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RESUMO

RESUMO

A contaminagdo com micropoluentes tem aumentado expressivamente nos ultimos anos
devido ao lancamento de residuos industriais e domésticos no meio aqudtico. A
acumulacdo destes poluentes pode afetar a sobrevivéncia e fisiologia dos organismos
aquéticos incluindo o funcionamento do sistema enddcrino, provocando uma possivel
acumulacgdo e transferéncia na cadeia tréfica. Um grupo particularmente afetado sido os
peixes, com elevado potencial de entrada de poluentes através das branquias,
pele/escamas e por ingestdo de organismos contaminados, estando expostos por longos
periodos de tempo e podendo bioacumular os poluentes. Com este trabalho, foi
investigado o impacto da exposicio a poluentes aqudticos nos ciclos de
deposi¢ao/reabsor¢ao de célcio nas escamas de duas espécies de peixe, Dicentrarchus
labrax (robalo) e Oreochromis mossambicus (tilépia), escolhidas como espécies modelo.
As escamas dos peixes teledsteos sdo tecidos calcificados que contém osteoblastos e
osteoclastos, células responsdveis respetivamente pelos ciclos de deposicao e reabsor¢ao
de minerais. A expressao dos recetores de estrogénio nucleares (ERa, ERBa e ERBb) e
membranar (GPER) foi identificada nas escamas, suportando o seu potencial de
responsividade a compostos estrogénicos. Seguidamente, foi aplicado um bioensaio de
tratamento in vitro das escamas, para avaliar os efeitos da exposicdo a compostos
poluentes organoestanicos, como o trifenilestanho (TPT), e a ftalatos, como o (di-(2-etil-
exil) ftalato (DEHP) e o butilbenzil ftalato (BBP), possiveis disruptores enddcrinos
estrogénicos. Os efeitos de tratamentos rdpidos (30 minutos) e longos (24 horas) a
diferentes concentragdes (10'°M, 10® M e 10° M) destes compostos foram medidos em
termos das alteracdes na atividade de enzimas relacionadas com formacdo da matriz
mineralizada, fosfatase alcalina (ALP), e com a reabsor¢cdo do tecido mineralizado,
fosfatase acida resistente ao tartrato (TRAP).

Nas escamas de robalos e tildpias, a atividade da TRAP nao foi afetada pelo composto
TPT, mas nos robalos a atividade da ALP foi aumentada por TPT, apds tratamento com
10° M, durante 30 minutos. O DEHP, com a concentracao 108 M, foi o tratamento que
aumentou a atividade da TRAP em ambos os tempos do ensaio, nas escamas dos robalos.
Nas escamas de tildpias, a atividade das enzimas nao foi afetada pelo composto DEHP.
Em escamas de robalo, a atividade da TRAP e da ALP ndo se alterou em resposta a BBP,
enquanto em escamas de tildpias este composto diminuiu a atividade da ALP.

Em conclusdo, TPT, DEHP e BBP afetaram tanto marcadores de reabsorcdo (atividade
osteoclastica, medida pela atividade da TRAP) como de sintese da matriz mineralizada
(atividade osteobléstica, medida pela atividade da ALP). O TPT parece nao afetar a
reabsor¢do das escamas de robalos e tildpias, afetando apenas o indicador de
mineralizacdo das escamas dos robalos em concentracdes de 10 M, aplicadas por 30
minutos. O DEHP aumentou o indicador de deposi¢ao mineral em escamas de robalos em
periodo de resposta curta e longa em concentracdes de 10® M. O BBP nio alterou o
indicador de reabsor¢ao do cdlcio da matriz das escamas dos robalos e das tildpias. Estes
resultados sugerem que a exposi¢do ambiental a estes compostos poderd afetar a
homeostasia dos tecidos mineralizados em peixes, com possiveis consequéncias para a
sua saude.

Palavras-chave: Escamas de peixes, poluentes estrogénicos, TRAP, ALP, osteoclasto e
osteoblasto
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ABSTRACT

Micropollutant pollution has significantly increased in recent years due to the release of
industrial and domestic wastes into the aquatic environment which may affect survival
and physiology of aquatic organisms, including the functioning of the endocrine system,
causing a possible accumulation and transfer in the food chain. Fish are particularly
affected as they have a high input potential through the gills, skin/scales and by ingestion
of contaminated organisms, being exposed for long periods of time and possibly
accumulating the pollutants. In this work, the impact of exposure to pollutants in the water
on cycles of calcium deposition/resorption in scales in two fish species was investigated,
Dicentrarchus labrax (Sea bass) and Oreochromis mossambicus (tilapia), chosen as
model species. The scales of teleost fish are calcified tissue containing osteoblasts and
osteoclasts, the cells responsible for the deposition and resorption of minerals,
respectively. The expression of nuclear estrogen receptors (ERa, and ERBa ERBb) and
membrane (GPER) was identified on the scales, supporting its potential responsiveness
to estrogenic compounds. A bioassay of in vitro treatment of scales was applied to
evaluate the effects of exposure to organotin compounds, such as triphenyltin (TPT), and
phthalates, such as (di (2-ethyl-exil) phthalate (DEHP) and butylbenzyl phthalate (BBP).
The effects of these compounds were tested at different concentrations (1071 M, 10®% M
and 10® M), after rapid (30 minutes) and long (24 hours) treatments, by measuring the
activity of enzymes associated with the mineralized matrix formation, alkaline
phosphatase (ALP), and resorption, tartrate-resistant acid phosphatase (TRAP).

In scales of both sea bass and tilapia, the TRAP activity was not affected by TPT, but in
sea bass ALP activity was increased by TPT after treatment with 10 M for 30 minutes.
DEHP, at the concentration 10 M, was that treatment increased the activity of TRAP in
both the test time, the scales of sea bass. In sea bass scales, TRAP and ALP activities did
not change in response to BBP, while in tilapia scales this compound decreased the
activity of ALP.

In conclusion, TPT, DEHP and BBP affected markers of both both resorption (osteoclast
activity as measured by the activity of TRAP) and synthesis of mineralized matrix
(osteoblastic activity, as measured by the activity of ALP). TPT did not appear to affect
resorption of both sea bass and tilapia scales but the scale mineralization indicator was
modified in sea bass treated at concentrations of 10% M, applied for 30 minutes. DEHP
increased mineral deposition indicator on sea bass scales after short and long treatments
at concentrations of 10® M. BBP did not appear to affect calcium resorption from scale
matrix of both sea bass and tilapia. These results suggest that environmental exposure to
the tested compounds my affect the homeostasis of mineralized tissues in fish, with
potential consequences for their health.

Key word: Fish scales, estrogenic pollutants, TRAP, ALP, osteoclast and osteoblast
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DBP - Di-n-butil ftalato
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DE - Disruptores Enddcrinos

D. labrax - Dicentrarchus labrax (robalo)
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Receptor)



INDECE DE ABREVIATURAS

IPCS - Programa Internacional de Seguranca Quimica (International Programme on
Chemical Safety)

LEOA - Laboratério Experimental de Organismos Aquéticos
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1. INTRODUCAO

Os micropoluentes (poluentes que estdo presentes no meio ambiente em concentragcoes
na ordem de pgL! e ngL"") t8m aumentado expressivamente nos tltimos anos, chamando
muita atencao aos investigadores. Esta atencao deve-se, principalmente, aos efeitos destes
poluentes no meio ambiente e, em particular, no ambiente aquético (Maia & Dezotti,
2007). Em consequéncia, os farmacos, os disruptores enddcrinos (DE) e os poluentes
organicos persistentes (POP) tornaram-se classes de substidncias muito investigadas

(Maia & Dezotti, 2007; Omar, Saleh, & Marie, 2014).

Grandes esforcos tém sido feitos na busca de solucdes e alternativas para melhorar o
quadro ambiental do nosso planeta, devido aos efeitos da polui¢do no mundo que t€ém
servido de alerta para a populacdo nos ultimos anos, alterando visivelmente o crescente
interesse pelo problema da contaminacdo que afeta a atmosfera, o solo, as florestas, os
animais e 0s meios aqudticos. A biota e, em particular, a ictiofauna sdo prejudicadas pelo
efeito danoso causado pelo langamento de residuos industriais € domésticos nos corpos
de dgua que, além de alterarem as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas da dgua,
causam problemas de contaminacdo com poluentes e de eutrofizacdo, com efeitos
negativos para os peixes e outros organismos aquaticos e para a propria qualidade da dgua

(Flavia, Godoi, & Favoreto, 2003; Souza et al., 2013).

Os hidrocarbonetos de petrdleo, hidrocarbonetos halogenados, metais pesados,
radiois6topos e matéria orgadnica sdo considerados contaminantes criticos para os
ecossistemas aqudticos (Denton, Concepcion, Wood, & Morrison, 2006). Dentro dos
compostos halogenados, os compostos organoclorados (OC), os bifenilos policlorados
(PCB) e alguns pesticidas (como, por exemplo, o diclorodifeniltricloroetano (DDT)), sao
compostos para os quais ja foi demonstrado maior impacto no meio marinho. Apesar de
o DDT ja nao ser utilizado, os demais ainda sdao utilizados com alguma frequéncia,
acabando por chegar ao meio aquético por descargas nos cursos de dgua, escorréncia dos

solos ou por transporte atmosférico (Yogui, de Oliveira Santos, & Montone, 2003).

O aumento da polui¢do do ambiente aqudtico por metais pesados tem sido alvo de
crescente interesse e tem suscitado uma grande variedade de estudos, com o intuito de
avaliar os efeitos nas diversas espécies expostas (Al-Balwai, Al-Misned, Ahmad, & Al-

Ghanim, 2013). Estes sdo considerados contaminantes criticos nos ecossistemas
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aquaticos devido ao seu alto potencial de entrada nos organismos, acumulacdo e
transferéncia na cadeia tréfica. Os niveis de acumulacdo podem ser muito maiores do que
aqueles encontrados no ambiente e pouco se sabe sobre os mecanismos da entrada,
distribuicdo e seus efeitos exatos nos organismos aqudticos (Lichtenfels, Guimar,

Macchione, Saldiva, & Poluifgo, 1996).

A diversidade e complexidade dos poluentes resultam em diversos efeitos bioldgicos que
estdo relacionados com as suas caracteristicas quimicas. Para além disso, como ha um
elevado nimero de contaminantes presente na agua, além dos fatores abidticos
envolvidos, hd que considerar o efeito global da mistura pois pode haver interacio entre
eles com possiveis efeitos sinergéticos, antagdnicos, de potenciagcdo ou adi¢dao (Pinheiro
& Valadares, 2012). A fisiologia de organismos aquéticos, tais como os peixes, pode ser
fortemente influenciada pela contaminag@o nos ecossistemas aquaticos (Naigaga et al.,
2011) pois estes podem estar expostos a poluentes por longos periodos de tempo e através
de multiplas vias, incluindo a entrada através das branquias, pele ou por ingestdo de dgua
ou de sedimentos ou organismos contaminados, podendo também ocorrer uma
bioacumulacdo de alguns desses compostos. Assim, os peixes podem ser usados como
modelos de estudo nos programas de avaliacdo dos impactos ecoldgicos das atividades
antrdpicas (resultantes da acdo humana) sobre o meio ambiente aquético. No entanto, o
impacto de contaminantes tem sido sobretudo estudado na sobrevivéncia ou funcdes
reprodutivas dos peixes, e pouca atenc¢do se tem dado as alteracdes provocadas noutros

processos bioldgicos (De Coster & Larebeke, 2012).

1.1. Espécie modelo para estudo

O robalo, Dicentrarchus labrax (Linnaeus, 1758) (D. labrax) e a tildpia mocambicana,
Oreochromis mossambicus (Peters, 1852) (0. mossambicus), sdo duas espécies de facil
cultivo na aquacultura e sao espécies com elevada taxa de reprodugdo, o que os torna
como modelos vertebrados importantes no que se refere a experimentacao laboratorial.
Assim, tém sido cada vez mais utilizados na investigagdo sobre problemas correntes,
especialmente no que concerne a estudos comportamentais, estudos de reproducdo, a
estudo que envolvem técnicas histoquimicas, electromicroscdpicas, bioquimicas,

ecoldgicas e a estudos dos compostos quimicos presentes no meio ambiente aquético.
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1.1.1. Robalo (D. labrax)

Os robalos sdao individuos da classe Actinopterygii, ordem Perciformes, familia
Moronidae e género Dicentrarchus, espécies D. labrax (figura 1.1). Encontram-se
distribuidos pelo Atlantico Leste, desde a Noruega a Marrocos, as ilhas Candrias e ao
Senegal. Também sdo conhecidos no Mediterrdneo e no Mar Negro. E uma espécie que
habita em &dguas costeiras, até a profundidade de cerca de 100 m (normalmente no
inverno), bem como em &dguas salobras de estudrios e lagunas costeiras (no verdo),
podendo, ocasionalmente, ser encontrado em rios. Os juvenis sdo agregados,
especialmente durante as migragdes sazonais, formando cardumes (Kottelat & Freyhof,
2008; Papadaki et al., 2005), que durante o inicio do verao estdo albergados mais proximo

da abertura dos rios e durante o inverno migram para zonas mais frias, as zonas que se

encontra mais a norte (Reis-Santos, Tanner, Elsdon, Cabral, & Gillanders, 2013).

Figura 1.1: Robalo - D. labrax (Fischer & Schneider, 1987).

A alimentacao desta espécie € a base de crustdceos, moluscos e peixes, principalmente na
fase adulta (Reis-Santos et al., 2013). Os juvenis alimentam-se mais de crusticeos e
moluscos, e s6 aperfeicoam para a alimentacdo a base de vertebrados quando estdo com
idade mais avangada (Kousoulaki, Saether, Albrektsen, & Noble, 2015). Possuem ovos
pelagicos e um unico pico de desova durante o ano, que ocorre, normalmente, durante o
inicio da primavera (Papadaki et al., 2005), ocorrendo a maturacdo das génadas durante

0 inverno.
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1.1.2. Tilapia (0. mossambicus)

A tildpia faz parte dos peixes africanos mais evoluidos, pertence a classe Actinopterygii,
ordem Perciformes, familia Cichlidae, género Oreochromis e espécie O. mossambicus
(figura 1.2) (Kime & Hyder, 1983). Ocorre, naturalmente, na costa sudeste de Africa, no
Baixo Zambezi e seus tributdrios, rios com direcao reste, e lagoas costeiras a sul do Rio
Bushman, perto de Porto Elizabeth, na Africa do Sul (Bruton & Boltt, 1975). Em muitos
paises € considerada como espécie introduzida, por outro lado, é importante exemplo de
peixe para o comércio, tanto em termos de pesca, como no que se refere a aquacultura e

aquariofilia, sendo ainda uma espécie para a pesca desportiva.

\, >)\\3\))”35‘
W ) ¥y “))U YD,
,)” ) ),) b)) )’3’?‘3)3 i " ’_1’1_;

,: “m

Figura 1.2: Tildpia - O. mossambicus (Rainboth, 2003).

A tilapia € uma espécie que habita em dguas doces e salobras, estando usualmente restrita
a dguas relativamente pouco profundas (Bruton & Boltt, 1975). E mais comum em
estudrios salobros e lagos costeiros, mas pode também ser encontrada em lagoas quentes
de correntes lentas, canais e lagos. E uma espécie tropical ocorrendo em temperaturas que
vio desde de 8° C aos 42° C. E uma espécie geralmente omnivora, alimentando-se do que
quer que esteja disponivel, embora parega mostrar preferéncia por matéria detritivora e
plantas (Bruton & Boltt, 1975). Como acontece com a maioria dos ciclideos, o seu
crescimento 6timo ocorre proximo dos 30° C (Price, Stauffer, & Swift, 1985), com os

machos a cresceram mais € mais rdpido do que as fémeas (Bruton & Allanson, 1974;
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Bruton & Boltt, 1975). No entanto, as taxas de crescimento variam consoante a

disponibilidade de alimento e a qualidade do habitat (Bruton & Allanson, 1974).

Possui um sistema de acasalamento semelhante a outros animais com reprodugdo em
arenas. Durante o processo reprodutivo, os machos agregam-se em arenas de reproducao,
em locais com fundo arenoso, onde escavam ninhos e defendem pequenos territérios
centrados nesses ninhos de outros machos. As fémeas movem-se em cardumes e visitam
as arenas quando estao prontas para a postura, que ocorrem no substrato (Bruton & Bolltt,
1975). As fémeas transportam a descendéncia na boca até a sua independéncia (Oliveira
& Almada, 1996). Como outros incubadores bucais, esta espécie € poligama, podendo os
machos acasalar com vdérias fémeas e estas, por seu turno, podem levar os seus ovos a
varios machos, quando estes estdo proximos. Em ciclideos, os machos sao geralmente
mais coloridos que as fémeas. O acasalamento € breve, tipicamente minutos, pelo que nao
se forma qualquer ligacdo entre o par. Durante a postura, a fémea vira-se e vai recolhendo
0s ovos, enquanto o macho liberta o esperma, mas mesmos assim, alguns ovos sdo
fertilizados ja no interior da boca da fémea. Por vezes as fémeas morde a zona genital
e/ou anal do macho para estimular a libertacdo do esperma. As fémeas abandonam,
seguidamente, as arenas, transportando os ovos na cavidade bucal (Bruton & Boltt, 1975).
A reproducdo ndo apresenta um pico sazonal claro, em 4guas tropicais reproduz-se

durante todo o ano (Silva & Chandrasoma, 1980).

