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Resumo

Os estudos sobre os quimicos com efeitos de disrupcao enddcrina (EDCs) tém vindo a
aumentar devido aos efeitos nocivos sobre os ecossistemas. O peixe-zebra (Danio rerio) é um
modelo animal utilizado nos estudos toxicoldgicos quer durante o desenvolvimento como na
fisiologia adulta.

Em estudos prévios foi demonstrado que os compostos quimicos loxinil (I0X) e
Diethylstilbestrol (DES), em concentracdo micromolares, e abaixo dos niveis minimos de
seguranga, sdo capazes de alterar a morfologia cardiaca e desregular o eixo Hipotdlamo-
Pituitaria-Tiroide (HPT). Neste estudo pretendemos observar se 0 mesmo ocorre em animais
adultos. Tendo em conta que a fungdo cardiaca é fundamental para o desenvolvimento e a
homeostasia da glandula da tiroide € inquirido como o subdesenvolvimento da tiroide afeta o
eixo HPT.

Foi observado que o composto quimico DES em peixes-zebra juvenis ndo alterou a
morfologia cardiaca. No entanto, a analise da expressao génica indicou uma parente alteracao
nos genes relacionados com a homeostasia do célcio que podera encontrar-se afetada. Houve
uma alteracdo ao nivel da area e dispersao dos foliculos ao longo da aorta, onde foi notério um
aparecimento anormal de foliculos. Foi também observada uma inibigcdo na expressao génica
da tiroglobulina (Tg) e da tirotropina (TSH), mostrando que o DES tem impacto sobre a
regulacdo do eixo HPT.

No caso do composto quimico 10X, este teve um impacto ao nivel da morfologia
cardiaca levando a um aumento do volume do ventriculo em paralelo com um aumento da area
dos foliculos da tiroide. A andlise génica demonstrou que houve uma aparente alteracdo de
expressdo dos genes Notchlb e Chrn3b. A expressdo da Tg permaneceu igual, no entanto a
expressdo da TSH demonstrou uma aparente diminuicdo da expressdo. Estas evidéncias
sugerem que o 10X em peixe-zebra juvenil afetou o funcionamento do coracao e o eixo HPT.

Em conclusdo, ambos os quimicos afetaram o eixo HPT, embora de modo diferente

confirmando a capacidade de se comportarem como EDCs.

Palavras-chave: loxynil, Diesthylstilbestrol, Peixe-zebra, Tiroide, Eixo HPT, EDC.



Abstract

There is an urgency to study endocrine disruption chemicals (EDCs), due to their broad
dispersion in the environment and negative effect on humans, animals, and ecosystems. The
use of live vertebrate models to study the biological and structural function of the cells and
tissues affected by pollutants helps to comprehend in detail the molecular and cellular events
triggered by these chemicals. The zebrafish (Danio rerio) is an outstanding animal model for
toxicological studies. It presents all vertebrate characteristics allowing for a detailed
comprehension of the EDC may have in human health both during development and adult
physiology. Chemicals such as the herbicide loxynil (I0X) and the steroid drug
Diethylstilbestrol (DES) are commonly present in agricultural and veterinary use, and
discarded as wastewater to the environment, they have a low solubility and a high
bioaccumulation being important to understand the impact they have in the ecosystems.

In previous studies it was reported that 10X and DES have impairment effects on the
embryonic development of the heart, vasculature, and thyroid gland in zebrafish. Those studies
describe that effects of these chemicals in zebrafish embryos in micromolar levels are capable
of altering the cardiac and vascular physiology and have the potential to indirectly impact the
endocrine regulation of the thyroid. Transcriptome analysis also observed that these low
concentrations of chemicals have the capacity to alter the expression of endothelial genes.
These evidences suggest that low micromolar levels are not safe and might impact the
environment.

The aim of this study was to understand the effect of 10X and DES in micromolar
concentrations can have in juvenile cardiac morphology and function. Previous evidence shows
that cardiac function is fundamental to the homeostasis of the thyroid gland. Therefore, it is
interrogated how changes in cardiac morphology/function can impact in the sub-development
of the thyroid that in turn affect the HPT axis.

DES chronic exposition in the juvenile did not lead to an alteration of cardiac
morphology and likely its function. Although gene expression analyses indicated that the
calcium physiology showed some alterations. It was observed an alteration in the dispersion of
thyroid follicles alongside the aorta, where is evident an abnormal development of the follicles
in areas far posterior and anterior of the normal development area. It was also observed an
apparent decrease in Tg and TSH gene expression, suggesting that this steroid chemical might

have direct impact on HPT-axis homeostasis.



In case of 10X this had an impact on the juvenile zebrafish cardiac morphology, leading
to increased ventricle volume in parallel with an increase of the thyroid follicles. Analysis of
gene expression demonstrates that 10X exposition leads to an alteration on the cardiac genes.
Likewise, thyroglobulin (Tg) expression was in even levels though there is a low expression of
thyrotropin (TSH). This evidence suggests that 10X in juvenile zebrafish had impact on the
heart and consequently on the HPT system.

To summarize: (1) micromolar levels of 10X affect the cardiac system, increasing
ventricle volume and indirectly impacted the thyroid follicles morphology and HPT axis; (2)
the mechanism by which DES acts was not so clear. Nonetheless, it affected the thyroid field
size, thus being capable of interfering with the HPT axis homeostasis; (3) these chemicals are
capable of disrupting the endocrine function of the thyroid in juvenile zebrafish, in
micromolecular levels, lower concentrations than those permitted by law. Overall, both

chemicals have EDC potential albeit with different mechanisms.

Keywords: loxynil, Diesthylstilbestrol, Zebrafish, Thyroid, HPT-axis, EDC.
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1. Introducéo

1.1. Importancia do estudo

As hormonas da tiroide (HTs) tém efeitos sobre o desenvolvimento, crescimento,
metabolismo e homeostasia dos vertebrados. Estas hormonas tém impacto sobre a
embriogénese e o desenvolvimento pds-natal, que sem tratamento pode levar ao cretinismo
(disfungdo cerebral irreversivel) e nanismol. As HTs tém assim um papel importante na
homeostasia dos vertebrados e a prevaléncia de problemas associados ao sistema enddcrino
leva a uma urgéncia de compreender os mecanismos de desregulcdo®. A existéncia de
compostos quimicos antropogénicos levam ao desenvolvimento de doencas, tal como

obesidade, hipertiroidismo e hipotiroidismo®.

1.2. Biogénese e regulacdo central do eixo Hipotalamo-Pituitaria-Tiroide

O sistema enddcrino da tiroide encontra-se envolvido em todas as fases de vida dos
vertebrados. A sua regulagdo encontra-se intimamente ligada ao sistema nervoso central. A
informacdo externa e interna € processada pelo cérebro este regula a secrecdao de hormonas de
acordo com variados estimulos (temperatura externa, fotoperiodo, metabolismo basal e
secrecdes quimicas de tecidos da periferia).

Em humanos, o eixo Hipotalamo-Pituitaria-Tiroide (HPT) comeca pela sintese de
hormona libertadora de tirotropina (TRH), e esta é sintetizada no hipotdlamo. A TRH é
entregue nos tirotrofos (células enddcrinas) que se situam na glandula pituitaria anterior e
estimula a sintese e a libertacdo da hormona estimuladora da tiroide ou tirotropina (TSH). A
TSH é libertada para a corrente sanguinea e regula a atividade da tiroide, ligando-se aos
recetores da superficie dos foliculos e estimulando a entrada do iodeto (I"). Este, vai iodar 0s
residuos tirosil da tiroglobulina (Tg). A partir da Tg disponivel no coloide dos foliculos sdo

produzidas as iodotironinas: tiroxina (T4) e pouca 3,5,3 -triiodotironina (Ts) (Fig. 1.1)%



Os foliculos possuem uma estrutura esférica de interior acelular e com um poder redox
muito elevado*. A Tg sofre alteragdes de conformacdo dentro de vesiculas especificas
localizadas na célula folicular da tiroide. Que depois é transportada por exocitose para o
coloide, onde é armazenada perto das paredes do mesmo. O iodo oxidado liga-se
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Figura 1.1 Regulacdo da T4/T3 tém sobre o cérebro e no eixo hipotadlamo-pituitéria-tiroide (HPT) e a producéo
de TRH e TSH. Imagem retirada de Brent, G. A. (2012).

covalentemente a Tg, originando maioritariamente T4. As células da tiroide respondem
rapidamente as alteracdes de concentracdo de TSH que regula a quantidade de Tg produzida.
As hormonas T4 e T3 sdo mantidas no coloide, ligadas ao polipéptido da Tg (estrutura molecular
das HTs Fig. 1.2)*. E apds complexas reacdes, as hormonas T4 e T3 sdo libertadas da Tg com
0 auxilio de enzimas proteoliticas. As HTs sdo secretadas para o sangue com o auxilio da
proteina transportadora de monocarboxilatos (MCT). Este processo ocorre na zona epitelial das
células da tiroide (Fig. 1.3)°. A glandula da tiroide, contém uma rede de capilares que rodeia
cada foliculo providenciando uma libertagdo continua de hormonas no sistema vascular®.
MutacOes associadas a estes transportadores podem levar a alterages na regulago das HTS®.
As hormonas sdo transportadas no sangue por proteinas especificas como a globulina
de ligacdo a tiroxina (TBG) (75% em humanos), transtiretina ou proteina transportadora de Ts
(TTR) (15%), e as restantes HTs ligam-se a albumina. A TBG é a proteina com maior afinidade
pela T4, e pertence a classe de proteinas de ligacédo do cortisol. As hormonas que se encontram
sobre a forma livre estdo diretamente disponiveis para a metabolizagéo das células. Esta forma

de associagio das hormonas a uma proteina é um método eficaz para a reserva das mesmas®.



Na corrente sanguinea, a T4 € transportada para o figado e os tecidos periféricos para
ser convertida em Tz ou T3 reversa (rT3) com o auxilio das deiodinases. Tz € a forma da
hormona ativa e a rTs é a forma inativa’. A T4 regula a libertagdo de TSH e TRH através do
mecanismo de feedback negativo®. Quando presentes em concentrages elevadas, estas
suprimem a libertacdo de TRH e TSH, reduzindo a producéo de HTs. As hormonas da tiroide
sdo inativadas através da sulfatacdo pelas sulfotransferases do figado, ou pela glucorinacéo

pela UDP-glucuroniltransferase, sendo por fim expelidas através da urina ou pelo trato
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Figura 1.2 Estrutura das moléculas da tiroxina ou 3,5,3”,5’-tetraiodotironina (T4) e da triiodotironina (T3) e a
reverse T3 (rTs) uma isoforma de Ts. Imagem retirada de Brent, G. A. (2012).

intestinal®.

A T3 é a hormona biologicamente ativa e regula processos genéticos como: glicolise,
lipogénese, proliferacdo celular, apoptose e interfere com genes relacionados com a producao
de insulina, imunidade celular, estrutura da matriz extracelular, arquitetura da célula e funcao
mitocondrial®. As HTs regulam os processos metab6licos no organismo essenciais para o
crescimento e homeostasia do individuo. Os niveis hormonais no organismo estdo diretamente

relacionados com o peso e com a energia gasta.

1.3. Sinalizacéo celular das Hormonas da Tiroide

As HTs tém um papel importante na regulacdo de genes. As HTs entram nas células-
alvo com o auxilio de transportadores membranares especificos. Os transportadores organicos
i0nicos sao capazes de transportar diferentes iodotironinas como as HTs. Os niveis de HTs nos
tecidos nem sempre representam os niveis de hormona total no organismo. Estes niveis de HTs

no tecido sio determinados pelas deiodinases®.



A pro-hormona T4 necessita de ser convertida em Ts, e este processo é feito através de
uma familia de enzimas denominadas de deiodinases. A T3 liga-se aos recetores nucleares da
tiroide das células, regulando diretamente todo o processo de transcricdo de genes alvo
(Fig.1.4). In vitro foi observada a ligagdo T4 aos recetores da hormona da tiroide (TRS) em
concentragdes farmacoldgicas, no entanto, in vivo 0os TRs possuem uma maior afinidade pela
T2°

Existem duas enzimas ativadoras: Deiodinase | e 11 (D1 e D2) e outra responsavel pela
inativacdo da Ts: Deiodinase Il (D3). Ao longo do desenvolvimento do individuo, estas
diferentes enzimas sdo expressas em diferentes tecidos'®. As deiodinases possuem um papel
crucial na regulacdo dos niveis intracelulares de T3 e sdo enzimas membranares localizadas na
zona distal do Golgi, e sdo responsaveis pela remogéo do iodo das iodotironinas®.

A Tz interage diretamente com 0s recetores da hormona da tiroide (TRs). Os TRs
pertencem a superfamilia dos recetores hormonais nucleares*! e contém um dominio de ligagéo
ao DNA e um dominio terminal COOH, que medeia as interacbes de ligacdo com o0s
coativadores (CoA) e os corepressores (CoR)°. Os TRs ligam-se diretamente a0 DNA e
reconhecem sequéncias muito especificas denominadas de elementos de resposta & hormona
da tiroide (TRE) e que se encontram nos promotores dos genes alvo'l. Complexos de T3-TR
ligam-se aos TRE, durante este processo, 0s CoR e 0s CoA sdo recrutados ou removidos. Estas
interacBes causam alteracfes na conformacdo da cromatina, através da acetilacdo e da
deacetilacdo das histonas (compactacao e libertacdo da estrutura da cromatina), permitindo
regular o acesso da maquinaria transcriptional aos genes alvo (Fig. 1.5). Os TRs promovem ou
inibem a transcricdo de genes alvo das HTs'!. Na auséncia das HTs pode ocorrer ligacdo dos
TRs aos TREs e existir uma inibicdo da transcri¢do basal. A diferenga no comprimento de
sequéncias especificas ajuda a determinar onde é que um CoR ou um CoA se liga aos TRs.

(Resumo geral dos mecanismos das HTs Fig.1.3).
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Figura 1.3 Esquema da sinalizacéo geral da Hormona da Tiroide numa célula.

