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Resumo

Introducdo: A producdo de hormonios tireoidianos € finamente regulada pelo eixo
hipotalamo-hipofise-tireoide. Os desreguladores endécrinos alteram o funcionamento do
sistema enddcrino e induzem efeitos adversos dependendo do tempo de exposicéo e da
fase do desenvolvimento em que o individuo é exposto. O di (2-etil hexil) ftalato € o
principal plastificante utilizado pela industria na producéo de plasticos malaveis. Seu
papel desregulador sobre a funcgéo tireoidiana j& foi descrito em alguns estudos. Contudo,
pouco se sabe sobre o seu papel desregulador durante periodos criticos do
desenvolvimento. Objetivos: Investigar o impacto da exposicdo materna ao di (2-etil
hexil) ftalato durante a gestacéo sobre a funcéo do eixo hipotalamo-hipofise-tireoide dos
animais da geragéo F1, apds o nascimento e durante a vida adulta. Métodos: Ratas
Wistar prenhes foram tratadas oralmente com éleo de milho (Controle) ou 6leo de milho
suplementado com di (2-etil hexil) ftalato (0,48 ou 4,8mg/kg/dia) durante todo o periodo
gestacional. Os machos e fémeas das proles foram utilizados em dois periodos distintos:
no 20° dia gestacional ou 90° dia pés-natal. Hipotalamo, hipéfise, tireoide, figado e
sangue foram coletados para a analise de expressdo génica e proteica, através de
ensaios de PCR em tempo real e western blot, respectivamente. A dosagem sérica dos
horménios tireoidianos foi realizada a partir de ELISA. Resultados: O tratamento
materno com di (2-etil hexil) ftalato aumentou significativamente a expressao de genes
envolvidos na sintese/secrecdo dos hormdnios tireoidianos na tireoide dos machos e
fémeas da prole GD20. Nas fémeas adultas das proles, observou-se aumento da
expressado génica/proteica do TSH alfa na menor dose de tratamento de exposi¢éo ao di
(2-etil hexil) ftalato. Na tireoide desses animais, houve reducdo da expressao
génica/proteica de NIS, TSHR, TG, TPO, NKX2.1, PAX8 e FOXE1, em ambas as doses
de di (2-etil hexil) ftalato. Esses dados sdo coerentes com a redu¢do nos niveis séricos
de T4. Ainda na tireoide, observamos diminuicdo génica de enzimas envolvidas na
acetilacdo, deacetilacdo e desmetilagdo de histonas. Houve também um aumento da
expressao génica de DNMT3a na maior dose de tratamento, enquanto a expresséo do
MRNA da enzima antioxidante SOD1 estava diminuida na tireoide desses animais.
Também nas fémeas, observou-se aumento da expressao génica hepéatica de D1 e de
TTR, apenas na menor dose de tratamento; e reducao da expresséo génica das enzimas

UGTlal e UGT1a6, apenas na maior dose de tratamento com di (2-etil hexil) ftalato. Ja

Xiv



nos machos adultos das proles, houve aumento no contetdo de mRNA do TRH no
hipotalamo, na maior dose de tratamento; e de TSH beta na hipéfise, em ambas as doses
de tratamento. Na tireoide desses animais, houve diminuicdo da expressao
génica/proteica de NIS, TSHR e FOXE1, e aumento de PAX8 e NKX2.1, em ambas as
doses de tratamento. Adicionalmente, a acetilacdo das histonas H3 e H4 apresentou-se
aumentada, na maior dose de tratamento. Ndo houve alteracdo na concentracdo sérica
de T4 e T3 nos machos. Nao houve alteragdes nas enzimas modificadoras de histonas,
enquanto que a expressdo do mRNA da enzima antioxidante CAT estava aumentada na
tireoide desses animais. Ndo houve alteracao significativa em nenhuma das enzimas
hepaticas avaliadas nos machos adultos das proles. Conclusdo: Nossos dados
demonstram, pela primeira vez, que a exposi¢ao intrauterina ao di (2-etil hexil) ftalato,
em doses mais baixas que aquelas consideradas seguras, desregula o funcionamento
do eixo hipotadlamo-hipéfise-tireoide em machos e fémeas da prole, em periodos distintos
do desenvolvimento. Nossos dados sugerem fortemente que a exposi¢ao intrauterina ao
di (2-etil hexil) ftalato aumenta a susceptibilidade da prole para o desenvolvimento de
disfun¢des tireoidianas durante a vida adulta, sendo mais nociva em fémeas do que em

