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RESUMO

O crescimento das fontes de poluentes ambientais afeta diretamente o ecossistema e a salude
humana, principalmente devido a perda da qualidade do solo e da dgua. Entre estes agentes téxicos,
estdo incluidos os disruptores enddcrinos, os quais podem acarretar diversas mudangas em vias
bioquimicas e alteragdes fisiolégicas em organismos. Estudos com diferentes formas de bisfendis,
compostos presentes em diversos produtos de consumo humano e inclusive no ambiente devido a
contaminacgado por efluentes industriais, ja apresentaram efeitos extremamente nocivos na regulacdo
da expressao de genes relacionados ao sistema neural e enddcrino durante o desenvolvimento, além
de alteragcdes comportamentais severas. O zebrafish, Danio rerio, é um excelente organismo modelo
para estudar neurotoxicidade, uma vez que possui vantagens em relacdo a aspectos especificos do
seu desenvolvimento e um custo reduzido de manutencdo quando comparado a outros vertebrados
modelos. Este projeto propds o estudo dos efeitos do bisfenol A (BPA), seus derivados clorados e
substitutivos (BPS e BPF), sobre parametros de embriotoxicidade e comportamento, buscando
também caracterizar os mecanismos celulares e moleculares dos potenciais efeitos observados
avaliando morte celular e niveis de proteinas e expressdo de genes alvos em embriGes e larvas de
zebrafish. Para tanto, apds a exposicdo dos embrides e larvas a diferentes concentracdes de BPA e
seus derivados, foram realizadas analises morfolégicas e sobrevivéncia dos embriGes; ensaios
comportamentais de locomocao e avaliacao cognitiva das larvas. Ao realizar a curva de concentragdo
dos diferentes compostos bisfendlicos, ndo foi observada diferenca significativa na sobrevivéncia,
teratogénese e eclosdo dos animais, porém, ao analisar o comportamento exploratdrio dos animais
tratados com BPA e BPF foi detectado um aumento significativo nos parametros exploratdrios das
larvas. Ao compararmos o comportamento aversivo do BPA com o controle tratado com o veiculo
DMSO, nao existiu diferenga estatistica entre os grupos, enquanto no BPS ocorreu uma melhora na
resposta de escape das larvas. Adicionalmente, serdo realizadas analises comportamentais e de
atividade locomotora em animais adultos previamente tratados com os compostos estudados
durante o desenvolvimento inicial. Desta forma, espera-se contribuir para o conhecimento atual dos
mecanismos de neurotoxicidade relacionados a disrupgao enddécrina causada por contaminantes da

familia dos bisfendis.

Palavras-chave: Bisfenol. Disrupc¢do enddcrina. Neurotoxicidade



ABSTRACT

The increase of environmental pollutants sources directly affects the ecosystem and human health,
mainly due to loss of soil and water quality. Among these toxic agents are included endocrine
disruptors, which can cause changes in biochemical pathways and physiological changes in
organisms. Studies with different forms of bisphenols, compounds present in many products of
human consumption and the environment, had already demonstrated extremely adverse effects on
behavior and gene expression of targets related to neural and endocrine systems during
development. The zebrafish, Danio rerio, is an excellent model organism for studying neurotoxicity,
due to its advantages with respect to specific aspects of their development and a low maintenance
cost when compared to other vertebrate model organisms. This work proposes the investigation of
the effects of bisphenol A (BPA), its chlorinated derivatives and its substitutes (BPS and BPF),
toxicological and behavioral parameters combined with characterization of its potential underlying
cellular and molecular mechanisms such as cell death and proteins and gene expression in the
nervous and endocrine systems. After the embryo and larvae were exposed to different
concentrations of BPA and its derivatives, morphological analyzes and embryo survival were carried
out, as well as behavioral tests of locomotion and cognitive evaluation of the larvae. In the
concentrantion curve of the different bisphenolic compounds, no significant difference was observed
in the survival, teratogenesis and hatching of the animals, however, a significant increase was
detected in the exploratory parameters of the BPA and BPF groups. When comparing the aversive
behavior of the BPA with the DMSO, there was no statistical difference between the groups, whereas
in the BPS an improvement in the escape response of the larvae occurred. Additionally, behavioral
and locomotor activity analyzes will be performed in adult animals previously treated with the
compounds studied during the initial development. In this way, it is expected to contribute to the
current knowledge of neurotoxicity mechanisms related to endocrine disruption caused by

contaminants of the bisphenol family.
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APRESENTAGAO GERAL

1 INTRODUCAO
1.1 Zebradfish

Diferentes animais modelos vém sendo utilizados na pesquisa cientifica como uma
alternativa ao uso de espécies de mamiferos como roedores. O zebrafish (Danio rerio) é um pequeno
teledsteo da familia Cyprinidae originario da india e com distribuigdo geogréafica no sul e sudeste da
Asia. Foi descrito primeiramente por Francis Hamilton em 1822 e proposto como modelo em 1983
pelo biologista molecular George Streisinger, principalmente em estudos com genética e
desenvolvimento embriondrio.[!?! Com a notéria importancia do uso do zebrafish como organismo
experimental nas pesquisas cientificas, este teledsteo vem sendo amplamente explorado em diversas
areas como em estudos de neurofisiologia e biomedicina, incluindo aplicagdes na industria

farmacéutica.

Fertilizacdo e desenvolvimento exclusivamente externos, alta taxa de fecundidade,
desenvolvimento rapido (eclosdo em até 72 horas pdés-fertilizacao) e ovos relativamente grandes,
com aproximadamente 0,7 milimetros de diametro, sdo algumas das caracteristicas que tornam o
zebrafish um animal modelo particularmente maledvel para abordagens genéticas e moleculares
comparado a outros vertebrados.®! Ainda, a rdpida organogénese, a qual ocorre durante 36 horas
pos-fertilizacdo (hpf), o desenvolvimento completo dos precursores dos principais érgdos, e a
transparéncia no inicio do desenvolvimento, permitem a utiliza¢do de técnicas em tempo real menos
invasivas nos animais sem intervengdes como cirurgia ou exames post-mortem. Em métodos de
microscopia Optica e transgenia, por exemplo, é possivel analisar fenétipos de doengas através de
construtos genéticos que expressam proteinas fluorescentes em células, tecidos e/ou drgdos
especificos; deste modo, a localizagdo de peptideos in vivo em animais modelos é um método crucial

e eficiente para estudar a func3o de genes, principalmente aqueles relacionados a doengas.!

Além de todas as possibilidades nas pesquisas genéticas e moleculares, o zebrafish também é
considerado um modelo complementar para acelerar o processo de descobrimento de novas drogas.
Para tanto, a busca de possiveis alvos terapéuticos pode ser realizada por meio do screening baseado
na analise do fendtipo, e assim sdo identificadas substancias tais como pequenas moléculas,
peptideos ou RNAi que causem mudancas desejaveis em vias de interesse.®!! Similarmente, este
método é utilizado para a avaliagdo toxicoldgicas de quimicos, cujos efeitos adversos potenciais em
vias bioldgicas sdo analisados tanto na saide humana como em possiveis quadros patoldgicos em

animais expostos a estes compostos.



1.2 Estudos toxicolégicos em zebrafish
Assim como pode ocorrer a transferéncia transplacentdria de quimicos em mamiferos, peixes

em seu estdgio inicial de vida também podem ter transferéncia de compostos por via tecido maternal
ou por via de absor¢3o na dgua através do cérion.!®”! Esta caracteristica é uma das vantagens do uso
do zebrafish como modelo toxicolégico para estudos de monitoramento eco-ambiental e avaliacdo
de poluentes. Isto posto, para analisar a toxicidade de um quimico é necessdrio identificar o valor-
limite de toxicidade do composto e a relacdo entre as caracteristicas de exposi¢cdo e o espectro de
efeitos téxicos, esclarecer os mecanismos e vias subjacentes a toxicidade, e determinar a dinamica
de toxicidade do quimico.!® Sendo possivel avaliar todos estes pontos em zebrafish, o modelo n3o s6
é utilizado em estudos de biologia do desenvolvimento, genética e biologia molecular, mas também

no screening toxicolégico durante o desenvolvimento in vivo.