1.2. Tecidos mineralizados em peixe

Nos vertebrados, as estruturas mineralizadas desempenham, como funcdes principais a
protecdo, o apoio a locomocdo e a regulacdo da homeostase mineral. O esqueleto dos
peixes consiste num endosqueleto articulado, como nos mamiferos, mas também contém
um exosqueleto formado por apéndices mineralizados, as escamas. Devido ao ambiente
aqudtico habitado pelos peixes, o esqueleto € menos exposto a carga mecanica

comparando com os vertebrados terrestres (Huysseune & Meunier, 1992).

O conhecimento da fisiologia e regulacdo do metabolismo 6sseo é muito importante pois
permite intervir de modo a prevenir o aparecimento de anomalias esqueléticas que

constituem uma grande preocupacdo no caso dos peixes, uma vez que podem
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comprometer a sua sobrevivéncia e o seu valor econémico, quer na natureza, quer em

aquacultura (Grosell, Farreal, & Brauner, 2011).

Em vertebrados terrestres, 0 0sso serve como um reservatorio de minerais, sendo a tnica
fonte disponivel externa a dieta; e assim, se houver um aumento da necessidade de célcio
(Ca), fésforo (P) ou outros minerais (ex. magnésio), o osso pode ser mobilizado
(Guerreiro & Fuentes, 2007). Em contraste, as espécies de peixes marinhas estdo rodeadas
por uma fonte abundante de Ca que pode ser utilizada para colmatar as suas necessidades,
enquanto o P € adquirido unicamente através da alimentacdo, que se torna uma fonte
essencial para a aquisicdo deste ido0. Por outro lado, para as espécies de dgua doce, ha
menos quantidade de ides Ca no ambiente, e, portanto, tal como nos mamiferos, a dieta é
indispensdvel como fonte destes elementos. O desenvolvimento, crescimento e
reprodugdo sdo processos condicionados pela quantidade de Ca, o que leva a mobilizacao
do Ca e P de tecidos mineralizados quando existe uma caréncia. Em peixes, as escamas
funcionam nio sé como uma barreira fisica e para melhorar a hidrodindmica, mas tém
também um papel importante na homeostase do Ca e do P, como serd detalhado mais
abaixo (Grosell et al., 2011; Suzuki, Suzuki, & Kurokawa, 2000). Segue-se uma sec¢ao
sobre os diferentes tecidos mineralizados encontrados em peixes, a sua estrutura,

desenvolvimento e funcdes.

1.2.1. Cartilagem

A cartilagem € um tecido de consisténcia rigida, embora menos resistente a pressoes
externas do que o tecido 6sseo. E um dos primeiros tecidos adaptados para suportar peso
e a sua eficiéncia nesse sentido € ultrapassada apenas pelo tecido dsseo, que tem as
funcdes de suporte e protecdo muito aperfeicoadas (Junqueira & Carneiro, 2008). A
cartilagem desempenha fungdes de suporte e de revestimento das superficies articuladas,
facilitando a movimentagao. Possui uma superficie ligeiramente eldstica e muito lisa,
facilitando os deslizamentos. E constituida por células e abundante material extracelular,
que forma a matriz. O seu funcionamento depende da estrutura fisico-quimico da matriz,
que € constituida, maioritariamente, por colagénio, podendo incluir também elastina, em
associac¢ao com glicoproteinas. A principal fun¢do das células € produzir uma matriz com

caracteristicas adequadas e manté-la no estado normal (Junqueira & Carneiro, 2008).
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Assim, as cartilagens sdo classificadas de acordo com a abundancia e o tipo de fibras
presentes na matriz: 1* - A cartilagem hialina, que € mais comumente encontrada e cuja
matriz possui moderada quantidade de fibras coldgenas. 2 - A cartilagem eldstica, que
possui fibras coldgenas e abundantes fibras eldsticas, 3 - A cartilagem fibrosa, que
apresenta matriz constituida quase inteiramente por fibras coldgenas (Junqueira &
Carneiro, 2005). Variagdes no teor e no tipo das fibras conferem propriedades especiais
aos diferentes tipos de cartilagem. Nas dreas sujeitas a grandes pressdes ou tracoes, o teor
de fibras de colagénio € mais elevado, o que torna a cartilagem praticamente inextensivel
e muito resistente a tracdo. A presenga de fibras, com reduzida percentagem de colagénio,
d4 origem a cartilagem fibrosa que € pouco rigida, flexivel e eldstica (Junqueira &

Carneiro, 2008).

1.2.2. Osso

O osso € um o6rgdo dinamico que sente e que se adapta as forcas mecanicas e
desequilibrios na homeostase mineral através dos processos de reabsor¢do e formagao
dssea (Junqueira & Carneiro, 2008; Lau et al., 2010). O osso € o constituinte principal do
esqueleto, serve de suporte para as partes moles e protege os Orgdos vitais, cOmo 0s
contidos nas caixas craniana, tordcica e no canal raquidiano. Além dessas fungdes,
proporciona apoio aos musculos esqueléticos, transformando as suas contragdes em
movimentos uteis, € constitui um sistema de alavancas que amplia as forcas geradas na
contracio muscular. E um tecido com grande capacidade para suportar pressdes
(Junqueira & Carneiro, 2008).

O tecido dsseo € formado por células e um material intercelular calcificado, a matriz 6ssea
(figura 1.3). Os tipos de célula encontrados no osso sdo 1 - os ostedcitos, que se situam
em cavidades ou lacunas no interior da matriz; 2 - os osteoblastos, produtores da parte
organica da matriz; e 3 - os osteoclastos, células gigantes, normalmente multinucleadas,
relacionadas com a reabsor¢ao do tecido 6sseo e que participam nos processos de
remodela¢do dos ossos (Junqueira & Carneiro, 2005, 2008).

Nos peixes, tal como nos restantes vertebrados, o 0osso contem dois tipos principais de
células: osteoblastos e osteoclastos, com funcdes idénticas as que desempenham nas
outras espécies. O 0sso, nos peixes, € classificado como um tecido acelular por falta de

ostedcitos (Kardong, 1998), embora os salmonideos e os ciprinideos sejam uma exce¢ao,
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uma vez que possuem ostedcitos na matriz dssea em alguns elementos do esqueleto e,

portanto, sdo considerados como tendo ossos celulares (Huysseune & Meunier, 1992).

1.2.2.1. Células do tecido 6sseo

As células do tecido 6sseo podem subdividir-se em dois grupos, consoante a morfologia,
atividade e localiza¢do em relagdo a matriz calcificada. Consideram-se, assim, as células
da linha osteobléstica, responsdveis pelo processo de formacdo da matriz dssea e as
células da linha osteocléstica, relacionadas com a sua reabsor¢ao (Junqueira & Carneiro,

2008).

Osteoclasto  Mesénquima Matriz recém-
Osteoblasto Ostedcito Matriz 6ssea formada (ostedide)

Figura 1.3: Estrutura celular do osso (Junqueira & Carneiro, 2005).

1.2.2.1.1. Ostedcitos

Sdo células existentes no interior da matriz dssea, achatadas e com prolongamentos
citoplasmaticos. A comunica¢do com outros ostedcitos faz-se através de canaliculos, que

se anastomosam (ou juntam) com os canaliculos das lacunas vizinhas. Nos ossos recém-
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formados, os ostedcitos ocupam toda a extensdao dos canaliculos. Gradualmente, os
ostedcitos retraem os prolongamentos, deixando as partes terminais dos canaliculos
ocupados por uma substancia fundamental amorfa. Nos ostedcitos sdo encontradas
pequenas quantidades de reticulo endoplasmatico rugoso, aparelho de Golgi pouco
desenvolvido e nicleo com cromatina. Essas células sdo responsdveis pela manutengao
do tecido 6sseo vivo, uma vez que detetam as alteracdes fisicas e quimicas deste tecido
recrutando, a seguir, osteoclastos e osteoblastos para as fungdes de sintese e reabsor¢ao

(Grosell et al., 2011; Junqueira & Carneiro, 2008).

1.2.2.1.2. Osteoblastos

Sao as células que sintetizam a componente organica (colagénio tipo I, proteoglicanos e
glicoproteinas) da matriz dssea. Possuem prolongamentos citoplasmaticos que se ligam
aos dos osteoblastos vizinhos. Estes prolongamentos tornam-se mais evidentes quando
sao envolvidos pela matriz, pois sdo responsaveis pela formacdo dos canaliculos que
permitem a passagem de liquido, gases e moléculas entre estas células e os vasos
sanguineos ou células vizinhas. Uma vez aprisionados pela matriz recém-sintetizada, os
osteoblastos passam a ser designados por ostedcitos. A matriz Ossea adjacente aos
osteoblastos ativos, e que ndo estd ainda calcificada, recebe o nome de ostedide ou pré-
osso (Junqueira & Carneiro, 2008).

Os osteoblastos sintetizam a matriz 6ssea, que ¢ uma substancia rica em colagénio
(principalmente tipo I), que € essencial para a posterior mineralizacdo, por aderéncia, de
cristais de hidroxiapatite de Ca, magnésio, potdssio, s6dio e carbonato a fibrilas de
colagénio. Por outro lado, foi identificada, nestas células, a presenca de fosfatase alcalina
(alkaline phosphatase - ALP), osteocalcina e de recetores para estrogenos, progesterona,
glicocorticdides, testosterona e a Vitamina D3, o que pode explicar a influéncia destas

hormonas na formagao éssea (Francis et al., 2002; Huang et al., 2014).

1.2.2.1.3. Osteoclastos

Sao células moéveis, globosas, multinucleadas, extremamente ramificadas, que aparecem

nas superficies dsseas quando ocorre reabsorcdo do tecido. Sao formadas a partir de

10
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precursores mononucleados provenientes da medula dssea que, em contacto com o tecido,
se unem para formar os osteoclastos multinucleados. Possuem citoplasma granuloso,
algumas vezes com vacuolos, fracamente baséfilo nos osteoclastos jovens e acidéfilo nos
maduros. As dreas de absorcdo dssea podem ser identificas pela presenca de osteoclastos,
ou ainda pela depressdao da matriz. Possuem numerosos lisossomas, dando, portanto,
reacao histoquimica positiva para a fosfatase acida (Junqueira & Carneiro, 2008).

Os osteoclastos sdo derivados de células mononucleares da medula Gssea (pré-
osteoclastos) que se enfileiram nas superficies formadoras de tecido 6sseo; na sua borda
ondulada ocorre a reabsor¢do ativa do osso. A sua principal funcdo é a desmineraliza¢ao
Ossea e a digestdo da matriz do osso (Huang et al., 2014).

Os osteoclastos secretam, para dentro destes microambientes fechados, acidos (HY),
colagenase e outras hidrolases que atuam localmente digerindo a matriz organica e
dissolvendo os cristais de sais de Ca. A atividade dos osteoclastos € coordenada por
citocinas (pequenas proteinas sinalizadoras que atuam localmente) e por hormonas como
a calcitonina, hormona produzida pela glandula tiréide, os estrogénios e a hormona

paratiréide (PTH), secretada pelas glandulas paratirdides (Junqueira & Carneiro, 2008).

1.3. Tipos de ossificacao

A estrutura 6ssea, quando vista a olho nu, apresenta-se de duas formas. O osso compato
(ou osso cortical), ndo tem cavidades visiveis enquanto no 0sso esponjoso, sao visiveis
muitas cavidades intercomunicantes. No esqueleto, podemos encontrar diferentes tipos
de osso, considerando a sua morfologia, que, por sua vez, sdo constituidos por diferentes
propor¢des de 0ssos compacto € esponjoso. Assim, 0s 0ssos longos sdo constituidos por
0sso esponjoso nas suas extremidades (epifises), que estd coberto por uma camada
delgada e superficial de osso compacto, enquanto a didfise (zona longa e cilindrica) e
quase totalmente formada por osso compacto, com uma pequena quantidade de osso
€Sponjoso na sua parte mais interna, delimitando o canal medular (Junqueira & Carneiro,
2005, 2008).

Os 0ssos curtos tém o centro esponjoso, sendo recobertos em toda a sua periferia por uma
camada compacta. Nos ossos chatos, que constituem, por exemplo, a abéboda craniana,
existem duas camadas de osso compacto, as tdbuas interna e externa, separadas por 0sso

esponjoso que, nesta localizagdo, recebe o nome de diploe. As cavidades do o0sso
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esponjoso e o canal medular da didfise dos ossos longos sdo ocupados pela medula éssea
(Junqueira & Carneiro, 2008).

Histologicamente existem dois tipos de tecido dsseo: o imaturo ou primdrio, € o maduro,
secunddrio ou lamelar. O tecido primdrio € o que aparece primeiro, tanto no
desenvolvimento embriondrio como na reparagdo das fraturas, sendo tempordrio e
substituido por tecido secundério. No tecido 6sseo primdrio, as fibras coldgenas dispde-
se irregularmente, sem orientacdo definida, enquanto no tecido 6sseo secunddrio essas
fibras se organizam em lamelas, que adquirem uma disposi¢ao muito peculiar. Portanto,
durante o crescimento dos ossos podem-se ver, lado a lado, dreas de tecido primario e
secundério. Uma combinacdo de formagdo e remoc¢ao de tecido dsseo persiste durante o
crescimento do 0sso. Isto também acontece no adulto, embora em ritmo muito mais lento
(Junqueira & Carneiro, 2005, 2008).

O tecido 6sseo € formado por dois processos distintos: ossificagdo intramembranosa, que
ocorre no interior de um membrana conjuntiva, ou ossificagdo endocondral, em que a
formacdo do osso se inicia sobre um molde de cartilagem hialina, que gradualmente €
destruido e substituido por tecido dsseo formado a partir de células do conjuntivo

adjacente.

1.3.1. Ossificacao intramembranosa

A ossificagdo intramembranosa tem lugar no interior de membranas de tecido conjuntivo;
€ o processo da formacdo dos ossos frontal, parietal e de partes do occipital do temporal
e dos maxilares superiores e inferior predominante nos ossos achatados. Além disso,
contribui para crescimento dos 0ssos curtos e para aumento em espessura dos 0Ssos
longos. O processo de formacdo tem inicio pela diferenciacdo de células semelhantes a
fibroblastos jovens que se transformam em grupos de osteoblastos. Estes sintetizam a
componente organica da matriz, ostedide, que logo se calcifica englobando alguns
osteoblastos que se transformam em ostedcitos. Por mitose e diferenciacdo, as células do
tecido conjuntivo formam novos osteoblastos que se colocam sobre as traves dsseas,
continuando o processo de ossificagdo no centro de ossificacdo primdria (Junqueira &
Carneiro, 2008).

Nos peixes, alguns elementos esqueléticos tais como os centros das vértebras na coluna

vertebral e os raios moles das barbatanas sdo formados por processo de ossificagdo

12



CAPITULO 1 INTRODUCAO

intramembranosa (Franz-Odendaal, 2006), embora a maioria dos 0ssos em peixe seja

formada por ossificacdo endocondral.

1.3.2. Ossificacao endocondral

A ossificacdo endocondral tem inicio sobre uma peca de cartilagem hialina, de forma
parecida a do osso que se vai formar, mas de menor tamanho. Esse tipo de ossificagao é
a principal na formacdo dos ossos curtos e longos. Consiste, essencialmente, em dois
processos. Primeiro, a cartilagem hialina sofre modifica¢cdes, havendo hipertrofia dos
condrdcitos, que acabam por morrer deixando cavidades separadas por pequenas
divisorias da matriz cartilaginosa, que se calcifica ao morrerem os condrdcitos.
Posteriormente, as cavidades das cartilagens calcificadas sdo invadidas por capilares
sanguineos e células mesenquimatosas indiferenciadas vindas do tecido conjuntivo
adjacente. Essas células vao diferenciar-se em osteoblastos, que depositardo matriz ssea
sobre os restos de cartilagem calcificada. Deste modo forma-se tecido 6sseo onde antes
era tecido cartilaginoso e os tabiques de matriz calcificada da cartilagem servem apenas

de ponto de apoio a ossificacdo (Franz-Odendaal, 2006; Junqueira & Carneiro, 2008).

1.4. Escamas

As escamas sdo apéndices mineralizados da pele e uma importante barreira fisica inata
(Khayer & Barthelat, 2014). Sao também o principal reservatério de Ca e P em peixes,
minerais com importancia vital para a sua saide, reproducdo e sobrevivéncia. Nelas
ocorrem ciclos dindmicos de libertacdo e deposicdo de Ca e P e parece ocorrer um
aumento da mobilizacdo em periodos de elevada necessidade de minerais, tais como a
reprodugdo ou o jejum (Guerreiro & Fuentes, 2007; Kousoulaki, Fjelldal, Aksnes, &
Albrektsen, 2010).

