxicos das mais variadas naturezas tornou-se mais frequente.
Como resultado, sucedeu-se uma grande diversificacdo dessa disciplina com
o surgimento de subareas cada vez mais especificas, tais como a toxicologia
clinica e experimental, a toxicologia forense e a toxicologia ambiental (Milles,
1999).

A partir da toxicologia ambiental e outras ciéncias relacionadas a
saude ambiental, surgiu na década de 1970 o conceito de toxicologia
comportamental (Weiss & Laties, 1975), uma nova subarea da toxicologia com
interesse nas alteragbes comportamentais que um organismo intoxicado
apresenta. Os primeiros trabalhos acerca desse tema focaram principalmente
nos efeitos téxicos de compostos metalicos sobre o sistema nervoso de
organismos que foram expostos a esses agentes devido a contaminagao
ambiental (Weiss, 1983). Na toxicologia comportamental dos dias de hoje,
existe um grande interesse em uma classe de poluentes quimicos conhecidos

como desreguladores enddcrinos.
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1.1- Desreguladores Endécrinos

Desreguladores enddécrinos sao substancias capazes de alterar o
funcionamento e a modulagdo do sistema enddcrino (Colborn et al., 1993),
aumentando ou bloqueando a sintese, liberacdo e acdo de hormédnios
naturais, ou até mesmo atuando como um xeno-horménio, ao mimetizar os
efeitos fisiolégicos de um certo hormdnio endégeno (Tabb & Blumberg, 2006).
Dentre os principais desreguladores enddcrinos ambientais com efeitos
neurologicos e comportamentais estdo o bisfenol A (Yeo et al., 2013; Elsworth
et al., 2015), os ftalatos (Chopra et al., 2014; Leon-Oléa et al., 2014),
pesticidas (Leon-Oléa et al., 2014) e compostos organometalicos, como o

metilmercurio (Farina et al., 2011) e organoestanicos (Krlger et al., 2005).

Os organoestanicos (OTs) sado compostos organometalicos que
apresentam uma ou mais ligagdes entre um atomo de carbono e um atomo de
estanho (Figura 1), sendo representados através da férmula geral R,(Sn)X,,
onde R é um grupo alquil ou aril, X uma espécie anibénica € n € um numero
variavel entre 1 e 4 (Blunden & Evans, 1990). Além de atuar como
desreguladores enddcrinos, afetando o metabolismo dos horménios gonadais
(Omura et al., 2001; Grote et al.,, 2004), os organoestanicos apresentam
efeitos citotdxicos e genotdxicos (Ahmad et al., 2008; Varela-Ramirez et al.,
2011), além de atravessarem a barreira hematoencefalica, apresentando

também efeitos neurotdxicos (Bouldin et al., 1981; Kruger et al., 2005).

Figura 1: Estrutura quimica do tributilestanho. Um atomo de estanho (Sn), ligado a trés grupos

carboénicos butil e um radical aniénico

1.2 - Tributilestanho
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O tributilestanho (TBT) esta entre os compostos organoestanicos com
uso comercial como biocida devido a sua toxicidade. A toxicidade dos
organoestanicos esta associada ao numero de ligagdes entre o atomo de
estanho e os grupos organicos, sendo que os compostos cujo atomo de
estanho esta associado com trés grupos organicos apresentam alta atividade
toxica (Hoch, 2001). O seu alto potencial biocida fez com que o TBT se
tornasse amplamente utilizado na industria naval como o principal composto
em tintas anti-incrustantes a partir da década de 1960 (ten Hallers-Tjabbes,
1997).

Na década de 1970, porém, foi observado que o TBT apresentava
atividade toxica em organismos que nao sao os alvos das tintas anti-
incrustantes. Entretanto, suas propriedades de desregulador endocrino
levavam ao desenvolvimento sexual inadequado em gastropodes, causando o
surgimento de o6rgaos genitais masculinos em fémeas, um fenémeno
conhecido como “imposex”. O imposex em fémeas do gastrépode predador
Ocenebra erinacea foi observado pela primeira vez em 1970, na baia de
Archacon, na Franca, o que em poucos anos quase levou ao desaparecimento
da espécie na regiao (Gibbs, 1993). Em 1976, a populagao da ostra comercial
Crassostrea gigas comecou a entrar em declinio devido ao imposex. A
produtividade da cultura de ostras, que estava entre 10 000 e 15 000
toneladas por ano no inicio da década de 1970, caiu para 3000 toneladas em
1981, causando um enorme prejuizo econdmico para a regiao (Ruiz et al.,
1996; Evans, 2000). Em meados da década de 1970, a entrada de TBT diaria
nas aguas da baia de Arcachon atingiu o pico de 8 kg (Ruiz et al., 1996).
Entretanto, somente a partir da década de 1980 que investigacdes
toxicoldgicas apontaram o TBT como o responsavel pela devastagdo das
populacgdes de moluscos marinhos da baia de Arcachon. O impacto ecolégico
e econdbmico causado levou a uma série de pesquisas acerca dos
mecanismos da toxicidade do TBT e outros organoestanicos, e também a
legislagdes que restringiam o seu uso. Mesmo com todo o esfor¢o, na década
de 1990 as tintas antiincrustantes contendo TBT ou outros organoestanicos
em sua composicdo eram utilizadas em cerca de 80% das embarcacdes de

grande porte (IMO, 1994). No Brasil, foi adotado o Principio da Precaugéo em
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1992, que baniu o uso de TBT a partir de janeiro de 2003 (Agenda 21, Secao
17.22).

O TBT possui meia-vida extensa, e ¢é altamente suscetivel a
bioacumulagdo nas cadeias troficas, o que favorece a exposicdo humana
através da alimentag&o de peixes e frutos do mar contaminados, e do contato
com agua e sedimentos contaminados (Kannan et al., 1995; Chien et al.,
2002; Lo et al., 2003). A Organizacado Mundial de Saude (OMS) e a Agéncia
de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos consideram como segura para
humanos a exposi¢do ao TBT em uma dose diaria de 300 ng/kg (WHO, 1990;
EPA, 1997). Porém, mesmo apos a legislagao regulatoria do uso de TBT, os
niveis encontrados nas aguas marinhas brasileiras sdo superiores ao limite
recomendado. Na baia de Guanabara, no Rio de Janeiro, as concentragdes
variavam, em média, entre 742 ug/kg e 14 ug/kg, sendo que a concentragéo
maxima registrada foi de 6 000 pg/kg (Almeida et al., 2004), ou seja, uma
concentracado 20 000 vezes superior ao que se considera aceitavel. Na ultima
década, concentrag¢des de TBT, mais altas do que aquela considerada segura,
foram verificadas ao longo da costa brasileira (Sant’/Anna et al., 2014; Artifon
et al. 2016; Maciel et al., 2018).