Ainda, o zebrafish possui alta sensibilidade na detec¢do de ambientes contaminados, como a
presenca de quimicos téxicos, e serve como um eficiente sistema de custo reduzido para clarificar
mecanismos toxicoldgicos, especialmente com a utilizacdo de tecnologias transgénicas nessa darea.
Deste modo, o pequeno tamanho dos embriGes minimiza o volume de custos e desperdicios para
estudos de drogas e téxicos, uma vez que o espaco de armazenamento necessdrio para os animais é
reduzido, além da transparéncia e fertilizacdo externa permitirem a classificacdo de efeitos
teratogénicos e embriotdxicos. Estas vantagens, além da alta taxa de fecundidade do modelo,
estabeleceram em diversos paises ensaios de citotoxicidade padronizados utilizando embrides de
zebrafish para testar o tratamento de aguas residuais, e assim substituindo a utilizacdo de outros

peixes para tal finalidade. °/201111]

Além do estudo detalhado de quimicos Unicos, existe a necessidade de realizar screenings em
larga-escala de diversos compostos. Uma pesquisa recente realizada por Truong et al.'? testaram
1060 quimicos de fase 1 (pesticidas em maioria) e 2 (produtos industriais e de consumo humano) em
embrides de zebrafish, foi realizada avaliagdo da mortalidade dos animais, acompanhamento de
possiveis alteracdes morfolégicas como distorcdo na notocorda, compilacdo e comparagdo dos
dados neurotoxicoldgicos com outros estudos ja existentes; entre os quimicos avaliados, 487
induziram efeitos adversos a exposicdo. Este exemplo demonstra um dos beneficios na utilizacdo do
zebrafish sobre outros animais como roedores por exemplo, os quais fornecem dados confidveis e
que extrapolam efeitos toxicos para humanos, porém sdo mais caros e dificeis de se lidar no quesito
manutencdo e cuidados. Como zebrafish é uma espécie que vem sendo utilizado em laboratérios ha
um tempo, técnicas de reproducdo e condi¢des de criagdo ja foram bem estabelecidas.® Pequenos

embrides permitem que tamanhos amostrais razoaveis sejam testados juntos utilizando placas de



cultivo celular ou placas de Petri fornecendo vdrias replicatas experimentais em um curto periodo de

tempo.

Também, o zebrafish tem papel de bioindicador, sendo um modelo ideal para
monitoramento ambiental de quimicos disruptores endécrinos (EDCs), metais pesados e poluentes
organicos, os quais podem causar diversos riscos para a saude humana e animal, como alteragdes no
padrdo de expressdo génica, morfofisiologia e comportamento. Por exemplo, em um estudo no qual
peixes foram expostos a concentra¢cées ambientais baixas de mercurio tanto de forma dietética
como em tratamento na dgua, foi observada a diminuicdo na taxa respiratéria mitocondrial nos
musculos, enquanto no cérebro ndo foram observadas alteracdes semelhantes.®*3! Ainda, outros
poluentes utilizados na pesquisa para estudos dos efeitos dos mesmos em modelos sao os EDCs,
sendo as substancias exdgenas mais comuns os difenil éteres polibromados, dioxina, BPA, e seus
derivados; em sua maior parte possuem estrutura semelhante a de hormdnios, causando alteracdes

no sistema enddcrino, assim como nas funcdes fisiolégicas do organismo.[*4

1.3 Sistema enddcrino de zebrafish

Apesar de peixes formarem um grupo de vertebrados heterogéneo com diferencas
anatémicas e fisiolégicas de mamiferos, o eixo hipotalamo-hipdfise-tireoide estd presente em
zebrafish e é através desse que o sistema enddcrino é controlado primariamente, pela coordenacao
da sintese, transporte, metabolismo e secre¢do de hormoénio. Durante o desenvolvimento de
vertebrados, a camada interna das trés camadas germinativas (endoderme) forma o trato digestivo
com seus apéndices e derivados: figado, pancreas e tireoide, sendo esta formada de células
foliculares, compostas de tirdcitos derivados da endoderme, e células-C.[**! A unidade funcional da
tireoide em teledsteos é o foliculo, o qual é preenchido com coloides e fracamente disperso ao longo
da linha média ventral do mesénquima faringeal, ndo formando uma estrutura glandular compacta
com tecido conjuntivo como em outros vertebrados. Em zebrafish adulto, a tireoide é formada de

foliculos individuais, os quais encontram-se entre o primeiro arco branquial e o bulbo arterial.[*®!

Durante o desenvolvimento do zebrafish, o primeiro foliculo é formado aproximadamente
em 60 hpf, quando o embrido eclode do cérion.'” Estudos indicam que os mecanismos moleculares
presentes no desenvolvimento da tireoide em zebrafish sdo analogos ao da tireoide humana. Outras
pesquisas, que analisam a expressao de diversos genes no decorrer do crescimento de larvas,
mostrou que a glandula tireoide neste teledsteo se distende de forma polarizada, produzindo
hormonios nas células foliculares através do periodo larval. Em 26 hpf, fatores de transcricdo chaves
ja sdo expressos antes da formagdo da faringe, definindo a regido na qual o primdrdio estara

localizado.18119]



Ainda, a tiredide é responsavel pela produgdo dos hormonios T3 e T4, sendo que esta sintese
inclui varios passos iniciando pela captacao de iodeto e iodacdo de residuos de tirosina especificos da
tiroglobulina no lumen folicular. Assim, para formar as iodotironinas (T3 e T4) é necessario o
acoplamento de tirosinas, desta forma a tiroglobulina é internalizada nas células foliculares para
sofrer digestdo enzimdtica por proteases, liberando T3 e T4 para a corrente sanguinea. Os
hormonios tireoideos (THs) agem pela ligacdo a receptores nucleares especificos e desempenham
papéis importantes na embriogénese e desenvolvimento de larvas.[**'*8] Desse modo, o zebrafish é
um 6timo modelo para estudos toxicoldgicos de EDCs envolvidos com a tireoide, uma vez que o
desenvolvimento da glandula é bem caracterizado no teledsteo e os principais genes e vias

moleculares envolvidos na ontogénese da tireoide s3o bem conservados.*!

Para a maioria dos THs agirem em locais especificos é necessdrio a ligacdo a transportadores
(TRs). Entre estes, pode-se citar a transtirretina (TTR), também conhecida como pré-albumina, a qual
possui importante papel no transporte de T4 e retinol (vitamina A). Ainda, esta proteina
homotetramérica estd incluida na superfamilia das peptidades, as quais possuem residuos muito
conservados entre diversos organismos. E encontrada em diversas espécies de vertebrados e é
sintetizada principalmente no figado e no plexo coroide cerebral, sendo liberada no sangue e fluido
cerebroespinhal, respectivamente.?” Comparando a sequéncia de aminodacidos da TTR de zebrafish e
humanos, observou-se similaridade de 46,36%, sendo que dos 151 residuos de aminoacidos em
humanos, 70 estdo presentes em TTR de zebrafish (Figura 1). A proteina também se liga a cerca de
15-20% dos THs circulantes e é responsdavel por grande parte da entrega imediata de T4 e T3;
também é a principal proteina de ligagdo a hormonios no fluido cerebroespinhal por haver uma
grande sintese nas células epiteliais do plexo coroide, representando cerca de 25% do conteudo total
de proteinas. Além disso, ja foi comprovado que TTR interage ndo sé com hormonios, mas também
com proteinas como a B-Amiloide (AB), a qual tem sido foco de pesquisas toxicolégicas por ser um
marcador para a Doenga de Alzheimer. Porém, seu papel fisiolégico ainda ndo é bem entendido,
apesar de existirem estudos que sugerem o papel dessa proteina na modulagdo da atividade

sindptica e sobrevivéncia neuronal.2122123]

1.4 Sistema nervoso de zebrafish

Dos trés folhetos embrionarios, é a partir de uma regido especializada da ectoderme, a
neuroectoderme ou placa neural, que surge o sistema nervoso central (SNC) de vertebrados. Em
embrides de zebrafish com 24 hpf ja é possivel visualizar o tubo neural formado, que assim como em
outros vertebrados é altamente polarizado no eixo dorsoventral?¥. Além de tudo, este teledsteo

possui grande sensibilidade, sendo capaz de absorver produtos quimicos adicionados a agua e



acumula-los em seus tecidos, como no SNC. Semelhante aos mamiferos, o SNC do zebrafish também
tem uma barreira hematoencefdlica, que pode ser crucial para o acesso de neurotoxinas e agentes
terap@uticos aos tecidos cerebrais.?”

Figura 1. Homologia entre TTR de humanos (Hs_ttr) e zebrafish (Dr_ttr), sendo que Hs_ttr possui 147 residuos

de aminodcidos e Dr_ttr possui 151 residuos de aminoacidos. (*) indica identidade; (:) nimero de residuos com
grande similaridade; (.) nimero de residuos com pouca similaridade.
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Fonte: Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) e ClustalW.