machos.

Descritores: Dietilexilftalato; Gravidez; Disruptores endécrinos; Glandula tireoide
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1 INTRODUCAO

1.1 Viséo geral do sistema enddcrino

O sistema enddcrino exerce suas funcgdes através de um complexo
sistema de sinalizacdo celular capaz de coordenar e regular diferentes atividades
celulares, que culminam com a manutencdo do crescimento, do desenvolvimento, da
homeostase, da reproducéo e perpetuacédo das espécies.t) Esse sistema realiza suas
funcbes através da sintese e secrecdo de hormdnios, principalmente por glandulas
enddcrinas, que estao distribuidas por todo o corpo e cujas func¢des sao controladas por
horménios/metabdlitos presentes no sistema circulatério, por substancias produzidas
localmente, ou por estimulagdo neuroenddécrina direta.® Existem similaridades entre os
sistemas endocrino e nervoso, uma vez que ambos sdo responsaveis pela comunicagao
celular e pelo controle de importantes fungdes do organismo. Contudo, cada sistema
possui suas particularidades. O sistema nervoso permite uma rapida transmissao de
informacBes entre as células, principalmente através de sinais elétricos. Ja a
comunicacdo célula-célula desencadeada pelo sistema enddcrino depende de varios
passos como biossintese, secrecdo, transporte, reconhecimento por receptores e
metabolizacdo periférica de hormoénios, que desencadeiam acfes mais lentas e
duradouras sobre o organismo. Ainda assim, os dois sistemas possuem uma importante
interacdo, de maneira tal que os estimulos recebidos e emitidos pelo sistema nervoso
influenciam a liberacdo de certos hormoénios, assim como, 0os hormonios secretados na
circulagdo atuam sobre neurdnios, controlando estimulos nervosos.®

Os hormdnios sdo mensageiros quimicos secretados na circulacéo,
através da qual, atingem e atuam em células alvo préximas ou distantes, desencadeando
efeitos biologicos. A célula alvo necessariamente expressa proteinas especificas,
denominadas receptores hormonais, que reconhecem e se ligam aos hormdénios e
localizam-se na membrana, citosol e/ou no nucleo das células. A interagdo entre
horménio/receptor da inicio a uma cascata de reacdes bioquimicas, que resulta em uma
resposta celular.® Vale destacar que um Unico horménio pode controlar diferentes
fungBes biologicas, assim como, uma unica func¢do bioldgica pode ser controlada por

varios hormonios simultaneamente.®



A maioria das glandulas enddcrinas € controlada por eixos
hierarquicos, denominados eixo hipotalamo-hipofise-glandula. O hipotalamo e a hipofise
sdo o6rgaos anatomicamente proximos. O hipotalamo esta localizado na base do cérebro
e € conectado pelo infundibulo, em forma de pedunculo, a hipofise, que se localiza no
interior da sela tdrcica. A haste hipofisaria contém vasos sanguineos e fibras nervosas,
permitindo a passagem de hormonios estimulantes e inibitérios, além de outras
moléculas, do hipotdlamo para a hipéfise.®) Dessa forma, o hipotdlamo sintetiza os
chamados hormoénios estimulatérios e/ou inibitérios que, ao serem secretados na
eminéncia mediana e atingirem o sistema porta hipotdlamo-hipofisario, alcancam a