A partir das observacgdes iniciais feitas em moluscos, foram realizadas
diversas investigagbes acerca dos efeitos nocivos do TBT em outros modelos
experimentais e encontrou- se numerosas evidéncias de sua toxicidade em
diferentes 6rgéos e tecidos. O TBT exerce sua toxicidade em crustaceos,
protocordados, peixes e mamiferos, apresentando efeitos neurotdxicos,
hepatotoxicos, nefrotoxicos e obesogénicos, além de levar a disfungdes
reprodutivas. (Grote et al., 2004; Revathi et al.; Gallo & Tosti, 2013; Jordao et
al.;Li et al.; Lyssimachou et al.; Podratz et al. 2015; Kanimozhi et al. 2016).
Boa parte dos efeitos toxicos do TBT sao devidos a interferéncia direta do
estanho no metabolismo celular (Varela-Ramirez et al., 2011), porém, ao
avaliar a toxicidade do TBT no cérebro e suas consequéncias
comportamentais, € necessaria uma avaliagdo em relagdo aos efeitos dessa

substancia como desregulador endocrino.

1.3 — Estrogénio e cérebro



16

O TBT é um inibidor competitivo da aromatase, a enzima responsavel
pela conversao de androgenos em estrégenos na via de sintese de hormdnios
esterdides (Saitoh et al. 2001). O bloqueio da atividade da aromatase acarreta
um declinio dos niveis de horménios estrogenos, ao mesmo tempo em que
leva ao aumento nos niveis de horménios andrégenos, sendo essa a causa da
masculinizacdo de fémeas que sofrem imposex e das disfuncdes reprodutivas
apresentadas em outros organismos. A alteragdo nos niveis dos hormdnios
gonadais tem profundo impacto no funcionamento do sistema nervoso central,
considerando que a embriogénese e o desenvolvimento do sistema nervoso é
modulada pelos hormdnios sexuais (Shum et al., 2015). A diminuicdo nos
niveis de 17B-estradiol (E2), o0 hormoénio mais ativo da classe dos estrogénios,
pode levar a diversas consequéncias nocivas ao cérebro, tanto em machos
quanto em fémeas, devido a sua importante funcéo fisiolégica no sistema

nervoso.

Além de modular a diferenciagdo sexual do cérebro e provocar
comportamentos sexuais e reprodutivos, o E: desempenha uma série de
fungdes neuroldgicas e comportamentais, principalmente em fémeas, mas
também em machos, como neuroprotetor, antioxidante, antidegenerativo,
regulador da ingestdo de alimentos e regulador da atividade locomotora (Zhao
e Brinton; Nilsen et al.,2006; Eckel, 2011; Prokai et al., 2015; Mosquera et al.
2014), além de ser um modulador da agao de fatores neurais de crescimento
e da plasticidade sinaptica, desempenhando um papel importante na cognigao
(Walf et al., 2011; Srivastava et al. 2013). E bem observada a relag&o entre os
niveis de E2 e a fungdo cognitiva em mulheres que sofrem um declinio
cognitivo e possuem maior incidéncia de deméncia do tipo Alzheimer apos a
queda massiva dos estrogénios na pés-menopausa (Yaffe et al. 2000; Wolf et
al.; Zandi et al. 2002). Desta forma, é plausivel que organismos expostos ao
TBT tenham prejuizos nas fungdes cognitivas devido tanto a agdo neurotdxica
do estanho, quanto ao declinio nos niveis endégenos de Ez, que levam a
alteracbes na modulagdo das sinapses e deixam o cérebro vulneravel ao

estresse oxidativo e a neurodegeneragao.
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O E:2age no tecido-alvo através de trés receptores: os receptores ERa
e ERp, e o recém- descoberto GPER, que é um receptor acoplado a proteina
G. Embora as fungbes do GPER ainda estejam por ser completamente
elucidadas, muito se sabe sobre os receptores ERa e ERB no cérebro. Esses
receptores estdao bem distribuidos pelo cértex pré-frontal e pelo hipocampo,
duas regides cerebrais responsaveis pela aquisicdo e recuperagdo de
memorias e pelos processos de aprendizado, além de outras fungdes
cognitivas e executivas, como a atencao, a navegacao espacial e a tomada de
decisbes (Kolb, 1984; Sutherland e Rudy, 1989). Os ERs também sé&o
encontrados em outras regides envolvidas nos processos de memoria e
aprendizagem, como o estriado dorsal e o nucleo accumbens (Mitra et al.
2003). Através desses receptores nas regides citadas anteriormente, o E:
influencia uma série de funcgdes fisioldgicas importantes para a memoéria e a
aprendizagem, como a modulagdo da neurotransmissdo dopaminérgica e a
formacéo de sinapses, principalmente em individuos do sexo feminino, mas
também nos do sexo masculino (Hajszan et al. 2007; Frick et al. 2010;
Shanmugan e Epperson, 2014; Almey et al. 2015). O ERa, especificamente, é
o receptor predominante no hipocampo de camundongos (Mitra et al. 2003),
sendo encontrado nas membranas dos terminais pré- e pos-sinaptico no
hipocampo e também no cértex pré-frontal, o que permite o E2 modular
rapidamente a transmissao sinaptica e a dindmica dos dendritos (Bailey et al.
2011).