Existem diferencas notaveis entre o cérebro de zebrafish e humanos, porém a organizacado
geral mostra similaridades e as principais areas neuroanatomicas apresentam homadlogos funcionais
e embrioldgicos. Estas semelhancas sdo importantes para estudos comportamentais, além dos
embrides ja apresentarem habilidades sensoriais e locomotoras simples e as larvas apresentarem
diversos padrées de comportamento, devido a necessidade de cagar alimentos e escapar de
predadores no seu habitat natural.?®) O SNC de zebrafish também contém tipos celulares como
micréglia, oligodendrdcitos e bainha de mielina, células de Purkinje, neur6nios motores ou
astrdcitos, os quais podem ser encontrados em humanos. Adicionalmente, os principais sistemas de
neurotransmissores em humanos, como receptores colinérgicos foram encontrados em cérebros de

zebrafish adultos extraidos através do método de ligacdo radioligante.?”

Com base nessas caracteristicas, o zebrafish pode ser considerado um bom modelo para
estudar o desenvolvimento do sistema nervoso e como a disrup¢do enddcrina pode afetar o mesmo
através de possiveis alteragdes comportamentais ou até mesmo no papel fisioldgico de proteinas que
atuam no SNC. Adicionalmente, EDCs podem causar efeitos toxicos e teratogénicos durante o

crescimento embrionario conforme observado em roedores e em outros modelos.
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1.5 Compostos bisfendlicos

Os bisfendis sdo substancias com duas fung¢des hidroxifenil caracterizadas por seus efeitos de
disrupcdo enddcrina, inteferindo com fun¢des hormonais, como secrecdo, sintese, ligacdo,
transporte, ou eliminacdo de hormoénios responsaveis pela manutencdo da homeostase,

(151161 Estes problemas de salde

desenvolvimento, reproducdo e comportamento (Figura 2).
primariamente foram relatados em animais domésticos e silvestres por uma relativamente alta
exposi¢cdo a organocloretos, compreendendo o diclorodifeniltricloroetano (DDT), e seus metabdlitos,
bifenilos policlorados (PCBs), e dioxinas; enquanto os bisfendis, monGmeros constituintes de
policarbonatos e resinas epdxi, sendo estes bem conhecidos por serem encontrados em itens
industrializados como recipientes de plastico e no revestimento de alimentos enlatados, logo, tendo
contato direto com a comida a ser ingerida.l'”!8! Assim, devido a efeitos severos observados na
exposicao a baixas concentra¢des no inicio do desenvolvimento, mamadeiras contendo BPA - a

forma mais sintetizada do grupo dos bisfendis - fabricadas ou importadas no Brasil foram proibidas

pela Anvisa em 2011, bem como em outros paises.**

Os disruptores enddcrinos com atividade estrogénica, como o BPA, sdo caracterizados pela
alteracdo de fungbes do sistema enddcrino interferindo na sintese, ligagcdo e/ou metabolismo de
estrégenos naturais.l’”! Apesar de ser proibido na fabricagdo de mamadeiras, o BPA continua a ser
amplamente utilizado em recipientes de comida e bebida, tintas, revestimento de tubulagdo de agua
potavel, adesivos, selantes dentarios e produtos de papel para uso doméstico. Estimativas da
produgdo de BPA no mundo em 2002 atingiram 2,8 milhdes de toneladas, sendo que mais de 453
toneladas s3o liberadas no ambiente todo ano .?Y! Apesar do conhecimento de efeitos tdxicos e
ecotoxicolédgicos (Tabela 1) do BPA, e de sua agdo disruptora enddcrina estrogénica, ainda ndo sdo
conhecidos todos os seus mecanismos de a¢do, nem caracterizados os efeitos deletérios sobre alvos
especificos que ndo necessariamente induzam mortalidade dos animais mas que podem interferir
indiretamente com dindmicas que comprometam sua sobrevivéncia (Tabela 2). Na visdo desta
situacdo é necessario aumentar o conhecimento acerca deste composto, visto que diversos sistemas
relacionados ao sistema enddcrino, assim como o préprio, sdo afetados devido as propriedades
estrogénicas do BPA alterando a funcionalidade de hormaonios e seus receptores. Portanto, analogos
deste quimico foram produzidos como compostos alternativos ao BPA, entre eles o bisfenol S (BPS) e

o bisfenol F (BPF).l??

O BPS é um composto organossulfano com dois grupos funcionais fenol ligados a um grupo
sulfonil. E utilizado para uma variedade de aplicagdes industriais: produtos de limpeza, solvente de

galvanizag¢do, producdo de polimeros sulfona, componente de resina fendlica e desenvolvedor de



11

papeis sensiveis ao calor, incluindo itens comercializados como “papel livre de BPA”.[23!24] pDe
maneira similar, o BPF também é utilizado na induUstria manufatureira de pldstico e resinas epéxi,

além de
Figura 2. Vias afetadas por disruptores enddcrinos, entre estas, rotas importantes associadas ao sistema
nervoso como o eixo hipotdlamo-hipdfise-tiredide, e assim prejudicando a sintese, regulacdo e agao dos

hormonios tiredides pela ligagdo a seus receptores e transportadores causando impactos funcionais no
cérebro.

Mypothalamus

1 TRH 1 TH Regulation
Negative feedback
6 Excretion . N7 via TR, TSH, T3, T4

2) TH Synthesis

NiS TPO, | NIS, TSH,
5) Metabolism g
in Liver L
UDPGT, £EROCD,
TA+T3
PROD, Defodinases
= 3 Serum Binding Proteins

— &y =

7 Local Transport Proteins

4 Peripheral MCIR, e
Deiodinases 8 Local Delodinases
D182 03 02,03
9 Thyroid Receptors
TRA, TRa
Brdin.
t
N\
10 THAction =t 1} Functional Impact
Gene Transaription, Synaptic impaiments, keaming deficits,
Newogenesis, Migeation, hearing loss, visual defecrs
Synaptogenesis, Myelination

Fonte: Gilbert et al., 2011, adaptada para EDC report, 2013.

também sofrer epoxidacdo, porém é aplicado principalmente em produtos que necessitam de maior
espessura e durabilidade, uma vez que o composto possui alta resisténcia quimica. Exemplos do uso
das resinas é na sintese de tintas e na industria de revestimentos, como tanques, pisos industriais,
pontes, estradas, adesivos estruturais, coberturas de convés, entre diversos outros.!”® Em estudos,
os dois compostos apresentaram concentragées equivalentes ao do BPA em amostras de urina
humana, e em pesquisas com zebrafish, tanto BPF como BPS tiveram atividade estrogénica sobre o

gene da aromatase B no sistema nervoso de larvas.[2°/?7]

Por consequéncia da grande quantidade de produtos fabricados utilizando BPA, o composto
é continuamente liberado no meio aquatico por meio de efluentes industriais, municipais e agricolas.
A quantificacdo de niveis de BPA ja foi relatada em diversos meios aquaticos como agua potavel
originada de esta¢Ges de tratamento de dgua, agua de superficie, garrafas da dgua e dgua de torneira
doméstica.l?®! Com a necessidade constante de gera¢do de dgua potdvel, aumenta a necessidade do

uso da agua de superficie para esta producdo. Entre os métodos de purificacdo da dgua propria para
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consumo humano, esta a cloracdo, a qual consiste de adi¢gdo de cloro (Cl;) na agua. Assim, ocorre a
formacdo espontdnea de diferentes derivados clorados do BPA (mono-, di-, tri- ou tetra-cloro-
bisfenol A), os quais podem ser tdo tdxicos quanto o BPA por ter grande capacidade de ligacdo a

receptores estrogénicos.?”

O estudo de Yamauchi et al. demonstrou que transtirretina - uma proteina tetramérica
responsavel pelo transporte de triiodotironina (T3) e tiroxina (T4) — tem maior afinidade por
derivados clorados do BPA do que o préprio BPA.BY Em outra pesquisa, embrides de zebrafish
expostos ao BPA apresentaram distlrbios no padrdo dorso-ventral, desenvolvimento de musculos

somaticos e

Tabela 1 — Revisdo bibliogréfica de estudos de detecgdo ou obtengdo amostral de BPA e seus derivados
clorados no ambiente.