T, é libertada pela glandula da tiroide em resposta a TSH secretada pela pituitaria que por sua vez é regulada
pela TRH do hipotalamo. T4 pode sinalizar via extracelular pela interacdo da integrinaavfs numa acéo ndo
genomica. Apos a entrada da T na célula pelos recetores esta é convertida a Ts pelas deiodinases. As
deiodinases ndo so ativam a T4 como também podem inativar a T4 e Tstransformando-as em rTz e 3°-Ta. T
liga-se a0 TR no nicleo em que heterodimerizam com o RXR e controlam a transcricdo dos genes alvo.
Imagem adaptada de Braun, D. & Schweizer, U. (2018).



1.4. Desenvolvimento do sistema cardiaco e o seu efeito sobre a organogénese

da glandula da tiroide

O coragdo é um orgao de grande importancia que regula a homeostasia de variados
6rgdos. O batimento cardiaco irregular esté relacionado com o tempo de vida de um individuo.
O batimento cardiaco é um forte indicador da mortalidade vascular independentemente de
outros fatores de risco como hipertensdo, diabetes ou tabaco. O batimento cardiaco determina
o fluxo coronario sanguineo e o0 consumo de oxigénio no miocardio. Pode ocorrer que a
estimulagéo irregular do miocardio pode impor stress sobre a vasculatura arterial*2,

No coragdo, cada camara serve como uma subunidade funcional, e é reconhecido que
as proporcOes relativas das camaras cardiacas sdo constantes em condicBes fisiologicas
normais*®. Quando existe uma falha na homeostasia do corpo, os 6rgos tendem a compensar
ou a alterar o seu funcionamento para atingir um equilibrio homeostatico*.

A alteracdo da expressdo de genes relacionados com o desenvolvimento e o batimento
cardiaco demonstram uma resposta dinamica, apresentando alteracdes ao nivel da morfologia
cardiaca. Padrdes importantes nos estudos toxicoldgicos, demonstram a forma intrinseca de
como os fatores epigenéticos influenciam a morfogénese do coragio®. Os problemas
associados ao desenvolvimento cardiaco tém impacto sobre a tiroide, que leva a entender que
existe um contato préximo tanto fisico como molecular entre a tiroide e o saco adrtico'®.

Estudos comparativos em diversos vertebrados realcam a ideia de que a morfologia e o
desenvolvimento cardiaco tém impacto sobre o desenvolvimento da tiroide!’. Quando o
coragdo assume a sua posicao final durante o desenvolvimento embrionério, este determina a
localizacdo da glandula na zona faringea. Esta hipdtese é fundamentada nos foliculos ectopicos
encontrados perto do coracédo e da aorta, em condicdes patologicas e em organismos como 0S
ratos e os peixes-zebral’. Também existem evidéncias de malformacGes cardiacas que tém
impacto sobre a morfologia da tiroide!®. Dados como estes sugerem que a dependéncia da
morfogénese da tiroide consoante o desenvolvimento das artérias adjacentes € um mecanismo
conservado que liberta de forma eficiente as HTs?.

Em rato e peixe-zebra foi demonstrado que as artérias definem a posicdo da glandula
da tiroide durante o desenvolvimento!®. Este processo ocorre durante o desenvolvimento do
tecido da tiroide e depende do estimulo das células ectopicas vasculares, um estimulo nédo
autbnomo. Em peixes-zebra é possivel observar que 0s vasos sanguineos adjacentes a aorta
ventral, na zona faringea, determinam a localizacéo do tecido da glandula da tiroide. E também

essencial a presenca de células endoteliais para um desenvolvimento correto da tiroide!®. Foi



também identificado em outros teledsteos como a truta?® que o desenvolvimento da tiroide esta
intimamente ligado com o desenvolvimento tardio da aorta ventral na vida adulta do individuo.
No caso dos ratos, é considerado que as artérias carotidas sdo capazes de ter o mesmo papel
que a aorta ventral em peixes-zebra na morfogénese da tiroide®.

Nestes estudos é evidente que a funcdo do coracdo tem impacto na tiroide. Foi
observado que 0s compostos quimicos como o Diethylstilbestrol (DES) e o loxinil (I0X)
afetam a relacdo entre o desenvolvimento do érgdo cardiaco e da tiroide em embriGes peixes-
zebra. E observada uma alteragdo no batimento cardiaco durante a segunda fase do
desenvolvimento, que por sua vez tem impacto sobre o desenvolvimento da tiroide, reduzindo
o campo dos foliculos ao longo da aorta®-??, Embora existam alguns estudos, ainda ndo foi
aprofundado como é que as alteragdes no sistema cardiaco podem impactuar a regulacdo e a
morfologia da tiroide em peixe-zebra juvenil e, sendo este um ponto a focar neste estudo.

Mas, tal como o coracdo afeta o desenvolvimento da tiroide, o contrario também ocorre.
As HTs tém efeitos sobre a periferia do sistema cardiovascular e em particular no miocardio.
A hormona da tiroide ajuda na regulacdo da resisténcia vascular, do output cardiaco, do
batimento cardiaco e da pressdo sanguinea®. O coracio depende da T3 em circulagéo, pois nos
cardiomidcitos a atividade da enzima D2 € inexistente. As a¢Ges gendmicas da Tz resultam
quando esta se liga aos TRs. O seu efeito genémico é duradouro apesar de lenta atuagdo 23,
Todas as isoformas de TRs sdo expressas nas células endoteliais dos vasos sanguineos em
condigdes fisioldgicas normais.

O sistema cardiovascular responde a minimas, mas persistentes mudancas, nas
alteracdes dos niveis de HTs. O aumento ou diminuicdo da acdo da tiroide nos pathways
moleculares do coracdo podem alterar o estado cardiovascular. Estes estados estédo associados
a alteracOes da taxa de batimento cardiaco, do aumento da sistole ventricular esquerda (VE) e

do aumento da funcdo diastdlica.



1.5. Funcdo cardiaca, hipotiroidismo e hipertiroidismo

Hipotiroidismo: E definido por niveis elevados de TSH na presenca de niveis normais
de HTs livre. Nos individuos com hipotiroidismo existem mudancas na funcdo metabdlica e
nos Orgaos. A taxa cardiaca e pressdo sanguinea sdo normais, no entanto, existem
anormalidades significativas no sistema parassimpético nervoso, havendo um crescimento da
hipertensdo sistematica®*. As complicacdes reconhecidas sdo: a disfuncdo diastdlica no
ventriculo esquerdo (VE), caracterizado pelo relaxamento lento do miocéardio e o enchimento
precoce da cavidade ventricular, tanto no descanso como em esforco. As HT tém impacto sobre
a expressdo genética dos cardiomidcitos, alterando o impulso e o ritmo cardiaco. Estas
alterac6es podem levar a desregulacdes cardiacas afetando a morfologia do coracéo e o sistema
cardiovascular que pode levar ao enfarte do miocardio?*. Em animais, uma concentragio baixa
de T3 esté associada a uma contragéo cardiaca debilitada e a alteracdo de expresséo de genes —

caracteristica do hipotiroidismo?*.

Hipertiroidismo: Caracterizado pela inibicdo ou decréscimo dos niveis de TSH na
presenca de niveis elevados de HTs. As irregularidades encontradas sdo: a prevaléncia de
arritmias supraventriculares e o aumentado de massa muscular no VE devido ao espessamento
da parede cardiaca. Também foi observado que a funcéo sistolica aumenta subtilmente e com
este aumento existe uma debilitacdo diastolica que se deve ao relaxamento lento do miocérdio.
Estas alteracdes cardiacas também envolvem a reducdo da performance fisica que leva ao
aumento do risco de mortalidade cardiovascular. A hipertrofia do VE é causada pela duracao
do hipertiroidismo e ndo pela circulacdo de HTSs, através da alteragdo intracelular do célcio.
Estas mudangas sio todas reguladas pelas HTs ao nivel da expressdo de genes cardiacos?*.



1.6. Disrupcao enddcrina da tiroide

Recentemente, a sensibiliza¢do publica tem aumentado face ao impacto negativo dos
poluentes na saiude humana e no ambiente?®. Variados problemas de salde tém sido
relacionados com a exposicdo de contaminantes antropogénicos. Estes compostos quimicos
que afetam o funcionamento do sistema enddcrino sdo denominados de disruptores enddcrinos
quimicos (EDCs). EDCs sdo agentes exdgenos que interferem com a producdo, libertagéo,
transporte, metabolizacdo ou ligacdo de hormonas naturais no corpo. Estas encontram-se
responsaveis por interferir na homeostasia e regulacdo dos processos de desenvolvimento,
podendo ter efeitos prejudiciais™®.

Os teletsteos e os anfibios sdo animais modelo com desenvolvimento similar ao dos
vertebrados superiores, e permitem observar como € que compostos quimicos podem
influenciar negativamente o eixo HPT. Estes animais modelo tém a maior parte do seu ciclo de
vida num meio aquético, estando expostos de forma constante aos diferentes compostos
quimicos toxicos sollveis?®. Os EDCs conseguem interferir e alterar os niveis de HTs no
organismo, interferindo com o eixo HPT e outros mecanismos a downstream* (modificam as
HTs em circulacdo, a expressdo de TSH e a biodisponibilidade de HTs, interferindo com a
ligacdo das hormonas e com as proteinas TTR e as deiodinases?®’). Esta interferéncia leva a uma
compensacéo no organismo*. Alteracdes hormonais como estas estdo comprovadas que podem
levar a um retardamento no crescimento em teledsteos?®,

Compostos quimicos provenientes da agropecudria sdo fontes de contaminacdo da agua.
Esta contaminacdo € realizada através de escoamentos, deposi¢do atmosférica ou escorrimento
para lencois freaticos. O impacto que os pesticidas e herbicidas tém sobre o eixo HPT ainda foi
pouco estudado 2°.

loxinil e o Diethylstilbestrol sdo dois compostos quimicos com potencial de EDC sobre

a tiroide e estudos recentes tém vindo a ilustrar os problemas associados com a sua exposi¢ao.



1.7. Diethylstilbestrol

O Diethylstilbestrol (DES) (Fig. 1.4), € um medicamento estrogénico nao esteroide,
cuja molécula é composta por dois grupos hidroxilos que sdo muito semelhantes ao do estradiol
(hormona natural do corpo humano). O potencial de disrupcdo enddcrino desta molécula é
elevado. Embora atualmente em desuso, nos anos 70 existiu uma polémica relacionada com a
sua administracdo. Foi relacionado o uso do composto quimico com o aparecimento de cancro
em humanos. Foi inicialmente usado como terapia hormonal para mulheres que possuiam um
historial de abortos e este composto quimico ajudava na regulacdo da menopausa. Foi também
um suplemento estrogénico administrado para tratar o cancro da prostata e o cancro da mama.
O DES ¢ administrado por via oral, via OH
topica ou por injecdo. Sendo um
estrogénio ndo esteroide, comporta-se
como um agonista aos recetores de
estrogénio®. O DES ¢é conhecido por ter HO
varios efeitos secundarios como a criagdo  Figura 1.4 Estrutura Molecular do Diethylstilbestrol
de coagulos no sangue e problemas (DES) retirada de Wikipédia, 2019.
cardiovasculares®.

Estudos demonstraram que varias geracdes familiares expostas ao DES foram afetadas
negativamente com cancros em mdltiplos 6rgdos. Concluindo que o DES tem um impacto ao
nivel epigenético levando a alteracdes ao nivel da expansio das células germinais®!. Apesar de
proibido em humanos € ainda usado na area da agropecuaria. A sua solubilidade é de 12 mg/L
na agua, mas é bastante solGvel em alcool, éter e cloroférmio®2. A utilizagdo do DES no uso
veterinario e na agropecuaria pode resultar no escoamento para as aguas residuais. Sem a
remocdo apropriada deste farmaco, este acaba por se infiltrar nos rios ou nos lencdis freaticos
e que pode afetar outros seres vivos nomeadamente 0s organismos agquaticos.

A interacdo do quimico DES com a TTR ja foi testada em Rana, Xenopus®, codorniz**
e galinha®, onde foi observada uma afinidade elevada pela molécula, sendo capaz de competir
com o local de ligagdo com a Ts. Esta evidéncia é uma indicagdo de como o quimico pode
causar disrupcdo enddcrina em peixes-zebra.

Em estudos realizados em Xenopus foi observado que o DES em concentracGes altas
(200 nmol/g de peso) tem impacto sobre a homeostasia das HTs in vivo®. No caso dos
teledsteos, concentragdes micromolares de DES e 10X foram capazes de alterar indiretamente

o desenvolvimento da tiroide, atuando sobre o sistema cardiovascular?*?2, Um exemplo destes
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estudos foi aplicado em dourada e foi demonstrado que o quimico DES teve impacto sobre a

estimulacéo dos foliculos da tiroide, da pituitaria e das deiodinases®’.

1.8. loxinil
O loxinil (I0X), também conhecido como Bentrol, é um herbicida fendlico usado com
0 objetivo de inibir a fotossintese e atua sobre o fotossistema Il1. Também impede a fosforilacado
oxidativa nas plantas daninhas®. E um herbicida comumente usado na Europa e na Asia. A sua
férmula quimica contém dois iGes de iodo ligados a um anel aromatico (Fig. 1.5). O uso do
loxinil como herbicida permite o escoamento para os lencgois freaticos ou rios, tendo impacto
sobre o ciclo da dgua. Tem uma solubilidade na dgua de 3034 mg/L, um valor com impacto
ambiental significativo. Estudos ecotdxicos mostram uma
acumulacdo bioldgica moderada deste quimico em peixes, |(!
como Colinus virgianus, Oncorhynchus mykiss, e existindo
também uma acumulacéo pouco significativa em mamiferos e
em aves®. A escala de Cramer (escala de preocupacio

toxicoldgica) coloca este quimico na classe 111, com um valor

OH
de preocupacdo elevado. A exposi¢do mais comum € a via de _
) ) ) Figura 1.5 Estrutura Molecular
ingestdo de comida contaminada®. do loxinil (I0X) retirada de

o : : s Wikipédia, 2019.
O quimico é conhecido por ser um disruptor enddcrino. P

Estudos feitos até a data comprovaram que o 10X in vitro tem

uma ligacéo de grande afinidade a TTR (como observado em dourada®®), competindo pelo local
de ligacdo com a Taz. E in vivo foi observado em diferentes vertebrados (truta arco-iris, sapo
touro, galinha, porco, ratazana e rato) a interacdo deste composto com diferentes proteinas
como lipoproteinas, albumina e TTR. Podendo assim interferir no transporte sanguineo das
HTs e ndo no interior das células®®.