As escamas tém origem na derme, ou seja, na camada profunda da pele e sdo formadas
por tecido 6sseo. Elas sdo um importante componente do esqueleto dermal que é o0sso
dérmico formado no interior da derme e que cresce por acre¢do unica, sendo a parte
exterior do osso gradualmente depositada por osteoblastos. Normalmente sao inseridas

em bolsas no tecido epidérmico, sobrepostas entre si, cobrindo quase todo o corpo do
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peixe. As escamas dos teledsteos sao tecidos calcificados que contém osteoblastos e
osteoclastos (Suzuki & Hattori, 2003), tal como o osso. A maioria dos peixes Osseos
(teledsteos) apresenta uma derme bem diferenciada com escamas do tipo elasméide

(Dean & Summers, 2006).

1.4.1. Tipos de escamas

O tipo, o tamanho e os nimeros das escamas estdo relacionados com a forma e o meio
em que os peixes vivem. As escamas presentes na pele de peixe t€m como fungdo proteger
e desempenham um papel importante na homeostase de Ca. Por esta razdo, quando peixes
teledsteos perdem escamas estas sdo rapidamente substituidas por um processo de
regeneracao que comega poucos minutos apds a remog¢ao da escama (Metz, Vrieze, Lock,
Schulten, & Flik, 2012; Quilhac & Sire, 1998).

Nos peixes 6sseos existem vdrios tipos de escamas: placoides, gandides, placas dsseas e
as escamas elasmoides que se subdivide em escanas ctenoides e cicloides (figura 1.4). As
escamas placoides (figura 1.4 — a) sdo escamas mindsculas, (também designadas por
denticulos dérmicos) que ocorrem em tubardes. Escamas gandides (figura 1.4 — b) sdo
escamas finas, cobertas por camadas de um material semelhante a dentina (cosmine) e
um material semelhante a cristais de apatita (ganoine). Alguns peixes 0sseos possuem
escamas que formam placas dsseas (figura 1.4 — ¢).

As escamas elasmdides existentes na maioria do peixe 6sseo sdo subdivididas em escamas
cicloides e ctenoides. Escamas cicloides (figura 1.4 —d e e) sd@o escamas redondas e planas
encontrados em peixes pulmonados e alongados e as escamas ctenoides (figura 1.4 — f)
sao semelhantes, mas t€ém mindsculos projecdes na regido posterior (exposta) das escamas
que, provavelmente, contribuem para melhorar a eficiéncia hidrodinamica de natacdo
(Sire & Akimenko, 2004).

A sequéncia de desenvolvimento de escamas em conjunto com a evidéncia morfoldgica
para a diferenciacdo das células na derme e na camada basal da epiderme, sugere a
existéncia de uma cascata genética que se correlaciona com a morfologia celular e o
comportamento celular na epiderme e no mesénquima (Sire & Akimenko, 2004). Na
maioria dos casos, as escamas aparecem pela primeira vez no pedinculo caudal e
espalham-se a partir dai para o resto do corpo (Nowak et al., 2010; Sire & Akimenko,

2004).
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Escama elasmoides

d - Escama cicloide
“Peixes pulmonados ”

b - Escama gandide

e - Escama cicloide
“Peixes alongados ”’

¢ - Placa 6ssea
f - Escama ctendide

Figura 1.4: Tipos de escamas (gandide, placas Osseas e elasmoéides (ctendide, cicloide))
encontradas em peixes Osseos e cartilagineos (placéide) (Martin, Carter, George, & Davis, 2000).

1.5. Homeostase 0ssea

O Ca i6nico € um fator critico numa grande variedade de processos biolégicos, como
excitabilidade neuronal, contracdo muscular, permeabilidade celular, divisdo celular,
libertacao hormonal e mineralizacao de tecidos ésseos (Kaneko & Hirano, 1993; Locker,
1996). O total de Ca extracelular representa menos de 1,0 % do Ca corporal total, e
localiza-se, preferencialmente, no esqueleto (cerca de 99,4 %), mas também no meio
intracelular (0,4 a 0,6 %) (Bonga, 1991). As quantidades de Ca presentes no esqueleto,

além de conferirem forga a estrutura, representam uma fonte de facil acesso deste ido, que
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pode ser mobilizado quando a sua concentracio no fluido extracelular for baixa (Bonga,
1991).

O teor do Ca i6nico no plasma dos peixes situa-se entre 1-3 nmol/l (Guerreiro & Fuentes,
2007; Kaneko & Hirano, 1993) e pequenas alteracdes deste valor, para além dos limites
fisiolégicos, causam perturbacdes neuronais, musculares e cardiovasculares, podendo
resultar em tetania e em letargia. Ambas as condi¢des podem ser letais (Evans, Piermarini,
& Potts, 1999). No entanto, os niveis de Ca i6nico sdo fortemente regulados por fatores
enddcrinos, como desenvolvido abaixo.

Tanto nos 0ssos como nas escamas de peixe ocorrem ciclos dindmicos de libertacdo e
deposicdo de Ca e P ao longo do tempo, um processo chamado de remodelagdo 6ssea. O
processo de remodelacdo 6ssea di-se em vérias fases: 1° ativacdo: os pré-osteoclastos sao
estimulados e diferenciam-se, sob influéncia de citocinas e fatores de crescimento,
transformando-se em osteoclastos maduros; 2° reabsorcdo: os osteoclastos formados
secretam uma substincia dcida, dissolvendo e digerindo a matriz organica e mineral do
0ss0; 3° inversdo: a reabsorcdo cessa quando a cavidade atinge uma certa profundidade;
células derivadas de mondcitos formam uma superficie mineralizada, que previne a
erosdo Ossea adicional; 4° formagdo: os osteoblastos s@o atraidos para a cavidade de
reabsor¢do e, sob influéncia de vérias hormonas e fatores de crescimento, amadurecem

para preencher a cavidade com um osso novo (Francis et al., 2002).

1.6. Hormonas que atuam sobre o tecido dsseo

O processo de remodelacdo 6ssea € regulado por vdrias hormonas e fatores de
crescimento, tanto em mamiferos como em peixes, embora a natureza e efeito destas ndao
seja necessariamente o mesmo nos dois tipos de organismo (Bonga, 1991; Karsenty &

Oury, 2012; Pinto, Estévao, & Power, 2014).
Seguem-se alguns exemplos.

A parte anterior da hipdfise produz a hormona do crescimento, que estimula o
crescimento em geral, tendo efeito particularmente acentuado sobre a cartilagem
epifisdria. Todavia, os efeitos desta hormona néo sdo diretos. Ela estimula certos 6rgaos,
principalmente o figado, a sintetizar polipeptideos denominados somatomedinas, que tém

efeito sobre o crescimento. A falta desta hormona durante o crescimento produz nanismo
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enquanto a sua produgdo excessiva, como ocorre em alguns tumores da hip6fise, causa o
gigantismo, com desenvolvimento excessivo do comprimento dos ossos longos. Em
individuos mais velhos, como o excesso da hormona do crescimento atua quando ja nao
existem cartilagens epifisdrias, os 0ssos ndo podem crescer em comprimento, mas
crescem em espessura (crescimento periostico), dando origem a acromegalia, condi¢ao
em que 0s 0sso0s, principalmente os mais longos, se tornam muito espessos (Junqueira &

Carneiro, 2008).

A PTH, uma hormona hipercalcémica (que aumenta os niveis de Ca em circulacdo) € um
dos fatores que influenciam a formacao do tecido dsseo através do aumento da atividade
dos osteoclastos e osteoblastos em peixes (Rotllant et al., 2005). Se a sua secrecdo for
elevada, a renovacdo Ossea aumentard, mas a massa 0ssea ndo se reduzird, ja que o
acoplamento entre reabsorcdo e formagao de osso permanece intacto. Se a secrecdo de
PTH for elevada, na presenca de deficiéncia de vitamina D ou reten¢do de P, o ciclo de
remodelacdo dssea € acelerado, com perda 6ssea (Rotllant et al., 2005; Suzuki et al.,
2011).

A calcitonina é uma hormona hipocalcémica, também envolvida na regulacdo do
metabolismo 6sseo em peixes, estimula os osteoblastos e inibe os osteoclastos levando a
uma renovagdo 6ssea reduzida em peixes (Suzuki et al., 2000).

Quantidade excessiva de glicocorticdides inibe os osteoblastos, com inibi¢ao da formagao
de matriz e diminui¢do da absor¢do de Ca no sistema reprodutor (Li, Liang, Shen, &
Wronski, 1999; Nozaka et al., 2008).

As hormonas sexuais testosterona e estrogénios, também regulam este processo de
remodelacdo d6ssea. Em mamiferos, o estradiol (E2) exerce, essencialmente, um efeito
protetor do osso por promover a atividade osteobléstica e o crescimento de novo tecido
0sseo. Com o envelhecimento, o sistema esquelético sofre uma acentuada perda de Ca,
resultando numa condi¢@o conhecida como osteoporose. Esta perda de Ca parece estar
relacionada com vdrios fatores, incluindo a diminui¢do dos estrogénios em circulagao
(que em mulheres desce acentuadamente com a entrada em menopausa), e assim do seu
efeito protetor no osso (Foster & Vincent, 2004; Gali, 2001). Outro efeito do
envelhecimento € a redugdo da sintese de proteinas, o que diminui a producdo da parte
organica da matriz 6ssea. Como consequéncia, hd uma acumulacdo da parte inorganica
da matriz. Em alguns individuos idosos, esse processo causa uma fragiliza¢ao dos 0ssos,

que se tornam mais suscetiveis a fraturas (Gali, 2001; Junqueira & Carneiro, 2008).
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Os estrogénios provocam um depdsito acentuado de osso dermal, o que constitui um dos
mecanismos destinados a armazenar sais de Ca antes da ovulagdo (Starling & Evans,
1978). Nos mamiferos, E, protege o esqueleto ao favorecer a diferenciacdo dos
osteoblastos e aumentando o seu tempo de vida, e também através da inducdo de
mineralizacdo Ossea e por decréscimo da formacdo, atividade e tempo de vida de
osteoclastos. Assim, em mamiferos, os estrogénios contribuem para o desenvolvimento e
manuten¢do da massa 6ssea (Khosla, 2010).

Em peixes teledsteos, os estrogénios t€m como principal funcao o controlo da reprodugio,
diferenciacdo sexual, acumulacdo de reservas na gema (vitelogénese) durante o
crescimento dos odcitos e a regulagdo da homeostase do Ca (Lange, Hartel, & Meyer,
2003). O Ez induz um aumento dos niveis plasméticos de Ca e uma diminui¢cdo no teor
de Ca nas escamas em periodos de maior caréncia, como a vitelogénese nas fémeas
(Nagler, Davis, Modi, Vijayan, & Schultz, 2010). Este efeito hipercalcémico parece ser
mediado por vdrios mecanismos, incluindo um aumento no influxo de Ca a partir do
ambiente (Guerreiro, Fuentes, Canario, & Power, 2002) e a estimulacdo da mobiliza¢dao
de Ca nos tecidos mineralizados, especialmente as escamas (Persson, Takagi, &
Bjrnssonl, 1995). De facto, nas escamas de vdrias espécies de peixes marinhos e de 4gua
doce, o E> aumenta a atividade osteocldstica e no osso ainda nao € claro se ha mobiliza¢io
ou mineralizacdo induzidas por E> (Suzuki et al., 2000).

Em Carassius auratus (C. auratus, peixe dourado), uma espécie de dgua doce e em
Pseudolabrus sieboldi (P. sieboldi), uma espécie marinha, o E> também provocou um
aumento na atividade dos osteoblastos (Yoshikubo et al., 2005), o que sugere que os
estrogénios podem afetar tanto a mineralizacdo como a mobilizacdo de Ca em escamas
de peixe, dois processos que, muitas vezes, sdo acoplados em ossos de mamiferos
(Khosla, 2010). Por outro lado, o E> parece induzir uma aceleracdo do processo de
regeneracdo da pele e escamas em individuos maduros de Sparus auratus (S. auratus)
(Ibarz, Pinto, & Power, 2013). No entanto, mais estudos sdo necessdrios para estabelecer
de forma mais detalhada e em maior nimero de espécies, os efeitos da E> no contetddo de
Ca no esqueleto e nas escamas de peixe, ao longo do ciclo reprodutivo ou em relagdo aos
estimulos ambientais ou internos (Pinto, Estévido, & Power, 2014), assim como as

consequéncias da exposi¢do a poluentes estrogénicos nestas funcdes.
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1.7. Marcadores biolégicos da atividade enzimatica nas células ésseas

Marcadores bioldgicos da atividade dssea sdo substancias que indicam a formagdo ou a
reabsor¢do Ossea. Como a formagdo € dependente da acdo dos osteoblastos, os
marcadores de formacgdo, na realidade, medem produtos decorrentes da agdo destas
c€lulas. Da mesma maneira, os marcadores de reabsor¢do medem a ag¢do dos osteoclastos,
o principal tipo celular envolvido na reabsorcdo da matriz 6ssea. Os marcadores aqui
descritos sao a fosfatase 4cida resistente ao tartrato (fartrate-resistant acid phosphatase -

TRAP) e a ALP, como marcadores dos osteoclastos e dos osteoblastos, respetivamente.

1.7.1. TRAP

A TRAP é uma enzima fosfatase que funciona em meio 4cido, histologicamente associada
aos osteoclastos e, consequentemente, a reabsorcdo da matriz 6ssea (Yliopisto, 2009).
Apesar de ndo ser uma enzima especifica dos osteoclastos, a TRAP é um marcador
bastante util para a sua identificacdo nos cortes histolégicos (Blumer et al., 2012; Chao,
Wu, & Janckila, 2010).

Tem sido utilizada em mamiferos como um marcador citoquimico para a atividade dos
osteoclastos (Hollberg, 2002), permitindo localizar zonas de remocdo 6ssea no tecido
(Oddie et al., 2000). Em peixes, a TRAP também foi localizada em zonas de reabsor¢ao
e a sua atividade estd associada a periodos de maior reabsorcao, tal como a induzida por
tratamento com Es (Persson, Sundell, & Bjornsson, 1994). Assim, tem sido usada também

em peixes como marcador de atividade osteocldstica (Persson et al., 1995).

1.7.2. ALP

A ALP é uma enzima fosfatase que funciona no meio alcalino, catalisa diferentes reacoes
que envolvem grupos fosfato (Ali et al., 2014). Nos 0ssos, sdo responsaveis pela secrecao
dos osteoblastos, aumentos na atividade osteobldstica correspondem a aumentos da
sintese dos tecidos 0sseos (Aisha et al., 2014). Estas enzimas sdo encontradas nas células
intestinais, na placenta, nas células germinativas, no figado, no rim e no osso (Ali et al.,

2014; Caseli, Zaniquelli, Furriel, & Leone, 2002; MacGregor, Zambrowicz, & Soriano,
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1995). A atividade enzimética maxima da ALP ocorre em pH alcalino, préximo de 10.
Em mamiferos e em peixes tem sido usada como indicador de atividade osteobldstica

(Caseli et al., 2002; Weser, Etspiiler, & Kaup, 1995; Yoshikubo et al., 2005).

1.8. Disrupcao endécrina

Em termos gerais, a disrup¢do enddcrina diz respeito ao efeito provocado por substancias
externas que interagem com os recetores de hormonas ou que causem outro tipo de
desequilibrio ou alteragdo no sistema enddcrino, interferindo com o seu funcionamento
(Maia & Dezotti, 2007).

Podem ser encontradas diferentes definicdes de disrupcdo enddcrina consoante as
organizacdes internacionais. Para a Agéncia de Protecio Ambiental (Environmental
Protection Agency - EPA), por exemplo, disrupc¢io enddcrina ocorre quando um agente
exogeno interfere com a sintese, secrecdo, transporte, ligacdo, a¢do ou eliminagdo das
hormonas naturais no organismo, que sao responsaveis pela manutengdo, reprodugio,
desenvolvimento e/ou comportamento dos organismos (Ankley et al., 2009).

Por outro lado, para o Programa Internacional de Seguranca Quimica (International
Programme on Chemical Safety - IPCS), “disruptor endécrino € uma substancia ou um
composto exdgeno que altera uma ou vdrias funcdes do sistema enddcrino e que tem,
consequentemente, efeitos adversos sobre a saide num organismo intacto, sua
descendéncia, ou (sub) populacdes” (Karsenty & Oury, 2012).