hipoéfise e regulam a sintese e secrecdo de horménios adeno-hipofisarios (Figura 1).
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No hipotadlamo: GnRH: horménio liberador de gonadotrofina (gonadotropin-
releasing hormone); CRH: horménio liberador de corticotrofina
(corticotropin-releasing hormone); GHRH: horménio liberador do horménio
do crescimento (growth hormone-releasing hormone); GnRH: horménio
liberador de gonadotrofinas (gonadotropin-releasing hormone); TRH:
hormdnio liberador da tireotrofina (thyrotropin-releasing hormone). Na
hipéfise: ACTH: hormbnio adrenocorticotréfico  (adrenocorticotropic
hormone); FSH: hormoénio foliculo-estimulante  (follicle-stimulating
hormone); LH: hormdnio luteinizante (luteinizing hormone); MSH: hormonio
estimulante de melandcitos (melanocyte-stimulating hormone); TSH:
hormdnio tireoestimulante ou tireotrofina (thyroid-stimulating hormone). Na
tireoide: T3: triiodotironina; T4: tiroxina.

Fonte: Molina PE. Fisiologia enddcrina. 5a ed. Porto Alegre: McGraw Hill
Education; 2021. Figura 1-1. Sistema endécrino; p. 3.

Figura 1. Representacdo esquematica das principais glandulas enddcrinas
e horménios produzidos pelo sistema enddcrino em humanos



Esses horménios, por sua vez, sdo secretados na circulacdo
sanguinea e alcancam suas glandulas-alvo, como tireoide, gbnadas e adrenais. Nessas
glandulas, os hormonios hipofisarios estimulam a sintese e secrecdo de outros
hormaonios que, por sua vez, atuam em diferentes tecidos, desencadeando seus efeitos
biolégicos.®)

Sabe-se, ainda, que a producédo e secrecdo hormonal é finamente
regulada por mecanismos de retroalimentacgéo. As alcas de retroalimentacéo séo simples
ou hierarquicas e garantem o ajuste continuo dos niveis hormonais na circulagdo, gracas
ao monitoramento constante dos niveis circulantes de metabdlitos/ions (alcas simples)
regulados por horménios, ou a partir do controle da producdo/secrecao de outros
hormdnios reguladores, como nos eixos hipotalamo-hipdéfise-glandula citados
anteriormente.®

O mecanismo de retroalimentacdo pode ser negativo ou positivo. A
retroalimentacdo negativa ocorre quando o horménio secretado por determinada
glandula inibe a expressédo/secreg¢édo de hormonios ou dos sinais que estimularam a sua
secrecdo. Dessa forma, quando a concentracao sérica do hormdnio aumenta, esse tonus
inibitério também aumenta, provocando reducéo do estimulo que promove a sua sintese
e secrecdo. O contrario acontece quando a concentracdo sérica do hormonio diminui, o
que reduz seu efeito inibitdério sobre o sistema, com consequente aumento do estimulo
para a sua sintese e secrecao. Ja na retroalimentacdo positiva, a resposta biologica
gerada pelo horménio potencializa o estimulo da sua sintese/secrecdo. Nesse sentido,
o hormdénio atua aumentando a sua propria secrecdo ao estimular a liberacdo de

hormonios/sinais estimulatérios, que agem sobre a glandula endécrina que o produz.®

1.2 Glandula tireoide

1.2.1 Anatomia, histologia e funcéo da glandula tireoide

A tireoide é uma glandula endécrina responsavel pela producdo dos
horménios tireoidianos (HTs). Os HTs, por sua vez, sdo essenciais para o controle do
desenvolvimento, crescimento e metabolismo. Seu importante papel é claramente
demonstrado pela deficiéncia mental observada em individuos com disfuncéo congénita

da tireoide ou em recém-nascidos cujas maes desenvolveram hipotireoidismo durante a



gestacdo. Os principais horménios produzidos pela tireoide sdo a tiroxina (T4) e a
triiodotironina (T3), que exercem seus efeitos biolégicos principalmente através de sua
ligacdo em receptores nucleares.(”)

A tireoide localiza-se na parte anterior do pescoco, posicionada
abaixo da cartilagem cricoide, na traqueia. E formada por dois lobos lateralizados, direito

e esquerdo, unidos por um istmo formado de parénquima tireoidiano (Figura 2).®
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(A) Viséo anterior da tireoide. (B) Viséo posterior da tireoide.