Em Xenopus laevis®3¢, o 10X teve um efeito disruptor da tiroide, através de dois
mecanismos propostos: interferéncia na homeostasia da Tg no plasma e com o pathway das
HTs nas células. O 10X tem capacidade de suprimir a transcri¢cdo da Tz quando ligado as
histonas da cromatina®®.

Em dourada foi demonstrado o efeito in vivo do 10X sobre o eixo HPT, a pituitaria, 0s
tecidos da tiroide e a expressdo de deiodinases *’. Em embrifes de peixes-zebra e quando
expostos a concentracfes micromolares, este composto foi capaz de alterar o desenvolvimento

da tiroide, através do impacto sobre o sistema cardiaco?’. Mais tarde comprovou-se que este
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composto tem impacto sobre o ritmo cardiaco em embrides de peixe-zebra, que resulta na
alteracdo do desenvolvimento dos foliculos da tiroide??. Estes estudos demonstram o impacto
do quimico 10X como disruptor enddcrino da tiroide através do impacto que tem sobre o

desenvolvimento e fungéo cardiaca.

1.9. Teledsteos como modelo animal para o estudo da disrupcdo endocrina da
tiroide

Os teledsteos sdo um grupo muito diversificado e, na sua grande maioria, entre a fase
embriondria e adulta existe uma fase larvar. O desenvolvimento das larvas em animais juvenis
é denominado de metamorfose. A hormona da tiroide € essencial para esta transformacao, pois
regula esta fase do desenvolvimento.

O peixe-zebra ¢ um modelo animal de grande interesse para ensaios biomédicos.
Devido a clareza 6tica dos embrides, a sua rapida organogénese e manipulagdo genética torna
este organismo uma ferramenta Util para estudos biotecnolégicos e estudos de
desenvolvimento. O peixe-zebra tem uma elevada taxa de reproducdo, em que cada fémea tem
uma postura de 200-250 ovos. Os custos de manutencdo destes animais sdo relativamente
baixos. E reconhecido que o sistema nervoso, cardiovascular e digestivo sdo similares ao dos
mamiferos, criando um paralelismo entre estes organismos *X. O ciclo de vida dos peixes-zebra
é composto por cinco fases: ovo nédo fertilizado, embrido, estado larval, juvenil e por fim
adulto®.

Ao nivel do sistema cardiovascular o peixe-zebra tem o coracdo composto apenas por
um atrio e um ventriculo. Os mecanismos moleculares sdo semelhantes aos dos coracdes dos
vertebrados superiores. O coracdo do peixe-zebra consiste na sino venosa, seguida de duas
camaras cardiacas: o atrio e o ventriculo, seguido do bolbo arterioso. O sangue venoso é
bombeado pela aorta ventral até as guelras onde ocorre a oxigenacdo. A partir deste ponto o
sangue oxigenado é distribuido pelo corpo®.

Apdbs 48 horas pos-fertilizacdo (hpf) o peixe-zebra, possui um coracdo totalmente
desenvolvido, no entanto, consegue sobreviver durante uma semana sem um sistema
cardiovascular funcional. Tendo em conta esta vantagem o peixe-zebra € um organismo modelo
de grande interesse com inimeros estudos ao nivel do desenvolvimento cardiaco*.

O peixe-zebra comeca a expressar Tg antes da evaginacdo do primordio da tiroide do
epitélio faringeo apos 30 hpf. E ap0os 55 hpf é possivel observar-se uma diferenciacdo total da
glandula da tiroide. A glandula depois desenvolve-se com alongamento da maxilat. No peixe-

zebra ndo existe uma glandula perfeitamente encapsulada como nos tetrapodes. No entanto, 0s
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foliculos da tiroide tém a mesma morfologia, bioquimica e funcdo. No lumen dos foliculos é
iodada a Tg. O desenvolvimento da tiroide no peixe-zebra € geralmente comparado com o
desenvolvimento da tiroide nos restantes vertebrados.

Existe uma heterogeneidade na anatomia dos foliculos da tiroide nos peixes teledsteos,
estes foliculos possuem diferentes tamanhos e estados funcionais. Existe a hipGtese que 0s
foliculos estdo num ciclo de geragdo, maturagdo e decaimento ao longo do seu ciclo de vida®.
Os foliculos da tiroide sdo variaveis em tamanho, forma e localizacdo. No caso dos teledsteos,
a tiroide encontra-se dispersa nos tecidos conetivos ao longo da regido faringea, localizado
perto da aorta ventral®®.

A regulacgdo central dos niveis das HTs em peixes € semelhante a dos mamiferos. Nos
mamiferos este sistema é controlado pelo eixo HPT. Em teledsteos o papel do hipotdlamo ndo
esta definido, diferindo de acordo com a espécie*®. No caso do peixe-zebra a secre¢éo da
hormona TSH € regulada pelo fator de libertacdo de corticotropina (CRH) sintetizada no
hipotdlamo. Em peixes-zebra as HTs sdo importantes para a transicdo da fase de embrido para
a larvar e da fase larvar para a juvenil?®. Substancias que interferem com o desenvolvimento
normal dos peixes tém consequéncias sobre o fitness e a sobrevivéncia*’.

Para estes estudos é importante referir que existe um grande numero de técnicas e
ferramentas que permitem o estudo de disrup¢do de genes de interesse. Por exemplo, a técnica
por uso de morfolinos com oligonucledtidos de cadeia antiparalela permite uma réapida
disrupcéo de genes de interesse, especialmente no caso dos genes relacionados com o sistema
cardiovascular®*,

Assim o peixe-zebra € um modelo animal vertebrado de exceléncia para estudar in vivo

os efeitos de disruptores enddcrinos.
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1.10. Desenvolvimento e expressao de genes endoteliais

O tecido endotelial reveste o sistema vascular e € composto por uma Unica camada de
células endoteliais. O endotélio vascular é importante, pois encontra-se em sinergia com
diversos processos fisiologicos como o fluxo sanguineo, a manutencdo do sistema vascular, a
coagulacdo, trocas de nutrientes e o desenvolvimento dos o6rgdos. As células endoteliais
produzem uma variedade de substancias vasoativas, como a prostacilina e o 6xido nitrico
(importantes na vasodilatacdo). Estas células tém uma elevada importancia na angiogénese e
na vasculogénese. Quando ha o primeiro indicio de batimento cardiaco, inicia-se o0
desenvolvimento dos vasos sanguineos com a diferenciacdo das artérias, dos capilares e das
veias*,

Num estudo anterior, em embrides de peixes-zebra??, foi avaliado em células
endoteliais isoladas quais os efeitos dos compostos quimicos DES e 10X sobre o seu
transcriptoma. Estes compostos demonstraram afetar a regulacdo de genes endoteliais. Os
genes que se encontravam com a expressao alterada estdo relacionados com a funcéo de células
endoteliais, como a funcdo vascular, a fungéo cardiaca, a homeostasia do célcio, e outros genes.

Os genes relacionados com o sistema cardiaco em estudo sdo 0s seguintes:

e Acvrlbb (recetor de activina tipo 1Bb) — envolvido em processos que incluem mecanismos
associados com o recetor da activina, relacionado com a resposta ao estimulo celular do
fator de crescimento e a fosforilagdo das proteinas*;

e Adrbl (recetor adrenérgico 1) — e encontra-se envolvido na regulagéo da taxa de batimento
cardiaco e a regulacdo da atividade do recetor adrenérgico e com o batimento cardiaco,
influenciando a taxa de batimento e a contractilidade do 6rgdo cardiaco®;

e Cadmla (isoforma 3 da molécula de adesdo celular 1a) — e encontra-se envolvido no
desenvolvimento das células gliais e da retina, € um componente integral da membrana
celular®;

e Mybpc2a (proteina tipo C que se liga rapidamente a miosina) — € um fator crucial envolvido
na contragdo muscular®?;

e Notchlb (recetor notch 1b) — é previsto estar relacionado com a ligacao do ido calcio e na
sinalizagdo da ativacdo de recetores®®. Encontra-se envolvido em diversos processos,
incluindo na regeneracgdo das barbatanas, no desenvolvimento do sistema nervoso e no
desenvolvimento vascular. Os genes Notch sdo genes altamente conservados ao longo da

evolucdo animal®®. Estes recetores permitem a comunicagdo entre células adjacentes,
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regulam proteinas da membrana e as decisdes de diferenciacdo celular e crescimento das
células®;

Ptgir (recetor semelhante ao recetor da prostaciclina) — e encontra-se envolvido em diversos
processos como, a ativacdo do mecanismo do recetor acoplado a proteina G de ativacao da
adenilato ciclase e também encontra-se envolvido com a regulagdo negativa da proliferacao

do masculo liso e a regulagio positiva da concentragdo citosolica do ido calcio®.

A homeostasia do calcio tem uma importéncia singular na viabilidade das células do

miocérdio. Este catido é essencial para o funcionamento cardiaco, contudo em concentragdes

muito altas ou baixas pode levar a disfuncio e morte das células cardiacas®’. Os genes em

estudo sobre a homeostasia do célcio sdo os seguintes:

Cacnalda (subunidade alfa 1D do canal calcio tipo L dependente da voltagem) — é referente
a detecdo mecanica dos estimulos recebidos através do som, envolvido também no processo
neuromuscular do controlo do equilibrio, e na organizacéo sinaptica®;

Cacnalha (subunidade alfa 1H do canal calcio dependente da voltagem) — e encontra-se
envolvido em diversos processos como: importacdo dos ides de calcio e potencial de acéo
dos neurdnios®. Este gene esta relacionado com o canal de célcio tipo T, que nos mamiferos
€ expresso no coracdo. Também foi comprovado ser expresso nos cardiomiocitos do atrio
e do ventriculo dos peixes-zebra. E esta expressao é importante para o batimento cardiaco,
contribuindo para a despolarizagdo do pacemaker®®. Em mamiferos, quando a sua
expressdo aumenta, é responsavel por doengas como a hipertensao genética, a hipertrofia
cardiaca e a aterosclerose. Os canais de calcio sdo importantes para o controlo cardiaco no
acoplamento da contracio e excitacio do coragdo em peixes-zebra®®;

Cacng2b (subunidade gama 2b do canal calcio dependente da voltage) — é previsto estar
relacionado com processos como: a regulacdo positiva da transmissdo sinaptica glutamica;
a localizagéo da proteina no organelo®;

Calcr (recetor da calcitonina) — € um recetor endotelial que se conecta a adrenomedulina
(péptido vasodilatador), que se encontra intimamente envolvida com o desenvolvimento
cardiovascular®. Estudos funcionais revelaram que este recetor (como a diminuigio da sua
expressao) é importante no desenvolvimento vascular e na angiogénese, que inclui a atrofia
do entroncamento da aorta, o retardamento do desenvolvimento intersomitico dos vasos, e

a falta de circulacio sanguinea®® %,
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Os outros genes observados com expressoes alteradas sdo:

Chrnb3a (recetor colinérgico, nicotinico, polypeptide beta 3a) — este pertence a uma
superfamilia de recetores de acetilcolina (neurotransmissor) e € um gene ortélogo do
CHRB3 humano. Este recetor esta relacionado com o transporte de iGes transmembranares
e processos relacionados com o sistema nervoso®. Estes recetores estdo envolvidos com a
transmissdo sinaptica de impulsos elétricos, que estimulam ndo sé o movimento dos
musculos do corpo como os musculos cardiacos®®. Quando existe acetilcolina em baixas
concentragdes, existe 0 aumento do batimento cardiaco®” %, Existem evidéncias®® " da
relacdo intima da acetilcolina com o batimento cardiaco, por exemplo a exposi¢do ao
quimico diazinon teve impacto sobre a taxa cardiaca em embrides de peixe-zebra’.
Mhcllia (hemocromatose hereditaria) — e encontra-se envolvida na resposta do sistema
imunitario.

VWE (factor von willebrand) — e encontra-se envolvido na homeostasia do sistema vascular

endotelial 3.
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2. Objetivo

Em estudos anteriores, foi verificado que o efeito da exposi¢do ao 10X e ao DES em
concentragdes micromolares durante a embriogénese do peixe-zebra gerou alteracdes na
expressdo de genes, na funcdo e morfologia cardiaca afetando indiretamente o
desenvolvimento dos foliculos da tiroide. Ainda pouco se sabe sobre os efeitos em animais
juvenis. Sendo que o objetivo do trabalho e determinar quais os efeitos dos compostos quimicos
IOX e DES que tém sobre a morfologia cardiaca e o seu impacto sobre a homeostasia da

glandula da tiroide e do eixo HPT no peixe-zebra juvenil imaturo.

3. Materiais e métodos

3.1. Manutencéo e reproducao de peixes-zebra

Os peixes-zebra adultos foram mantidos num sistema automatizado (Technoplast, Italy)
a 28°C, com pH entre os 6.8 a 7.5, num ciclo de iluminacdo de 14:10h (luz:escuro). Foram
alimentados duas vezes por dia com racdo seca (Tetramin, Germany) e suplementados com
artémia enriquecida com Red Pepper.

Os peixes-zebra podem ser reproduzidos em laboratério com o auxilio de um tanque de
reproducao de 1L (Techmoplast, UK), a postura desta espécie ocorre nas primeiras horas de
luz’. Os pares selecionados foram deixados o/n separados e nas primeiras horas de luz foi
retirada a separacao para se proceder a juncao dos casais para o0 acasalamento. Para uma maior
eficiéncia da postura pode ser possivel juntar uma fémea com dois machos™. Esta técnica é

importante, pois permite uma especificacdo nos cruzamentos de individuos transgenicos.