1.4 — Memoria de Reconhecimento

Dentre os diferentes tipos de processos cognitivos que sofrem
influéncia da modulagdo neuronal do E,, podemos destacar a memodria de
reconhecimento (Inagaki et al. 2010; Tuscher et al. 2015). A memodria de
reconhecimento é a capacidade de julgar a ocorréncia prévia de um estimulo,
e € um processo cognitivo com multiplos componentes, onde diferentes tipos
de informacédo podem ser utilizados para determinar se certo estimulo, ou
conjunto de estimulos, ocorreu previamente e quando ocorreu (Warburton e
Brown, 2015).
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No que se refere a classificagdo temporal das memoérias, a memoria
de reconhecimento possui representagdes dentro de curto e longo prazo, e
esta intimamente ligada a memoria espacial: pistas sensoriais armazenadas
pela memoéria de reconhecimento sao fundamentais para a navegagao
espacial do individuo, sendo a memdria espacial do ambiente onde se deu o
processamento de certo estimulo uma importante informagdo para dar
contexto a memodria de reconhecimento. A memdéria espacial se refere ao
‘onde”, enquanto a memoria de reconhecimento se refere ao “o qué’
(Siedlecki e Salthouse, 2015).

Embora a literatura tenha trabalhos acerca da neurotoxicidade do TBT
e outros desreguladores enddcrinos, pouco se sabe sobre as possiveis
consequéncias comportamentais que a exposicdo ao TBT traz aos
organismos, além de serem escassos os trabalhos relacionando as alteragdes
hormonais com a fungéo cognitiva de organismos expostos a desreguladores

enddécrinos ambientais.
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2 — OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral

o Avaliar os efeitos do tratamento crénico com tributilestanho sobre
parametros comportamentais e a modulacdo pelo sistema neuroenddocrino em

camundongos fémeas.

2.2 — Objetivos Especificos

o Verificar os efeitos da exposicdo cronica ao TBT sobre os ciclos
reprodutivos de camundongos fémeas;

o Verificar os efeitos da exposicdo cronica ao TBT sobre a memodria de
reconhecimento, de curto e longo prazo, de camundongos fémeas;

. Analisar o perfil de expressao do receptor de estrogénio ERa no cértex
pré-frontal e no hipocampo de camundongos fémeas expostas ao TBT;

o Investigar a geragdo de estresse oxidativo cértex pré-frontal e no
hipocampo de camundongos fémeas expostas ao TBT.
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3 — MATERIAIS E METODOS

3.1 — Animais

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss (Mus musculus) do sexo
feminino (n=64), com idade de oito semanas e pesando aproximadamente 30 g. Os
animais foram separados em grupos de dois ou trés individuos e foram alojados em
caixas de polipropileno (28 cm x 17 cm) forradas com maravalha de acordo com a
ninhada de procedéncia. As caixas foram mantidas no Biotério Central da UFES,
numa sala com temperatura regulada, e ciclos de 12 horas de claro-escuro. Os
camundongos receberam racéo e agua ad libitum. Neste estudo foram respeitados os
principios éticos do Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal (COBEA), que esta
em conformidade com normas internacionais de pesquisa envolvendo animais. O
projeto foi submetido ao Comité de Etica em Uso de Animais (CEUA) do CCS/UFES,

e aprovado sob o numero 033/2013.

3.2 - Droga

Foi administrado tributilestanho (Sigma, St. Louis, Mo., USA.) em solugdo

etandlica 0.1%. Como controle, foi administrada solugao etandlica 0.1%.

3.3 — Delineamento experimental

No experimento, 64 animais foram utilizados, e divididos em 4 grupos (Controle,
TBT-250, TBT-500, TBT-750). Os grupos TBT-250, TBT-500 e TBT-750 receberam
uma dose da solugdo de TBT diariamente, via gavagem, nas concentragbes de 250
ng/kg, 500 ng/kg e 750 ng/kg respectivamente, por 14 dias. O grupo Controle foi
tratado com solugao etandlica 0,1% no mesmo volume de solugdo administrada aos
grupos TBT (0,5ml x 30g). Os animais foram submetidos ao teste de reconhecimento
de objetos no 15° dia, 24 horas apds o término do tratamento com TBT, e a eutanasia
por decapitagao ao atingirem a fase metaestro-diestro do ciclo estral, apos o teste de
reconhecimento de objetos. Os ciclos estrais dos animais foram acompanhados todos

os dias, desde uma semana antes do inicio da exposi¢cdo ao TBT até a eutanasia.
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Foram retirados o cértex pré-frontal (CPF) e o hipocampo, posteriormente

armazenados em freezer -80°C, para analises bioquimicas.

Teste de
Tratamento com TBT + Reconhecimento de

Acomanhamento do Ciclo Estral e
Acompanhamento do

Ciclo Estral

Figura 2: Fluxograma do desenvolvimento das atividades do desenho experimental

3.4 — Avaliagao do Ciclo Estral

A secrecao vaginal dos animais foi coletada durante a exposi¢ao ao TBT, para
que a regularidade do ciclo estral fosse analisada. Foram injetados 6uL de solugao
salina (NaCl 0,9%) na vagina dos animais, com o auxilio de uma micropipeta. O
material obtido foi depositado em laminas, posteriormente fixadas em metanol e
coradas com hematoxilina e eosina. Apds serem fixadas e coradas, as laminas foram
armazenadas em geladeira e posteriormente analisadas em microscopio 6ptico (Nikon
Eclipse E200). O aspecto da secreg¢ao vaginal e os tipos celulares encontrados foram
utilizados como parametro para a determinagcdao da fase do ciclo reprodutivo dos
animais. Foram consideradas neste desenho experimental as fases proestro (P), estro
(E), e a unido das fases metaestro e diestro (M-D), devido a dificuldade de distingdo

entre as fases e suas transi¢cdes (Podratz et al., 2015).

3.5 — Avaliagao Comportamental

No segundo experimento, utilizamos o Teste de Reconhecimento de Objetos
(TRO), seguindo um modelo adaptado de Ennaceur e Delacour (1988). O TRO é um
teste comportamental simples que se baseia no comportamento exploratério inato dos
roedores, que tém uma tendéncia a explorar objetos novos em detrimento a objetos
que ja foram apresentados a eles previamente, sem a necessidade de recompensa ou
punicdo. A preferéncia por um objeto novo implica que o objeto previamente
apresentado ao animal esta armazenado na memoéria deste (Ennaceur, 2010). O TRO

tem as vantagens de ser um teste de curta duragdo, sem a necessidade da oferta de
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estimulos externos, facilmente adaptavel e que fornece dados das memoarias de curto

e longo prazo (Antunes e Biala, 2012).