BPA e seus derivados

. Matriz Concentragio Referéncia Conclusdes
clorinados

{(ng/L) BPA (8-370);

CIBPA (<0,2-2,0); 3,3- O BPA e o 3-CIBPA
BPA, 3-CIBPA; 3,5- .
) CI2BPA (<0,2-0,5); 3,5- Fukazawa et al. degradaram mais
CI2ZBPA; 3,3-CI2BPA; Efluente final o
CI2BPA («<0,2-1,0); (2001) rapido que os outros
CI3BPA; CIABPA i
CI3BPA (0,9-1,2); CIABPA derivados
(1,3-1,4)

(ng/L) BPA (0,2-370);

3,5-CI2BPA e 3,3-
CIBPA (<0,2-2,0); 3,3-

BPA, CIBPA; 3,5-CI2BPA; | Agua ndo- CI2BPA tiveram

CI2BPA (<0,2-0,5); 3,5- Fukazawa et al. . i
3,3-CI2BPA; CI3BPA; tratada atividade agonista
o CI2BPA (<0,2-1,0); (2002) o )
ClaBPA sintética (estrogénica) mais
CI3BPA (0,9-1,2); CH4BPA
potente
(1,3-1,4)
i . i Valores toxicos (MAC)
BPA Aguaderio | (ng/L) BPA (8,6-168,3) | Moreira et al. (2011)
60-480 ng/L
O valor de BPA
encontrado foi maior
p Beraldo (2012 - ue o valor permitido
BPA Aguaderio |(pg/L) BPA (5,64-295,25) ) : N q p‘ )
dissertacao) para substancias
organicas de acordo
com o CONAMA
Fontes proximas a
; Filho (2012 - descartes de esgotos
BPA Agua de rio (ngfL) BPA (5-77) ) : N ) &
dissertacao) tem maiores

concentragbes de BPA

desenvolvimento cerebral em diferentes estdgios de crescimento.®" Ainda, com o aumento de
doengas neurocomportamentais, existem evidéncias de uma forte correlagdo entre o acumulo de

BPA e desordens no desenvolvimento do sistema nervoso.®? Logo, faz-se necessario o estudo dos
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efeitos deste composto e seus derivativos clorados sobre transportadores hormonais, como a

transtirretina, e como essa interagdo afeta diferentes vias no organismo.

2 OBJETIVOS

Este projeto teve como objetivo mensurar os potenciais efeitos tdéxicos e alteragdes
comportamentais induzidos pela exposicao durante o desenvolvimento inicial ao BPA e seus
substitutivos BPS e BPF em embribes e larvas de zebrafish e animais adultos.

2.1 Objetivos Especificos
e Avaliar os efeitos embriotdxicos nos embrides e larvas de zebrafish expostos ao BPA e

substitutivos BPS e BPF através da analise de Kaplan -Meier;

e Avaliar os efeitos teratogénicos através da andlise morfolégica nos embriGes e larvas de
zebrafish expostos ao BPA e substitutivos BPS e BPF;

e Analisar comportamento de nado e explora¢gdo de um novo ambiente de larvas de 7 dias pds-
fertilizacdo (dpf) previamente expostas ao BPA e substitutivos BPS e BPF;

e Analisar o comportamento aversivo das larvas de 7 dpf previamente expostas ao BPA e
substitutivos BPS e BPF;



3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O projeto foi desenvolvido no Laboratdrio de Biologia e Desenvolvimento do Sistema
Nervoso da Faculdade de Biociéncias e no Centro de Modelos Biolégicos Experimentais da PUCRS, os
quais possuem a estrutura para criagdo e manutengdo de zebrafish e os equipamentos necessarios
para a execug¢dao da pesquisa. Ainda, este projeto foi submetido para avaliacdo e aprovacgdo do

Comité de Etica para Uso de Animais da universidade (CEUA-PUCRS) e teve duracdo de dois anos.

Tabela 2 — Revisao bibliografica de estudos com modelos animais utilizando BPA, seus substitutivos BPF e BPS,

e derivativos clorados.

BPA, substitutivos e
seus derivados Modelo Concentragdo Referéncia Efeitos
clorinados
(pgfL) BPA (100-1000); 3- Os potenciais estrogénicos
BPA; 3-CIBPA; 3,3'- Medaka CIBPA (100-500); 3,3"- Tabata et al de BPA e seus derivativos
abata et al.
Cl2BPA; 3,3,'5-CI3BPA; | (tratamento na |CI2BPA (100-1000); 3,3,'s- (2004) clorados estavam na ordem
3,3',5,5'-Cl4BPA agua) CI3BPA (200 e 500); de 3,3-diCIBPA=BPAZ3-
3,3,5,5'-Cl4BPA (1000) CIBPA=3,3",5-triCIBPA.
Zebrafish
. f Exposicdo & 20 e 200 pg/L
embrides e larvas Huang et al. . N
BPF (pg/L) BPF (0,2-200) causa regulagio negativa do
(tratamento na (2016)
A gene tir
agua)
Autor escolhe a dose + baixa,
Zebrafish (pgfL) BPA (0,00015- pg 1 puM é quase equivalente
BPA: BPS embrides e larvas|0,0228) (uM) BPA (0,0068-| Kinch etal. | & dose encontrada no tecido
’ (tratamento na 1) (pgfL) BPS (0,00015) (2014) placentario; tanto BPA como
agua) (M) BPS (0,0068) BPS alteraram a formagdo do
centro neurcendadcrino
Zebrafish {pg/L) BRPA (0,00228- BPA, BPS e BPF exibem
8PA: BPS: BPF embrides e larvas| 0,228) (uM) BPA (0,1-10) | Cano-Nicolau| atividade estrogénica no
! ’ (tratamento na | (pg/L) BPF e BPS (0,0228) | etal. (2016) gene da aromatase na
agua) (M) BPF e BPS (1) concentragio de 1 pM
Os animais tratados com a
dose 0,1 pM tiveram
Zebrafish adulto ; M P
BPA (trat A (pgfL) BPA (0,00228- Weber et al. diferenca significativa na
ratamento na
saua) 0,0228) (uM) BPA (0,12 1) (2015) porcentagem de tempo
dgua
. gasto na frente do espelho
comparado & 0 ou 1 pM
. . As concentragdes de CLxBPA
BPA; CLBPA; 2,2 (ng/mL) BPA [1L,47);2,2- | s
Colostro Migeot et al. & similar a de BPA no
CL2BPA; 2,6-CL2BPA; CL2BPA (1,62); 2,6- . B
(humano) (2013) colostro (o CL2BPA € 0 mais
CLIBPA CLZBPA (1,40);
abundante entre os CLxBPA)




Os animais utilizados no experimento estavam no estagio embrionario e larval e foram
obtidos através do cruzamento de matrizes da espécie Danio rerio criadas no laboratdrio, sendo
estas constituidas de peixes adultos da linhagem selvagem AB com mais de sete meses de vida. As
matrizes foram mantidas em um ndmero de 5 animais por litro de agua do aquario em um sistema
de manutengdo com filtragem em série automatizado e monitoramento de pH, condutividade e
temperatura controladas (Zebtec, Tecniplast, Itdlia). Os aquarios receberam dgua de osmose reversa
reconstituida com concentragGes controladas de nitratos, nitritos, cloro e amoénia; também tiveram o
pH (7,0 a 7,5) e temperatura (28°C +2°C) monitorados, assim como o ciclo claro/escuro (14/10
horas); e uma dieta balanceada com ragdo flocada e artémia salina trés vezes ao dia.l**! A separacdo
das matrizes adultas para o acasalamento foi realizada previamente no periodo escuro e foi feita

conforme Westerfield!

, em um aqudrio de encaixe com uma divisdria transparente para a
separacdo de machos e feméas (2/1). As oito horas da manh3 (inicio do periodo claro), a barreira foi
retirada para os animais acasalarem. Os dvulos fecundados foram coletados do aqudrio e tratados

em placas de 96 pocos (1 embrido por pogo) até 3 hpf.