3.2. Curva de crescimento

Antes do inicio dos tratamentos com os diferentes quimicos, foi necessario conduzir um
ensaio preliminar para determinar a taxa de crescimento dos animais (peso/tempo) de modo
que fosse constante a quantidade de comida e a quantidade de quimicos a administrar ao longo
dos 60d de exposicéo.

Apos a fertilizagdo, os embrides de peixes-zebra — strain wild type — foram recolhidos
para uma caixa de Petri com meio E3 (NaCl, 13,7 mM; KCI, 0,54 mM; MgS0O4, 1,0 mM; CaCl
2,1,3mM, Na 2 HPO 4, 0,025 mM; KH 2 PO 4, 0,044 mM; NaHCO3, 4,2 mM) com azul-de-
metileno. Estes foram incubados a 28,5°C (Sanyo, Japan) durante 72h.

Apbs a eclosdo, as larvas, foram transferidas para um aquario de 5L, num sistema

semifechado, com as seguintes condi¢des: temperatura da 4gua de 28°C e com ciclos de luz de
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10:14h. Os detritos foram limpos diariamente e 1/4 do volume da agua foi renovado a cada
dois dias. No primeiro més de vida as larvas foram alimentadas duas vezes ao dia com rotiferos.
Ap06s a metamorfose — na fase juvenil — foram alimentados duas vezes ao dia, com ragdo seca
(Tetramin, Germany) em ad libitum.

Diariamente durante duas semanas, foram sacrificados atraves de uma dose letal por
excesso de anestesia (fenoxietanol >250mg/L), cinco peixes juvenis aleatdrios, e 0 seu peso
seco estimado. O que permitiu determinar a reta de crescimento dos peixes-zebra, esta equagéo
do incremento de peso ajudou a calcular todas as varidveis necesséarias para a fase experimental
seguinte. Os animais foram alimentados, manipulados e sacrificados pelo supervisor de acordo
com a diretiva 2010/63/EU e a legislacdo nacional portuguesa sobre o uso laboratorial dos

animais.

3.3. Exposicdo aos compostos quimicos

Para este estudo foram selecionadas duas linhas transgénicas de peixes-zebra. Foram
usados peixes com a linha transgénica cmlc2:GFPCaaX??, que expressam a proteina GFP
(proteina de fluorescéncia verde) nos cardiomidcitos, mais especificamente na cadeia leve de
miosina 2 que quando exposta a uma luz azul emite uma fluorescéncia verde. Foi também usada
a linha transgénica kdrl:mCherry-CaaX’®, que expressa a proteina fluorescente mCherry
(proteina fluorescente vermelha) sob o controlo do promotor do gene do dominio de insercéo
da quinase. Esta linha marca com mCherry todas as células endoteliais que formam o sistema
vascular.

Os embrides duplos transgénicos Tg(cmcl2:GFP x kdrl:mCherry) foram recolhidos
para uma caixa de Petri com meio E3 e azul-de-metileno. Durante as 24/72h selecionados 0s
animais transgénicos duplos heterozigoticos. As larvas foram colocadas a crescer no sistema,
e apos completarem a metamorfose (=30d), os juvenis foram transferidos para trés tanques de
6L (n=16/tanque no primeiro ensaio e n=20/tanque no segundo ensaio), num sistema
semifechado, expostos a 12:12h luz, a 28-29°C (Newatt 48Hz 100W, Italy). Um 1/4 do volume
da agua foi renovado a cada dois dias e 0s detritos removidos diariamente. A agua proveio do
sistema central de crescimento e manutengdo de peixes-zebra.

Os peixes foram expostos aos compostos quimicos através do alimento, durante 60 dias.
A racdo foi preparada semanalmente de acordo com a equagdo estabelecida da linha de
tendéncia do crescimento dos juvenis wild type. O peso consumido em alimento foi de 1,5% o

incremento de crescimento dos individuos por semana.
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Os quimicos 10X e DES foram previamente diluidos em 100% etanol e de seguida
foram aspergidos sobre a quantidade de alimento semanal e por fim deixado a evaporar durante
a noite a temperatura ambiente na hote. A quantidade de quimico necessario a administrar para
expor cada animal a uma dose de 0.1 uM foi calculada considerando que a densidade media de
cada peixe € igual a da agua.

O crescimento dos animais, nos diferentes grupos experimentais, foi monitorizado
rigorosamente no final de cada semana e do topo do tanque foram tiradas imagens fotograficas
digitais. O comprimento total (da cabeca & cauda) dos animais foi calculado com o auxilio do
software FIJI /7.

Foram realizados dois ensaios de modo a compreender se o estudo seria replicavel
mantendo todas as varidveis equivalentes. Em cada ensaio o nimero de individuos por grupo
experimental foi: primeiro ensaio n por cada tanque =16 e o segundo ensaio n por cada tanque
=20, sendo o resultado n=36 individuos por cada tratamento (controlo, DES e 10X). Apds o
periodo de exposicdo os animais foram sacrificados através de uma dose letal de fenoxietanol
(>250mg/L). Sendo que alguns individuos morreram ao longo dos 60d de exposi¢do a
contagem total de individuos foi n=70. Em que para o0 método RT-PCR foram utilizados:
controlo n=7, 10X n=6, DES n=6. No método de imunohistoquimica de fluorescéncia no 6rgéo
cardiaco: controlo n=4, 10X n=4, DES n=4. No método de imunohistoguimica de fluorescéncia
dos cortes histoldgicos: controlo n=5, I0X n=5, DES n=5. Os restantes individuos foram
reservados para a aplicacdo de outro método a posteriori.

Todos os individuos foram fotografados individualmente no final do ensaio, com a
camara Canon eos Rebel t6. Este método serviu para calcular o seu comprimento para o uso de
medida standart, com o objetivo de normalizar os calculos das analises estatisticas. O célculo

do comprimento foi realizado com o auxilio das ferramentas do FI1J17".
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3.4. Andlise de expressdo génica por PCR ndo quantitativo (RT-PCR)
3.4.1. Recolha dos tecidos para 0 método RT-PCR

Ao fim dos 60 dias de exposicdo os peixes-zebra foram sacrificados por excesso de
fenoxietanol e foram dissecadas as cabecas em condicbes estéreis (Fig.3.1 zona do corte
efetuado no peixe-zebra). Foram coletados o seguinte nimero de individuos: controlo n=7,
DES n=7 e I0OX n=6. Apos a colheita dos tecidos estes foram congelados imediatamente em
gelo seco e as amostras foram armazenadas a -80°C.

O corte realizado (Fig. 3.1) foi importante para os métodos seguintes, pois possibilitou
um maior acesso a remocdo do coracdo e permitiu a analise especifica as zonas de interesse

que inclui o 6rgéo cardiaco e os foliculos da tiroide.

Kidney* Pneumatic Dorsal
\ duct muscles
}~.~m!\ Body, Melanocytes

Figura 3.1 Esquema representativo da zona de interesse recolhida dos peixes-zebra duplos mutantes para
analise génica pelo método RT-PCR, para a analise da morfologia cardiaca pelo método de imunohistoquimica
de fluorescéncia do coracdo e andlise da morfometria dos foliculos da tiroide pelo método de
imunohistoquimica por fluorescéncia através de cortes histolégicos. Esta zona contém o coracéo, o cérebro e
a glandula da tiroide que sdo 6rgdos importantes para o estudo em questéo.

3.4.2. Extracdo total de RNA

Para manter a integridade do RNA a isolar as amostras foram mantidas em gelo seco.
O RNA total dos tecidos foi isolado com o uso do kit de extracdo de RNA total (Kit E.Z.N.A™
total RNA, Omega Bio-tek, Norcross, GA) de acordo com as instrucGes do fabricante. No
primeiro passo foram homogeneizado mecanicamente os tecidos num homogeneizador de
vidro. Antes da conversdo do RNA total em DNA complementar (cDNA) foi necesséria a
remocgdo do DNA genémico com o kit Turbo DNA-free da Ambion de acordo com as indicagdes
do fabricante. Apds este passo foi quantificado o RNA total extraido no aparelho nanodrop
(1000 Spectrophotometer, Thermo Fisher, USA). A quantificacdo do RNA total determina a
quantidade de RNA esperada na amostra e a sua pureza. A absorvéncia a 260 nm com valores
aproximados de um, equivalem a 40 pg/pl de ssRNA. O parametro 260/280 nm infere a pureza.

Se a amostra conter um récio entre 1.8 a 2.1 o RNA encontra-se altamente purificado’®.
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Para determinar se a extracdo foi bem-sucedida, foi necessario correr o produto de
extracdo (com 100 ng/upl) num gel de agarose, para confirmar a qualidade do RNA extraido.
Este processo de validacdo, tem como objetivo verificar o ratio do RNA ribossomal 28S/18S.
Se a intensidade do 18S<28S, significa que 0 RNA néo foi degradado. Este € um processo de
validacdo eficaz, pois estes RNAs séo 0s transcritos mais abundantes nas células e de facil de
visualizacdo. Se houver uma degradacdo no RNA ribossomal é provavel que também tenha

ocorrido degradagdo no mRNA.

3.4.3. Preparacgéo para a conversédo de DNA complementar

O RNA purificado foi convertido em cDNA com o kit RevertAid Reverse Transcriptase
(Thermo Scientific, US). Foi usado 500 ng de RNA total de cada amostra. Foi também utilizado
0.2ug de primers hexaméricos aleatorios (mistura de hexanucledtidos), que permite a
transcricdo reversa, em quantidades equivalentes, de todos os transcritos de RNA total em
cDNA', As amostras de cDNA foram diluidas 1:5 que equivale a 200 ng/ul de cDNA.

3.4.4. Método de transcricdo reversa da reacdo da cadeia da polimerase (RT-PCR)

O método de RT-PCR é um método que usa a transcricao reversa de MRNA para CDNA,
e possibilita a detegfo e visualizacdo da expressio relativa dos transcritos produzidos. E um
método menos sensivel, mas que permite uma analise preliminar e qualitativa da expressdo dos
genes de interesse. N@o é possivel medir exatamente quantos transcritos estdo no gene, pelo
que é importante que o produto de interesse seja amplificado entre 25-35 ciclos de modo a
permanecer na fase linear de amplificacdo. Isto permite inferir que a diferenca de intensidade
da banda entre os diferentes tratamentos é reflexo da abundancia do mRNA de interesse na
amostra. Para este método semiquantitativo foi importante um controlo interno de RNA. Por
exemplo, genes housekeeping, como 0 18S, sdo expressos em grandes quantidades e o seu
perfil de amplificacdo chega & curva de plateau num nimero reduzido de ciclos®8L,

Para a analise génica, foi utilizado 1l (~200ng/uL) de cDNA diluido de cada amostra
(n=7 controlo, n=6 10X e n=7 DES). Procedendo-se depois a cria¢do de "pools" de cDNA para
cada grupo experimental. Estes “pools” foram usados para a determinagdo relativa da expressao
dos diferentes genes. O PCR de cada gene (excepto o 18S) foi realizado com o seguinte
protocolo: 5 minutos a 95°C, seguido de 35 ciclos de amplificacdo, em que cada ciclo era de

30 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C e 10 segundos a 72°C, e por fim durante 5 minutos a
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72°C. O gene 18S é o unico gene que foi amplificado durante 20 ciclos e serve de gene de
referéncia para validar a existéncia de RNA nas amostras.

Foram testados 16 genes em que: 14 s&o referentes aos genes endoteliais que se
encontravam com expressdes génicas alteradas em embrides de peixe-zebra quando expostos
aos quimicos DES e 10X?? e 2 genes referentes ao eixo HPT o gene TSH e o gene Tg (tabela
3.1). O produto do PCR foi corrido em géis de 2,5% agarose a uma voltagem de 100v.