Assim, as substancias denominadas por disruptores enddcrinos sdo, uma categoria recente
de poluentes ambientais que interferem nas fungdes do sistema enddcrino. Sao
encontradas no meio ambiente em concentragdes da ordem de pgL! e nglL! e sdo
suspeitas de causarem efeitos adversos a satide humana e aos animais quando estdo em
contatos com os mesmos (Maia & Dezotti, 2007). Efeitos disruptores ja descrito incluem
a diminui¢do na eclosdo de ovos de pdssaros, peixes e tartarugas; feminizacao de peixes
machos; problemas no sistema reprodutivo em peixes, répteis, passaros e mamiferos e
alteracOes no sistema imunoldgico de mamiferos marinhos. Em alguns casos, estes efeitos
podem conduzir ao declinio da populagdo. Em seres humanos estes efeitos incluem a
reducdo da quantidade de esperma, o aumento da incidéncia de cancro de mama, de

testiculo e de préstata e, a endometriose, que se suspeitam estar relacionadas com o
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aumento de exposicdo a disruptores enddcrinos por exposicao ambiental, por ingestao ou

pelo uso de produtos de higiene pessoal (Maia & Dezotti, 2007).

1.8.1. Disrupcao endocrina estrogénica

Os disruptores que afetem os processos regulados por estrogénios sdao referidos como
estrogénios ambientais, estrogénios exdgenos, exoestrogénios ou Xxenoestrogénios.
Incluem diversos grupos de substincias que ndo apresentam necessariamente alguma
semelhanca com a estrutura quimica do 17f-estradiol, mas que causam respostas
antagonistas ou agonistas, possivelmente através de mecanismos de acdo via recetores
hormonais. A atividade agonista € a capacidade de uma substancia se ligar a um recetor
de uma hormona e desencadear uma resposta no mesmo sentido que a resposta da
hormona. Em contrapartida, a atividade antagonista € a capacidade de uma substincia se
ligar a um recetor e bloquear a acdo do ligando natural (por exemplo, uma hormona) e,
assim, a sua resposta nao serd desencadeada ou serd parcialmente inibida. Algumas destas
substancias, designadas como disruptores enddcrinos estrogénicos (EDCs), podem ser
identificadas pela sua capacidade de se ligarem aos recetores de estrogénio (ERs) e
induzir ou atenuar uma resposta hormonal (Maia & Dezotti, 2007).

Como consequéncia dos diferentes mecanismos de acao e de disrup¢ao (ver abaixo), a
exposicao aos disruptores enddcrinos durante o periodo reprodutivo pode ter impacto na
vida adulta dos organismos. Outros efeitos que tém sido descritos podem ser uma
consequéncia da exposi¢do em qualquer outro momento durante a vida. Varios outros
tecidos e sistemas para além dos reprodutivos, tais como os tecidos mineralizados, podem
também ser afetados por diversos contaminantes ambientais, embora tenham sido alvos
de menos estudos. Diferentes efeitos de disruptores enddcrinos foram ja referidos para
diferentes tipos de osso, em mamiferos (Agas, Sabbieti, & Marchetti, 2013) e,
recentemente, foram revistos 0s compostos que ja tiveram efeitos em tecidos
mineralizados de peixes (Pinto, Estévao, & Power, 2014), embora seja ainda um assunto

pouco estudado.
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1.9. Mecanismos de acao dos estrogénios e dos EDCs

As acdes dos estrogénios sdo, na maioria das vezes, mediadas por recetores especificos,
designados ERs, havendo, na maioria dos vertebrados dois genes: ERa e ERP. Nos peixes
teledsteos, ocorreu duplicacao do gene ERf e existem trés formas de ER, um ERa e dois
ERps em vdrias espécies (McKenzie, 2011; Nelson & Habibi, 2013). Estes recetores sao
fatores de transcri¢do que, classicamente, regulam a transcricdo de genes alvo no nucleo
mas tanto o E» como EDCs podem também atuar por varios mecanismos alternativos
(figura 1.8) (Laurentino et al., 2012). Podemos considerar as respostas gendmicas, diretas
e indiretas, que podem demorar horas ou dias, ou as respostas ndo gendmicas,
normalmente muito rdpidas, que envolvem a ativacdo de respostas citoplasmaticas por

ligacdo a um recetor de membrana (Laurentino et al., 2012).

estrogénico

membranar
(ex. ERou
GPER)

1
1
1
&
Cascata de
sinalizagdo
intracelular

Mecanismo ndo genémico

Mecanismo genémico

Classico

Regulagdo transcrigéo
o o <

Promotor

© RegulagSo transcricSo
T
Promotor Gene alvo

Néo classico, indireto

Ativagio de
enzimas

Gene aivo

Resposta celular
ao composto
estrogénico

Nucleg,

Citoplasma

Célula ou tecido alvo

Figura 1.5: Mecanismos envolvidos nas agdes celulares dos estrégenos naturais (ex.:, 17f3-
estradiol, E;) e dos EDCs. No mecanismo gendmico cldssico, o composto estrogénico entra na
célula alvo por difusdo, liga-se e ativa os recetores de estrogénios intracelulares (em peixes, ERa,
ERpa ou ERPBb), que entram no nicleo; estes ligam-se especificadamente aos promotores de genes
alvo e regulam a sua transcricdo. Os possiveis mecanismos alternativos de acdo incluem
mecanismo gendmico ndo cldssico, em que a regulacdo da expressdo dos genes € feita
indiretamente por interacdo de ERs ligados ao ligando com outros fatores transcri¢do (FT). Outras
acoes sdo chamadas nio gendémicas, normalmente rapidas, que envolvem a ligagdo do composto
estrogénico a um recetor estrogénico membranar (exemplo: ER ou GPER) e ativacdo de cascatas
de sinalizacdo intracelular que podem levar por exemplo a ativacdo de enzimas (Laurentino et al.,

2012; Pinto, Estévao, & Power, 2014).

A natureza dos recetores que medeiam as agdes iniciadas na membrana permanece

controversa, mas, provavelmente, inclui ambos os ERs cléssicos e suas variantes, bem
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como novos recetores da membrana, tais como o recetor de estrogénio acoplado a proteina
G (GPER, anteriormente conhecido como GPR30), recentemente caracterizado em

mamiferos e peixes (Kennedy, Osachoff, & Shelley, 2013; Thomas et al., 2010).

Em peixes, diferentes mecanismos de agdo do E> também foram identificados e incluem:
1° - a regulacdo direta do gene da vitelogenina (um biomarcador de EDCs cléssico) no
figado, por ERs intracelulares (Nagler et al., 2010); 2° - interrupcao de vias de sinaliza¢ao
por contaminantes ambientais através da interacdo com outros fatores de transcri¢ao
(Bemanian, Male, & Goksoyr, 2004); 3° - a regulacdo indireta do gene da hormona
luteinizante 3 gene por interacdo com outros fatores transcricdo (Melamed, Koh,
Preklathan, Bei, & Hew, 2002) e 4° - os efeitos rdpidos mediados por GPER nas génadas
de peixe (Nelson & Habibi, 2013).

Em peixes ja se demonstrou que as escamas sdo um tecido responsivo aos estrogénios,
que expressam EDCs (Suzuki & Hattori, 2002; Yoshikubo et al., 2005; Pinto et al., 2009).
Nas escamas de individuos juvenis e adultos de S. auratus e tilapias, os trés ERs foram
detetados em grupos isolados de pequenas células redondas, na camada basal, que

expressam TRAP, um marcador dos osteoclastos (Pinto, Estévao, & Power, 2014).

1.10. Classes de disruptores endécrinos

Diversos compostos, de natureza quimica muito distinta, como os apresentados na tabela
1.1, tém sido identificados como poluentes e associados a processos de EDCs,

nomeadamente no 0sso.

Tabela 1.1: Algumas classes de compostos com e sem efeitos EDCs no metabolismo ésseo dos
mamiferos e peixes (Agas et al., 2013; Maia & Dezotti, 2007; Pinto et al., 2014).

Com efeito descrito no metabolismo ésseo
Classe de Compostos y -
Mamiferos Peixes
Ftalatos Sim Sim
Alquilfendis Sim Sim
Organoclorados Sim Nao
Bisfenol Sim Sim
Parabenos Sim Nao
Hidrocarbonetos aromaticos policiclicos Nio Nio
Metais pesados Sim Sim
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Pesticidas Sim Sim
Compostos organoestanicos Sim Sim
Policlorados de bifenilas Nio Nio
Retardantes de chama bromado Nio Nio
Fitoestrogénios Nio Nio
Agentes terapéuticos e farmacéuticos Sim Nio
Estrogénios naturais Sim Sim

No presente trabalho serd dada especial atengdo a compostos pertencentes as classes dos
compostos organoestanicos e dos ftalatos, ambos contaminantes presentes no meio

aquético, que serao as classes de compostos estudadas nesse trabalho.

1.10.1. Compostos organoestinicos

Os compostos organoestanicos sdo atualmente utilizados numa grande variedade de
industrias e as descargas destes compostos no meio aquético tem vindo a aumentar (Flavia
et al., 2003). Entre as atividades antropogénicas que podem introduzir estas substancias
quimicas no ambiente aquatico destacam-se o uso de tintas anti-incrustrantes, aplicadas
nos cascos de navios para evitar que algas, mexilhdes e outros organismos se agarrem as
embarcagdes e cujo principio ativo € constituido por compostos organoestanicos, como o
tributilestanho (TBT) ou o trifenilestanho (TPT), e as descargas de poluentes urbanos
(Flavia et al., 2003; Mello et al., 2015).

O composto derivado de trifenilestanho (TPT) com a férmula geral CsHs)3Sn-X, onde X
€ um anido ou um grupo aniénico, tal como o cloreto, hidréxido e acetato (figura 1.6)
(Flavia et al., 2003; Harada et al., 2015). A estrutura com anéis benzénicos do TPT,

assemelha a estrutura dos estrogénios e por isso podera ligar a ERs ou GPER.

Figura 1.6: Estrutura quimica do composto trifenilestanho (TPT), onde X é um anido ou um
grupo aniénico, tal como o cloreto, hidréxido ou acetato.

24



CAPITULO 1 INTRODUCAO

Um dos principais efeitos do uso destas substancias é o envenenamento dos sistemas
bioldgicos, alterando o patriménio genético das espécies aqudticas, principalmente de
moluscos e ostras, originando mutacdes e, eventualmente, condenando espécies a
extin¢do (Flavia et al., 2003; Suominen et al., 2011), cousando risco a seres humanos, ao
ingerir peixes afetados por esse composto. Em particular, na concentragao de 20 mg/kg,
foi observada retardamento da ossificacao da cintura pélvica, crinio e membros dos fetos.

Enquanto doses de 10 mg/kg reduziu a formacdo dssea do esterno (Agas et al., 2013).

Em escamas de peixe TBT, afetou atividade osteoclastos e osteoblastos (Suzuki et al.,
2006). Concentragdo muitos baixas de TPT e TBT em invertebrados aquaticos e
gastropodes marinhos, induziu anomalia sexual irreversivel (imposexo). Para os ERs sdao
considerados composto com influéncia agonistas. Eles atuam como inibidores da ativac¢ao
do gene transcricdo, dependente de ERs (Cho et al., 2012). O impato dos efeitos de TBT,
sobre ciclo reprodutivo € pouco conhecido. O potencial téxico do TBT no ciclo
reprodutivo pode ser atribuido a alteracdes encontradas no peso do ovdrio, niveis
desequilibrados de hormonas femininas sexuais e nimero de foliculos ovarianos e corpo
luteo. TBT, diminuiu significativamente a percentagem, duragdo e regularidade do ciclo
reprodutivo, as fases de proestro e diestro, € o nimero de células epiteliais em fase de
pro-estro. Também aumentou a duragdo do metaestro e o niimero de células nesta fase
em mamiferos. Por outro lado, afetou os niveis de 17B-estradiol no peso do soro dos
ovarios, acompanhada de um significativo aumento nos niveis de progesterona (Podratz
et al., 2012). Os efeitos adversos acima de TBT e TPT em ossificacdo esquelético fetal
poderiam ser associados com os distirbios em homeostase da hormona da tiréide apds a

administracao destes produtos quimicos.

1.10.2. Ftalatos

Os ftalatos sdo compostos sintéticos produzidos e utilizados na industria dos plésticos,
estando presentes em muitos produtos tais como diversas embalagens utilizadas
diariamente. Sao elementos de uma vasta familia de compostos quimicos derivados do
acido ftdlico e dos seus sais correspondentes. Os ftalatos sdo compostos cancerigenos, e
podem causar danos ao figado, rins e pulmdes, para além de anomalias no sistema

reprodutivo, devido a alteracdes hormonais nos seres vivos (Mankidy, Wiseman, Ma, &
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Giesy, 2013), pode cousar anormalidades estruturais e reduzir a contagem de
espermatozoides (Corradetti et al., 2013). A classe dos ftalatos inclui compostos como:
dimetil ftalato (DMP), dietil ftalato (DEP), di-iso-butil ftalato (DIBP), di-n-butil ftalato
(DBP), dicicloexilo ftalato (DCHP), di-n-octil ftalato (DOP), di-isooctil ftalato (DIOP),
di-iso-nonil ftalato (DINP), di-iso-decil ftalato (DIDP), butilbenzil ftalato (BBP) (figura
1.7 a) e di-(2-etil-exil) ftalato (DEHP) (figura 1.7 b) (Maia & Dezotti, 2007; Mankidy et
al., 2013). Os compostos DEHP e BBP sdo dos compostos ftalatos mais estudados em
termos de avaliagdo de impacto em organismos aquaticos (Planell6, Herrero, Guitarte, &
Morcillo, 2011), tendo sido os compostos modelos dos ftalatos usados neste estudo para
estudar possiveis efeitos em tecidos mineralizados, devido a estrutura com anéis

benzénicos, assemelha a estrutura dos estrogénios e por isso poderd ligar a ERs ou GPER.

O
O CH;
O 0
o)
O
O CH;
a- BBP O\/\/ b- DEHP CH;

Figura 1.7: Estrutura quimica dos compostos ftalatos estudados nesse trabalho. a - butilbenzil
ftalato (BBP) e b - di-(2-etil-exil) ftalato (DEHP).

DEHP, possuia férmula CcsHa(CsH17COQ)2, é também usado como plastificante (Maia &
Dezotti, 2007; Mankidy, Wiseman, Ma, & Giesy, 2013), foi introduzido comercialmente
em 1949, e a produgdo tem aumentado constantemente desde entdo (Waring et al., 2008).
Producdo DEHP em EUA e Japao sdo cerca de 125.000 toneladas/ano (Ankley &
Johnson, 2004), cerca de 95 % da produgcao de DEHP ¢ dirigida para o uso como um
plastificante em vdrios tipos de plasticos, adicionado a resinas plasticas em quantidades
de 20 % 4 67 % em peso, lixivia-se lentamente a partir os pldsticos durante a sua utiliza¢ao
(Jerry, 2000).

No peixe-zebra, DEHP afetou a oogénese durante a producdo de embrides, reduzindo

significativa fecundidade dos peixes expostos. Os sinais envolvidos no crescimento do
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odcito vitelogénese, maturagdao e ovulacdo, prejudicaram profundamente as funcdes do
ovdrio com graves consequéncias sobre a producao de embrides (Corradetti et al., 2013).
Em outros tratamentos causou diminui¢do significativa em ALP no mRNA, também,
revelou diminui¢do drastica em colagénio e ALP possibilitou mineralizacio da matriz
Ossea (Bhat et al., 2012).

O BBP com a férmula Ci9H2004 é um ftalato do grupo éster de acido ftélico, dlcool
benzilico e n-butanol, usado principalmente como plastificante em PVC (Maia & Dezotti,
2007; Mankidy, Wiseman, Ma, & Giesy, 2013), foi reivindicado como possivel papel
durante a diferenciacdo e a formacgdo Odssea, sugerindo que a embriotoxicidade e
malformagdes esqueléticas, pode ser atribuida a interferéncia de ftalatos com a
sinalizacdo e fungdes de intracelular. De fato, foi observado que BBP aumentou
proliferacao de osteoblastos (Agas et al., 2013).

A preferéncia e a afinidade de ligacao dos ERs ou GPERs, depende de espécie para
espécie e de peixes para peixes, para cada composto estrogénico. A diferencga de ligacao,
pode ser devido a variabilidade na sequéncia de aminodcidos nos seus respetivos
dominios de ligacdo do ligando ao ERs ou GPER (Heindel, Jobling, Kidd, & Zoeller,
2012; Jobling, Reynolds, White, Parker, & Sumpter, 1995; Matthews & Zacharewski,
2000).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

O principal objetivo deste trabalho foi investigar o impacto da exposi¢do a poluentes
aqudticos nos ciclos de deposi¢do ou mineralizacdo de cdlcio (Ca) nas escamas de
diferentes espécies de peixe, nomeadamente D. labrax (robalo) e O. mossambicus
(tilapia). Estas espécies sdo muito importantes para a pesca e sao excelentes exemplos de
espécies usadas na aquacultura. Embora ambas as espécies sejam eurihalinas, o robalo é
cultivado sobretudo em 4gua salgada e a tildpia em dgua doce. Além disso, o robalo
possuiu um unico ciclo reprodutivo durante o ano enquanto a tildpia possui reproducdo
ao longo do ano, pelo que a comparagao dos efeitos dos diversos poluentes nas duas
espécies podera permitir identificar a influéncia das caracteristicas do habitat ou do tipo

de ciclo reprodutivo.