Fonte: Martins MA, Carrilho FJ, Alves VA, Castilho EA, Cerri GG.
Clinica médica. Vol. 5. 2ed. Barueri: Manole; 2015. Figura 1.
llustragdo esquematica da anatomia da glandula tireoide; p. 165.¢)
Figura 2. Anatomia da glandula tireoide

Conforme demonstrado na figura 3, histologicamente, a tireoide é
composta, principalmente, por varios foliculos tireoidianos e, entre eles, encontram-se
as células C ou células parafoliculares, responsaveis pela producdo de calcitonina. Os
foliculos tireoidianos sé@o considerados as unidades funcionais da glandula, pois neles
ocorrem 0s processos de biossintese, armazenamento e secrecao dos HTs. Os foliculos
sdo formados por uma monocamada de células epiteliais, denominadas tireécitos. O
interior dos foliculos é preenchido por material proteico, denominado coloide, composto
principalmente pela proteina TG produzida pelas células foliculares. Os tiredcitos sé&o
polarizados: a membrana basolateral esta em intimo contato com a vasta rede de
capilares sanguineos, que irriga a glandula, e a membrana apical esta voltada para o

[tmen do foliculo, em contato com o coloide.9
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Fonte: Adaptada de Abrahamsohn P, Freitas V. 14-14 Glandulas endécrinas. 2004
[citado 2022 Jun 7]. Disponivel em: https://mol.icb.usp.br/index.php/14-14-glandulas-
endocrinas/.*

Figura 3. Histologia da tireoide

1.2.2 Desenvolvimento embrionério da glandula tireoide

O desenvolvimento embrionério da tireoide inicia-se a partir do 24° dia
gestacional (GD) em humanos e do GD 8.5 em ratos/camundongos.!? Existe uma
correlacao temporal e estrutural entre a foliculogénese e sintese de HTs, sugerindo que
as maturacbes estrutural e funcional desta glandula estdo intimamente
correlacionadas.®®)

O desenvolvimento da tireoide depende da expressdo de fatores
transcricionais tireoidianos (NKX2.1, FOXE1 e PAX8) em células do assoalho da faringe
primitiva, que é ativada apds o aparecimento do diverticulo tireoidiano.®? E importante
lembrar que a manutencéo do estado diferenciado da glandula tireoide também depende
da expressao coordenada desses fatores transcricionais, que regulam a expressao dos
genes envolvidos na biossintese dos HTs: NIS, TPO, TSHR, TG, dentre outros.(415

A tireoide fetal encontra-se plenamente diferenciada e desenvolvida a
partir da 162 semana de gestacdo em humanos e em GD16.5 em camundongos/ratos,
sendo capaz de concentrar iodeto, além de sintetizar e secretar seus proprios HTs®9
(Figura 4).
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A expresséo dos fatores transcricionais NKX2.1, FOXE1, PAX8 e HHEX
determina a especificidade de um grupo de células da endoderme ventral a
partir dos dias 20 a 22 apds a fertilizacdo em humanos e dia 8.5 a 9.5 em
ratos. Apos o desenvolvimento, o diverticulo migra para a regido da
traqueia. Durante a migracdo, as células proliferam e expandem
lateralmente, processo conhecido como lobalizacdo, que se completa
quando a glandula atinge sua posicdo definitiva, nos dias 45 a 50 em
humanos e 14.5 em ratos, apés a fertilizacdo. A organizacdo das células
foliculares em foliculos ocorre a medida que a expressdo de genes
relacionados com a biossintese de hormdnios tireoidianos
progressivamente aumenta. A expressado do gene SLC5A5, que codifica a
proteina NIS, € um passo limitante na diferenciacdo, pois garante a
captacéo de iodeto e a biossintese de hormdnios tireoidianos, e a glandula
atinge sua maturacgédo funcional.