Para a validacdo dos resultados é necessario um método quantitativo preciso, sensivel e
curado como a reagdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-gPCR) marcada

com SYBR-green (método ndo realizado).
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Tabela 3.1 Primers dos genes alvos utilizados na analise de expresséo relativa dos PCRs, foram selecionados 15 genes mais 0 18S

Genes Primer  Sequence (5°-3”) Amplicon size
(nt)

Acvrlbb (recetor de activina tipo 1B) FW ACGCTCTGGGTCTGGTGTACTG 112
RV TCTATGGAGGGATCTGACGGCAC

Adrb1 (recetor adrenérgico 1pB) FwW TCGTGGGCATGGGAATCCTCAT 106
RV GTGAGCGTCTGGAGCCTCTGAT

Cacnalda (subunidade alfa 1D do canal calcio tipo L dependente da voltagem) FW CAATGAGCAGCAAGCCGAGGTAA 158
RV AGCCTTTGTGGAGGGATATGCCA

Cacnalha (subunidade alfa 1H do canal calcio dependente da voltagem) FW CCTTCAGAGACGCAATGCCTCAG 182
RV GCCAACTTGATCGCAGCATCCA

Cacng2b (subunidade gama 2b do canal calcio dependente da voltagem) FW CTCTGGTGGAATGCGGCAGTATG 173
RV GCTGGTCTCGTTCTCGTTGGTG

Cadmla (isoforma 3 da molécula de adesao celular 1a) FW GCCTCAGCAGGTGAACTGGGTA 126
RV GCTGGTCTCGTTCTCGTTGGTG

Calcr (recetor da calcitonina) FW TCGCAGAGGAGCAGCACCTAC 136
RV AGCAGATGCGTCTCCACACTCA

Chrnb3a (recetor colinérgico, nicotinico, precursor do polipéptido beta 3a) FW CCTTCACGCCAACGACACGATTACT 116
RV TCCACTCCTCCCACAACCAGACATT

Mhcllia (hemocromatose hereditaria) FW TGATGGCGAACCAGGACGAATGA 121
RV CACATGGGTCGAGACGTTGAAGC

Mybpc2a (proteina tipo C que se liga rapidamente & miosina) FW TATCCAAGAACCGCCTGTCACCA 149
RV TTCCATCTCGGCTCAGTTCCACA

Notchlb (recetor notch 1b) FW TTGACGACTGCACACCGTTCAC 159
RV GGTTGGACAGGCACTCGTTGAC

Ptgir (recetor semelhante ao recetor da prostaciclina) FW AGTGATGGACTCTGCCTGGACAG 169
RV GCCTCGATGCTGGTGATGTTCTC

TSH (hormona estimuladora da tiroide) FW AGACCCTCCAGACAGACATCC
RV ACCCTGCCAGTCAAACACTAA

Tg (tiroglobulina) FW CCTGTGCAGTGCAAGTTTGT
RV GTGCTTGGCATCTCTCTTCC

VWE (factor von willebrand) FW GCGTGGAGGCATTCGGCAACT 193
RV CGGCAGTTCTTCACATACGGCTCAG

18s FW GGAATTGACGGAAGGGCACCAC 135
RV GCACCACCACCCACAGAATCG
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3.5. Método de imunohistoquimica de fluorescéncia do coracdo em peixes-zebra

Em simultdneo com a amostragem para anélise da expressdo génica foram recolhidas
amostras de peixes-zebra para os estudos histologicos. Tal como descrito anteriormente, a zona
anterior do peixe-zebra foi recolhida (Fig.3.1) para tubos de 2mL; sendo o numero de
individuos recolhido: controlo n=9, DES n=9 e 10X n=9. As cabecas foram imediatamente
preservadas em 4% PFA durante a noite a 4°C. Ap0s este tempo os tecidos foram submetidos
a uma desidratacdo de 0% a 100% metanol/1xPBS de modo a serem preservados. Devido ao
pequeno tamanho dos peixes-zebra foi necessario realizar a microdisseccdo do coracgéo a lupa.
Ap0s a dissecdo, os coragOes foram rehidratados gradualmente para 1XPBS. Apos a hidratacéo,
estes foram clarificados durante 3 dias a 4°C com Scale A282, Apés a clarificacdo, procedeu-se
ao preé-tratamento com colagenase durante 1 hora a temperatura ambiente (Sigma, type 1). A
colagenase é uma protease que degrada o colagénio presente no coragdo, tornando-o mais
permeavel aos anticorpos. Foram realizadas lavagens de 5x 30 minutos de PBTr (1xPBS +
0,5% Triton X-100) para remover a colagenase. Os cora¢Ges foram depois pré-incubados
durante 2 horas a temperatura ambiente com 1xPBTr/10% soro de ovelha, de modo a bloquear
as ligacOes ndo especificas da amostra. Apds estes pré-tratamentos, foi implementada a técnica
de dupla imunohistoquimica contra a GFP e mCherry.

Todos os anticorpos que se seguem foram incubados individualmente durante a noite a
4°C. Os anticorpos primarios utilizados foram: o anticorpo coelho anti-GFP que se liga a
proteina GFP expressa nos cardiomidcitos (diluicdo 1:1000, Abcam) e o anticorpo rato anti-
mCherry que se liga a proteina mCherry expressa nos tecidos endoteliais (diluicdo 1:100 St.
Jonhs Lab.). Os anticorpos secundarios com marcadores de fluorescéncia utilizados para
detetar os anticorpos primarios e de acordo com a ordem de espécie utilizada foi a seguinte;
anticorpo cabra anti-coelho IgG — CF 488 a 4°C (dilui¢do 1:400, Jackson Lab) e o anticopor
cabra anti-rato HL CF 594 (1:400, Sigma). Ap0s a incubacéo os coracdes foram armazenados
a curto prazo em 1xPBS a 4°C até serem visualizados no microscopio de iluminagdo de plano
unico (Lightsheet Z1, Zeiss). Apos a visualizagdo foram armazenados a longo prazo em Scale
us2,

As imagens do coragdo dos peixes-zebra a partir do software Calr Zeiss ZEN 2014 SP1
(blacked) (64bit) Lightsheet Z.1 versdo 9.2.6.54, sendo a primeira vez, realizado um imaging
da morfologia completa do coracdo juvenil de peixe-zebra em 3D. As imagens obtidas do
microscopio foram reconstruidas em modelos 3D no software Arivis Vision4D, e foi ainda

realizada a analise volumétrica para determinar o volume total do ventriculo. Esta analise foi
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realizada com o auxilio do software FIJI”7, mais especificamente com a ferramenta de Plug-in
Volumest. Os valores volumétricos do ventriculo foram normalizados com o comprimento

médio dos peixes-zebra utilizados na analise histologica.

3.6. Método de imunohistoquimica de fluorescéncia em cortes histologicos
3.6.1. Metodo de Hematoxilina e Eosina em cortes histologicos de cabeca de peixes-
zebra

Apo6s a remocdo do coragdo para a analise anterior, as cabecas dos animais
experimentais que se encontrava em 100% metanol, foram transferidas para 70% etanol por
uma série de lavagens para permitir a inclusdo da parafina. As cabecas foram dispostas num
plano sagital. Foram cortadas sec¢fes de 8um e montadas em laminas (Normax, Portugal)
previamente tratadas com APES. De seguida foi realizada a remocao da parafina dos tecidos
com banhos de xilol. Por fim os tecidos foram rehidratados em banhos sucessivos até 1xPBS.
As laminas foram entdo coradas com o procedimento standart de hematoxilina e eosina®. Este

método foi executado para a averiguacéo do local onde estariam situados os foliculos da tiroide.

3.6.2. Meétodo de imunohistoquimica de fluorescéncia contra a tiroglobulina em cortes
histologicos

Com base no processo anterior, todas as laminas que se encontrassem na zona de
interesse foram selecionadas para o método de imunohistoquimica de fluorescéncia. Primeiro
foi removida a parafina dos cortes com banhos de xilol, sendo depois os tecidos hidratados por
uma série de lavagens, desde alcool 100% até 1xPBS. Os cortes foram entdo pré-incubados
durante 1h com 0,5% PBTr/10% soro de ovelha. O anticorpo priméario utilizado para a
marcacao da zona de interesse (os foliculos) foi o coelho anti-tiroglobulina humana (diluicéo
1:1000, Dako) sendo incubado durante a noite a 4°C. O anticorpo secundario responsavel pela
fluorescéncia no tecido de interesse foi o cabra anti-coelho 1gG (H+L) CF 488 (dilui¢do 1:800,
Sigma). Apds as lavagens finais com 0,5% PBTr, as laminas foram montadas com o meio de
preservacdo de 90% glicerol com 2,4% DABCO (1,4-Diazobicyclo-(2,2,2-octane), Carl Roth
GmbH), este meio de montagem serve para preservar a fluorescéncia do tecido e prevenindo a
perda rapida por fotobleaching dos fluoréforos (composto quimico fluorescente). O meio de
montagem também contém DAPI (4',6-Diamidine-2'-phenylindole dihydrochloride) (1/10 000
diluicdo, Carl Roth GmbH) que marca os nucleos das células ligando-se ao DNA. O DAPI é

um composto que emite no comprimento de onda de 405 nm, emitindo a cor azul quando
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exposto a luz ultravioleta. Por fim a lamela foi selada com verniz e as laminas foram
armazenadas no escuro a 4°C para impedir a perda da fluorescéncia.

Foram analisados trés parametros: o nimero de foliculos da tiroide, a area total dos
foliculos da tiroide e o campo de formac&o dos foliculos da tiroide. Todas as medi¢des foram
realizadas no software F1JI e o calculo final foi normalizado com o comprimento individual de
cada peixe-zebra utilizados para a analise histoldgica.

As imagens foram retiradas ao microscopio com o auxilio da camara LEICA
microsystems Lda. com o auxilio do software LEICA IM50, versdo 4.0 release 132. Todas as

medicdes foram realizadas no software FIJI7".

3.7. Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos foi realizada com o auxilio do software Graphpad
Prism 6 (versdo 6.01). Para a analise da morfologia cardiaca e a analise pelo método
imunohistoquimica de fluorescéncia dos foliculos da tiroide foi usado o Students t-test para
comparar 0 grupo controlo com cada um dos tratamentos experimentais, DES e 10X.
Diferencas estatisticas significativas foram consideradas quando o teste probabilistico

apresenta-se P<0.05.
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— Meétodo por RT-PCR semiquantitativo
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Figura 3.3 Esquema geral e simplificado da metodologia aplicada neste estudo — método de RT-PCR, método imunohistoquimica de fluorescéncia no 6rgéo cardiaco, e

método de imunohistoquimica de fluorescéncia em cortes histoldgicos



4. Resultados

4.1.Teste preliminar para a averiguacdo das condi¢des 6timas para o estudo

De modo a estabelecer os parametros para os estudos toxicoldgicos, foi realizado um
estudo preliminar, que tem como objetivo de entender como 0s peixes-zebra crescem consoante
o alimento fornecido, mantendo todas as outras varidveis constantes. Durante uma semana 0sS
peixes-zebra wild type foram alimentados em ad libitum, sendo sacrificados diariamente dez
individuos (5/eppendorf) para anotar o seu peso seco. Ao fim de uma semana foi obtida a
seguinte equacéo da reta da regressdo linear: y = 0.1789x + 0.58 com um r?= 0.9179. A variavel
X equivale ao nimero de dias e y 0 peso do peixe-zebra num determinado tempo. Os peixes-
zebra wild type aumentaram de peso de 0.75 £ 0.04 mg/peixe para 1.73 = 0.04 mg/peixe no
decorrer de uma semana, sendo o incremento de peso de 0.98 mg/semana (Fig. 4.1).

Crescimento de Danio rerio wild type mg/dia

Peso seco (mg)
°

y=0.1789x + 0.58

0.0 T T

Dias

Figura 4.1 Linha de tendéncia do crescimento de peixe-zebra wild type anotada ao longo de sete dias.

Os dados obtidos ao longo de uma semana permitiram o calculo de uma linha de tendéncia de crescimento
dos peixes-zebra wild type nas condi¢des que sdo pretendidas implementar durante os ensaios com a exposicao
guimica. Esta equagdo serviu para determinar todos 0s pardmetros necessarios para 0 ensaio seguinte: a
guantidade de alimento e a quantidade de composto quimico a ser administrada durante o ensaio de
crescimento dos peixes.

Para o estudo toxicoldgico os peixes-zebra teriam de ser alimentados com cerca 1.5%
do incremento do seu peso. Multiplicando 0.0015 ao valor do peso seco, foi obtida a quantidade
de alimento necessaria para administrar por cada individuo diariamente.

E de reforcar que os peixes ao ingerir o alimento, precisariam de conter no seu
organismo 0.1 uM de composto quimico 10X ou DES de maneira constante. Através da
equacéo do crescimento dos peixes-zebra wild type, assumindo que a densidade do peixe-zebra

é igual a agua, e assumindo que 0 seu crescimento varia somente com o alimento
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providenciado, foi possivel calcular a quantidade de moles de quimico necessaria a administrar

no alimento semanalmente (Tabela 4.1).

Tabela 4.1 Tabela resumo referente & quantidade de alimento e composto quimico a ser administrado por
semana, ao longo de nove semanas, aos peixes-zebra juvenis Tg (cmcl2:GFP x Kdrl:mCherry).

Semanas Dias Comida mg/peixe/semana Mol de quimico/peixe

1 7 0,192 1,83 e10
2 14 0,324 3,09 e
3 21 0,455 4,34 10
4 28 0,587 5,59 g1
5 35 0,718 6,84 10
6 42 0,850 8,09 e'10
7 49 0,981 9,350
8 56 1,113 1,06 e
9 63 1,244 1,19 ¢
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4.2.0 impacto dos tratamentos com o0s compostos quimicos loxinil e

Diethylstilbestrol sobre o crescimento e a mortalidade

Foram utilizados peixes-zebra duplo transgénicos Tg (cmcl2:GFP x Kdrl:mCherry)
para os testes toxicoldgicos. Ao fim de cada semana, durante nove semanas, estes foram
fotografados, e o tamanho relativo anotado nos diferentes tratamentos: controlo, DES e 10X.
Este procedimento foi realizado tanto como no primeiro ensaio como na repeticdo. Os dois
ensaios realizados sdo independentes entre si, e ndo aparentaram ter diferencas estatisticamente
significativas, indicando que os tratamentos em ambos 0s ensaios sdo equivalentes. Mas, para
haver uma certeza estatistica serd necessario realizar um terceiro teste.

No primeiro ensaio, 0s peixes-zebra duplo transgénicos do tanque do controlo
obtiveram um tamanho de 0.42 £ 0.09 cm. Ao fim dos sessenta dias houve um aumento de
tamanho chegando ao valor médio de 1.04 + 0.27 cm. Foi observado também alguma
variabilidade de valores na Ultima semana, com um minimo de 0.65 cm e um méaximo de 1.46
cm. No tratamento com o 10X também foi possivel observar que a média minima foi 0.36 +
0.06 cm e a média maxima de 1.18 + 0.31 cm. O tratamento com 10X obteve o maior valor de
variabilidade nos tamanhos dos individuos, desde 0.83 cm até ao tamanho méximo de 1.88 cm.
No caso do tanque em que 0s peixes foram expostos ao composto quimico DES registou-se a
média minima de 0.43 £ 0.17 cm com um desvio padrdo superior ao dos trés, atingindo a média
méxima de 1.12 £ 0.29 cm.

O primeiro ensaio demonstra que os peixes-zebra cresceram de uma forma variada, mas
mantendo o racio de crescimento ao fim das nove semanas, foi verificado um aumento relativo
de <1 cm em todos os tratamentos. Os graficos que se seguem (Fig 4.2 A) demonstram 0s
valores médios do tamanho dos peixe-zebra por semana e as respetivas retas de regressao
linear.