3.5.1 — Sessao de habituagao

O teste se d4 em uma caixa confeccionada em acrilico transparente, nas
medidas de 600mmx600mmx450mm, recoberta com papel branco nas laterais e
preenchida com maravalha. Os objetos utilizados no teste foram confeccionados
manualmente usando brinquedos de plastico e massa de modelar (Figura 2A). No
primeiro dia, antes de qualquer procedimento, foi realizada e sessao de habituacao,
onde o animal foi colocado na caixa, sem nenhum objeto, para que se habituasse ao
ambiente, por 10 minutos. Essa etapa € muito importante, considerando que a
familiarizacdo com o ambiente e a associacdo do objeto com pistas espaciais

influenciam a memoria de reconhecimento (Ennaceur e Delacour, 1988).

3.5.2 — Sessao de treino e sessoes de teste

24 horas ap6s a habituagdo, na sessao de treino, o animal foi recolocado na
caixa, com dois objetos iguais (A1 e A2), equidistantes na caixa, a 15 cm das paredes
laterais, e deixado por 5 minutos para que explorasse o ambiente livremente (Figura
2B). O tempo de exploragdo de cada objeto foi registrado no programa ANYMaze,
para posterior analise através do indice de reconhecimento. No mesmo dia 1,5 horas
apos a sessao de treino, foi avaliada a memaria de curto prazo (MCP), onde o animal
foi recolocado na caixa com dois objetos A1 e B1, feitos do mesmo material, porém de
formatos diferentes, e deixado por um tempo de 5 minutos para explorar o ambiente
(Figura 2C). Para testar a memoria de longo prazo (MLP), o animal foi recolocado na
caixa 24 horas ap6és a sessao de treino, com dois objetos (A1 e C1), e o animal teve 5
minutos para explorar o novo ambiente (Figura 2D). Neste protocolo, a habituagao foi
realizada no ultimo dia de administracdo de TBT. A sessao de treino e a avaliagao da
memoria de curto prazo foram realizadas 24 h apds a ultima administragdo das
solugdes, e a avaliagdo da memoria de longo prazo 48 h apods a ultima administragao.
Portanto, os testes ndo foram concomitantes. A exploragdo dos objetos foi

considerada pelo comportamento de tocar, cheirar e se aproximar intencionalmente
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dos objetos dentro de um raio estabelecido (Antunes e Biala, 2012). Para a analise

dos dados foi utilizado o indice de reconhecimento, que é calculado pela formula

%X 100, onde TN é o tempo gasto para explorar o objeto novo e TA é o tempo
gasto para explorar o objeto ja familiar ao animal. Individuos com o indice de
reconhecimento inferior a 60% sao considerados cognitivamente afetados (Ennaceur
e Delacour, 1988). O teste foi, em sua totalidade, executado e analisado por apenas

um experimentador.

Figura 3: Esquematizagdo do Teste de Reconhecimento de Objetos (TRO). (A): O teste se utiliza de 4 objetos: 2
objetos iguais (A1 e A2) e outros 2 diferentes (B1 e C1). (B): na sessao treino, o animal explora os dois objetos
iguais.(C): 1Th30min apds a sesséo treino, o objeto A2 é trocado por B1 e o animal retorna a caixa. (D): 24 h apéds a

sessao treino, o objeto B1 é trocado por C1 e o animal retorna a caixa.

3.6 — Eutanasia
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Os animais foram eutanasiados através de decapitacdo com tesoura, e foram
retirados o cortex pré- frontal e o hipocampo, para analises bioquimicas posteriores. O
material coletado foi colocado em eppendorfs e armazenado em um freezer a -80°C.

Todos os animais foram sacrificados durante a fase metaestro-diestro do ciclo estral.

3.7 — Extracao de proteina e Western Blot

Apbés a eutanasia dos animais, as regides cerebrais foram coletadas e
armazenadas em -80°C. Posteriormente, foi realizada a homogeneizagdo a 0°C com
tampao de lise contendo 250 mmol/L de sacarose, 1 mmol/L de EDTA, 20 mmol/L de
25 imidazol, pH 7.2, e os seguintes inibidores de protease: 1 mmol/L de fluoreto de
4-(2-aminoetil)-benzenosulfonil, 1 mmol/L de benzamida, 10 mg/L de leupeptina, 1
mg/L de pepstatina A, 1 mg/L de aprotinina, e 1 mg/L de quimostatina (Sigma, St.
Louis, Mo., USA.), seguida da centrifugacdo a 10 000 g por 20 minutos. O
sobrenadante foi utilizado para mensurar a concentragdo de proteinas totais pelo
método de Lowry (Lowry et al., 1951). Entao, foi realizada a eletroforese com SDS-
PAGE 10% (poliacrilamina, Sigma, St. Louis, Mo., USA) e a transferéncia para uma
membrana de nitrocelulose (Biorad, Hercules, CA., USA). Essa membrana foi
bloqueada com leite em p6 desnatado, 5%-PBS e incubada com anticorpos primarios
para receptor de estrogénio a (ERa, diluigdo 1:500, em 3% BSA em TBS-T, Santa
Cruz Biotechnology, INC) e GAPDH (diluicdo 1:1000, em 3 % BSA em TBS-T, Santa
Cruz Biotechnology, INC) durante toda a noite a 4 °C.No dia seguinte, a membrana foi
incubada com anticorpo secundario anti-lgG conjugado com fosfatase alcalina
(diluigao 1:1000, em 3 % BSA em TBS- T, Sigma, St. Louis, Mo., USA.) por 1 hora a 4
°C. As reactes foram reveladas com NBT/ BCIP (Life Technologies, Rockville, MD).
As bandas foram analisadas por densitometria através de unidades densitométricas
arbitrarias, pela correcdo com seu respectivo controle interno presente em cada gel/

membrana utilizando o Programa Image J.
3.8 — Avaliagao de peroxidagao lipidica.
Para as analises, foram pesados 70 mg de tecido, e adicionados 200 pL de de

PBS 1x. As amostras foram homogeneizadas com sonicador e o volume final foi

completado para 500 pL. O volume foi transferido para criotubos e aos mesmos foram
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adicionados 500 pL de solugédo de &cido tiobarbiturico, a 1% (diluido em solugao
NaOH 50mM) em conjunto com 250 pyL de acido fosférico, a 7%. Os tubos foram
colocados por 20 minutos em estufa a 100 °C. Em seguida, os criotubos foram
retirados e cobertos com gelo por 10 minutos. Os volumes foram passados para
microtubos de centrifugagédo e 300 pL de butanol foram adicionados aos mesmos. As
amostras foram centrifugadas por 5 minutos a 2000rpm. A fase superior foi pipetada
para placa de 96 pocos em duplicata, em conjunto com uma solugdo contendo o
branco (acido fosférico, HCL 1M e solugdo TBA, na proporgao de 1:1:1). As amostras
foram levadas a um leitor de placas, e a leitura foi realizada nos comprimentos de
onda 532nm e 600 nm.