Fonte: Traduzido de Lépez-Marquez A, Carrasco-Lépez C, Fernandez-
Méndez C, Santisteban P. Unraveling the complex interplay between
transcription factors and signaling molecules in thyroid differentiation and
function, from embryos to adults. Front Endocrinol (Lausanne).
2021;12:654569. Figure 1. Stages of early thyroid development; p. 3.9
Figura 4. Desenvolvimento e diferenciacdo da glandula tireoide

Por esse motivo, vale ressaltar que até a 162 semana de gestacao, o
feto depende exclusivamente dos HTs produzidos pela mée e, qualquer variacdo dos
niveis maternos de HTs neste periodo gera drasticas consequéncias no desenvolvimento

fetal.1® A passagem de HTs maternos para o feto, durante a gestacdo, se faz através



da placenta, gracas a expresséao de transportadores especificos de HTs nas vilosidades

coridnicas.®®

1.2.3 Biossintese e secrecdo de hormonios tireoidianos

Os HTs possuem iodo em sua estrutura molecular e, por conta disso,
esse micronutriente € essencial para a biossintese de horménios pela tireoide. Apos ser
obtido pela dieta, o iodo € reduzido a iodeto no trato gastrintestinal. O iodeto € entédo
absorvido pelas vilosidades intestinais e transportado pela corrente sanguinea até a
tireoide.( A captacdo do iodeto na tireoide é mediada pela proteina NIS, através de um
transporte ativo secundario, contra um gradiente eletroquimico.19 Apés sua entrada
nos tiredcitos, o iodeto é transportado do citoplasma para o limen do foliculo, através de
transportadores apicais como a Pendrina e Anoctamina-1.")

No Iumen folicular, o iodeto é oxidado a iodo e incorporado em
residuos de tirosina das moléculas de TG. Ambos o0s processos sao catalisados pela
enzima TPO. A acdo da TPO depende do cofator perdoxido de hidrogénio (H2032),
essencial para a sua atividade catalitica e gerado a partir de oxidases tireoidianas
(DUOX1 e DUOX2), flavoproteinas dependentes de calcio e membros da familia NADPH
oxidase.(1®)

A incorporacdo do iodo nos aminoacidos tirosina gera dois tipos de
moléculas: a 3-monoiodotirosina (MIT) e a 3,5-diiodotirosina (DIT), que sdo acopladas
por acdo da TPO. O acoplamento de duas moléculas de DIT da origem ao horménio T4,
e uma DIT e uma MIT forma o T3. Outros horménios, sem ac¢éo biolégica mediada por
receptores nucleares, sao formados durante o processo de acoplamento das
iodotirosinas, como a 3,3',5'-triiodotironina (rT3) e a 3,3’-diiodotironina (T2).(19

A secrec¢ao dos HTs inicia-se pelo processo de endocitose do coloide
presente no limen folicular, por meio de macro e micropinocitose. Lisossomos contendo
enzimas proteoliticas associam-se as vesiculas endocitadas, formando os
fagolisossomos, nos quais a tireglobulina, contendo os HTs, € hidrolisada. Além dos HTSs,
sao liberadas moléculas de MIT e DIT, que sao posteriormente desiodadas pela enzima
iodotirosina dehalogenase (DEHAL1). Este processo de desiodacao das iodotirosinas é
importante para reciclar o iodeto, que sera utilizado na sintese de novos hormdnios.®