No segundo ensaio, os valores iniciais foram semelhantes aos do primeiro ensaio. No
controlo os peixes-zebra na primeira semana tinham o tamanho minimo médio de 0.54 + 0.11
cm e atingiram um tamanho maximo médio de 1.25 + 0.38 cm. No tratamento com 10X o0s
peixes inicialmente tinham um tamanho minimo médio de 0.49 £ 0.11 cm, atingindo um
tamanho médio méaximo de 1.30 £ 0.23 cm ao fim das nove semanas. No tratamento do DES
0s peixes-zebra tinham um tamanho médio minimo inicial de 0.44 + 0.08 cm, sendo este, 0
menor tamanho médio minimo dos trés tratamentos e o de menor variabilidade nos tamanhos
e, ao fim de nove semanas atingiram um tamanho médio maximo de 1.37 £ 0.36 cm. Em todos

os tratamentos incluindo o primeiro e segundo ensaio, os desvios padrdes do tamanho médio
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maximo dos peixes foram acima do valor de confianga indicando uma grande variabilidade de
tamanhos ao longo do tempo.
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Danio rerio Tg (cmcl2:GFP x Kdrl:mCherry),
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Figura 4.3 Linhas de tendéncia do crescimento dos peixes-zebra Tg (cmcl2:GFP x Kdrl:mCherry) nos
diferentes tratamentos (controlo, DES e 10X) e nos dois ensaios independentes realizados. A — Linhas de
tendéncia do crescimento de peixe-zebra referentes ao primeiro ensaio. B — Linhas de tendéncia do
crescimento de peixe-zebra referentes ao segundo ensaio. As medic¢des foram realizadas uma vez por semana,
durante 9 semanas, e calculadas com o auxilio da aplicacdo FIJI. As equagdes da reta de cada tratamento estéo
descritas na tabela 4.1. Estas retas serviram para realizar o teste probabilistico de correlagdo de Pearson para
a andlise de diferencas estatisticas entre 0s ensaios e tratamentos. Ndo foram observadas diferencas

estatisticamente significativas entre resultados, mas foram observadas diferencas entre tratamentos do mesmo
ensaio.

Foi realizado um teste de correlagdo de Pearson com o objetivo de determinar as
diferencas significativas entre os ensaios e tratamentos. Para uma maior certeza estatistica € de
referir que seria necessario um terceiro ensaio. A correlacdo entre os ensaios demonstrou que
houve diferencas estatisticas entre os individuos expostos ao quimico 10X do primeiro ensaio

e ao quimico 10X do segundo ensaio, numa correlacédo significativa com r = 0.71 e um P<0.05.
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No entanto, entre tratamentos do mesmo ensaio foram observadas diferencas. No
primeiro ensaio foi observavel uma diferenca significativa entre o controlo e os tratamentos,
sendo a diferenca entre o controlo e o IOX de P value (two tailed) = 0.0001 com r =0.88. Uma
evidéncia clara obtida pela diferenca de declive das retas dos dois tratamentos. No caso do
primeiro ensaio, entre o controlo e 0 DES existiu diferenca significativa, demonstrado pelo P
value (two tailed) = 0.0015 e pelo r = 0.89. No segundo ensaio também foi observavel uma
diferenca entre o controlo e 0 10X com um P value (two tailed) = 0.0048 com r = 0.96, e entre
0 controlo com o tratamento com DES em que o P value (two tailed) = 0.0187 e com r = 0.75.

Tabela 4.2 Equacdes das linhas de tendéncia dos graficos referentes ao primeiro e segundo ensaio.

Equacbes da linha de tendéncia dos graficos

Control y = 0,05501x + 0,3416 R?=0,4903
DES y = 0,07492x + 0,2901 R?=0,6016
10X y = 0,07443x + 0,2847 R2=0,5519
Control2 y = 0,05246x + 0,4141 R?=0,3774
DES?2 y = 0,05056x + 0,3975 R?=0,4362
10X2 y = 0,04403x + 0,4067 R?=0,4362

Com base nos dados dos dois ensaios foi concluido que, a taxa de crescimento nos
peixes-zebra duplo transgénicos foi bastante similar ao crescimento relativo observado no
ensaio preliminar com peixe-zebra wild type e que em termos de crescimento 0s quimicos ndo
tiveram efeitos negativos. Isto demonstrou que ensaios com 0 composto quimico aparentam ter
um resultado equivalente no crescimento dos peixes-zebra.

Foi analisada a taxa de mortalidade em cada um dos tratamentos dos dois ensaios. A
féormula para o célculo da mortalidade foi a seguinte:

n? de individuos mortos
Populagéo final x 10fator de conversio

y

O ndmero de individuos em cada tanque foram: 16 no primeiro ensaio e 20 no segundo
ensaio. Relativamente ao primeiro ensaio, o controlo obteve uma percentagem de 26.67% de
mortalidade. No segundo ensaio, a percentagem do controlo foi de 23.52%. No tratamento
com IOX também o primeiro ensaio teve uma maior percentagem de mortalidade comparado

com o segundo. O primeiro ensaio com IOX demonstrou a maior taxa de mortalidade com o
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valor de 33.33%, mas o segundo ensaio mostra um valor também muito préximo, pois atingiu
o valor de 29.41%. No caso do tratamento com DES no primeiro ensaio foi obtido um valor da
taxa de mortalidade de 26.67%, contudo o valor superior de mortalidade foi observado no
ensaio 2 no tratamento com DES com o valor de 37.50%. Este valor € explicado pelos acidentes
que ocorreram durante a aclimatacéo dos individuos do sistema para os tanques de experiéncia,
e dos acidentes que ocorreram ao longo do processo de limpeza e trocas de agua. Os nimeros
ndo demonstraram diferenca significativa entre os tratamentos e 0s ensaios demonstrando que
os tratamentos ndo tiveram impacto sobre a mortalidade (Fig. 4.3). Pode ser inferido que a
partida este quimico ndo se encontrava numa dose tdxica o suficiente para gerar mortalidade
entre os tratamentos. No entanto para verificar se o impacto do quimico é replicavel sera
necessario recriar as condi¢cdes do estudo mais uma vez para 0 nimero de amostragens ser

suficiente para uma andlise estatistica significativa.

Taxa de Mortalidade
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Figura 4.4 Gréfico de barras em percentagem sobre a taxa de mortalidade. E observado que ndo existem
resultados estatisticamente significativos entre 0s ensaios e 0s tratamentos realizados em peixe-zebra
juvenil. Foi possivel observar que os tratamentos quimicos ndo tiveram impacto sobre a mortalidade
quer entre tratamentos como em ensaios e assim demonstrando que o quimico ndo se encontra em
concentragdes letais.
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4.3. Diethylstilbestrol
4.3.1. Analise morfoldgica do coracdo de peixes-zebra juvenis apds a exposicao a
Diethylstilbestrol

Previamente?? foi descoberto que o DES teve impacto sobre a taxa de batimento
cardiaco que por sua vez levou a uma alteracdo do volume do ventriculo nos embrides expostos
a DES. Neste estudo também se pretendeu observar as alteracbes morfologicas ao nivel
cardiaco e o seu impacto sobre o eixo HPT em peixes-zebra juvenis ap6s 60d de exposicdo ao
xenobidtico.

A andlise volumétrica do ventriculo dos peixes-zebra Tg (cmcl2:GFP x Kdrl:mCherry)
foi realizada com base nas imagens obtidas no microscopio de laser Lightsheet (Lightsheet Z-
1, Zeiss). Com o auxilio deste aparelho e método imunohistoquimico de fluorescéncia aplicado,
foi realizado o imaging 3D da morfologia completa do coracdo de peixe-zebra juvenil e os
valores finais foram normalizados com o comprimento referente a cada individuo.

Os animais expostos a 0.1uM DES ndo apresentaram diferencas estatisticamente
significativas no volume ventricular quando comparados com os animais controlo (unpaired t-
test P>0.05). O valor médio do controlo foi de 2.39x10° + 1.76x10°® pm®comprimento® e o
valor médio do DES foi de 3.51x10° + 9.98x10° um3/comprimento®. O coragdo com o valor
minimo do controlo foi de 1.70x10° pm3®comprimento® e 0 maximo atingiu 3.09x107
um3/comprimemnto®. No entanto, existe uma grande diferenca na comparacdo dos dados e
observavel pela Fig. 4.4 (B), que o tratamento DES apresentou valores mais dispersos, com um
minimo de 1.05x10° pm?®comprimento® e um méaximo de 7.55x10°° um®/comprimento®. Foi
possivel observar que o tempo de exposicdo ao quimico DES em peixes-zebra juvenis nao

afetou a capacidade volumétrica da cAmara do ventriculo.
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Figura 4.5 (A) Projecéo do coragdo do peixe-zebra referentes aos tratamentos controlo e DES apds anélise
por imunofluorescéncia contra a GFP (vermelho) e mCherry (verde). (B) Gréfico de caixa com bigodes
referente a analise volumétrica do ventriculo dos peixes em pm3/comprimemnto® (A) Projecdo do coragéo do
peixe-zebra dos tratamentos controlo e DES, ap6s o tratamento com imunofluorescéncia. Na figura as siglas
representam: BA — bulbo arterial, V — ventriculo, A — &trio. O vermelho descreve as células cardiomidcitas
que expressam a cadeia pesada da miosina (cmcl2) e o verde o tecido endotelial (Kdrl). A imagem foi realizada
no microscdpio de laser Lightsheet da ZEISS e a imagem final € uma projecdo maxima. O volume foi medido
através do uso do software FIJI com o plug-in Volumest e os volumes foram normalizados com o
comprimento referente a cada individuo. (B) Analise volumétrica do ventriculo dos peixes em
pumé3/comprimento®. Para a analise estatistica procedeu-se ao uso do teste t-test com varidveis ndo
paramétricas, do qual ndo se obteve nenhum valor de diferenga significativo entre os tratamentos,
demonstrado que o quimico ndo alterou o volume da cdmara do ventriculo dos peixes-zebra juvenis ap6s 60d
de exposicdo P>0.05.
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4.3.2. Analise de expressao génica por RT-PCR dos peixes-zebra juvenis apos a
exposicdo a Diethylstilbestrol

Como explicado no topico 1.10 da introducdo, num estudo anterior?? foi realizada a
analise ao transcriptoma das células endoteliais de embries de peixes-zebra e foi observado
genes com expressdo alterada. Neste estudo o objetivo foi verificar em peixe-zebra juvenis se
a expressao dos genes endoteliais e do eixo HPT estariam a ser desreguladas quando exposta
ao xenobidtico DES.

A andlise de expressao génica pelo método de RT-PCR é um método semiquantitativo
que ndo permite uma quantificacdo exata dos transcritos, mas ajuda a perceber como o
composto quimico poderé atuar sobre o organismo. As anélises de expressdo dos 16 genes nos
individuos expostos ao composto quimico DES, revelaram que apenas 5 genes demonstraram
aparentes diferencas de expressdo. Os genes que ndo demonstraram uma alteracéo aparente de
expressao relativamente ao controlo foram os seguintes (Fig. 4.5) os genes relacionados com o
sistema cardiaco: Acvrlbb, Adrbl, Cadmala, Mybcp2a, Notchlb, Ptgir os genes relacionados
com a homeostasia do célcio: Cacnalda, Cacng2b; e outros genes como: Mhcllia e Vwf,.

Foi possivel identificar uma alteracdo de expressdo em: Cacnalha, Calcr, Chrn3a, Tg,
TSH. O que demonstra o aparente impacto do composto DES sobre a homeostasia do calcio e
a regulacdo hormonal no eixo HPT.

Os resultados demonstraram que o composto quimico DES aparentemente desregulou
0s genes relacionados com a homeostasia do calcio e os genes relacionados com a regulacéo
hormonal do eixo HPT. O gene relacionado com o transportador Cacnhalha apresentou um
aumento da expressao, enquanto o gene Calcr apresentou uma diminuigdo da expresséo. O gene
Chrnb3a apresentou uma aparente reducdo da expressao. Em relagdo aos genes relacionados
com o eixo HPT, o gene referente a Tg e a TSH, demonstraram uma aparente diminuicdo da

expressao quando comparados com o grupo controlo.
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Figura 4.6 Comparagao da analise de expressdo génica dos genes endoteliais e do eixo HPT em peixes-zebra
juvenis imaturos expostos durante 60d a 0.1uM DES e controlo. Os genes analisados estdo relacionados com
0 sistema cardiaco, a homeostasia do célcio, o eixo HPT e outros genes como o recetor do complexo MHC,
recetor colinérgico, e o fator Von Willebrand. Em todos os ensaios é usado um controlo interno negativo com
apenas agua. Os tamanhos das bandas estdo descritos nos Materiais e Métodos. Todos os ciclos e temperatura
foram idénticos a exceg¢do do 18S que é o gene de controlo.
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4.3.3. Anélise morfométrica dos foliculos da tiroide de peixe-zebra juvenis apos

a exposicao a Diethylstilbestrol

De modo a compreender como o composto quimico DES pode afetar a fisiologia da
tiroide foi conduzida uma analise histolégica da glandula aos individuos expostos durante
sessenta dias ao composto quimico DES. Os efeitos sobre a morfologia e desenvolvimento dos
foliculos da tiroide foram analisados usando os seguintes parametros: area total dos foliculos
datiroide, campo de desenvolvimento dos foliculos da tiroide, e nimero de foliculos presentes
(Fig. 4.6 D-F).

Foi possivel observar que o tratamento com 0.1 uM DES afetou o desenvolvimento dos
foliculos da tiroide aumentado a dispersdo dos foliculos (unpaired t-test P=0.05). Foi
observado no controlo que o valor minimo do campo dos foliculos da tiroide no controlo foi
do valor de 0.037 um e 0 méximo de 0.058 um. E em comparacdo, ao composto DES, este
apresentou valores em que o minimo foi 0.055 um e 0 maximo foi 0.090 um. O valor médio
no tratamento com os individuos controlo foi de 0,050 + 0,0049 um e em DES foi de 0,075 +
0,0083 um. Foi também visualmente possivel fazer a distincdo desta dispersdo dos foliculos
(Fig. 4.6 - C).