3.9 — Analise estatistica

Para os dados do ciclo estral, foi comparada a duragdo média dos ciclos entre os
grupos. Os dados do teste de reconhecimento de objetos foram apresentados como
indice de reconhecimento, em porcentagem. Os niveis de expressao do receptor ERa
forma apresentados em unidades densitométricas arbitrarias (u.d.a), e a concentragao
de TBARS em nmol/g. Para todas as analises, foi utilizado ANOVA de uma via para
amostras independentes, seguido de teste de Bonferroni para comparagdes multiplas.
Todos os dados foram descritos como média + erro padrdao da média Em todas as

analises, foi considerado um nivel de significancia para p < 0,05.
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4.1 — Ciclo Estral
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Os animais tiveram os seus ciclos reprodutivos acompanhados ao longo da

exposigao ao TBT. Nos seis dias que precederam a administragdo de TBT, todos os

animais apresentaram ciclos regulares, com duracao de 4 a 5 dias. Esse padrao se

manteve nos animais do grupo Controle, enquanto nos grupos tratados com TBT, os

ciclos se mostraram desregulados, com longa duragao e discrepancias na duragéo

das fases (Figura 4).
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Figura 4: Representagédo esquematica do ciclo estral dos animais, durante 14 dias de tratamento. P: proestro; E:

estro; M/D: metaestro-diestro.
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Enquanto a duragdo média do proestro e do estro ndo variaram de forma
significativa entre o grupo Controle e os grupos expostos ao TBT (Figura 5A-5B),
observamos um aumento na duragdo do metaestro-diestro (Figura 5C), onde estas
fases se apresentaram, em média, mais do que o dobro de dias, em relacdo ao
controle (CON: 1.625 + 0.2; TBT-250: 4.125 + 0.6; TBT-500: 4.375 + 0.4; TBT-750:
4.125 + 0.5). O comprimento total dos ciclos também foi alterado nos animais que
receberam TBT, onde cada ciclo reprodutivo durou, em média, 7 dias, em
comparagao aos animais controle que mantiveram seus ciclos com duragao de 5
dias (Figura 5D).
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Figura 5: Comparagéo entre as médias da duragéo das fases do ciclo estral e do comprimento total
do ciclo entre os grupos analisados (n = 16). (A): duragdo média do proestro; (B): duragdo média do
estro; (C): duragdo média do metaestro-diestro; (D): duracdo média de um ciclo completo. ANOVA de

uma via,seguida de teste de Bonferroni. **p < 0.01
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4.2 — Niveis de expressao do receptor ERa

As amostras de cortex pré-frontal e hipocampo coletadas no primeiro
experimento foram utilizadas para verificar os niveis de expressdo do receptor de
estrogénio ERa (u.d.a) no cérebro dos animais. Os dados obtidos mostram efeitos
diferentes do TBT sendo exercidos nas duas areas previamente citadas (Figuras 6A-
6B)
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Figura 6: Niveis de expresséo do receptor de estrogénio ERa apods exposi¢cdo ao TBT (n = 16). (A): Perfil de
expressao no cortex pré-frontal. (B): Perfil de expressao no hipocampo. ANOVA de uma via, seguida de teste de
Bonferroni. *P < 0.05; **P < 0,01

A ANOVA de uma via detectou diferengas entre os grupos de tratamento, tanto
na analise do CPF [F (3, 15) = 4.840], quanto na analise do hipocampo [F (3, 11) =
8.100]. Foram detectados niveis reduzidos na expresséo de ERa no CPF (0.72 +0.09
u.d.a) comparado ao grupo Controle (p <0,05), nos animais do grupo TBT500. No
hipocampo, foi detectada uma redugéao significante (p < 0,05) na expressdo de ERa

no grupo TBT750 (0.65 +0.08; p < 0,01), quando comparado ao Controle.

4.3 — Memoria de Reconhecimento

Os animais foram submetidos a uma avaliagdo da memodria de reconhecimento

de curto (Figura 6A) e longo prazo (Figura 6B), um processo cognitivo dependente
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da interacdo do hipocampo com o cortex pré-frontal (Warburton e Brown, 2015),
apos 14 dias de exposi¢cao ao TBT nas doses de 250 ng/kg, 500 ng/kg e 750ng/kg. A
exposi¢cao ao TBT por 14 dias, nas doses de 250, 500 e 750ng/kg, alterou (p <0.05)
o desempenho dos animais no teste de reconhecimento de objetos (TRO), quando
comparado com o grupo Controle. Na sessao realizada 1h30min apds o treinamento
(Figura 7A), de modo a avaliar a memodria de reconhecimento de curto prazo, os
grupos que receberam TBT ndo conseguiram atingir um indice de reconhecimento
igual ou superior a 60%, que é o desempenho minimo para se considerar normal a
fungao cognitiva do individuo, de acordo com o paradigma de Ennaceur e Delacour
(1988). Do mesmo modo, foram observadas diferengas significativas (p <0,05) entre
0S grupos na avaliacdo da memoria reconhecimento de curto prazo, quando
comparados ao Controle (TBT250: 59.25 + 6%, TBT500: 44.25 £+ 10%, TBT750:
47.75 £ 8%, F (3, 12) = 10,30). Em sessao realizada 24h apés o treinamento (Figura
7B) os animais que receberam TBT mais uma vez nao atingiram o indice de
reconhecimento de 60%, enquanto o grupo Controle continuou acima desse valor,
sendo detectada uma diferenga significante (p< 0,05) em comparagdo aos grupos
tratados (TBT250: 56.25 + 7%, TBT500: 43.75 + 8%, TBT750: 45.75 + 9%, F (3, 12)
=7,947)
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Figura 7: Avaliacdo da memodria de reconhecimento de camundongos fémea no Teste de
Reconhecimento de Objetos (TRO) (n = 48). (A): Avaliacdo da memodria de reconhecimento de
curto prazo, realizada 1h30min apés o treinamento. (B): Avaliagdo da memodria de
reconhecimento de curto prazo, realizada 24h apés o treinamento. ANOVA de uma via, seguida