A secrecdo dos HTs é mediada, principalmente, por uma proteina expressa na



membrana basolateral dos tiredcitos, o transportador de monocarboxilatos tipo 8
(MCT8).29 Além do MCTS8, a tireoide expressa outros transportadores na membrana
basolateral que auxiliam a secre¢do de HTs, como o transportador de L-aminoacidos do
tipo 2 (LAT2)@Y (Figura 5).
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Oxidagaoe
Organificagao |
do lodeto
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& sapiens A h
A) Estrutura tridimensional dos foliculos tireoidianos, formados por uma camada de células epiteliais
circundando um lumen preenchido com coloide. Ao redor dos foliculos, encontram-se as células C,
também conhecidas como células parafoliculares, que produzem calcitonina. B) C) e D) Representacao
esquematica dos processos de oxidacdo do iodeto, organificacdo do iodo e acoplamento das iodotirosinas,
processos catalisados pela TPO. NIS: co-transportador  sédio-iodeto; TSHR: receptor  de
tireotrofina; MCT8: transportador de monocarboxilato tipo 8; KCNQ1/KCNE2: canais de K+ dependentes
de voltagem; DUOX2: dual-oxidase tipo 2; DUOXA2: fator de maturacdo da dual oxidase tipo
2; TPO: tireoperoxidase; He: grupo heme da TPO; DEHAL: iodotirosina dehalogenase; TG: tireoglobulina;
H20:2: perdxido de hidrogénio; DIT: diiodotirosina; MIT: monoiodotirosina.
Fonte: Traduzido de Carvalho DP, Dupuy C. Thyroid hormone biosynthesis and release. Mol Cell
Endocrinol. 2017;458:6-15. Fig. 1. Schematic representation of thyroid hormone biosynthesis and release.
p. 7.40
Figura 5. Representacdo esquematica da biossintese e secre¢cao dos hormonios tireoidianos

O T4 é o principal hormbnio secretado pela tireoide. De fato, a maior
parte do T3 circulante deriva da desiodacdo do anel externo da molécula de T4, que



ocorre, principalmente, em tecidos periféricos pela acdo das desiodases.?? Em
humanos, aproximadamente 80% do T3 sérico deriva da desiodacdo do T4. Por outro
lado, em ratos, o nivel de T3 circulante derivado da desiodacao varia de 40 a 50%, sendo
o restante produzido pela tireoide.("23)

1.2.4 Eixo hipotalamo-hipo6fise-tireoide

A sintese e a secrecao dos HTs séo reguladas pelo eixo hipotalamo-
hipofise-tireoide (HHT). Nesse sentido, o hipotalamo, através da secre¢do do TRH,
estimula a sintese e TSH pelos tireotrofos da adeno-hipéfise. Quando liberado, o TSH é
transportado pela circulacao e liga-se ao TSHR, expresso ha membrana basolateral dos
tiredcitos, estimulando todos os passos envolvidos na biossintese e secre¢do dos HTs.(")

Os HTs, por sua vez, atuam no eixo inibindo a sintese e secre¢do de
TRH e TSH, no hipotalamo e hipofise, respectivamente, configurando um mecanismo de
retroalimentacéo negativa.(”

Dessa maneira, quando h& diminui¢do dos niveis circulantes de HTSs,
em uma situacdo fisiolégica, ha uma diminuicdo da inibicdo exercida por esses
hormonios sobre o eixo HHT, 0 que aumenta a sintese e secre¢do de TRH e TSH, até
gue os niveis de HTs retornem a normalidade. Por outro lado, frente ao aumento dos
niveis de HTs na circulacdo, ha um aumento da inibicdo exercida por eles tanto no
hipotadlamo, quanto na hipofise, o que, em Ultima instancia, reduz os niveis circulantes

de TSH e seu estimulo sobre a tireoide® (Figura 6).
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1) O hipotalamo sintetiza e secreta o TRH. 2) O TRH estimula a hipofise
anterior a secretar TSH. 3) O TSH estimula a glandula tireoide a
secretar os HTs. 4) Os HTs exercem a¢Bes em praticamente todas as
células do organismo. 5) Os HTs inibem a sintese e liberagdo de TSH
pela adeno-hipofise. 6) Em menor grau, os HTs inibem a liberag&o de
TRH pelo hipotalamo.