2.2. Objetivos especificos

1) Avaliacdo da expressdo dos recetores de estrogénio nucleares (ERa, ERPBa e ERfb)
e membranares (GPER) em escamas de robalo e tildpia, de modo a caracterizar o seu
potencial de responsividade a compostos estrogénicos.

2) Aplicagdo de um bioensaio para tratamento in vitro de escamas de peixe (robalo e
tilapia), para avaliar os efeitos da exposicao a compostos poluentes organoestanicos
(nomeadamente o trifenilestanho (TPT)) e ftalatos (nomeadamente o di-(2-etil-exil)
ftalato (DEHP) e butilbenzil ftalato (BBP)).

3) Avaliar os efeitos de diferentes concentracdes (107'°M, 108 M e 10° M) destes
compostos, apds tratamentos de curta (30 minutos) e longa (24 horas) duracdo, na
atividade de enzimas relacionadas com mobilizagdo ou mineralizacio do Ca
nomeadamente a fosfatase acida resistente ao tartrato (TRAP) e a fosfatase alcalina
(ALP)

4) Comparar o efeito dos compostos em estudo nas duas espécies modelo escolhidas

(robalo e tildpia).
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3. METODOLOGIA

3.1. Espécies utilizadas

Os peixes usados nesse estudo foram mantidos e manipulados de acordo com regulamento
internacionais (Diretrizes do Conselho da Unido Europeia, 86/609/UE) e as orientacdes

nacionais de ética para cuidados com os animais em experimentacao.

Os robalos (D. labrax) foram obtidos a partir da empresa Atlantik Fish (Castro Marim,
Portugal) e mantidos no laboratério experimental de organismos aquaticos (LEOA) na
Universidade do Algarve, em tanques de 500 L, em circuito fechado de dgua do mar, a
temperatura de 17-21° C, salinidade 36 %o e com uma taxa de alimentacdo de 1,5%

relativamente a massa corporal.

As tildpias (O. Mossambicus) foram usadas de um stock obtido a partir de ovos
fertilizados no LEOA e mantidas em aqudrios de circuito fechado de dgua doce, de 150
L, com circuito fechado, a uma temperatura de 24° C e com taxa de alimentacao de 1,5%

relativamente a massa corporal.

Os robalos usados tinham um peso médio de 177g (peso minimo de 97 g e maximo de

287 g) enquanto as tildpias usadas variaram entre as 80 e 187 g, com uma média de 108

g.

3.2. Amostragem

O processo de amostragem ocorreu na LEOA, Universidade do Algarve. Para cada ensaio,
foram capturados trés individuos, que foram brevemente anestesiados com uma solug¢do
de 100 mg/1 de metanosulfonato de tricaina (MS-222) e 200 mg/1 de bicarbonato de s6dio,
diluido em 4gua salgada para robalos ou doce para tildpia. Todos os individuos pescados
foram pesados e lavados com 4gua sem anestésico (salgada para robalos ou doce para

tildpias) antes de iniciar a recolhas das escamas.

As escamas foram recolhidas com auxilio de uma pinga, previamente desinfetada com

etanol 70 %, sendo extraidas, aleatoriamente, na zona abaixo da barbatana dorsal (figura
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3.1). Foram colocadas em placas de 6 pocos com 4gua salgada (para escamas de robalo)
ou dgua doce (para tildpia), sendo depois transportadas, a temperatura ambiente, para o

laboratorio onde decorreu o ensaio experimental.

Figura 3.1: Robalo (D. labrax) e Tildpia (O. mossambicus) com as zonas da extragao de escamas
marcadas.

Depois da extracdo das escamas, os individuos foram desinfectados com uma solucao
iodada (betadine®) na zona da extracdo das escamas, colocados em balde sem anestésico

e devolvidos aos respetivos tanques, depois de estarem recuperados.

3.3. Determinacao da expressao dos genes para recetores de estrogénio

Para determinar a expressdo dos genes que codificam para os recetores estrogénicos nas
células das escamas de robalos e tildpias procedeu-se a extracdo do RNA total de cerca
de vinte escamas por peixe, recolhidas de trés peixes de cada espécie, com PureZOL™

RNA Isolation Reagent (Bio-Rad).

3.3.1. Extracao de RNA de escamas

A extracdo de RNA utilizando o PureZol consiste numa mistura monofasica desnaturante
muito forte constituida por isotiocianato de guanidina e fenol, que provoca lise celular e
que dissolve eficazmente os dcidos nucleicos (DNA e RNA) e as proteinas. Apds a adi¢ao
de cloroférmio centrifugou-se a mistura, que se separou em trés fases: uma fase aquosa
que contém RNA, uma interfase onde se encontra o DNA, e uma fase organica que

contem proteinas (Hummon, Lim, Difilippantonio, & Ried, 2007).

32



CAPITULO 3 METODOLOGIA

Neste procedimento foi usado 500 ul de PureZOL Bio-Rad para 100 mg de escamas,
homogeneizou-se num homogeneizador mecanico Ultra Turrax (IKA Labortechnik,
Alemanha) com uma haste para tecidos fibrosos e incubou-se durante 5 minutos a

temperatura ambiente, de forma a dissociar os complexos nucleoproteicos.

Ap6s a incubagdo, centrifugou-se a 12.000xg, durante 10 minutos, a 4° C, para remover
todo o material insoldvel. De seguida adicionaram-se 200 ul de cloroférmio, agitou-se
num vortex durante cerca de 15 segundos e incubou-se durante 15 minutos a temperatura
ambiente. De seguida, centrifugou-se a 12.000xg, por 15 min, a 4° C, obtendo-se a

formacao de trés fases.

Transferiu-se a fase aquosa (superior) para um novo tubo e adicionaram-se 500 ul de
isopropanol frio, misturou-se bem, por inversdo, e incubou-se durante 10 minutos a
temperatura ambiente. Procedeu-se a nova centrifugacao durante 10 min a 12000xg, a 4°
C. Descartou-se o sobrenadante e lavou-se o precipitado (pellet) de RNA com 1 ml de
etanol a 75% (preparado com &4gua tratada com bicarbonato de dietila (DEPC, diethyl
dicarbonate). Agitou-se num vortex, centrifugou-se a 12.000xg, a 4° C, durante 5 minutos,
repetindo-se a lavagem. Deixou-se secar o pellet durante 5 a 10 minutos, e ressuspendeu-
se em agua sem nucleases. O volume da dgua adicionada variou entre 20 e 50 ul,

dependendo da quantidade do pellet obtido.

De seguida, a concentracdo e pureza do RNA foram analisadas por espectrofotometria
(Nanodrop 260 e 280 nm). A absorvancia a 260 nm (Abs260) foi usada para calcular a
concentracao de 4dcidos nucleicos. Os ratios Abs260/Abs280 e Abs260/Abs230 medidos
foram superiores a 1,8, indicando respetivamente pouca contaminagdo com proteinas ou
com solventes como fenol. O rendimento e integridade do RNA foram avaliados por
eletroforese em gel de agarose a 0,8%, em tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA) preparado

com 4gua tratada com DEPC.

Efetuou-se o tratamento do RNA com DNase (Ambion), durante 30 minutos a 37° C, para
remover algum DNA genémico contaminante que possa estar presente. Apds este periodo
de incubacdo adicionaram-se 5 ul DNase Inactivation Reagent, para parar a reagao,
mantendo a solu¢cdo durante 5 minutos, a temperatura ambiente e efetuando 2 agitacdes
com vortex para mistura-lo ainda melhor. De seguida centrifugou-se durante 1,5 minutos
a 10.000xg e removeu-se o sobrenadante. A concentracdo do RNA foi novamente

quantificada no Nanodrop.
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3.3.2. Sintese de cDNA

Procedeu-se, entdo, a sintese de cDNA, preparado um volume total de reacdo de 20 pl,
com 500 ng de RNA tratado e utilizando M-MLYV reverse transcriptase (Revert-aid,
Fermentas) e Random Hexamers (200 ng, Jena Bioscience). Misturaram-se o RNA, os
Random Hexamers e 1 ul de dNTP’s 10 uM num volume de 13 pl, prefazendo com dgua
DEPC se necessério. Incubou-se a 65° C, durante 5 minutos, para quebrar as estruturas
secundarias do RNA e permitir a hibrida¢do entre o RNA e os Random Hexamers. De
seguida, os tubos foram colocados em gelo, durante 5 minutos para prevenir a reformacao
das estruturas secunddrias do RNA e depois adicionou-se o mix de sintese (7 ul, tabela

3.1).

Tabela 3.1: Mix de sintese de cDNA.

Compostos Quantidade
M-MLV 5x reaction buffer 4 ul
H,0 nuclease free 2,3 ul
RiboLock RNase Inhibitor 40 U/ul 0,2 ul (8 U)
M-MLV RT 200 U/ul 0,5 ul (100 U)

A sintese foi feita num termociclador usando o programa indicado na tabela 3.2.

Tabela 3.2: Condig¢des dos ciclos de sintese de cDNA com os seus respetivos tempos e
temperatura.

Etapas da sintese Temperatura (°C) Tempo (minutos)
o Desnaturacao 20 10
g Sintese 42 50
% Inativacdo da enzima 70 10

Os cDNAs sintetizados foram diluidos 1:5 em dgua milliQ e armazenados a -20, até seu
uso para PCR.

ApOs a sintese, seguiu-se amplificacdo por PCR do gene para o RNA ribossomal 18S
(18S rRNA), que serviu como controlo interno.

O PCR ao 18S foi feito nas seguintes condi¢des: 2.5 ul de tampao de reagao 10x, 0.1 ul
de Tag DNA polimerase (5U/ul, DreamTaq, Fermentas), 18.35 ul de dgua milliQ, 0.3 ul
de dNTPs (10mM cada), 1 pl de primer forward (ou direto, 10 pmol/ul), 1 ul primer
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reverse (ou inverso, 10 pmol/ul) (tabela 3.3), 1 ul de cDNA (diluido 1:5), obtendo um
volume final de 25 pl.

Tabela 3.3: Sequéncia dos primers para 18S.

Primers Sent} do do Sequéncia do primer (5°- 3°) Ta (°C) Pb
primer
185 Fw TCAAGAACGAAAGTCGGAGG 59 495
Rv GGACATCTAAGGGCATCACA

Ta - Temperatura optimizada de emparelhamento, Pb -Tamanho fragmento amplificado
em pares de base, Fw - Primer em sentido direto (forward) e Rv - Reverso (reverse).

Ap6s o PCR 188, o produto foi corrido em gel de agarose: adicionam-se 2 ul de tampao
de migracdo a 5 ul dos produtos de PCR e aplicou-se a mistura em gel de agarose a 1,5%.
Para a andlise do produto PCR em gel observou-se uma banda com aproximadamente 495

pares de base e fotografada ficando como controlo interno.

3.3.3. PCR aos recetores estrogénicos

A expressdo dos genes analisados, nas escamas das duas espécies, foram os recetores
nucleares alfa, beta-a e beta-b (ERa, ERBa e ERBb) e o recetor membranar GPER, recetor
de estrogénios acoplado a proteina G. Os primers para cada gene foram desenhados com
bases nas sequéncias dos genes correspondentes no genoma do robalo (em

http://seabass.mpipz.de/) (“European seabass (D. labrax) Genome Browser Gateway,”

2015) e da tilapia do Nilo (Oreochromis niloticus, em www.ensembl.org).

As reacdes de PCR foram efetuadas num volume de 15 ul contendo 1 pl de cDNA diluido
a 1:5, 200 uM de dNTP, 1 mM MgCly, 5 U de Tag DNA polimerase (DreamTaq

Fermentas) e 300 nM de cada primer (direto ou inverso, ver tabela 3.4).
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Tabela 3.4: Listas dos primer usado na expressio de cada gene em PCR semi-quantitativo, aos
recetores nucleares e membranares.

Sentido Ta
Recetores | Gene do Sequéncia do primer (5°- 3°) °C) Pb
primer
ERa Fw AAACCACCTCAACACCCGTCTACAG 6 | 173

Rv GCACACGGCACAGAAACGCATA

Recetores de Fw | TGTCATCGGGCGGGAAGG
estrogénio | ERfa 60 | 188
Rv | GCTCTTACGGCGGTTCTTGTCT

nucleares grgy | W | CGCAACCTCCGTCTCACCTG o | 158
Rv | GGGCACCTCTAAACTCTGAAATGG
Recetores de Fw | GCCACCCTTCTCCCTTTCACC
estrogénio | GPER 62 | 157
. Rv | TTCGCCCAATCAGAGAGTAGCAT

Ta - Temperatura optimizada de emparelhamento, Pb -Tamanho fragmento amplificado
em pares de base, Fw - Primer em sentido direto (forward) e Rv - Reverso (reverse).

Os termociclos consistiram de 5 min a 95° C para desnaturacgdo, seguidos de 40 ciclos de
10 sa95° C, 10 s a temperatura de emparelhamento otimizada (60° C - 62° C- ver tabela

3.3) e 10 s 72° C para extensdo, com a extensao final durante 5 min a 72° C.

Tendo concluido todo processo de PCR semi-quantitativo, o produto foi corrido em gel
agarose; adicionam-se 2 ul de tampao de migragao a 5 ul dos produtos de PCR e aplicou-
se a mistura em gel de agarose a 1,5%. Para a andlise do produto PCR em gel observaram-

se bandas do tamanho esperado para cada gene.

3.4. Ensaio de escamas in vitro

Este ensaio foi usado para avaliar os efeitos dos compostos em andlise neste trabalho -
trifenilestanho (TPT) e di-(2-etil-exil) ftalatos (DEHP) e butilbenzil ftalato (BBP) - nas
atividades das enzimas fosfatase dcida resistente ao tartrato (TRAP) e a fosfatase alcalina
(ALP). As escamas foram incubadas em meio de cultura (Meio Minimo Essencial
(MEM)) com antibidtico (solu¢do de Penicilina/Estreptomicina (100 p/mL), sem o
composto em estudo (grupo controlo), ou em meio de cultura com diferentes
concentragdes (10 M, 10 M e 10 M) do composto nos grupos tratados. Foram
realizados ensaios in vitro para avaliar os efeitos de tratamentos de curta durac¢ao (30 min)
e de longa duracdo (24 h) e para cada caso foram testadas 4 escamas por tratamentos, 1
tratamento por poco em placas de 24 pocos, com n=3 peixes por cada ensaio. A figura
3.2 mostra o desenho experimental de uma placa tipica de ensaio de um composto, as 3

concentracoes, nos dois tempos ensaiados e para uma das enzimas testadas.
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Controlo

Tratamento 10"°M

O
C D
OO

Tratamento 10° M

ALP ou TRAP 30 min ALP ou TRAP 24 h

Figura 3.2: Exemplo de desenho experimental do ensaio in vitro (ALP e TRAP) por peixe (P1,
P2 e P3), tratamentos (Controlo, 10" M, 10®* M e 10° M) em 30 min e 24 h na placa de 24 pogos.

Para cada ensaio, prepararam-se os diferentes meios de cultura, em camara de fluxo
laminar previamente esterilizada, com o composto a testar (TPT, DEHP ou BBP) as
concentracdes adequadas. Transferiram-se, aleatoriamente, 4 escamas para cada pogo
(numa placa de 24 pogos) com a ajuda de uma pinga, usando as escamas previamente
recolhidas em 4dgua salgada (robalo) ou doce (tildpia). Adicionaram-se as solucdes do
meio de cultura com ou sem estimulo (100 pL/escama), preparadas previamente.
Incubaram-se as placas na estufa, a 21° C, durante 30 min ou 24 h, consoante o tratamento
a realizar, seguindo-se depois a medicao das atividades enzimaticas TRAP ou ALP das

escamas controlo ou tratadas.

3.5. Quantificacao da atividade enzimatica

A velocidade da reagdo catalisada por uma enzima € aumentada devido a diminuicao da
energia de ativacdo necessdria para converter o substrato no produto (Halpern, 2005;
Manso, Freire, & Azevedo, 1986). A velocidade da reacdo enzimdtica € expressa em
termos de formacao de produtos ou do consumo dos reagentes, por unidade de tempo. As
enzimas TRAP e ALP convertem o substrato p-nitrofenil-fosfato (p-nitrophenyl-

phosphate - pNPP) em produto p-nitrofenol (p-nitrophenol - pNP) e sdo extremamente
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especificas para a reagdo que catalisam (ver equagdo 3.1), sendo neste caso analisadas a

diferente pH (a TRAP € uma fosfatase dcida e a ALP € uma fosfatase alcalina).