de teste de Bonferroni. *p < 0,05



4.4 - Avaliacao de peroxidagao lipidica

Os tecidos coletados foram utilizados para avaliar estresse oxidativo
através de TBARS. Foram detectados niveis elevados de TBARS (mmol/g) no
cortex pré-frontal dos animais tratados com TBT (TBT250: 65.92 +11.08,
TBT500: 72.74 +6.13, TBT750: 59.57 +8.18; p < 0.01), quando comparados ao
Controle (15.80 £3.81; Figura 8A). Os niveis de TBARS também foram elevados
no hipocampo dos animais tratados com TBT (TBT250: 50.12 +11.65, TBT500:
53.66 +5.94, TBT750: 60.48 +13.14), embora esta diferengca ndo tenha sido
estatisticamente significante em relagéo ao controle (31.60 +9.39; Figura 8B).
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Figura 7: Avaliagédo dos niveis de peroxidagao lipidica através do ensaio TBARS (n= 16). (A): Niveis de

TBARS no cértex pré-frontal. (B): Niveis de TBARS no hipocampo. ANOVA de uma via, seguida de teste de

Bonferroni. **:p<0.05. ***:p<0.01
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4— DISCUSSAO

Neste trabalho, foram fornecidas evidéncias de que a exposicdo crénica ao
TBT é capaz de interferir em comportamentos complexos de mamiferos, como a
memoria de reconhecimento de curto e longo prazo de camundongos fémea, em
associacao com a redugao da expressao proteica do receptor de estrogénio ERaq, e
o aumento de parametros associados ao estresse oxidativo, como os niveis de
produtos de peroxidacgao lipidica. Considerando os efeitos neurotroficos e protetores
do estrogénio em neurdnios, uma interferéncia quimica na fungcdo enddcrina pode

levar a vulnerabilidade das fung¢des cerebrais.

Os efeitos toxicos do TBT sobre a funcéo reprodutiva de mamiferos em ambos
os sexos ja foram previamente demonstrados (Podratz et al., 2012; 2015; Araujo et
al., 2018). A desregulagdo do ciclo estral dos animais expostos ao TBT que foi
demonstrada € consistente com estudos prévios encontrados na literatura. Podratz
et al. (2012) mostrou uma diminuigdo na regularidade dos ciclos reprodutivos de
ratas tratadas com TBT (100 ng/kg), durante 16 dias, juntamente com um aumento
na duragado do metaestro. De forma similar, ratas tratadas com homogenato de frutos
do mar contaminados com TBT apresentaram um aumento significativo na duracao
do metaestro-diestro, assim como na duragao do ciclo estral como um todo Podratz
et al., 2015). Os dados apresentados neste trabalho mostram um aumento similar na
duragao do ciclo estral, causado pelo aumento anormal da duragdo do metaestro-
diestro. O ciclo estral & controlado pelos niveis sistémicos de horménios sexuais
ovarianos, e é sabido que os niveis séricos de E, estdo baixos durante o metaestro e
voltam a aumentar apenas ao final do diestro (Walkmer et al., 1992; Boutin & Cunha,
1997). Deste modo, é possivel inferir que a longa duragdo do metaestro-diestro
encontrada nos animais tratados com TBT neste estudo € um sinal de baixos niveis
de E,, como ja foi observado previamente em outros estudos (Podratz et al., 2012;
2015; Coutinho et al., 2016, Sena et al., 2017; Araujo et al., 2018).

Estrogénios tém um papel-chave na fungao cerebral e exercem influéncia sobre
processos neurobioldgicos como neuroprotegao e cogni¢cao (Garcia-Segura et al.,
2001; Marin et al., 2003; Arevalo et al., 2015; Tang et al. 2018), e € possivel sugerir
que a exposi¢cao a desreguladores enddcrinos, como o TBT, possa ter repercussdes

sobre o comportamento, como a literatura demonstra em relagéo a outros compostos
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interferentes endocrinos, como bisfenol A, etinilestradiol e bifenilas policloradas
(Sobolewski et al., 2014; Reilly et al., 2015; Wang et al., Zaccaroni et al., 2016). A
regulacdo da memdria por estrogénios é bem descrita, e estudos prévios apontam
que € necessaria uma concentragao o6tima de estrogénio para um desempenho
cognitivo adequado, em que até mesmo alteragbes de menor grau nos niveis
hormonais podem causar disturbios no comportamento e em vias moleculares
envolvidas em sua execugao, tais como vias de sinalizagdo de neurotransmissores,
como o glutamato, e cascatas intracelulares, como a via ERK (Barha & Galea, 2010;
Boulware et al., 2013; Dutarte-Guterman et al., 2015; Frick et al., 2018). Fernandes
et al. (2008) demonstraram que a injegao intraperitoneal de estrogénio aumenta os
niveis da proteina ERK fosforilada no hipocampo dorsal de ratas ovariectomizadas e
melhora a retencdo de memoria apos a sessao de treino no teste de reconhecimento
de objetos. Os efeitos do E, ndo apenas sdo encontrados em nivel molecular, mas
também sdo observadas mudangas na morfologia neuronal, como demonstrado
através do aumento do numero de espinhas dendriticas, e por consequéncia, o
numero de sinapses, causados pelo tratamento com E, em camundongos fémea
c57/BL6 ovariectomizadas (Li et al., 2004).