Os animais foram divididos em grupos conforme a substancia a qual foram expostos e
respectivos grupos controle com os veiculos para preparagdo destes agentes. Para os tratamentos
foram realizadas curvas de concentracbes para decidir a concentragdo mais efetiva de cada
substancia estudada de acordo com informacgGes obtidas na literatura (Tabela 1 e 2) e nas Fichas de
Dados de Segurancga de Material (MSDS) dos respectivos compostos. O composto BPA (Sigma-Aldrich,
239658) foi testado nas concentraces de 0,0001, 0,55 e 1000,0 pg/L; o substitutivo BPS (Sigma-
Aldrich, 103039) nas concentra¢des 0,0001, 0,55 e 1000,0 pug/L; o substitutivo BPF (Sigma-Aldrich,
51453) nas concentragbes de 0,1, 10,0 e 1000,0 pg/L; o composto tetrabisfenol A (Sigma-Aldrich,
73081) e o derivativo clorados propostos inicialmente no projeto ndo puderam ser testados por
questdes financeiras. Apds os tratamentos, os embrides foram armazenados em uma estufa (BOD),
onde tiveram condi¢des de luminosidade e temperatura controlados e seus meios de exposi¢do
renovados diariamente até os 7 dpf. Os animais foram condicionados conforme ja descrito acima
para as matrizes adultas, para serem utilizados em testes comportamentais. Ao término dos
experimentos, as larvas foram crioeutanasiadas de acordo com as diretrizes do Institutional Animal
Care and Use Committee*”!, enquanto os animais adultos, ainda em desenvolvimento, serdo
eutanasiados por resfriamento rapido seguido de decapitacdo como indicado pelo Conselho Nacional

de Controle de Experimentacdo Animal.!*8

Na literatura se prevé um acréscimo de mais 20% de animais, tendo em vista a ocorréncia de
perdas de animais por motivos e causas ndo ligadas ao experimento.l’) Como neste projeto
estudamos animais nas fases embriondrias e larvais, nas quais as perdas sdo aumentadas, e animais

crescerao também até a fase adulta, é previsto um aumento da mortalidade entre os 11 e 16 dpf em



zebrafish por questdes de vulnerabilidade neste periodo de crescimento, assim foi acrescentado 40%

a mais ao invés de 20%.5°%

Para cada tratamento e grupos controles, foi previsto a necessidade de 40 embrides (Figura
3B); todos os animais tiveram a embriotoxicidade monitorada diariamente até os 7 dpf, como
indicado na linha do tempo e esquema apresentados na figura 3A. A capacidade locomotora e
aversiva foi avaliada aos 7 dpf, ndo sendo utilizados os mesmos animais ja utilizados para andlises
embriotéxicas. A deteccdo de morte celular proposta inicialmente ndo foi realizada, uma vez que o
kit disposto no laboratério ndao estava dentro do prazo de validade. Os animais utilizados para os
comportamentos locomotores e de aversao foram eutanasiados e armazenados em freezer -80°C

para anadlises protéicas e de expressdo génica.

Os embrides e larvas tratados e grupos controle estdo sendo criados até os 4 meses pos-
fertilizacdo (mpf) expostos somente a dgua do sistema, para andlises comportamentais, protéicas e
de expressdo génica, uma vez que os animais com 3 mpf ndo estdo com tamanho e peso suficiente

para os ensaios que serdo realizados.



Figura 3 - Delineamento experimental apresentando os grupos experimentais e os ensaios realizados.

A
24 48 72 96 120 mpf: 3
1. CTL absoluto A. Embriotoxicidade
*.
\ —
2.DMSO0 0,1% % =
3. BPA 0,0001 pg/L e ey
exploratorio
4. BPA 0,55 pg/L C o
5. BPA 1000,0 pg/L
D. Western blotting
6. BPS 0,0001 pg/L E. qRT-PCR
7. BPS 0,55 pg/L .
F. Comportamento
8. BPS 1000,0 pg/L SEaa
G. Interagéo social -
9. BPF 0,1 pg/L @ 2 or e
H. Agressividade .
10. BPF 10,0 pg/L I. qRT-PCR
1A® |40 x 3 =120/ 2A* |40 x 3 =120| 3A* |40 x 3 =120|4A* |40 x3 =120| SA* |[40x3 =120
1B*|20x3=60|2B*| 20x3=60|38B*| 20x3=60|4B*| 20x3=60| S5B* [20x3=60
1C*|10x3=30/2C*[10x3=30|3C*|/10x3=30/4C*| 10x3=30| S5C* [10x3=30
1D |20x3=60|2D [20x3=60| 3D |20x3=60|4D | 20x3=60| SD [20x3=60
1E |20x3=60| 2E [20x3=60| 3E (20x3=60| 4E | 20x3=60| SE |(20x3=60
1F*| Sx3=15 |2F*| 5x3=15 |3F*| Sx3=15 |4F*| 5x3=15 | SF* | Sx3=15
1G*| 5x3=15 |2G*| 5x3=15 |3G*| 5x3=15 |4G*| 5x3=15 | 5G* | 5x3=15

1H*| 5x3=15 [2H%| 5x3=15 |3H®| 5x3=15 |4H*| 5x3=15 | SH* | 5x3=15
1| 3x3=9 | 21| 3x3=9 | 31| 3x3=9 |4l | 3x3=9 Sl 3x3=9
6A* |40 x 3 =120|7A% |40 x 3 =120/ 8A% (40 x 3 =120/ 9A* |40 x 3 =120 10A* 40x3=120
6B*|(20x3=60|78*[ 20x3=60|88*%| 20x3=60|98%| 20x3=60| 10B* |20x3=60

6C*(10x3=30|7C*[10x3=30|8C*| 10x3=30|9C*| 10x3=30| 10C* |10x3=30
6D |20x3=60| 7D | 20x3 =60/ 8D [20x3=60|9D | 20x3=60| 100 |20x3 =60
6E |20x3=60| 7€ | 20x3=60| 8E | 20x3=60| 9€ | 20x3=60| 10E (20x3 =60
6F*| Sx3=15 |7F*| 5x3=15 |8F*| 5x3=15 |9F*| 5x3=15 | 10F* | 5x3=15

6G*[ 5x3=15 |7G*| 5x3=15 |8G*| 5x3=15 |9G*| 5x3=15 | 10G* | 5x3=15
6H*| S5x3=15 |7H*| 5x3=15 |8H*| 5x3=15 |9H*| 5x3=15 | 10H* | 5x3=15
6l | 3x3=9 | 71| 3x3=9 | 8 | 3x3=9 | 9| 3x3=9 101 3x3=9

N total 2250
40% 900
N total +
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CAPITULO 1

Artigo cientifico: “Compostos bisfendlicos induzem comportamento de hiperatividade ou diminui¢ao
de atividade locomotora no desenvolvimento de zebrafish” destaca os seguintes pontos:

e Nenhuma alteragdo na sobrevivéncia e teratogénese dos embrides e larvas foram
detectadas;

e Exposicdo aos substitutivos BPA, BPS e BPF sugerem mudangas comportamentais, como
hiperatividade ou diminuicdo da atividade locomotora.

e A resposta de escape dos animais ndo foi afetada significativamente, indicando que
possivelmente os compostos bisfendlicos ndo possui efeitos robustos na cognicao das larvas
de zebrdfish.
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RESUMO

O bisfenol A (BPA) é uma substancia amplamente associada a alterac6es hormonais que acarretam
em mudancgas no desenvolvimento especifico ao sexo, comportamentos relacionados a ansiedade e
aumento da incidéncia de cancer de mama e prostata. Seus andlogos, bisfenol S (BPS) e bisfenol F
(BPF), os quais estdo sendo utilizados de forma recorrente como substitutivos do BPA, ja
apresentaram efeitos estrogénicos comparaveis a este, sugerindo a necessidade de se especular o
qudo seguro sdao os produtos rotulados “BPA free”. Diferentes estudos avaliaram os efeitos dos
bifenois em comportamento de larvas de zebrafish, porém nao foram esclarecidos os parametros de
locomogao avaliados, assim como ndo foi analisada a resposta cognitiva dos animais. Aqui
mostramos que os compostos bisfendlicos ndo causam alteracdo na sobrevivéncia, eclosdo e
morfologia das larvas de 7 dias pds-fertilizagcdo (dpf); mas afetam a locomocdo de forma significativa
e uma alteracdo na resposta cognitiva dos animais tratados com 10,0 pg/L BPF. Desse modo, é
necessario a busca de alternativas para o BPA que sejam testadas de forma correta e com dados

suficientes para a convicgdo na venda de produtos seguros para o consumo humano.

Palavras-chave: Bisfenol. Neurotoxicidade. Locomocdo
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INTRODUCAO

O bisfenol A é um dos disruptores enddcrinos mais utilizados na fabricacdo industrial global [1]. Esta
substancia é encontrada em policarbonatos e resinas epdxi, os quais sdo usados na producdo de
plastico e revestimento de materiais, respectivamente. Logo, o BPA estd presente em produtos de
consumo diario, como potes, garrafas de plastico, enlatados, tintas, papéis térmicos e diversos
outros. Em alguns paises, o uso desta substancia ja foi proibida em mamadeiras e produtos infantis,
uma vez que foi comprovado os riscos no inicio do desenvolvimento [1][2]. Ainda, com a constante
producado de residuos em larga escala, esta substancia é liberada em efluentes industriais, municipais

e agricolas, e assim, afetando ndo sé a populagdo humana como ecossistemas inteiros.