Também foi observado um aumento da érea relativa dos foliculos da tiroide (unpaired
t-test P=0.02). O controlo apresentou o valor minimo de 1.28x10* pm? e maximo de 1.54x10°
4 um?, enquanto o DES apresentou o valor minimo de 1.77x10™* pm? e valor maximo de érea
folicular total de 2.90x10™* um?. O valor médio do controlo foi cerca de 1.41x10* + 6.12x10°®
pum?/comprimento? pm? e o valor médio do tratamento com o DES foi 2.30x10* + 2.612x10°
pum?/comprimento? pm?. A diferenca entre as médias foi 1.182x10* + 4.748x10°°.

Em pormenor, foi também observada uma formacdo anormal de foliculos na zona
posterior e anterior da cabeca nos individuos tratados com DES — denominada de hiperplasia

(Fig. 8.1 em anexol). Estes foliculos foram contabilizados nos célculos realizados.
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Figura 4.8. A exposicao de peixes-zebra juvenis a 0.1uM DES leva a uma expansdo da &rea ocupada pelos
foliculos da tiroide ao longo da aorta. (A) Cortes histoldgicos da cabega de peixes-zebra marcado com o
método H&E permitiu localizar os foliculos da tiroide em peixes-zebra. (B) Esquema visual dos parametros
testados: vermelho - &rea dos foliculos da tiroide, amarelo - campo dos foliculos da tiroide e preto - contagem
total de foliculos da tiroide em cada individuo. (C) Analise por imunohistoquimica de fluorescéncia em cortes
histologicos (50 um) contra a Tg. O verde e azul representam respetivamente, imunomarcagdo da Tg e
marcagdo com DAPI nos nicleos das células. (D-F) Quantificacdo dos parametros morfolégicos da tiroide
nos animais experimentais e calculados nas imagens de fluorescéncia. (D) Area dos foliculos da tiroide, (E)
extensdo campo dos foliculos da tiroide. (F) Quantidade de foliculos da tiroide presentes em cada individuo.
Para todos os parametros, foi realizado o teste estatistico t-test ndo paramétrico, em que *P<0.05.
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4.4. loxinil

4.4.1. Analise morfoldgica do coragdo de peixes-zebra juvenis apds a exposicao a
loxinil

A analise através do método de imunohistoquimica do ventriculo em peixes-zebra Tg
(cmcl2: GFP x Kdrl: mCherry) foi realizada com o objetivo de comparar o impacto que o
quimico 10X teria sobre a morfologia do coragéo. Foi observado previamente?? que o composto
quimico 10X teve impacto sobre o volume do ventriculo em comparagdo com os embrides do
controlo. Que seria importante observar o impacto que o 10X teria sobre o0 volume dos peixes-
zebra juvenis apds sessenta dias de exposicao.

Foi realizado o mesmo teste estatistico que no composto quimico DES t-teste unpaired
two-tailed. Neste teste foi observado um valor de diferenca significativo entre o controlo e o
tratamento com o quimico 10X (Fig. 4.7 - B) P=0.0007. O volume analisado no controlo teve
um valor minimo de 1.70x10-5 pm3/comprimento® e um valor maximo de 3.09x10-5
pum3/comprimento®, em comparacdo, o 10X teve o valor minimo de 2.91x10-5
pum?/comprimento® e um valor maximo de 4.84x10-5 um?*/comprimento®. Os valores médios
do 10X foram de 3.87x10° + 2.77x10°® pm*/comprimento® e do controlo de 2.39x10™ +
1.77x10® pm®/comprimento®. Foi possivel concluir que os animais expostos a 0.1 pM 10X

demonstraram um aumento do volume do ventriculo em comparacgéo ao controlo.
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Figura 4.10 (A) Projecéo do coragdo do peixe-zebra referentes aos tratamentos controlo e 10X ap6s anélise
por imunofluorescéncia contra a GFP (vermelho) e mCherry (verde). (B) Gréfico de caixa com bigodes
referente a analise volumétrica do ventriculo dos peixes em pm3/comprimemnto® (A) Projecéo do coracéo do
peixe-zebra dos tratamentos controlo e DES, apds o tratamento com imunofluorescéncia. Na figura as siglas
representam: BA — bulbo arterial, V — ventriculo, A — atrio. O vermelho descreve as células cardiomiécitas
que expressam a cadeia pesada da miosina (cmcl2) e o verde o tecido endotelial (Kdrl). A imagem foi realizada
no microscopio de laser Lightsheet da ZEISS e a imagem final € uma projecdo maxima. O volume foi medido
através do uso do software FIJI com o plug-in Volumest e os volumes foram normalizados com o
comprimento referente a cada individuo. (B) Andlise volumétrica do ventriculo dos peixes em
um®comprimento®. Para a analise estatistica procedeu-se ao uso do teste t-test com varidveis ndo
paramétricas, para obter o valor significante entre os dois tratamentos de ***P<0.0001. Foi demonstrando
que a exposi¢do ao composto quimico 10X alterou o volume da cdmara do ventriculo dos peixes-zebra
juvenis.
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4.4.2. Andlise de expressao génica em peixes-zebra juvenis apds a exposicao a
loxinil

O quimico IOX demonstrou alterar a expressao de alguns genes. A Fig. 4.8. representa
todos os 16 RT-PCR dos primers previamente anotados em Li et al. 2019?2. Os genes que nio
demonstraram uma mudanca de expresséo relativamente ao controlo foram os seguintes, genes
relacionados com o sistema cardiaco: Acvrlbb, Adrbl, Cadmala, Mybcp2a, Ptgir; genes
relacionados com a homeostasia do célcio: Cacnalha, Cacnalda, Cacng2b e Calcr; e outros
genes como: Mhcllia e Vwf.

Os animais experimentais expostos ao quimico 10X, revelaram que 3 genes
demonstraram aparentes diferencas de expressdo: Notchlb, Chrn3a e a TSH.

No caso do gene do Notchlb existiu uma aparente diminuicdo da intensidade da banda
em 10X comparativamente ao controlo. No caso do Chrnb3a (gene relacionado com a atividade
de ligacdo da acetilcolina e com a transmissao sinaptica) nao foi amplificado qualquer produto
de PCR.

Os genes relacionados com a regulacdo do eixo HPT também apresentaram uma
aparente alteracdo de expressao, apesar de se observar a mesma intensidade de banda no gene
referente & Tg foi possivel observar uma diminuicdo da expressdo da TSH. A banda encontrou-

se tenuemente visivel indicando que o gene foi aparentemente pouco expresso.
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Figura 4.11 Comparagdo da analise de expressao genica dos genes endoteliais e do eixo HPT em peixes-zebra
juvenis imaturos expostos durante 60d a 0.1uM 10X e controlo. Os genes analisados estdo relacionados com
0 sistema cardiaco, a homeostasia do célcio, o eixo HPT e outros genes como o recetor do complexo MHC,
recetor colinérgico, e o fator Von Willebrand. Em todos o0s ensaios é usado um controlo interno negativo com
apenas agua. Os tamanhos das bandas estdo descritos nos métodos. Todos os ciclos e temperatura foram

idénticos a excecgdo do 18S que € o gene de controlo.
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4.4.3. Analise histoldgica dos foliculos da tiroide em peixes-zebra juvenis expostos a
loxinil

A exposicao ao xenobidtico IOX em peixes-zebra juvenis alterou a morfologia cardiaca
e 0s genes relacionados com o eixo HPT. A TSH apresentou uma aparente alteracdo de
expressdo, levantando a questdo de como € que este quimico estaria a afetar o desenvolvimento
dos foliculos da tiroide.

Os efeitos sobre a morfologia e desenvolvimento dos foliculos da tiroide foram
analisados, usando 0s seguintes parametros: area total dos foliculos da tiroide, campo de
desenvolvimento dos foliculos da tiroide e nimero de foliculos presentes (Fig. 4.9 D-F).

Foi possivel observar que o tratamento com 0.1 pM IOX teve impacto sobre a
morfologia e histologia dos foliculos da tiroide, nomeadamente no aumento relativo da area
folicular em comparagdo com o controlo. Sendo este o Gnico parametro com valor significativo
(unpaired t-test P = 0.047). Este resultado foi comprovado com a observacéo dos dados, sendo
que no controlo teve uma area minima de 1.28 x 10 um?/comprimento um? e uma area
méaxima de 1.54 x 10* pm?/comprimento pm?, enquanto que no tratamento com o quimico
IOX foram observados valores minimos de 1.68 x 10 pm?/comprimento um? e maximo de
3.41 x 10* pm?/comprimento um?. O valor mediano do controlo foi de 1.41 x 10 +6.12 x 10°
® um2/comprimento um? e o valor médio do tratamento com 10X foi de 2.59 x 10 + 2.61 x
10° um?/comprimento um?. Nos restantes pardmetros ndo foi verificada nenhuma alteragéo
significativa. Foi observado que, 0.1 UM do composto quimico 10X consegue alterar a

morfologia dos foliculos da tiroide.
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Figura 4.12 A exposicdo de peixes-zebra juvenis a 0.1uM IOX leva a uma expansdo da area ocupada pelos
foliculos da tiroide ao longo da aorta. (A) Cortes histologicos da cabeca de peixes-zebra marcado com o
método H&E permitiu localizar os foliculos da tiroide em peixes-zebra. (B) Esquema visual dos parametros
testados: vermelho - area dos foliculos da tiroide, amarelo - campo dos foliculos da tiroide e preto - contagem
total de foliculos da tiroide em cada individuo. (C) Andlise por imunohistoquimica de fluorescéncia em cortes
histologicos (50 um) contra a Tg. O verde e azul representam respetivamente, imunomarcacdo da Tg e
marcagdo com DAPI nos nucleos das células. (D-F) Quantificagdo dos parametros morfol6gicos da tiroide nos
animais experimentais e calculados nas imagens de fluorescéncia. (D) Area dos foliculos da tiroide, (E)
extensdo campo dos foliculos da tiroide. (F) Quantidade de foliculos da tiroide presentes em cada individuo.
Para todos os pardmetros foi realizado o teste estatistico t-test ndo paramétrico.
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5. Discussao

5.1. Andlise sobre as condi¢des 6timas para o estudo

Muitos dos problemas dos quimicos com potencial disruptor endécrino como o DES e
0 IOX tém levantado alguma preocupacao, pois 0s mecanismos toxicos pelo qual atuam sao
pouco claros.

A hipotese estudada foi qual seria o impacto que estes dois quimicos teriam sobre o
sistema cardiovascular e 0 eixo HPT em peixes-zebra juvenis. Foi demonstrado que existiu
uma desregulacdo endocrina nos individuos expostos a 0.1 uM de DES e 10X, tal como
observado no estudo de Li et al. 2019 com embrides de peixe-zebra.

N&o foi observado valores estatisticamente diferentes entre os ensaios sobre o
crescimento dos animais expostos a concentracdo de 0.1 uM de DES e 10X. Quando mantidas
todas as constantes: alimento, concentracdo de quimico administrado, temperatura, duracdo da
experiéncia e exposicdo quimica em diferentes descendéncias; pode ser afirmado que os dois
ensaios tiveram resultados equivalentes. Mas, para maior confianca estatistica é necessario um
terceiro ensaio. A diferenca entre tratamentos do mesmo ensaio pode ser explicada pelo facto
de o quimico DES ser um estrogénio ndo esteroide e a metabolizacao de estrogénios exogenos
no organismo do peixe-zebra interferirem com a hormona do crescimento®8. No caso do 10X
(quimico pesticida) ja foi demonstrado que pesticidas tém impacto sobre o crescimento dos
peixes-zebra retardando o seu crescimento®’.

A taxa de mortalidade em ambos os ensaios, encontraram-se nos padrdes normais. Foi
revisto e estudado que, quando os peixes-zebra ndo foram expostos a qualquer xenobiotico a
taxa de sobrevivéncia € >70%%°!, A mortalidade revelou que o quimico nio se encontrou em
dose suficiente para induzir morte por toxicidade nos tratamentos.

Os valores aleatorios das taxas de mortalidade podem referir-se a fase inicial da
experiéncia onde os peixes juvenis ainda se encontravam numa fase inicial e importante na sua

sobrevivéncia, a aclimatacéo aos tanques e a limpeza manual dos mesmos.
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5.2. Diethylstilbestrol e o0 seu impacto na comunicagdo do eixo HPT e morfologia da
tiroide

O composto DES (quimico estrogénio ndo esteroide) foi capaz de afetar a comunicacao da
pituitaria causando impacto sobre a morfologia da tiroide em peixes-zebra juvenil. Foi
observado em embrides de peixes-zebra, expostos a 0.1 uM DES, que o tratamento teve
impacto sobre a morfologia cardiaca??. O mecanismo de disrup¢io enddcrina deste quimico
difere em peixes juvenis em comparag¢do com os embrides.

No presente estudo, os peixes-zebra juvenis ndo demonstraram uma diferenca significativa
no volume do ventriculo cardiaco, apesar dos genes relacionados com a homeostasia do calcio
(Cacnalha, Calcr) encontrarem-se relativamente alterados. Isto pode dever-se ao facto que os
coracOes destes animais serem bastante desenvolvidos e robustos, capazes de resistir a

alteracdes do batimento cardiaco que resultaria na alteracdo da sua morfologia.

Tabela 5.1 Resumo dos niveis de expressdo das bandas analisadas do tratamento DES em relagéo ao controlo.