Embora o TBT seja um classico inibidor da aromatase, seus efeitos sobre os
receptores de estrogénio e atividade estrogénica como um todo s&o controversos na
literatura. Alguns dados obtidos in vitro mostram que o TBT e outros
organoestanicos causam aumento na expressao de receptores de estrogénio e na
sinalizagao estrogénica, quando em baixas doses (Sharan et al., 2013; Botelho et al.,
2015). Nao obstante, muitos estudos apontam na diregdo oposta, reportando que o
TBT reduz os niveis de estrogénio e a expressao subsequente de receptores de
estrogénio e vias intracelulares estrogénicas em modelos in vivo (Bertuloso et al.,
2015; Sena et al., 2017). Em um modelo in vitro contendo o dominio ligante do
receptor de estrogénio humano, uma concentragdo muito baixa de hidroxido de
tributilestanho (TBT-OH) foi capaz de atuar como um inibidor da atividade
transcripcional dependente de E,, similar a antagonistas classicos como o 4-
hidroxitamoxifeno (Cho et al., 2012). Estas evidéncias estdo alinhadas com os
nossos achados, onde os dados indicam e o TBT é capaz de induzir alteragdes
neuroenddcrinas em nivel proteico, ao diminuir a expressdo de ERa em regides do

cérebro relacionadas com processos cognitivos em diferentes doses, possivelmente
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interferindo na neuroprotegdo mediada por estrogénio. Para nosso conhecimento,
esta é a primeira evidéncia de que o TBT interfere nos receptores estrogénio em

areas do cérebro relacionadas com memoéria, in vivo.

Desreguladores enddcrinos notoriamente causam alteragbes comportamentais
em modelos experimentais, de forma que tem sido utilizado o termo “desreguladores
neuroendocrinos” para definir a atividade de certos xenobioticos (Leon-Olea et al.,
2014). A literatura mostra que o TBT vem sendo incluido nesse grupo de
substancias, com diversos estudos sobre seus efeitos comportamentais sendo
realizados. A exposicdo ao TBT foicapaz de suprimir os comportamentos
reprodutivos das fémeas do peixe Danio rerio, nas concentragées de 100 ng/L e 500
ng/L (Xiao et al. 2018). Nessa mesma espécie, o TBT reduziu a atividade locomotora
de individuos expostos durante o periodo embrionario (Liang et al., 2017). Em outras
espécies de peixe, o TBT apresentou atividade ansiogénica (Zhang et al., 2016a),
aumentou da ingesta de alimentos (Zhang et al. 2016b), e foi capaz de afetar o
comportamento predatério (Yu et al., 2013). A maior parte dos estudos a respeito da
toxicologia comportamental do TBT € realizada em peixes e outros modelos
experimentais aquaticos, e sdo poucas as investigacoes referentes aos efeitos do
TBT sobre o comportamento de mamiferos. Si et al. (2011) mostrou que o TBT foi
capaz de influenciar a aversao por altura em filhotes de camundongos, os quais as
maes foram expostas as doses de 10ug/kg e 100ug/kg, sendo este um sinal

comportamental de ansiedade.

Os dados obtidos neste trabalho fornecem fortes evidéncias de interferéncia
do TBT em processos cognitivos, mostrando que a memoria de reconhecimento, em
curto e longo prazo, € afetada nos animais tratados, quando comparada ao grupo
controle. Todas as doses foram capazes de diminuir o desempenho no teste de
reconhecimento de objetos, incluindo a dose abaixo do nivel considerado seguro.
Esta é a primeira vez, em nosso conhecimento, de que foi demonstrado que o TBT é
capaz de causar déficits cognitivos na memoria de roedores. Como foi mencionado
previamente, o TBT atua como um inibidor da aromatase, e substancias com essa
propriedade afetam a memodria e causam alteracbes comportamentais mesmo

quando usadas com propésito farmacolégico, como foi observado com o letrozol, um
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inibidor da aromatase amplamente utilizado no tratamento de cancer de mama (Bian
et al., 2014; Kokras et al., Rosenfeld et al., 2018; Gervais et al., 2019)

Pereira et al. (2014) obtiveram dados que apoiam a hipétese de que a meméria
de reconhecimento é regulada pelo E; em camundongos fémeas através de ERa,
com resultados similares provenientes também de outros grupos (Frye et al., 2007;
Phan et al., 2011). Embora as doses que produziram prejuizos na memoria de
reconhecimento nao foram capazes de alterar os niveis de ERa no cérebro, essa é
uma importante via a ser investigada mais a fundo para entender a toxicidade
neuronal e comportamental do TBT e outros organoestéanicos. De fato, o estrogénio
foi capaz de reverter danos cognitivos causados por TMT, um organoestanico muito
similar ao TBT (Marchese et al., 2018). A interferéncia ocasionada pelo TBT nos
efeitos do E, em nivel sistémico, e sua subsequente interferéncia nos receptores
ERa em areas do cérebro ligadas a cognicdo, como foi demonstrado neste estudo,
podem ser responsaveis por seu efeito adverso na memoria de reconhecimento de
objetos que foi aqui observado. A infusdo de agonistas de ERa no hipocampo dorsal
aumentou a fungdo da memdéria de reconhecimento de objetos em camundongos
fémeas de modo ERK-dependente (Boulware et al. 2013), demonstrando que o ERa
influencia a memoéria através da rapida ativagcdo da sinalizagdo celular no

hipocampo.

E importante notar que, em geral, organoestanicos ndo tem uma curva dose-
resposta bem descrita para varios efeitos biolégicos (Champ & Seligman, 2012), de
modo que a relacdo dose-resposta entre o TBT e expressao de ERa no cérebro nao
€ completamente compreendida, sendo incerto por que uma dose mais baixa do
composto reduziu a expressao de ERa no cértex pré-frontal, mas uma dose mais
alta, ndo. A diferenca na resposta entre cortex pré-frontal e hipocampo também é
intrigante. E notdrio que o hipocampo tem a capacidade de sintetizar estrogénios de
novo (Kimoto et al., 2001; Kretz et al., 2004; Ishii et al., 2007; Hojo et al., 2008;
Srivastava et al., 2013), sendo razoavel assumir que esse € um dos fatores capazes
de influenciar os efeitos diferenciais do TBT entre regides do cérebro, como foram
demonstrados neste estudo. Estudos usando modelos animais ndo mamiferos

mostraram que o TBT foi capaz de bloquear a sintese de neuroesterdides e diminuir
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ambas as expressdes do gene citocromo p450 aromatase e atividade geral da
aromatase expressa e suas isoformas (Lyssimachou et al. 2006; Tian et al., 2015).
Estudos prévios demonstraram que o TBT induz toxicidade por estresse
oxidativo em varios tecidos, como por exemplo, musculo cardiaco e artérias
(Ximenes et al. 2017; Pereira et al. 2019); figado, rins e testiculos (Kanimozhi et al.
2016; Coutinho et al. 2016) e cérebro (Ishihara et al. 2012; 2014; Mitra et al. 2013).
Dadas as capacidades neuroprotetoras do estrogénio previamente citadas, o tecido
cerebral poderia estar mais vulneravel a danos sob os efeitos de desregulador
endocrino do TBT, o que pode levar a déficits de memodria. Ishihara e colegas (2012)
reportaram que o estrogénio € capaz de reverter dano oxidativo induzido por TBT em
fatias de hipocampo. Dano direto do TBT em areas relacionadas a memoria e
aprendizagem, em combinacdo com desregulagdo dos niveis de estrogénio e
expressao do receptor ERa podem ser uma potencial causa de alteragdes

comportamentais.