Uma das medidas de regulagdo na circulacdo do BPA no mercado foi a utilizacdo de compostos
alternativos, como o BPS e o BPF [3]. Assim, empresas que aderiram as substancias andlogas
colocaram no rétulo de seus produtos “BPA-free” para os consumidores sentirem maior seguranca
na compra de produtos de plastico; porém, estes compostos ndo foram testados de forma adequada
e de acordo com varios estudos recentes, parecem possuir atividade estrogénica similares ou tado

potentes quanto ao do BPA [3][4].

Estudos recentes in vivo com Daphnia magna detectaram toxicidade aguda do BPS e BPF neste
modelo, assim como atividade estrogénica por ligacdo a receptores; resultados similares também
foram encontrados em pesquisas com ratos [5][6]. Neste mesmo modelo, foi observada uma possivel
correlacdo na exposicdo ao BPS e alteracGes em varidveis cardiovasculares e prejuizos nas fungdes
hematoldgicas, os quais também foram associados ao composto por causar danos oxidativos [7][8].
Ainda, baixos niveis de BPS e BPF, apresentaram potencial imunotdxico por disrupcdo na resposta
imune de peixes de modo similar a este mesmo organismo quando exposto ao BPA a longo e curto
prazo [9][10]{11]. Também, ndo sé a sinalizagdo estrogénica, mas a de hormonios tiredideos é

afetada pelos compostos andlogos, tanto em pesquisas in vitro como in vivo [12].

Tendo em vista a gama de sistemas e organismos que os compostos bisfendlicos afetam, é
necessario um melhor entendimento das possiveis vias que podem ser alteradas, assim como as
diferentes fases do desenvolvimento nas quais estas substancias agem. Diferentes modelos sdo
eficientes para estudar os mecanismos dos disruptores enddcrinos, porém o zebrafish vem sendo
utilizado de forma mais frequente como uma plataforma complementar, visto que, permite
avaliagOes ecotoxicoldgicas eficazes, assim como a utilizagdo de técnicas inovadoras para estudos in

vivo, devido ao seu baixo custo e transparéncia no inicio do desenvolvimento [13][14].

Adicionalmente, ortdlogos para todas as proteinas neuroenddcrinas de mamiferos ja foram
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encontradas em zebrafish, o que o torna util como modelo para estudos de doencas envolvidas na

dinamica dos eixos hipotalamo-pituitaria [15][16].

No ambito de elucidar os parametros toxicoldgicos e comportamentais alterados pela exposi¢cdo ao
BPA, BPS e BPF no inicio do desenvolvimento e provaveis consequéncias em fases mais tardias, nés
introduzimos estes compostos no meio de embrides de zebrafish para avaliagdo teratogénica, de
comportamento exploratério e aversivo e quantificagdo de expressdo génica e proteinas

relacionadas; posteriormente, avaliamos estes mesmos parametros na fase adulta do peixe.

MATERIAIS E METODOS

Animais

Zebrafish adultos da linhagem selvagem AB foram mantidos em uma densidade de 1,5 peixes por
litro em um sistema de filtragem em série automatizado (Tecniplast), com um ciclo claro-escuro de
14:10 horas [17]. Os animais foram alimentados trés vezes por dia com racdo moida e paramécio no
inicio do desenvolvimento e racdo flocada e artémia salina na fase adulta, tendo as condicGes de
temperatura, pH e condutividade da dgua constantemente monitorados. Os embrides foram obtidos
através do cruzamento de matrizes com mais de sete meses de vida; para tanto, os casais foram
separados em compartimentos com uma barreira transparente em aquarios de reprodugdo
(Tecniplast), as quais foram retiradas na manha seguinte uma hora apds o inicio do ciclo claro. Os
ovos foram coletados e transferidos para placas de 96 pogos (embriotoxicidade) ou placas de Petri
(comportamento) e mantidos em uma estufa com condi¢des de temperatura e ciclo claro-escuro
controlados. A embriotoxicidade dos animais foi observada e registrada diariamente através de
estereomicroscopio (Nikon) e pela avaliagdo de endpoints utilizando critérios de letalidade para
determinagdao da taxa de mortalidade, os quais foram: coagulacdo dos embrides e auséncia de

circulagao sanguinea [18].

Comité de Etica
Todos os experimentos foram aprovados pelo Comite de Etica da faculdade (CEUA-PUCRS, nimero:
7613/17), seguindo a legislacdo brasileira (n2 11.794/08) e as recomendac&es do Canadian Council on

Animal Care [19].
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Tratamentos

Os animais foram tratados diariamente no periodo de 0-3 horas pds-fertilizagdo (hpf) até os 7 dpf
com o veiculo dimetil sulféxido (DMSO) 0,1% em agua do sistema ou com os compostos bisfendlicos
BPA, BPS e BPF (Sigma-Aldrich), nas concentracbes de 0,0001, 0,55 e 1000,0 upg/L; 0,0001, 0,55 e
1000,0 pg/L; e 0,1, 10,0 e 1000,0 pg/L; respectivamente diluidos em veiculo. Estas concentracdes
foram escolhidas de acordo com trabalhos anteriores utilizando animais modelos ou amostras
ambientais de meio aquatico [20][21][22]. Adicionalmente, um controle absoluto exposto somente a
agua do sistema (dgua de osmose reversa equilibrada com sais) foi utilizado apenas para monitorar a
qualidade da agua, totalizando assim 11 grupos experimentais. Apds os tratamentos, os embriGes
foram armazenados em uma estufa (BOD), onde tiveram condi¢des de luminosidade e temperatura
controlados e seus meios de exposicdo renovados diariamente até os 7 dpf. No término deste
periodo, as larvas foram colocadas em aquarios de vidro com dgua do sistema para crescimento até a
fase adulta (4 meses pods-fertilizacdo) e realizacdo de experimentos comportamentais e analises

moleculares neste periodo.

Comportamento locomotor

As larvas de 7 dpf (N=20 em triplicatas) foram colocadas individualmente em placas de 24 pocos
preenchidas com 3 mL de agua do sistema para andlise da atividade locomotora em um periodo de 5
minutos com 1 minuto de aclimata¢do antes do inicio da filmagem. Os videos foram gravados
utilizando uma webcam digital HD (Logitech) para andlise automatizada (Ethovision). Os parametros
utilizados para avaliagao de hiperatividade foram distancia percorrida, velocidade média e tempo

moével.

Comportamento aversivo

Apds a performance locomotora, as larvas foram mantidas em placas de 6 pogos (5 larvas por pogo,
N=10 em triplicatas), as quais foram colocadas sobre um monitor LCD para avaliagdo cognitiva
através de resposta a um estimulo visual (bola vermelha com efeito mével) filmado durante um
periodo de 5 minutos com aclimatacdo dos animais de 2 minutos. Este protocolo adaptado de
Pelkowski [23] consiste de uma bola vermelha que movimentava-se em um sentido esquerda-direita,
direita- esquerda na metade superior do pogo (area com estimulo), a qual as larvas tendem a evitar
por nadar para a parte inferior do po¢o sem o estimulo. A porcentagem de larvas na parte sem

estimulo durante as sessdes de 5 minutos foi parametro para avaliacdo cognitiva dos animais.



18

Anilise estatistica

O método estatistico utilizado para a analise da taxa de sobrevivéncia foi a Curva de Kaplan-Meier.
Enquanto que os dados quantitativos dos demais experimentos foram avaliados através de ANOVA
de uma via seguido de post-hoc de Tukey usando o software GraphPad Prism. O nivel de significancia

foi considerado p<0,05.

RESULTADOS

Inicialmente, foi realizada uma curva de concentracdo para escolha da mais adequada a ser utilizada
nos experimentos moleculares. Para tanto, os embriGes e larvas foram monitorados diariamente até
os 7 dpf para realizagdo de andlises embriotodxicas, as quais consistiam na avaliacdo da sobrevivéncia
e teratogénese dos animais. Taxas de sobrevivéncia e eclosdo foram avaliadas através da estimativa
de Kaplan-Meier e o teste de Log-rank (Mantel-Cox, N=48) foi utilizado para encontrar diferenca
estatistica ao comparar os grupos. Ao ser aplicado o teste nenhuma das concentra¢des estudadas
apresentaram resultados significativos ao serem comparadas com o controle (BPA: p=0,5825; BPS:
p=0,5281; BPF: p=0,1495), sendo que todos os grupos permaneceram com sobrevivéncia acima de
70% (Figura 1), incluindo as concentracdes mais altas do BPA (87,5%), BPS (87,5%) e BPF (85,4%). Do
mesmo modo, a taxa de eclosdo dos compostos bisfendlicos também possuiram proporg¢des
equivalentes ao DMSO (BPA: p=0,5080; BPS: p=0,4892; BPF: 0,2294), com todos os animais

destacando-se do cérion com 72 hpf (Figura 2).