Equacdo 3.1: Equagdo da reagées enzimdticas estudadas:

TRAP ou ALP + pNPP — pNP

Onde:

TRAP ou ALP - Enzima
pNPP - Substrato

pNP - Produto

A atividade enzimadtica é afetada por varios fatores, tais como a temperatura, o pH, e as
concentracdes de enzima e substratos presentes no meio de reacdo pelo que se torna
importante otimizar as condi¢cdes em que o ensaio de quantificacdo da atividade vai
decorrer. A etapa de otimizagao realizada neste trabalho permitiu estabelecer as melhores
condi¢cdes de reacdo para cada uma das enzimas a analisar (TRAP e ALP), que se

apresentam na tabela 3.5.

Tabela 3.5: Condi¢des otimizadas do ensaio em funcéo das condi¢des de reagdo e enzimas.

. < Enzimas
Condicoes de reacao TRAP ALP
Temperatura 30°C 30°C
pH 5.3 9,5
Concentracdo de Substrato
PNPP 5mM 5mM
Tempo de incubagdo 15 min 30 min

3.5.1. Curva de calibracao

Para cada enzima (TRAP ou ALP) foi preparada uma curva de calibrac¢do por cada dia de
ensaio, com uma série de solu¢des de produto da reagdo enzimética obtendo as seguintes
concentracdes de pNP (200 uM, 100 uM, 50 uM, 25 uM, 12,5 uM, 6,25 uM, 3,125 uM,
0 uM). Foram colocados 250 ul de cada solucdo preparada em cada pog¢o de uma placa
de 96 pocos, em duplicado e procedeu-se a leitura da absorvancia a 405 nm, ao mesmo

tempo que a leitura das placas experimentais (ver abaixo). Fez-se a leitura da absorvancia
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num leitor de placas (BIO-RAD Benchmark) programado para proceder a uma agitagao

de 5 segundos antes da leitura e para ler a absorvancia a 405 nm.

3.5.2. Quantificacao da atividade enzimatica nos meios de incubacao

Depois da incubacdo in vitro (30 min e 24 h) transferiram-se as escamas do meio de
cultura para tubos eppendorf de 2 ml (2 escamas para cada tubo, 2 tubos por cada
tratamento). A cada tubo foram adicionados 400 ul da solugao com o substrato enzimatico
pNPP preparada de fresco (ALP Mix, ou TRAP Mix, para a enzima ALP ou TRAP,

respetivamente - Anexo 1) e agitou-se brevemente num vortex.

Incubou-se na estufa (Biometra ov3) a 30° C, com agitacdo (60 rotacdes por min), durante
o tempo de incubagdo adequado a cada enzima (tabela 3.5). Terminado o tempo de
incubacdo, parou-se a reacdo por adi¢do de 200 ul de uma solugdo de hidréxido de sédio

2 M (Anexo 1).

De seguida, centrifugou-se a 7.000xg, durante 5 minutos, a temperatura ambiente, depois
transferiram-se 250 ul do sobrenadante de cada tubo para um pog¢o, numa placa de 96
pocos, em duplicado. Fez-se a leitura da absorvancia nas mesmas condi¢des das que
foram usadas para a curva de calibragdo. A atividade enzimadtica é calculada a partir da

curva de calibragdo preparada e € expressa em nmol/min.

3.5.3. Analises estatisticas

Obtendo o valor da atividade enzimatica em nmol/min por cada tubo no programa Excel,
com base na equagdo determinada para a curva de calibracdo, procedeu-se a elaboragdao
dos graficos no software SigmaPlot versdo 12.0. Apresentaram-se no eixo dos Xs os
tratamentos (Controlo, 1071 M, 10® M e 10° M do composto em estudo) e no eixo dos
Ys a média da atividade enzimdtica em nmol/min em cada um dos 3 peixes, com a barra
do erro padrido em cada enzima e tempo do ensaio. De seguida efetuou-se tratamento
estatistico teste t, para avaliar diferencas significativas (P <0.05 ou P <0.01) dos
resultados de atividade para exposi¢do a diferente concentracdo (1071 M, 10®* M ou 10

M) dos compostos versus o grupo Controlo.
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4. RESULTADOS

Os resultados apresentados descrevem a avaliacdo da expressdo dos genes para os
recetores estrogénicos nucleares (ERa, ERBa e ERBb) e membranar (o recetor de
estrogénios acoplado a proteina G, GPER) nas escamas de robalo (D. labrax) e tildpia (O.
mossambicus), para investigar se sao responsivas a compostos estrogénicos. De seguida
seguem-se resultados dos ensaios in vitro com escamas das mesmas espécies, realizados
para avaliar o efeito de disruptores enddcrinos estrogénicos (EDCs) na atividade de
enzimas relacionadas com a homeostase dos tecidos mineralizados, nomeadamente a
TRAP (marcador de atividade osteoclastica) e a ALP (marcador de atividade
osteobldstica). Os compostos utilizados nestes ensaios foram o composto organoestanico
TPT e ftalatos DEHP e BBP. As concentracdes testadas para cada composto foram 1071
M, 108M e 10°M, e as amostras foram sujeitas a dois tratamentos com diferente duracio,
30 minutos, que permite avaliar a ocorréncia de respostas rapidas, e 24 horas para avaliar

respostas mais lentas.

4.1. Determinacao da expressao dos recetores de estrogénio em escamas

Tanto nas escamas de robalo como de tildpia, os recetores ERBa, ERBb e GPER foram os mais
expressivos (figura 4.1). GPER num dos individuos de tildpia, mostrou niveis de
expressdo baixa, enquanto os transcritos para ERa, em ambas as espécies, foram
detetados apenas a nivel vestigiais. Os perfis de expressdo dos recetores de estrogénio

foram muito semelhantes entre as duas espécies.

Robalos Tilapias
P1 P2 P3 P1 P2 P3
ERa 7 e o R
ERBa T ————— S — ——
ERBb b i e ———
GPER —— — — O — —

Figura 4.1: Representacio da expressao dos genes recetores estrogénicos em escamas de robalos
(peso médio = 117,33 g) e na tildpia (peso médio = 107,86 g), por RT-PCR semi-quantitativo.
ERa (recetor de estrogénio alfa), ERPa e ERBb (recetores de estrogénio beta a e b) e GPER
(recetor de estrogénios acoplado a proteina G), P1, P2 e P3 = nimero de peixe amostrados.
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4.2. Efeitos do TPT nas atividades enzimaticas TRAP e ALP

Nos robalos (figura 4.2), a atividade da TRAP em escamas tratadas com TPT, durante 30
min, manteve-se praticamente idéntica a atividade dos controlos (escamas expostas a
meio de cultura sem o composto), em todos os tratamentos. As amostras tratadas com este
composto durante 24 h também mantiveram igual nivel de atividade em todos os
tratamentos, o que sugere que a atividade dos osteoclastos ndo se alterou nestas condi¢des.
Nao se observaram diferencas significativas entre os tratamentos e os respetivos

controlos.

0,51 0,5

Atividade da TRAP (nmol pNPP/min)
>

Atividade da TRAP (nmol pNPP/min)
>
—

0,0

0,0

Ctrl TPT10-10M TPT10-8M TPT10-6 M Ctrl TPT10-10M TPT10-8M TPT10-6 M

Tratamentos Tratamentos

Figura 4.2: Efeito do TPT sobre a atividade da TRAP em escamas de robalos, incubadas durante
30 min e 24 h. Os resultados apresentados correspondem a média + erro padrdo (n=3 peixes, 4
escamas cada).

A atividade da ALP em escamas de robalo tratadas com TPT durante 30 min (figura 4.3)
mostrou uma tendéncia para aumento em todos os tratamentos, embora apenas se tenha
verificado uma diferenca significativa relativamente ao controlo no caso do tratamento
com a concentraciio mais elevada (TPT 10°M, p <0.05). No tratamento com TPT a 10
M, parece haver uma maior atividade desta enzima em relacao aos restantes tratamentos,
mas a diferenca nao foi estatisticamente significativa, possivelmente devido a grande
variabilidade registada. Para a incubag@o por 24 h, a atividade da ALP revela um
comportamento idéntico ao verificado no caso do tratamento por 30 min para a
concentracdo mais elevada, ocorrendo um aumento significativo (p <0.01), embora para
concentracdes menores de TPT 107 M e 10® M tenha havido uma ligeira mas nio

significativa diminui¢do da atividade enzimadtica. Estes resultados parecem indicar que a
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enzima ALP € mais sensivel a presenca de TPT, o que sugere que a atividade dos

osteoblastos pode ser afetada por este composto.

2,0 2,0 **

Y | 1

0,0

0,5 -

Atividade de ALP (nmol pNPP/min)
o
—
L
Atividade de ALP (nmol pNPP/min)

0,0

ctrl TPT10-10M  TPT10-8M TPT10-6M ctrl TPT10-10M TPT10-8M TPT10-6M

Tratamentos Tratamentos
Figura 4.3: Efeito de TPT sobre a atividade da ALP em escamas de robalos, incubadas a 30 min
e 24 h. * e ** indicam diferencas estatisticamente significativas com p <0.05 e p <0.01,
respetivamente, relativamente aos valores nas escamas de controlo. Os resultados apresentados
correspondem a média + erro padrdo (n=3 peixes, 4 escamas cada).

Os tratamentos das escamas de tildpia com TPT durante 30 min e 24 h (figura 4.4) ndo
provocaram alteragdes significativas na atividade da TRAP em nenhuma das
concentragdes (TPT 107'°M, TPT 10® M e TPT 10° M) testadas, o que sugere que, tal
como acontece nas escamas de robalos, a atividade das células osteoclasticas nido €

afetada pelo TPT nestas condi¢bes experimentais.

2,01

]

0,5 0,5 1

Atividade da TRAP (nmol pNPP/min)
>
Atividade da TRAP (nmol pNPP/min)
>
—
._‘
i
—

0,0

T T T T 0,0 T T T T
Ctrl TPT10-10M  TPT10-8M  TPT10-6M Ctrl TPT10-10M TPT10-8M TPT10-6 M

Tratamentos Tratamentos
Figura 4.4: Efeito de TPT sobre a atividade da TRAP em escamas de tildpia, incubadas a 30 min
e 24 h. Os resultados apresentados correspondem a média + erro padrdo (n=3 peixes, 4 escamas
cada).
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A atividade ALP medida em escamas de tildpia apds 30 min e 24 h em diversas
concentracdes de TPT podem ser observadas na figura 4.5. Verifica-se que o TPT afetou
esta atividade a 10°®M e 30min, com um ligeiro mas significativo aumento de atividade
(p <0.05), o que sugere que a atividade osteobldstica nas escamas de tildpia é alterada
nessas condi¢des de ensaio com TPT. No ensaio de 24 h, todos os tratamentos

apresentaram praticamente a mesma atividade que o controlo.

2,0 1 2,0 1

Atividade de ALP (nmol pNPP/min)
Atividade de ALP (nmol pNPP/min)

051 - L T T

0,51 T

0,0 0,0

Ctrl TPT10-10M TPT10-8M TPT10-6 M Ctrl TPT10-10M TPT10-8M TPT10-6 M

Tratamentos Tratamentos
Figura 4.5: Efeito de TPT sobre a atividade da ALP em escamas de tildpia, incubadas a 30 min
e 24 h. * indica diferencas estatisticamente significativas com p <0,05, relativamente aos valores
nas escamas de controlo. Os resultados apresentados correspondem a média + erro padrao (n=3
peixes, 4 escamas cada).

Os resultados aqui apresentados indicam que a enzima TRAP € mais sensivel a TPT do
que a enzima ALP nas escamas de tildpia, tal como em robalo, o que sugere que a
atividade osteoclastica ¢ mais influenciada por TPT do que a atividade osteobldstica

nestas espécies.

4.3. Efeitos do DEHP nas atividades enzimaticas TRAP e ALP

Em escamas de robalos tratados com ftalato DEHP (figura 4.6), verificou-se que no ensaio
de 30 min o tratamento com DEHP 10® M foi o que resultou em maior aumento de
atividade da TRAP relativamente ao controlo, significativo com p <0,05. No caso da
resposta lenta em 24 h, verificou-se o mesmo comportamento do tempo de resposta rapida
com aumento da atividade da TRAP, significativo a mesma concentracao, sugerindo que
a enzima TRAP em robalo € sensivel a presenca de DEHP e que a atividade osteocléstica

pode ser afetada por este composto.
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o
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0,0

0,0 T T T T

Gt DEHP10-10M DEHP 10-8M DEHP 10-6M Ctl  DEHP 10-10M DEHP 10-8M DEHP 10-6 M

Tratamentos Tratamentos

Figura 4.6: Efeito de DEHP sobre a atividade da TRAP em escamas de robalos incubadas a 30
min e 24 h. * indica diferengas estatisticamente significativas com p <0,05, relativamente aos
valores nas escamas de controlo. Os resultados apresentados correspondem a média + erro padrdo
(n=3 peixes, 4 escamas cada).

Em escamas de robalos tratadas com DEHP durante 30 min e 24 h ndo se verificaram
diferengas significativas na atividade da ALP (figura 4.7). Verificou-se um ligeiro
aumento no ensaio de 30 min com tratamento 10 M e ligeira diminui¢fo no ensaio de 24
h com todos os tratamentos, mas ndo foram significativos, sugerindo que a atividade

osteobldstica em escamas de robalos nao altera nestas condicdes com DEHP.

2,0 201

0,5 1

05 T T T T

Atividade de ALP (nmol pNPP/min)
>
—
._{
i
Atividade de Alp (nmol pNPP/min)
>

0,0

0,0 T T T T T T T T
Ctrl DEHP 10-10 M DEHP 10-8 M DEHP 10 -6 M Ctrl DEHP 10-10 M DEHP 10-8 M DEHP 10 -6 M

Tratamentos Tratamentos
Figura 4.7: Efeito de DEHP sobre a atividade da ALP em escamas de robalos, incubadas a 30
min e 24 h. Os resultados apresentados correspondem a média + erro padrdo (n=3 peixes, 4
escamas cada).

Os resultados aqui apresentados sugerem que a enzima TRAP € mais sensivel a DEHP
do que a enzima ALP nas escamas de robalos, o que sugere que a atividade osteocldstica

€ mais influenciada por DEHP do que a atividade osteobléstica.
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Apresenta-se na figura 4.8 os resultados dos tratamentos de escamas de tildpia tratadas
com DEHP durante 30 min e 24 h. Nao se encontraram diferencas significativas
relativamente a cada grupo controlo, o que sugere que a atividade dos osteoclastos nao se

alterou nestas condicdes em tildpia.

2,0 2.0 1

0,5 1 0,5

Atividade da TRAP (nmol pNPP/min)
>
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i
—
—
Atividade da TRAP (nmol pNPP/min)
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i
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0,0

0,0 T T T T
Ctrl DEHP 10 -10 M DEHP 10-8 M DEHP 10-6 M

Tratamentos Tratamentos
Figura 4.8: Efeito de DEHP sobre a atividade da TRAP em escamas de tildpia, incubadas a 30
min e 24 h. Os resultados apresentados correspondem a média + erro padrdo (n=3 peixes, 4
escamas cada).

Ctrl DEHP 10-10 M DEHP 10-8 M DEHP 10-6 M

Tratamentos das escamas de tildpia com DEHP também ndo alteraram a atividade ALP
ap6s 30min (figura 4.9). No ensaio dos 24 h o tratamento DEHP 10 M parece ter
aumentado a atividade ALP relativamente ao controlo, mas ndo o suficiente para ser efeito
significativo com p <0,05. Estes resultados sugerem que nem a atividade osteoblastica
nem a osteobldstica de escamas de tildpia se alteram com as condi¢cdes de DEHP a que

foram expostas.

2,0 20

0,51 T T T T 0,5 1

Atividade de ALP (nmol pNPP/min)
>

Atividade de ALP (nmol pNPP/min)
>
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0,0

0,0

Ctrl DEHP 10-10 M DEHP 10 -8 M DEHP 10 -6 M Ctrl DEHP 10-10 M DEHP 10-8 M DEHP 10-6 M

Tratamentos Tratamentos
Figura 4.9: Efeito de DEHP sobre a atividade da ALP em escamas de tilapia, incubadas a 30 min
e 24 h. Os resultados apresentados correspondem a média + erro padrio (n=3 peixes, 4 escamas

cada).
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4.4. Efeitos do BBP nas atividades enzimaticas TRAP e ALP

Escamas de robalo tratadas com o ftalato BBP (figura 4.10), quer nos ensaios 30 min e
24 h, nao mostraram ser sensiveis a diferentes concentracdes desse composto na atividade
da enzima TRAP. Enquanto a atividade se manteve idéntica em todos os tratamentos no
ensaio de 30 min, no ensaio de 24 h a atividade TRAP parece aumentar ligeiramente com
todas as concentracdes, mais evidente a 10 M de BBP, mas nio significativamente. Estes
resultados sugerem que a atividade dos osteoclastos em escamas de robalo ndo se alterou

em resposta a BBP, nestas condicoes.