Genes DES/CTR
Cacnalha

Calcr
Chrnb3a
Tg

TSH

— — — «— —>

Foi observado que o quimico DES teve impacto sobre o mecanismo de regulacdo
hormonal do eixo HPT. Nao sendo possivel identificar onde o quimico atuou, se ao nivel do
tecido da tiroide ou na pituitaria. Nos animais expostos a 0.1 uM DES foi observado um
aumento no campo de desenvolvimento e na &rea dos foliculos da tiroide (Fig. 4.6), existindo
uma desregulacdo do desenvolvimento da tiroide ao longo da aorta ventral. Foi possivel
também visualizar o aparecimento de foliculos numa zona muito anterior e posterior da area
expectavel (Fig. Anexo 1). A proliferacdo dos tecidos pode estar relacionada com o0 mecanismo
de compensac&o para ativar a pituitaria a produzir TSH para equilibrar o sistema endocrino®.
Estas deformacdes (desenvolvimento irregular dos tirocitos) sdo denominadas hiperplasia dos
foliculos. No presente estudo foi observada hiperplasia folicular simples, reconhecida pela
proliferagdo de tecido da tiroide fora das zonas onde normalmente este tecido se desenvolve®,
Esta disrupcdo endocrina do DES pode ocorrer diretamente sobre a sintese das HTs ou no

uptake de iodo®’.
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Comparativamente a outros estudos também foram feitas estas observacdes nos
foliculos da tiroide em peixes-zebra. Quimicos como o triclosan®, perclorato de arsenato® e
Propiltiouracil PTU% aumentaram a area relativa dos foliculos. Nestes estudos foi referido que
os individuos apresentavam caracteristicas hipotiroides. O estudo realizado em peixe-zebra
adultos com o quimico Propiltiouracil PTU (quimico administrado em animais com producéo
hormonal normal que causa hipotiroidismo)®* %, demonstraram padrdes de patologia similares
aos observados. Os individuos apresentavam hiperplasia e total desorganizacao dos foliculos
da tiroide. No caso do uso do quimico perclorato de aménia® (quimico frequentemente usado
para testar lesdes da tiroide em peixe-zebra) também foi observado as seguintes caracteristicas:
aumento da area ao nivel dos foliculos da tiroide, padrées irregulares de foliculos e agregados
sem estrutura.

Percebendo como atua o mecanismo de feedback negativo do eixo HPT é possivel
perceber que, caso a TSH néo seja expressa em quantidade suficiente, a T4 ndo é excretada para
0 sangue, sendo assim armazenada, levando ao aumento relativo dos foliculos da tiroide*. Este
aumento relativo da area dos foliculos da tiroide, indicou que poderé existir pouca secrecdo das
HTs para o sistema circulatério, corroborado pela presenca da pouca expressao do gene da Tg.
Esta alteracdo dos niveis de expressdo em peixe-zebra foi observada em quimicos como o
composto anti-tiroide PTU%, Perfluorooctane sulfonate®®% e nanoparticulas de ZnO%. Neste
estudo, os mesmos parametros foram observados, o que sugere que 0s peixes expostos a DES
podem apresentam caracteristicas de individuos hipotiroides.

Em dourada ¥, foi demonstrada a disrupcao endécrina pelo quimico DES, que inibiu a
TSH produzida ao nivel do cérebro e pituitaria. Também foi observado que existiu uma
estimulacdo dos foliculos da tiroide aumentando o seu tamanho relativo. Estes resultados foram
de encontro aos obtidos em peixes-zebra nesta experiéncia.

Podemos concluir que o quimico DES sendo um estrogénio ndo-esteroide, atuou de
forma similar a outros componentes quimicos conhecidos e testados, afetando a morfologia e
o desenvolvimento dos foliculos da tiroide.

O mecanismo molecular de disrupcdo do DES em peixes-zebra ndo € conhecido,
contudo os dados deste estudo comparando com outros indicam que podera estar relacionado
com uma interacdo com o eixo HPT, criando assim uma série de reacfes que afetaram a
morfogénese dos foliculos da tiroide. A Fig. 5.1 é um esquema resumo representativo de todas

as conclusoes retiradas.
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Esquema geral do impacto do quimico
DES em Danio rerio juvenil

T4
Feedback -

sy

B
Pre! 5esa_‘ng inea

DES — estrogénio niio esteroide sintético

RI-PCR:

+ Cacnalha = hipertensdo

} Caler = desregulagio na pituitaria

4 Chenb3a = relacionado com o sistema nervoso e sobre o
batimento cardiaco

VTg

VISH

Volume do ventriculo:
Sem diferengas significativas

Histologia da tiroide
+ Area
+ Campo da tiroide

* DES pode interagir com o eixo HPT nfo estimulando
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* ATgencontra-se inibida pelo mecanismo feedback;

*  Armazenamento das HT sem excreg¢do e ndo produgio
de Tg leva ao aumento da drea dos foliculos;

* Hiperplasia dos foliculos da tiroide, desenvolvimento
de foliculos fora do campo da tiroide para compensar
a produgdo de HT;

*  Os peixes-zebra apresentam caracteristicas de animais
hipotirdides.

Figura 5.1 Esquema geral do impacto do quimico DES em peixes-zebra e conclusfes gerais.
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5.3. loxinil e o seu impacto na morfologia cardiaca

Os resultados demonstraram que o quimico 10X teve impacto sobre a morfologia
cardiaca do peixe-zebra e por consequentemente na regulacdo do eixo HPT. A exposi¢do ao
quimico durante sessenta dias foi capaz de alterar a morfologia cardiaca levando ao aumento
da camara ventricular. Este aumento pode ter sido devido a uma mudanca da taxa de batimento
cardiaco (pardmetro ndo medido) que influenciou o relaxamento miocardial. Os peixe-zebra
juvenis possuem um coragéo totalmente desenvolvido e capaz de resistir e tolerar alteracbes de
batimento cardiacas. Alterac6es na fisiologia do 6rgdo cardiaco podem levar a uma hipertrofia
cardiaca’®,

Em Campinho 2013%%, foi observado em embrides de peixe-zebra, que ndo foi
necessaria a presenca de tecido cardiaco para o estabelecimento de um campo de foliculos, mas
o impulso cardiaco foi importante para o desenvolvimento da tiroide e para a correta
localizacdo dos foliculos. Foi também observado, que o quimico IOX teve impacto sobre o
volume do ventriculo do coragdo, que por sua vez teve impacto no desenvolvimento da tiroide.
O mesmo parece ocorre neste estudo, em peixes-zebra juvenis.

No caso da andlise de expresséo génica os genes o Notchlb e Chrnb3a encontraram-se
aparentemente desregulados, mas pouco pode ser concluido, apenas que estdo relacionados
com o sistema cardiaco. Esta relagdo da alteracdo da performance cardiaca, ndo € possivel ser
determinada pelo que é necessario verificar outros parametros para validar os resultados de
RT-PCR.

Tabela 5.2 Resumo dos niveis de expressdo das bandas analisadas no tratamento 10X em relagéo ao controlo

Genes IOX/CTR
Notchlb l
Chrnb3a X
TSH l

Né&o foi possivel definir se 0 quimico teve impacto somente sobre a morfologia ou
fungéo cardiaca, ou se atuou de maneira direta ou indireta sobre o sistema cardiaco. Mas a
hipotese proposta € que o estimulo cardiaco no peixe-zebra juvenil esteja a estimular a
producdo de Tg em quantidades normais. A TSH encontra-se aparentemente pouco expressa
néo estimulando a secre¢édo de Tg para o sangue, armazenando a hormona e consequentemente
aumentando a area dos foliculos. Esta alteragdo na dinamica cardiaca em peixes-zebra juvenis
pode ter tido impacto sobre a glandula da tiroide. Pois, foi observado um aumento relativo da

area dos foliculos da tiroide e a alteracdo de expressdo do gene TSH. A TSH encontrava-se
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aparentemente pouco expressa apesar do gene Tg encontrar-se expresso em quantidades
normais. Em dourada, quando exposta ao composto 10X3’, foi observado uma estimulag&o dos
foliculos da tiroide. Os foliculos apresentavam maiores dimensoes e de vactolos vazios, sendo
este um indicativo de produgdo de HTs. Outros estudos efetuados em que foi visualizado a
mesma expressio de Tg e TSH foram, o Fosfato de trifenila TPP%, Microcistina-LR
(hepatoxina produzida por cianobactérias)?.

Todos estes parametros levam a inferir que os animais expostos a 10X ao fim de
sessenta dias apresentam caracteristicas de hipertiroidismo (niveis baixos de TSH, mas niveis
de Tg normais'® 1% aumento do volume do ventriculo, aumento da area dos foliculos).

A Fig. 5.2 € um esquema resumo representativo de todas as conclusdes retiradas.

I0X —pesticida

RT-PCR:
+ Notchlb = regulagiio da homeostase do célcio sinais da regulagdo cardiaca
¥ Chrnb3a = relacionado com o sistema nervoso sobre o batimento cardiaco
= Tiroglobulina
+TSH

Volume do ventriculo:
Volume do ventriculo

Histologia da tiroide:
Area

* I0X pode estar a interagir sobre o sistema cardiaco;

* ATg encontra-se expressa apesar dos baixos valores de TSH, concluido
que pode estar a ser estimulada pelo batimento cardiaco;

+ Aumento da area do foliculo da tiroide pode dever-se ao armazenamento
e producdo de Tg.

+ Animais possivelmente com caracteristicas hipertiroides

Figura 5.3 Esquema geral do impacto do quimico 10X em peixes-zebra e conclusdes gerais.
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6. Conclusao

Os quimicos 10X e DES nas doses usadas ndo tiveram impacto na mortalidade dos
peixe-zebra ao longo dos sessenta dias de exposi¢do. Demonstrando que o efeito do DES e
IOX tém sobre os peixes-zebra sdo especificos ao nivel molecular e de efeito continuo sobre o
ciclo de vida dos peixes-zebra.

Como observado em Li et al. 2019, foi possivel também identificar o poder disruptor
enddcrino em concentragfes micromolares dos compostos quimicos DES e 10X em peixes-
zebra juvenis, em que estes quimicos tiveram impacto sobre genes reguladores da homeostasia
do célcio e dos genes relacionados com o sistema cardiaco. Os quimicos também tiveram
impacto sobre a regulacdo hormonal da pituitaria diminuindo a producdo de TSH, que
consequentemente afetou o aumento da area do coloide dos foliculos da tiroide. Ainda €
necessario determinar o mecanismo especifico pelo qual estes quimicos atuaram sobre os
diferentes érgdos dos peixes-zebra.

Nesta fase do ciclo de vida do peixe-zebra, comparativamente com o0s estudos
realizados em embrido, a maneira como cada um dos quimicos atuou no eixo HPT e sistema
cardiovascular foi diferente. Mas, é possivel verificar que estes resultados sdo similares com
os observados em dourada adulta®’, verificando que o seu efeito é similar em diferentes
espécies de teledsteos.

No caso do DES, o mecanismo de impacto foi menos claro, mas foi possivel observar
a estimulacdo dos foliculos da tiroide. A éarea folicular foi relativamente superior em
comparagdo com o controlo, o que sugere a pouca secrecdo de Tg e 0 armazenamento desta,
nos foliculos. O campo da tiroide também se encontrou mais disperso ao longo dos tecidos
conetivos da regido faringea, levando ao aparecimento de foliculos em locais muito posteriores
ou anteriores da zona de interesse (hiperplasia). As hormonas da TSH e da Tg encontravam-se
pouco expressas e podem ser a causa do aumento do campo da tiroide, um mecanismo de
compensacdo do eixo HPT. E necessaria uma analise mais sensivel e qualitativa sobre a
expressao genética, para perceber como o quimico DES podera atuar molecularmente.

No caso do 10X apresentaram um aumento do volume do ventriculo, em que a causa
podera estar relacionada com a alteracdo do batimento cardiaco (parametro ndo medido). Por
consequéncia esta alteracdo, pode ter estimulado a produgdo de Tg nos foliculos e a pouca
excrecdo da Tg levou ao aumento da area relativa dos mesmos. Os resultados demonstraram
que a Tg encontra-se aparentemente expressa, em quantidades normais, e a TSH encontrou-se

aparentemente pouco expressa.
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Foi possivel concluir que: (1) o IOX atuou sobre o sistema cardiaco, alterando o volume
do ventriculo e subsequentemente este efeito teve impacto na morfologia dos foliculos da
tiroide e no eixo HPT; (2) o mecanismo pelo qual o DES atuou néo foi claro, mas teve impacto
sobre o desenvolvimento do campo da tiroide e dos foliculos, desregulando a homeostasia do
eixo HPT; (3) estes quimicos tém um potencial de disrupcdo endocrina da tiroide apds
exposicdo cronica em doses micromolares e abaixo dos niveis minimos permitidos por lei

durante a fase juvenil dos peixes-zebra.

7. Estudos futuros

Para estudos futuros recomenda-se um estudo alargado dos diferentes tipos de genes
como a CRH, os recetores TRa e TR, as deiodinases D1 e D2 e medi¢do hormonal da T4 e Ts
para perceber como todo este processo enddcrino estd a ser afetado e qual a origem do
decréscimo de producdo de TSH e Tg (com base nos estudos de Wikinson K. Chan 201118,
Wei Yan et al. 2012'%, Liang Yu et al. 2015%%, Chen Jianjie et al. 2016%"). E importante ver
outros fatores de regulacdo de diferenciacdo e formacdo de foliculos no peixe-zebra como
Hhex, Pax8 and Nkx2.1 descritos em Wendl et al. 20021 e Elsalini et al. 2003'%°, que podem
comprovar o mecanismo de compensacao do aumento e proliferacao dos foliculos com DES.

Também € importante averiguar a alteracdo do batimento cardiaco nos individuos
tratados com o composto 10X, pois é um importante indicador da alteracdo da morfologia

cardiaca e da estimulacéo dos foliculos da tiroide.
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8. Anexo 1

Figura 8.1 Imagem de imunohistoquimica de peixe-zebra Tg(cmcl2:GFP x Kdrl:mCherry), com
tratamento com 0.1uM DES.

Imagem de fluorescéncia com ampliagdo de 4x, da zona do campo de desenvolvimento dos foliculos
da tiroide em peixes-zebra juvenis. O verde e azul representam respetivamente, imunomarcagéo da Tg,
e marcacdo com DAPI nos nlcleos das células. Nesta imagem é possivel observar um foliculo da
tiroide, realcado com a seta de cor lilas, presente uma zona pouco comum do campo de formagéo dos
foliculos. Demonstra assim um caso de hiperplasia — crescimento anormal de foliculos fora da zona
prevista.
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