Os parametros morfoldgicos analisados nas larvas de 7 dpf (N=48) ndo apresentaram altera¢Oes
teratogénicas (Figura 3 e Figura 4): as medidas de comprimento corporal (BPA: p=0,7252 F,
156=0,4392; BPS: p=0,4913 F3, 146=0,8081; BPF: p=0,1336 F(3, 157=1,889), area dos olhos (BPA:
p=0,3271 Fgs, 156=1,159; BPS: p=0,7371 F;3, 145=0,4226; BPF: p=0,0545 Fg5 156=2,595), largura
interocular (BPA: p=0,2758 F(3, 156=1,302; BPS: p=0,7339 F(3, 145=0,4270; BPF: p=0,2034 F3, 156=1,552))
e comprimento da cabeca (BPA: p=0,9819 F; 155=0,05732; BPS: p=0,9371 F, 143)=0,1380; BPF:

p=0,5750 F3,156=0,6646) permaneceram praticamente constantes entre todos os grupos.

Foram realizados testes exploratdrios e aversivo em larvas de 7 dpf, considerando que o BPA é um
disruptor que causa comportamentos de hiperatividade e sintomas relacionados a ansiedade!®”!, os
quais estdo ocorrendo em periodos cada vez mais precoces do desenvolvimento, além de possiveis
déficits cognitivos!*®. A analise da locomoc3o, realizada através de ANOVA de uma via, apresentou
aumento significativo dos parametros avaliados nas concentragdes intermediarias dos grupos

tratados com BPA e BPS com relagdo ao controle e as concentragdes mais baixas (Figura 5), incluindo
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distancia percorrida (BPA: p=0,0016 F3, 236=5,250; BPF: p=0,0003 F, 2,1)=6,599), velocidade (BPA:
p=0,0011 F3; 36=5,511; BPF: p=0,0005 F3, 221)=6,145) e tempo médvel (BPA: p=0<0001, F3, »36=9,948;
BPF: p=0,2455 F3, 221)=1,394). No tempo mdvel, a concentragdo mais alta do BPA também teve um
pequeno aumento de mobilidade com relagcdo ao controle, assim como para a maior concentragao
do BPF no parametro de distancia percorrida; entretanto, nos animais tratados com BPF ndo ocorreu
nenhuma diferenca estatistica no tempo modvel. Ainda, os tratamentos com as menores
concentragdes de BPF apresentaram uma diferenca sutil, porém significativa, na distancia percorrida.
De forma contraditdria, as larvas tratadas com as concentragdes mais altas de BPS possuiram uma
diminuigdo significativa nos parametros de distancia percorrida (p=0,0002 F 3, ,36=6,675) e velocidade
(p=0,0002 F, 236=6,671) com relagdo a concentragdo intermedidria e mais baixa. Adicionalmente,
essa diferenca também abrangiu os animais expostos ao DMSO nas medidas de tempo movel

(p<0,0001 F3,236=7,411).

Ao contrério de outros dados!*®, quando a resposta de escape a um estimulo aversivo foi avaliada,
nao foi observado efeito significante comparado ao controle nos animais tratados com BPA (ANOVA
de uma via; p=0,0626 F, 116=2,505) e BPF (p=0,0773 Fs, s4=2,359), porém, o Ultimo apresentou
diferenca na concentragdo intermedidria com relacdo a mais baixa (Figura 6). Imprevistamente, ao
compararmos os grupos tratados com BPS (p=0,0268 F3,116=3,176), a concentragdo menor teve

aumento da resposta de escape contrastando com o DMSO.

DISCUSSAO

Os compostos bisfendlicos sdo caracterizados por seus efeitos multiplos no organismo, como
hiperatividade e alteragdes em comportamento anxiolitico e cognitivo, além de sua toxicidade ser
associada a diversas doengas [1][2]. Os substitutivos do BPA, um disruptor amplamente utilizado na
indUstria, tdo pouco parecem ser seguros, uma vez que estudos comprovaram seus efeitos adversos
na producdo e secrecdo de testosterona, alteracGes estrogénicas e na tiredide e mudancas

comportamentais, em alguns modelos in vivo e in vitro [3][12][20].

Os dados avaliando efeitos embriotdxicos retomam as pesquisas realizadas por Chen et al. [21], os
quais ndo observaram alteragdes significativas na sobrevivéncia e malformag¢des dos embriGes em
larvas expostos a baixas concentracées do BPA. Outros estudos porém, apresentaram aumento da
mortalidade, assim como na incidéncia de animais com caudas curvadas em larvas expostas a
concentragdes altas (10 e 20 uM), além de aumento na taxa de eclosdo das larvas em 48 hpf
[5][22][25][26]. De forma similar, Ji et al. [4] constatou que BPS também causou alteracdes

morfoldgicas e na eclosdo das larvas em concentragGes intermedidrias e altas, o que ndo corrobora
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com todos os nossos dados, os quais ndo verificaram diferenca significativa nos parametros
morfoldgicos. Com relagdo ao substitutivo BPF, os resultados que encontramos correspondem
parcialmente com os encontrados por Huang et al. [27], visto que neste estudo ndo foi observada
alteracbes na sobrevivéncia, embora em concentracbes altas (200 pg/L) foram observadas
teratogéneses, o que ndo constatamos mesmo em concentra¢bes mais elevadas (1000 pg/L). Assim,
é possivel que os dados associados a eclosdo em outras pesquisas possam ser em alguns casos
inconsistentes devido a diferencas nas metodologias empregadas, uma vez que ndo é recomendada
a utilizacdo de placas de Petri para estudos de toxicidade devido a for¢ca mecanica que pode ser
aplicada nos animais durante a troca do meio, que por consequéncia, ocasiona no adiantamento da
eclosdo. Ja nos experimentos com alteragGes morfoldgicas e nas taxas de sobrevivéncia é desafiador
comparar os resultados obtidos em outros artigos, dado que, alguns parametros como controle da

qualidade da agua e troca didria do tratamento variam entre laboratdrios.

Os resultados comportamentais locomotores, sugerem que as larvas expostas ao BPA e BPF
apresentaram perfil semelhante a hiperatividade ou ansiedade e, de forma similar a outros
experimentos utilizando desreguladores enddcrinos, foi detectada uma curva dose-resposta nao-
monotdnica, na qual as concentragcdes mais elevadas ndo acompanham a magnitude dos efeitos
observados [28]. Assim como demostrando neste estudo, Saili et al. [29] detectaram que larvas
expostas a baixas concentra¢des de BPA (0,001 uM E 0,1 uM) causam aumento significativo na
atividade locomotora das larvas de zebrafish, enquanto concentra¢gdes mais elevadas ndo
apresentam o mesmo efeito. Kinch et al. [30] também obteve resultados semelhantes ao medir a
locomogao dos grupos tratados com BPA e BPS, porém ndo esclareceu os parametros utilizados,
assim como, na representa¢do ilustrativa do caminho percorrido pelo animal, o grupo controle
praticamente ndo se locomoveu, o que pode estar relacionado as placas de 96 pogos possuirem
espaco reduzido para locomogdo dos animais, afetando assim os efeitos comportamentais. De modo
conflitante, os dados aqui estudados apresentaram uma diminui¢do da atividade locomotora das
larvas expostas as concentra¢gdes mais altas de BPS. Estudos com ratos observaram tanto efeitos
relacionados a ansiedade, quanto depressivos, na prole apds exposi¢cdo maternal a BPA e BPF [31], os
autores sugerem que o comportamento depressivo pode estar associado a alteragdes na expressdo
de genes relacionados ao sistema serotonina-dopamina ja constatadas em outras pesquisas, as quais
incluem também o BPS [32]. Assim, é possivel afirmar que compostos bisfendlicos podem alterar
comportamentos relacionados a ansiedade e depressdo através de mecanismos de agdo ainda nao

bem elucidados.