2,07 2,0 1

0,51

0,51

Atividade da TRAP (nmol pNPP/min)
Atividade da TRAP (nmol pNPP/min)

0,0

0,0 T T T T
Ctrl BBP 10-10M BBP 10-8M BBP 10-6 M

Tratamentos Tratamentos
Figura 4.10: Efeito de BBP sobre a atividade da TRAP em escamas de robalos, incubadas a 30
min e 24 h. Os resultados apresentados correspondem a média + erro padrdo (n=3 peixes, 4
escamas cada).

Ctrl BBP 10-10M BBP 10-8M BBP 10-6 M

A figura 4.11 apresenta os efeitos da exposi¢ao a BBP na atividade ALP em escamas de
robalo. Embora o tratamento BBP 1071 M pareca ter maior atividade ALP do que
tratamento controlo, este aumento nao foi significativo, e elevada variabilidade foi
observada na maioria dos grupos experimentais. Para o ensaio de 24 h também, ndo se

encontraram diferengas entre os tratamentos.

Assim, os resultados obtidos indicam que as atividades TRAP e ALP (indicativas de
atividades osteocldstica e osteobldstica, respectivamente) ndo foram afetadas pelas

exposicoes ao composto BBP nas escamas de robalo.
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Figura 4.11: Efeito de BBP sobre a atividade da ALP em escamas de robalos, incubadas a 30 min
e 24 h. Os resultados apresentados correspondem a média + erro padrdo (n=3 peixes, 4 escamas
cada).

Escamas de tildpia tratadas com BBP também apresentaram elevada variabilidade
individual na atividade da TRAP medida apdés 30 min de exposi¢do (figura 4.12). No
ensaio de 24 h, observou-se um ligeiro aumento de atividade TRAP com BBP 10 M mas
nao ao ponto de ter diferengas significativas com p <0,05, sugerindo que a atividade dos
osteoclastos em escamas de tildpia ndo se alterou nestas condi¢des de exposicao ao ftalato

BBP.
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Figura 4.12: Efeito de BBP sobre a atividade da TRAP em escamas de tildpia, incubadas a 30

min e 24 h. Os resultados apresentados correspondem a média + erro padrdo (n=3 peixes, 4

escamas cada).

Finalmente, escamas de tildpia tratadas com BBP ndo mostraram alteragdes na atividade
da ALP ap6s 30 min (figura 4.13). Para o ensaio de 24 h, o tratamento BBP 10° M causou
uma diminui¢do significativa comparando com o controlo (p <0,05), sugerindo que a

atividade osteobldstica em escamas de tildpia é diminuida por BBP nestas condicdes.
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Figura 4.13: Efeito de BBP sobre a atividade da ALP em escamas de tildpia, incubadas a 30 min
e 24 h. * indica diferencas estatisticamente significativas com p <0,05 dos valores nas escamas
de controlo. Os resultados apresentados correspondem a média + erro padrdo (n=3 peixes, 4
escamas cada).

Apresenta-se na tabela 4.1 um resumo dos efeitos observados nas enzimas TRAP e ALP
de robalo e tildpia com os compostos EDCs usados neste estudo (TPT, DEHP e BBP).
Das enzimas analisadas a ALP foi influenciada pelo composto TPT e BBP, enquanto a
enzima TRAP s6 foi influenciada pelo composto DEHP. Na tildpia, a enzima ALP teve
um aumento rapido (30 min) com o TPT e uma diminui¢do visivel apés 24h com BBP.
Nos robalos, a ALP aumentou a ambos os tempos com TPT e a TRAP foi afetada por
DEHP, aumentando significativamente a ambos os tempos. Em resumo, os resultados
apresentados permitiram identificar efeitos disruptores rapidos e lentos destes poluentes

em enzimas relacionadas com a homeostase mineral.
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Tabela 4.1: Resumo dos efeitos dos disruptores enddcrinos testados (TPT, DEHP e BBP) na
atividade das enzimas relacionadas com a homeostase dos tecidos mineralizados (TRAP e ALP),
em escamas de robalo e tildpia apds exposicdes de 30 min e 24 h. (1) indica um efeito de aumento
de atividade com a exposi¢do ao composto, (|) indica diminuic¢ao de atividade e (*) (**) indicam
diferencas estatisticamente significativas relativamente a escamas controlo, com p <0.05 e p
<0.01, respetivamente.

Compostos | Figuras | Enzimas | Espécies Efeito 30 min Efeito 24 h
Fig. 42 | TRAP Robalo Sem alteracdo Sem alteracdo
TPT Fig. 4.3 ALP Robalo 1 10° M (*) 1100 M (**)
Fig. 44 | TRAP | Tildpia Sem alteracdo Sem alteracdo
Fig. 4.5 ALP Tilépia 1 10° M (*) Sem alteracdo
. 1 10 M (*), tendéncia PN
Fig. 4.6 | TRAP | Robalo de ta 1010 M 110° M (¥)
Fig. 4.7 ALP Robalo Sem alteracdo Sem alteracdo
DEHP Fig. 4.8 | TRAP | Tildpia Sem alteragio Sem alteragio
Sem alteragdo,
Fig. 4.9 ALP Tildpia Sem alteracéo tendéncia de 1 10°1°
M
Sem alteragio,
Fig. 410 | TRAP | Robalo Sem alteracdo tendéncia de 1 a
todas as
concentragoes
BBP Fig. 4.11 ALP Robalo Sem alteracdo Sem alteracdo
Sem alteracdo,
Fig.4.12 | TRAP | Tildpia Sem alteracdo tendéncia de 1 10°®
M
Fig. 4.13 ALP Tilépia Sem alteracdo L 10° M (%)
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5. DISCUSSAO

Com este trabalho, pretendeu-se identificar a presenca dos recetores estrogénicos
nucleares (ERa, ERBa e ERBb) e membranar (GPER) em escamas de robalo e tildpia
assim como avaliar o impacto da exposicdo a compostos organoestanicos, tais como o
trifenilestanho (TPT) e a ftalatos, tais como o (di-(2-etil-exil) ftalato (DEHP) e o
butilbenzil ftalato (BBP), possiveis disruptores estrogénicos, no metabolismos mineral
das escamas, um processo que pode ser regulado por estrogénios. Esta avaliagao foi feita
através da exposicdo a diferentes concentracdes (1071°, 108 e 10® M) dos compostos, em
tratamentos de resposta curta (30 minutos) ou longa (24 horas) duragdo, seguidos da
determina¢do da atividade de enzimas relacionadas com a reabsorcao ou deposi¢cao de
calcio (Ca), respetivamente, a fosfatase acida resistente ao tartrato (TRAP) e a fosfatase

alcalina (ALP).

Atualmente, existe uma gama dos produtos quimicos que sao langados no meio aquatico
e que podem mimetizar ou antagonizar a acdo das hormonas (Schaedlich et al., 2015).
Estes produtos quimicos, causadores de desregulacdo enddcrina, podem interagir com 0s
sistemas fisioldgicos e causar alteracdes no desenvolvimento, crescimento e reproducao

em animais selvagens que se encontram expostos (Golshan et al., 2015).

No sentido de alcangar uma maior compreensdo do efeito dos disruptores enddcrinos na
fisiologia dos organismos tém sido desenvolvidas técnicas de avaliagdo da disrup¢ao
enddcrina, que podem ser aplicadas a uma variedade de espécies, para tentar perceber
como estes compostos afetam a fisiologia dos organismos aquéticos (Jobling et al., 2003).
No entanto, tem havido poucos estudos sobre o efeito destes compostos nos tecidos
mineralizados dos peixes (em particular as escamas), que, para além da func¢ao protetora,
podem funcionar como depdsito de Ca e outros ides (Guerreiro & Fuentes, 2007),
armazenando-os ou liberando-os, de maneira controlada, para manter relativamente

constante a sua concentragdo fisiolégica.

A mobilizac¢do ou deposicdo de minerais nas escamas (o chamado furnover) esta sobre o
controlo de vérias hormonas, incluindo PTHrP ou estrogénios (Guerreiro et al., 2002;
Rotllant et al., 2005), sendo assim também um possivel alvo da acdo de disruptores

enddcrinos estrogénicos (EDCs).
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Neste estudo, foram identificados, nas escamas de robalos e tildpias, transcritos para os
recetores estrogénicos nucleares (ERa, ERBa e ERBb) e membranar (GPER), com niveis

de expressdo muito semelhantes entre as duas espécies.

A detecdo de ERs do tipo nuclear estd em linha com estudos anteriores em que a expressao
de ERa foi detetada a baixos niveis em o0sso e escamas de juvenis de truta arco-iris
(Oncovhynchus mykiss), o que sugeriu que o efeito observado de diminuicdo da
quantidade dos minerais em escamas (e aumento em 0sso) em resposta a E> pode ser fruto
de uma agdo direta desta hormona nestes tecidos, mediada diretamente por ER (Armour

et al., 1997).

Nas escamas de peixe-dourado (Carassius auratus) verificou-se que os ERs sdo expressos
durante o processo de regeneragdo das escamas, sendo expressos tanto em escamas
ontogénicas como regeneradas, com maior expressao para a forma ERBa. Verificou-se
também que os estrogénios participam na osteogénese, causando um aumento da
atividade osteoblastica (ALP) em escamas ontogénicas e regeneradas, possivelmente pela

atuacdo direta nos ERs detetados nestas escamas (Yoshikubo et al., 2005).

Nas escamas de dourada (Sparus auratus) e tildpia, foram identificadas os trés ERs
nucleares expressos em escamas e 0sso, por RT-PCR, com maior expressdo para as
formas ERPa e ERBb e baixa expressdo do transcrito ERa, tal como neste estudo. A nivel
de proteina foram detetadas as trés formas, que se demonstrou, por imunohistoquimica,
estarem localizadas em pequenos grupos de células redondas, na camada basal das
escamas, identificadas como provaveis osteoclastos (com expressdo de TRAP) (Pinto et
al., 2009). Assim, estes estudos sugeriram que o efeito da mobilizacdo do Ca e aumento
de atividade da TRAP por 17B-estradiol detetados em escamas (Armour et al., 1997,
Persson, Takagi, & Bjrnssonl, 1995) se deve, provavelmente, a acao direta sobre os ERs
localizadas em osteoclastos (Pinto et al., 2009). Ficou por investigar se os ERs também
sdo expressos em osteoblastos, como em mamiferos (Centrella & McCarthy, 2012), o que
poderad ser uma indicacdo de mecanismo direto dos efeitos na atividade osteobldstica
(ALP) observados para E> em escamas de peixe (Suzuki et al., 2009; Yoshikubo et al.,

2005), sugestivos de efeitos na mineralizacao.

Nos juvenis de truta arco-iris injetados com Ez houve aumento da captagdo de Ca a partir
do exterior, bem como a mobilizacdo de Ca a partir de musculos e escama. A absor¢ao

do excesso de Ca em peixe encontra-se ligada a proteinas plasméticas, implicando que os
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sistemas de regulacdo da vitelogénese e equilibrio do Ca estdo integrados no nivel
mecanico ou enddcrino tendo o E> mobilizado Ca em quantidade adaptada as

necessidades da fémea sexualmente madura (Persson et al., 1994).

No entanto, os estudos feitos até agora apenas demonstraram a expressao em escamas de
ERs do tipo nuclear, que estdo descritos como mediadores de estrogénios por mecanismos
classicos envolvendo transcri¢do de genes alvo, embora também possam atuar por
mecanismos alternativos (Ex: Figura 1.5) (Laurentino et al., 2012; Pinto et al., 2014).
Ainda ndo tinha sido detetado em escamas de peixes a expressdo de recetores de
membrana para estrogénios, como € o caso do recetor de membrana GPER, que se
demonstrou em mamiferos e em peixes como podendo ligar a E; e compostos

estrogénicos, ativando respostas rapidas ndo genémicas (Thomas et al., 2010).

A detecdo de expressao de GPERs em escamas de tildpia e robalo feita neste estudo assim
como a recente demonstracdo da sua regulacdo por E> em escamas de robalo, (Pinto,
resultados nao publicados) sdo resultados importantes para perceber os mecanismos de
acdo dos estrogénios (e dos EDCs) nas escamas de peixes, pois pela primeira vez se

demostra que estas podem ser alvo de acdes diretas sobre recetores de membrana.

Os GPER detetados sdo possiveis candidatos a recetores que medeiem respostas
estrogénicas rapidas, provavelmente ndo genémicas (ndo envolvendo nova transcri¢ao e
sintese de proteinas), detetadas em escamas, como € o caso dos efeitos rapidos detetados
neste estudo para o poluente TPT na atividade da ALP (que aumentou ao fim de 30
minutos em escamas de robalo e tildpia) e para o DEHP na atividade da TRAP (que
aumentou também ao fim de 30 minutos em escamas de robalo). Efeitos rdpidos foram
também detetados para o E> que aumentou a atividade da TRAP em dourada ao fim de 1
hora (Rotllant et al., 2005) e o E> também parece afetar a atividade da ALP de modo

rapido em escamas de robalo (Pinto, resultados nao publicados).

Relativamente aos efeitos dos poluentes testados neste estudo, todos eles tiveram algum
efeito nos indicadores de sintese e reabsor¢do de tecidos mineralizados nas escamas de
robalos ou tildpias, embora com padrdes diferentes, indicando que foram capazes de

causar uma disrup¢do no seu metabolismo mineral.

O composto organoestanicos TPT ndo afetou a atividade osteoclastica (TRAP) durante
periodos de resposta rapida ou de resposta longa (Tabela 4.1). Sendo assim, a reabsor¢ao

dos tecidos mineralizados nas escamas dos robalos e das tildpias parece nao ter sido
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afetada por TPT, pelo menos nas concentragdes e tempos testados. Em contraste, a
atividade osteoblastica (ALP) aumentou nas escamas de robalos e tildpias pelo TPT,
sugerindo que este composto pode aumentar a mineralizacdo do tecido, em periodos de
resposta rapida 30 min (robalo e tildpia) e periodos de resposta longa 24 h (apenas em
robalo), quando as escamas sdo expostas diretamente a este composto, as concentragdes

de 10°M.

Nas escamas de robalo e tildpia, TPT induziu sintese dos tecidos mineralizados através
da atividade osteoblastica (ALP) em periodos de respostas rapidas e longas (Tsukamoto,
Ishihara, Miyagawa-Tomita, & Hagiwara, 2004). Para concentracdes de 3 a 30 nM, o
TPT inibiu a mobilizacdo da atividade osteobldstica (reduziu atividade da ALP) (Suzuki
et al., 2006; Yonezawa et al., 2007). A atividade osteocléstica em peixe de dgua doce e
peixes marinhos (Nibbler), dourada e Girella punctataem, em ambos 0s sexos a
calcitonina foi suprimida em atividades osteoclastos (TRAP) (Suzuki, Suzuki, &

Kurokawa, 2000).

Em Solha japonesa (Paralichthys olivaceus), o TPT diminuiu significativamente a
atividade osteoblastica (Satone et al., 2011). Em Bolinus brandaris, a interferéncia de
TPT foi significativa apenas nas fémeas, revelando-se um forte inibidor da atividade da
Sa-redutae, a 100 nM e ndo foram observadas diferencas entre os modos de acdo
(Lyssimachou, Ramén, & Porte, 2009). Em ratos, o TPT inibiu a diferenciacao de
osteoblastos em concentragdes de 3 a 30 nM (Yonezawa et al., 2007). Assim, parece que,
de acordo com estudos anteriores a atividade osteoclastica (TRAP) ndo é afetadas por
TPT enquanto a atividade osteobldstica (ALP) parece ser mais susceptivel a este
composto, embora se tenha verificado aumento ou diminui¢do de atividade da ALP,
consoante a espécie, a concentracdo utilizada ou a duragdo do tratamento. Por exemplo,
os efeitos observados neste estudo, em que se observou um aumento da atividade da ALP
foram do tipo rédpido (30 minutos de tratamento) enquanto os efeitos reportados se referem
a efeitos ao fim de horas ou dias de incubag¢ao, podendo os diferentes efeitos observados

estar dependentes do tempo de exposi¢do a0 composto.

Relativamente aos mecanismos de acdo dos efeitos do TPT nas escamas, levantamos a
hipétese de efeitos via recetores de estrogénios, dado que ja se demonstrou a ligacao deste
composto a ERs ou GPERs na sintese da vitelogénese devido a sua estrutura com anéis
benzénicos se poder assemelhar a estrutura dos estrogénios podendo, portanto, ligar-se
aos ERs.
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Nos teledsteos, o TPT inibiu a atividade osteoblastica (ALP) sem afetar a atividade dos
osteoclastos (TRAP) e do metabolismo de cdlcio, incluindo a acdo da hormona
calcitonina (Satone et al., 2011; Suzuki et al., 2006). A proteina relacionada com a
hormona da paratiréide (PTHrP) induziu atividade osteoclastica em escamas de dourada
(Rotllant et al., 2005). E em escamas de truta arco-iris, 17p-estradiol induziu atividade
osteocldsticas, resultando no aumento da reabsor¢do dos tecidos mineralizados (Suzuki

et al., 2006; Yonezawa et al., 2007).