Hipocampo e estriado sédo areas particularmente vulneraveis ao dano oxidativo
causado pelo TBT. Mitra et al. (2015) demonstrou que o TBT desregula a
homeostase de metais e a geragao espécies reativas de oxigénio, e causa elevados
niveis de peroxidacgao lipidica e carbonilagdo de proteinas no hipocampo. Enquanto
nossos dados nao mostram aumento significativo na peroxidagao lipidica no
hipocampo de ratos tratados com TBT, nés observamos que o cértex pré-frontal foi
severamente afetado pela exposicdo ao TBT. De forma similar, Mitra et al. (2013)
também observou aumento nos niveis de metais pro-oxidativos, como ferro e cobre,
aumento na geracao de espécies reativas de oxigénio, e dano oxidativo, como
carbonilagao de proteinas e peroxidagao lipidica, no cortex cerebral de ratos machos
tratados com TBT. O estresse oxidativo induzido por TBT também pode causar
ativagdo de astrocitos no coértex cerebral de ratos (Mizuhashi et al. 2000), o que
aponta para dano cortical ainda ainda mais extenso e neuroinflamacdo. Nossa
estudo, contudo, € o primeiro que investigou e demonstrou dano oxidativo
especificamente no cortex pré-frontal, uma regido do cérebro crucial para
comportamentos complexos em mamiferos. A memoria de reconhecimento é
conhecida por ser dependente da atividade do cértex pré-frontal (Tuscher et al.,

2018) dado que a interferéncia na interacdo entre hipocampo e cortex pré-frontal
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leva a alteragbes cognitivas (Preston & Einchenbaum, 2013; Warburton & Brown,
2015; Einchenbaum, 2017).

Existem evidéncias contundentes que indicam que os processos de protecio
contra danos cerebrais sdo modulados diretamente via ERa, o que corrobora a
nossa hipotese de que as alteragdes no perfil de expressao desse receptor estdo
relacionadas com o dano oxidativo encontrado. Delegdo do gene para ERa em
camundongos knockout extingue completamente as a¢des neuroprotetoras do E, em
todas as regides do cérebro (Dubal et al. 2001). A mediagao das fungdes protetoras
do E; por meio da ativagcdo do ERa ndo se da apenas na via de acéo direta nos
neurénios, mas também pela ativagdo destes receptores nos astrocitos (Spence et
al., 2011), demonstrando a complexidade da fisiologia deste processo. No que se
refere especificamente a funcao protetora da sinalizagdo via ERa sobre o estresse
oxidativo, a literatura mostra que esse receptor esta diretamente envolvido na
sobrevida de células neuronais sob estresse oxidativo devido a excitotoxicidade
glutamatérgica (Mize et al., 2003) e toxicidade B-amildide (Fitzpatrick et al., 2002).
Em modelos in vivo, € demonstrado que a ativagao do ERa inibe a enzima NADPH-
oxidase e atenua o estresse oxidativo no cérebro de ratas ovariectomizadas (Zhang
et al. 2009), além de reduzir os niveis de peroxidacao lipidica induzida pelo etanol
(Ramezani et al. 2011).

Analisando do ponto de vista cognitivo, alguns estudos reforgcam a ideia de que
o0 estresse oxidativo &€ uma das possiveis vias de atuagdo da toxicologia
comportamental de diversos contaminantes quimicos. O glifosato, um herbicida
altamente toxico, alterou a memoria de reconhecimento e induziu estresse oxidativo
no tecido cerebral de camundongos em dois modelos de tratamento, tanto subcrénic
quanto crénico (Bali et al., 2019). Alteragcdes concomitantes em marcadores de
estresse oxidativo, como as enzimas glutationa S-transferase (GST), superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT), e em comportamentos como memoria espacial e
ansiedade, foram encontradas em ratas expostas a uma mistura de poluentes
organicos (Lahouel et al. 2016). O metilmercurio, um poluente ambiental
organometalico, assim como o TBT, € capaz de alterar a aquisicdo de memodria em
ratos, em combinagdo com o aumento dos niveis de peroxidacgao lipidica no cérebro
(Ledo et al., 2017).
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Portanto, levando em conta as evidéncias citadas, a indugado pelo TBT, de
modificagdes na expressdao do receptor ERa, e suas vias de sinalizagao
consequentes, sdo a provavel causa tanto dos déficits de memodria encontrados,
tanto pelo dano oxidativo no CPF, sendo este ultimo, por si s6, mais um fator
relacionado a reducdo do desempenho cognitivo em roedores. Desta forma, uma
dupla acdo do TBT, tanto como desregulador enddcrino, quanto como toxicante
direto, o torna especialmente perigoso para o sistema nervoso de mamiferos, ao
aumentar a vulnerabilidade de diferentes regides do cérebro ao estresse oxidativo,
ao intereferir nos processos neuroenddcrinos de protecdo, e ao mesmo tempo,

promover alteragdes na modulagéo estrogénica da fungao cognitiva.
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5 - CONCLUSOES

Com os resutlados obtidos neste trabalho, concluimos que a
exposicao crénica ao TBT esta relacionada com alteragdes no
sistema nervoso, endocrino e reprodutivo de mamiferos,
causando alteragdes na regularidade dos ciclos reprodutivos de
camundongos fémeas; promovendo alteragcbes comportamentais,
como foi exemplificado pela queda no desempenho cognitivo, na
memoria de reconhecimento de curto e longo prazo; levando a
mudancas no perfil de expressdo proteica de receptores de
estrogénio ERa no cérebro destes animais e acarretando dano

oxidativo, por meio de peroxidacgao lipidica, no cortex pré-frontal.
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