Diversos trabalhos com mamiferos apresentaram dados de efeitos de déficits cognitivos apds
exposicao a bisfendis [33]1[34][35]. Nossos estudos sdo os primeiros a realizar avaliagdo de cognicdo

por meio de estimulagdo aversiva em larvas de zebrafish; com isso, ao avaliarmos a resposta de
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escape dos animais os resultados obtidos foram dificeis de interpretar, uma vez que, aparentemente
as larvas ndo responderam ao estimulo aversivo, como nos casos do BPA ou BPS, e quando
apresentaram diferenca estatistica ndo foi com relagao ao grupo controle, e sim com a concentragao
inferior. E possivel que o comportamento utilizado para avaliar a resposta cognitiva do zebrafish em
estagio inicial ndo seja robusto o suficiente para observar efeitos similares ao encontrados em

mamiferos.
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Figura 1. Os embrides e as larvas ndo apresentaram diferenca estatistica na sobrevivéncia. Comparacdo da

sobrevivéncia entre os grupos durante os 7 dpf ndo apresentou nenhuma diferenca significante dos compostos
bisfendlicos e DMSO (Log-Rank (Mantel-Cox), BPA: p=0,5825; BPS: p=0,5281; BPF: p=0,1495; N=48).
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Figura 2. Os animais nao tiveram as taxas de eclosao alteradas. Ao serem comparados os grupos entre si ndo
foi observada diferenca significativa entre os mesmos (Log-Rank (Mantel-Cox), BPA: p=0,5080; BPS: p=0,4892;
BPF: p=0,2294; N=48).
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Figura 3. Morfologia nao foi alterada nos animais de 7 dpf. ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey
demonstrou que o parametro de comprimento corporal ndo foi afetado significativamente (BPA: p=0,7252 F3,
156)=0,4392; BPS: p=0,4913 F(3,146)=0,8081; BPF: p=0,1336 F(3,157)=1,889) pelos compostos bisfendlicos nas larvas
de zebrafish. Abaixo dos graficos, imagem da larva de 7 dpf com o delineamento (linha azul) do comprimento
corporal. Valores representam média e desvio padrao (SD) (N=16 em triplicatas).
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Figura 4. Efeitos fenotipicos ndao foram observados nas larvas de 7 dpf. ANOVA de uma via seguido de post-
hoc de Tukey ndo detectou significancia estatistica nos parametros (A) area dos olhos (BPA: p=0,3271 Fg,
156)=1,159; BPS: p=0,7371 F3, 145=0,4226; BPF: p=0,0545 F3, 156)=2,595), (B) largura interocular (BPA: p=0,2758
F3, 156)=1,302; BPS: p=0,7339 F3, 145=0,4270; BPF: p=0,2034 F3, 156)=1,552) e (C) comprimento da cabeca (BPA:
p=0,9819 F3, 155=0,05732; BPS: p=0,9371 F3, 143)=0,1380; BPF: p=0,5750 F3, 156)=0,6646) nos animais expostos
aos

compostos bisfendlicos. Abaixo dos graficos, imagem de larvas de 7 dpf com o delineamento (linha azul) dos
parametros avaliados. Valores representam média e SD (N=16 em triplicatas).

Qt?’; 69-“@' °’9° ,p"f Q'.:"@v ﬁﬁ 0’"P Qs"év ,\.,93' é,.e”*'

w
Comprimento (mm)
o o o o
8 2 3 o
E
Comprimento (mm)
o o o o
8 2 3 >
_.|
Comprimento (mm)
=3 =3
s &
.|

0.0
0.00:
& o P YA I S N R
Qe" & & J.P & 69" & & é“\
C 08 0.8 0.8
EM 27 Eo.o = Eo.s =3
EO‘ 0.4 04
0.0 0.0 0.0
CHIS IS PSS
i g & ¢ £ &g

Area dos olhos Largura interocular Comprimento da cabeca



29

Figura 5. Exposicao aos compostos bisfendlicos alteraram a atividade locomotora das larvas de 7 dpf. ANOVA
de uma via seguida de post-hoc de Tukey demonstrou um efeito significante na (A) distancia percorrida (BPA:
p=0,0016 F3, 236=5,250; BPS: p=0,0002 F, 236)=6,675; BPF: p=0,0003 F3, 221)=6,599), (B) velocidade (BPA:
p=0,0011 F3,236=5,511;BPS: p=0,0002 F3, 236=6,671; BPF: p=0,0005 F3, 221)=6,145) e (C) tempo médvel (BPA:
p=0<0001, F(3, 236=9,948; BPS: p<0,0001 F, 236)=7,411; BPF: p=0,2455 F3, 221)=1,394) das larvas. Os animais
expostos ao BPA e BPF apresentaram aumento significante na atividade locomotora nas concentragdes
intermediarias se comparado ao veiculo, enquanto a concentragdo mais alta do BPS causou diminui¢cdo da
locomogdo nestes mesmos parametros avaliados. Valores representam média e SD (N=20 em triplicatas). A
quantidade de letras ou * indicam o valor de p: *p<0,05, **p<0,001 e ***p<0,0001. *, a e b, simbolizam a
comparagdo com DMSO, concentragGes mas baixas e concentragdo intermediarias, respectivamente.
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Figura 6. Efeitos cognitivos ndo foram robustos nos grupos tratados com compostos bisfendlicos. A
porcentagem de animais na drea sem estimulo nao foi alterada nos grupos tratados com BPA (p=0,0626 Fg,
116)=2,505) ao utilizarmos ANOVA de uma via seguida de post-hoc de Tukey para anadlise estatistica. As larvas
expostas ao BPS e BPF apresentaram diferenca significante, porém nao foram associadas a prejuizo cognitivo
(p=0,0268 F3,116=3,176) ou comparado ao DMSO (p=0,0773 F@3, 84=2,359), respectivamente. Valores
representam média e SD (N=10 em triplicatas). A quantidade de letras ou * indicam o valor de p: *p<0,05,
**p<0,001 e ***p<0,0001. *, a e b, simbolizam a comparagdo com DMSO, concentragGes mas baixas e
concentragGes intermedidrias, respectivamente.
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CAPITULO 2

ConsideragGes gerais acerca do projeto de pesquisa, incluindo uma visdo ampla dos resultados
obtidos nos experimentos e contradicdes destes com outros dados analisados por outros autores

sobre os parametros aqui estudados.
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CONSIDERAGOES GERAIS

Com o presente trabalho, é possivel constatar os efeitos do bisfenol A, S e F no
comportamento locomotor de embrides e larvas de zebrafish, além de permitir a verificacdo da
embriotoxicidade dos mesmos, os quais ndo condizem com alguns dos resultados encontrados em
outros trabalhos utilizando peixes como modelo, fazendo com que a confiabilidade dos dados, o
desenho experimental ou técnicas laboratoriais sejam questionadas. Assim, neste estudo concluiu-
se, com relagdo aos efeitos embriotéxicos dos compostos estudados, que o BPA, BPS e BPF, tanto em
concentragdes baixas, intermedidrias ou altas, ndo acarretam em alteraces nas taxas de
sobrevivéncia, eclosdo ou teratogénese durante o desenvolvimento de embrides e larvas de
zebrafish.

As alteracGes locomotoras observadas nos animais refletiram possiveis efeitos neurotdxicos
dos compostos bisfendlicos em comportamentos hiperativos ou relacionados a ansiedade, e até
mesmo depressivos. Os resultados observados aqui, tdo bem como os citados acima, foram
conflitantes quando comparados com outros estudos também realizados em zebrafish, o que
provavelmente pode estar relacionado a falhas técnicas, de forma similar as avaliacdes
embriotéxicas. Entretanto, é vidvel que diversas rotas de acdo ainda ndo bem elucidadas possam
estar afetando os animais individualmente, através de parametros que talvez ndo sejam controlados
experimentalmente até entdo.

Com relagdo ao comportamento aversivo, os resultados foram contraditérios com algumas
pesquisas e concordantes com outras. Porém, respostas cognitivas durante a fase larval de zebrafish
nem sempre sdo robustas, podendo em alguns casos serem limitadas, dado que o repertério
comportamental neste periodo do desenvolvimento ndo é muito diverso se comparado com adultos,
por exemplo. Logo, os dados descritos aqui associados a resposta cognitiva podem ser considerados
desafiadores para interpretagao.

Ainda, os resultados averiguados neste trabalho serdo complementados com dados
provenientes de experimentos comportamentais e moleculares realizados com animais adultos, os
quais ja estdo em crescimento, para verificar possiveis efeitos dos compostos estudados em fases
posteriores do desenvolvimento. As larvas utilizadas nos testes embriotdxicos e comportamentais
tiveram seus encéfalos dissecados para realizacdo de Western blotting e qPCR-RT, o que permitirdo a
quantificacdo das proteinas TTR, vitelogenina, p53 e capase-3 e os genes da vitelogenina, aromatase
B, TTR, p53, bax e appb, para elucidacdo de possiveis mecanismos de disrupgao enddcrina e

neurotoxicidade durante o desenvolvimento embrionario e larval propostos inicialmente no projeto.