O composto DEHP aumentou a reabsor¢ao do tecido mineralizado nas escamas dos
robalos, em periodo de respostas rdpidas e longas, através do aumento da atividade
osteoclastica (TRAP) (Tabela 4.1). Os seus mecanismos de acao nas escamas de robalos
poderao incluir efeitos via ERs ou GPER, desencadeando mecanismos gendmicos diretos
ou indiretos (Ex: Figura 1.5) (Laurentino et al., 2012; Pinto et al., 2014). Nas escamas de
tildpia, a atividade osteobléstica (ALP) e osteocldstica (TRAP) nao foi afetada pelo DEHP
(Tabela 4.1) pelo que a mineralizagdo das escamas parece ndo ser afetada por esse
composto nesta espécie, para o caso das concentracdes usadas. Esta observagao pode ser
devida ao tamanho, peso e época reprodutiva dos peixes usados em ensaio in vitro, que
sdo outros fatores que poderdo interferir na sintese e mineralizacdo dos tecidos

mineralizados em robalos e tildpias.

A saiide reprodutiva de peixes-zebra macho (Danio rerio) expostos a 50 e 5000 mgkg!
DEHP foi comprometida devido a alteragdes na proporc¢ao das células germinais em fases
especificas da espermatogénese e devido a reduc@o na proporcao de espermatozdides e
aumento na propor¢ao de espermatocitos, sugerindo que o DEHP pode inibir a progressao
de meiose (Tamsyn, Lewis, Filby, Paull, & Santos, 2010). Por sua vez, o DEHP pode nao
ser um agente causador de anomalias reprodutivas vistas em animais selvagens, pelo

menos como resultado da exposi¢do a curto prazo (Tamsyn et al., 2010).

A reabsorc¢do e a deposicao do tecido mineralizado nos ensaio de resposta rapida 30 min
e longa 24 h, em escamas de robalos, avaliadas através da determinacdo da atividade
osteoblastica (ALP) e osteocléstica (TRAP) ndo foi afetadas pelo composto BBP (Tabela
4.1). Mais uma vez, esta observagcao poderd estar relacionada com o tamanho, peso e
época reprodutiva dos peixes testados. Em escamas de peixe dourado (Carassius auratus)
tratadas com 10> M de bisfenol A, devido a sua semelhanca quimica, verificou-se uma
supressdo significativa da atividade osteocldstica e osteobldstica (Yachiguchi et al.,
2014), enquanto o E> estimulou ambas as atividades (Suzuki & Hattori, 2003). Por outro
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lado, a atividade dos osteoclastos (TRAP) nas escamas peixe dourado aumentou
significativamente no més de Abril, que € uma estacao reprodutiva em comparagdo com

o més de Outubro que é uma temporada nao reprodutiva (Azuma et al., 2007).

Os tecidos mineralizados em escamas de tildpias foi afetado pela sintese através da
atividade osteoblastica (ALP) pelo composto ftalato BBP, em ensaios de resposta longas
24 horas. Isso, levantamos a hip6tese de efeitos via recetores de estrogénios, dado que ja
se demonstrou a ligacdo deste composto a ERs ou GPERs na sintese da vitelogénese
devido a sua estrutura com anéis benzénicos se poder assemelhar a estrutura dos

estrogénios podendo, portanto, ligar-se aos ERs.

A dourada afetada durante a osteogénese indicaram que os osteoblastos em torno das
escamas em regeneracdo nos 7 a 10 dias foram maiores em tamanho e nimero do que
aqueles nas outras fases. Osteoblastos em todas as fases de escamas em regeneracdo
foram mais ativos, do que os das restantes escamas ontogénica. As escamas em
regeneracdo no 10° dia tiveram maior atividade osteoblastos. Além disso, verificou-se
que o ERs, mRNA foi expressa nas escamas em regeneracdo devido aos estrogénios
participam no crescimento e diferenciagdo dos osteoblastos em mamiferos. As escamas
em regeneragdo podem ser utilizadas como um modelo de osteogénese em vertebrados

(Yoshikubo et al., 2005).

A saudde reprodutiva de peixes-zebra macho (Danio rerio) em exposicao de 50 e 5000
mgkg ! DEHP causou alteracdes na propor¢io das células germinais em fases especificas
da espermatogénese e no testiculo incluindo redu¢d@o na propor¢ao de espermatozoides e
aumentando na propor¢do de espermatdcitos, sugerindo que o DEHP pode inibir a
progressdo de meiose (Tamsyn, Lewis, Filby, Paull, & Santos, 2010). De mesmo modo
que exposicdo a altas concentragdes de DEHP interrompe espermatogénese em peixe-
zebra adulto com consequente diminuicao da capacidade de fertilizar o6citos gerados por
fémeas ndo tratadas, induzindo paragem da mitose durante a espermatogénese
aumentando a fragmentacdo do DNA no esperma células, e reduzindo producdo de
embrido (até 90%) (Corradetti et al., 2013). Além disso, esses peixes sdo suscetiveis a
ocorrer preferencialmente em via de sinalizacio PPAR no testiculo e na sinaliza¢ao
estrogénica no figado (Tamsyn et al., 2010). Por sua vez, DEHP pode ndo ser um agente
causador de anomalias reprodutivas vistas em animais selvagens, pelo menos como
resultado da exposi¢do a curto prazo (Tamsyn et al., 2010). Isto implica que os sistemas
reguladores vitelogénese e equilibrio de Ca sdo integrados no nivel mecanistico ou
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enddcrino, e que E> provoca a mobilizagdo de Ca de uma grandeza adaptada as

necessidades das fémeas sexualmente amadurecido (Persson et al., 1994).

A combina¢ao de DEHP e Sulfonato perfluoro-octana (PFOS) em Oryzias melastigma, o
HSI dos peixes foram mais afetados do que em grupo exposto, somente a PFOS. O nivel
de mRNA de interleucina-1 beta (IL1B) foi regulado positivamente apds a exposi¢cdo em
combinacdo de DEHP e PFOS, fez altera¢dao da expressido dos genes (catalase (CAT),
glutationa peroxidase (GPx) e cluster de diferenciacdo 3 (CD3), nao afetou os niveis de
mRNA (Huang et al., 2015). Nos mexilhdes Mytilus galloprovincialis ALP mostrou,
variabilidade espacial e sazonal, em fémeas a concentracdes de ALP foi geralmente

superior do que em machos (Pereira, 2009).

As principais diferencas entre habitats de d4gua doce e marinhos os tamanhos tipicamente
menores dos sistemas de dgua doce e as diferengas espaciais e temporais na mistura e
transporte de particulas por forcas fisicas. Estas diferengas podem conduzir a diferencas
no tipo de poluentes presentes. Por exemplo, os rios podem mostrar um padrdo previsivel
nas caracteristicas dos poluentes (tamanho, forma, abundancia relativa), com base em
fontes de residuos (por exemplo doméstico vs. industrial) (Eerkes-Medrano, Thompson,

& Aldridge, 2015).

A combinag¢do de poluentes organoestanicos (TPT) e ftalatos (DEHP e BBP) no meio
aqudtico torna-se um risco ainda maior em concentragdes mais elevadas. Nos juvenis de
Oryzias melastigma, tratados com DEHP e perfluorooctanossulfonatos (PFOS),
verificou-se uma alteragdo do indice hepato-hepatica (HSI) desses peixes conduzindo a
toxicidade no figado (Huang et al., 2015). Em Oryzias latipes, DEHP e BBP provocaram
um atraso no tempo de incubagdo dos 6vulos, sem dependéncia da dose, mas estes
produtos quimicos ndo teviram efeito na taxa de eclosdo. Por sua vez, esses compostos
afetaram negativamente os embrides e as influéncias dos efeitos continuaram em fase
adulta. Além disso, os efeitos ndo pareceram estar necessariamente dependentes da dose
(Chikae, Hatano, et al., 2004). Em Oryzias latipes, o DEHP, o y- hexaclorociclohexano e
o0 E», influenciaram o aumento da taxa de mortalidade em grupos com maior concentragao
dos compostos, possibilitando distor¢do da razdo sexual, reducdo do indice
gonadossomatico (IGS) em peixes machos, efeito na maturacao sexual e mortalidade ou
propor¢ao entre os sexos (Chikae, Ikeda, et al., 2004). Os ftalatos (DEHP e BBP) alteram,
a expressao genética em peixes dos ambos os sexos (Rochman, Kurobe, Flores, & Teh,
2014).
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Nos peixes expostos a poluentes estrogénicos podem ocorrer alteragdes da diferenciacdo
sexual e neural, causando reversao sexual de machos e fémeas (McKenzie, 2011). Podem
também provocar alteracdo comportamentais em machos, que sdo essenciais para atrair
fémeas, reduzindo a probabilidade de reproduc¢do dos peixes (Bhandari et al., 2014), visto
que, estrogénios controlam muitos processos fisiolégicos em vertebrados femininos e
masculino, principalmente mediadas por ER (Pinto, Passos, Martins, Power, & Candrio,
2006). Estes produtos quimicos causam alteracdo sexuais principalmente pela sua
capacidade de agir como substancias com capacidade androgénica ou mais
frequentemente estrogénica, ligando-se a ERs (McKenzie, 2011). No meio aquético

inimeros compostos presentes em misturas complexas sdo disruptores endocrinos.

No entanto ainda ha pouca informagdo sobre as sensibilidades relativas dos diferentes
grupos de animais selvagens a esses produtos quimicos, portanto, existem falhas
importantes no nosso conhecimento sobre a importancia ecoldgica da desregulacao
enddcrina em animais selvagens (Ginani & Barboza, 2011; Lilley et al., 2012; Yost, Pow,

Hawkins, & Kullman, 2014).

Estes resultados sugerem que a exposicdo ambiental a estes compostos podera afetar a
homeostasia dos tecidos mineralizados em peixes, com possiveis consequéncias para a

sua saudde.

59



Capitulo 6 - CONCLUSAQO

60



CAPITULO 6 CONCLUSAO

6. CONCLUSAO

Dos resultados obtidos nesse trabalho, conclui-se que nas escamas de robalos e tildpias,
ha expressao dos genes dos recetores estrogénicos nucleares (ERa, ERfa e ERBb) e do
gene do recetor membranar GPER. Por sua vez, o gene do recetor nuclear ERa, foi o
gene mais expresso nas escamas de robalos, enquanto ERBb, ERa ¢ GPER sdo menos
expressios. Nas escamas da tildpia, os recetores nucleares ERBa e ERBb foram os mais

eXpressos.

Quanto ao efeito dos disruptores enddcrinos estrogénicos, conclui-se que 0os compostos
organoestanicos (TPT) e os compostos ftalatos (DEHP e BBP) afetam a reabsorc¢ao e
deposicdo do Ca nas escamas de robalos e das tildpias através da modificacdo das

atividades osteoclastica e osteoblastica.

O TPT nao afetou a reabsorcao do Ca da matriz das escamas de robalos e tildpias afetando
apenas a deposi¢ao do Ca na componente organica da matriz nas escamas de robalos na

concentracio (10 M) no periodo de resposta curta (30 min).

No caso dos compostos ftalatos, verificou-se que DEHP reduziu a reabsor¢do do Ca da
matriz dos robalos em periodo de resposta curta (30 min) e em periodos de resposta longa
(24 h), na concentragdo 10® M, ndo afetando a reabsor¢do do Ca da matriz das escamas
de tilapia. Este composto nao alterou a deposi¢ao do Ca em robalos ou tildpias. Por outro
lado, o BBP ndo afetou a reabsorc@o do Ca em escamas de robalos e nem das tildpias em
nenhum dos tempos dos ensaio, enquanto nas escamas de tildpias, em periodo de resposta

longa, reduziu a deposi¢do do Ca na matriz.
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8. ANEXOS

8.1. Anexo 1 — Preparacao das solucoes

Meio MEM suplementado com antibiédtico (diluicao 1:100)

Na camara de fluxo laminar, em um tubo falcon estéril, adicionou-se a solucido de
penicilina+estreptomicina (100 U/ml) ao meio MEM. Foi guardado a 4°C até ser usado.
(ex.: para 50 ml de meio, adicionar 500 pul de antibidtico a 49,500 ml de meio MEM).

NaOH 2 M (50ml)
Pesou-se 4 g de NaOH, diluido até 50 ml em H»O elix.

TRAP Buffer

0,1 M Acetato de s6dio 4 pH 5,3 e 20 mM tartrato de sddio potdssio, constitui-se a
solucdes stock usadas para a preparagdo da solugdo de trabalho:

1 M Acetato de sédio pH 5,3 (50 ml):

Pesou-se 4,1 g e diluido até 25 ml de H2O elix, o valor de pH foi ajustar com HCI 10% e
perfazeu-se até 50 ml com H>O elix.

1M Tartrato de sédio potassio (50 ml):
Pesou-se 14,1 g e foi diluido até 50 ml em HO elix.

TRAP Mix — Solugdo stock
0,1 M acetato de sédio pH 5,3; 20 mM tartrato de sddio potassio; 80mM pNPP

Ex: Para preparar 15 ml stock TRAP Mix: Foi pesado 0,554 g pNPP e dissolveu-se em
15 ml de TRAP Buffer para obter uma concentragado final de 80 mM.

Depois preparar aliquotas de 1,1 ml e armazenar em tubos revestidos de papel de
aluminio, a -20°C.

TRAP Mix - Solu¢do de trabalho

A solucdo de trabalho foi preparada sempre a fresco, para isso, foi colocada: 0,1 M
Acetato de sédio pH 5,3; 20mM tartrato de s6dio; SmM pNPP).

Como exemplo, para preparar 16 ml (concentracdo final de pNPP =5 mM): foi adicionado
1 ml da solucdo STOCK de TRAP Mix a 15 ml de TRAP Buffer.

Solu¢ao stock para a curva padrao da atividade enzimatica da TRAP
Solucdo 10 mM de pNP (10 ml):
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Pesou-se 0,01391 g de pNP e adicionou-se 10 ml de 0.1 M de acetato de s6dio pH 5.3-
Podes ser guardar a 4 °C pelo periodo maximo de 1-3 meses.

ALP Buffer
0,1 M Tris HCI pH 9,5
1 mM cloreto de magnésio

0,1 mM cloreto de zinco

Solucao stock usadas para a preparacao da solucao de trabalho:

1 M Tris HCI pH 9,5 (50 ml):

0.96 g de Tris HCl e 5.32 g de Tris Base

25 ml de H>O elix, ajustar o pH com NaOH 1M e perfazer com H>O elix até 50 ml

1 M Cloreto de magnésio (50 ml):
Pesar 10.17 g
50 ml de H>O elix.

0.1 M Cloreto de zinco (50ml):
Pesar 0.68g.
50 ml de H2O elix.

ALP Mix - 80mM pNPP
0,1 M Tris HCI pH 9,5;
1 mM cloreto de magnésio;

0.1 mM cloreto de zinco

80mM pNPP - STOCK

Para preparar 15 ml da solu¢ao 80 mM: Foi usado 0,554 g pNPP, 15 ml de ALP Buffer
para obter uma concentrac¢do final de 80 mM. Preparou-se aliquotas de 1,1 ml e armazenar
em tubos revestidos de papel de aluminio, a -20°C.

ALP Mix - 5SmM pNPP
0,1 M Tris HCI pH 9,5;
1 mM cloreto de magnésio;

0.1 mM cloreto de zinco;
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SmM pNPP - Solucio de trabalho

Por exemplo para preparar 16 ml da solu¢do com a concentracdo final de pNPP 5 mM,
foi usou-se 1 ml da solugdo STOCK de ALP Mix e 15 ml de ALP Buffer.

Para a cursa da atividade enziméatica ALP, foi usado 0,1 M Tris HCI pH 9,5; 1 mM cloreto
de magnésio e 0.1 mM cloreto de zinco.

Soluc¢ao 10 mM de pNP (10 ml):
0,01391 g de pNP
10 ml de ALP Buffer

Guardar a 4°C pelo periodo maximo de 1-3 meses.

Diluicao dos compostos

Composto organoestanico (TPT)

Para prepara a solucio de 102 M TPT, deliu-se 4 ul da solucdo TPT em 996 ul da solucdo
4cido tetrahidrofélico (THF), obtendo a solugdo base de trabalho (TPT 102 M).

Composto ftalatos (DEHP e BBP)

Para prepara a solucio de 102 M DEHP, deliu-se 3,965 ul ~ 4 ul da solucio DEHP em
996 ul da solugdo do solvente Dimetilsulféxido (DMSO), obtendo a solucdo base de
trabalho (DEHP 1072 M).

Para prepara a solugio de 102 M BBP, deliu-se 2,84 ul ~ 3 ul da solu¢io BBP em 997 ul
da solucio DMSO, obtendo a solugio base de trabalho (DEHP 102 M).
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