Fonte: Traduzido de Saladin K. Anatomy & physiology. The unity of
form and function. 9th ed. New York: McGraw-Hill; 2021. Figure 17.7
Negative feedback inhibition of the pituitary gland by the thyroid gland;
p. 622.%

Figura 6. Eixo hipotalamo-hipéfise-tireoide

1.3 Desreguladores endocrinos

Desreguladores endécrinos (DES) sédo substancias quimicas, isoladas
ou em mistura, de origem natural ou sintética, que interferem com o complexo sistema
de comunicacdo celular controlado pelo sistema enddcrino, resultando em efeitos
adversos a saude. Ao longo da vida, o ser humano é exposto a uma grande quantidade
de compostos com potencial de desregular o sistema enddcrino.®

E importante ressaltar que, o sistema enddcrino € altamente sensivel
a interferéncias e susceptivel a desregulacdes causadas por substancias exdgenas, uma
vez que 0s niveis circulantes e a concentragdo de horménios necessaria para
desencadear os efeitos bioldgicos estdo na faixa de pM — uM.(26)

A maior parte dos DEs conhecidos foram originalmente criados com
o intuito de desempenhar uma funcdo especifica, seja como pesticida, plastificante ou

solvente. Contudo, dada sua similaridade estrutural com diversos hormoénios produzidos
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endogenamente pelo organismo, os DEs promovem alteracbes significativas no
funcionamento do sistema endocrino e induzem efeitos adversos sobre o crescimento,
desenvolvimento, reprodugéo e metabolismo, com repercussodes sistémicas em variados
graus, dependendo do tempo de exposicao e da fase do desenvolvimento em que o
individuo é exposto.?”)

Dentre os produtos quimicos sintéticos identificados como DEs,
encontram-se solventes/lubrificantes industriais, como os bifenilos policlorados (PCBSs),
bifenilos polibromados (PBBs) e as dioxinas; plastificantes como o bisfenol A (BPA) e os
ftalatos (por exemplo, o di (2-etilhexil) ftalato [DEHP]); pesticidas (por exemplo, o DDT),
fungicidas (por exemplo, a vinclozolina), herbicidas (por exemplo, o glifosato) e drogas
para uso farmacéutico (como o dietilestilbestrol; DES).?®) Nesse sentido, mais de 90.000
compostos quimicos produzidos pela indastria ja foram classificados como potenciais
DEs para o organismo.?® A Unido Europeia estima um gasto anual de mais de 100
milhdes de euros com o tratamento de doencas relacionadas aos DEs e ha manutencéo
de individuos que ndo podem trabalhar devido a problemas de salude desencadeados
por essas substancias.?®)

Os DEs interferem em diferentes etapas da sintese, secrecéo,
transporte, metabolismo periférico e acdo dos hormoénios endogenamente produzidos
pelo organismo.?”) Um dos principais mecanismos desencadeados pelos DEs no
comprometimento do sistema enddcrino envolve sua ligacdo em receptores hormonais,
de membrana ou nucleares, antagonizando ou mimetizando os efeitos biolégicos dos
horménios. Além disso, descreve-se que os DEs atuam a partir de outros mecanismos,
como: alteragdo da atividade/expressdo de co-ativadores e co-repressores
transcricionais; comprometimento de vias enzimaticas envolvidas na
biossintese/metabolismo dos horménios; alteracdo da expressdo e da atividade de

proteinas transportadoras de hormonios, etc.®%31) (Figura 7).
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As setas identificam os dez potenciais efeitos desencadeados por desreguladores endécrinos. O simbolo
* indica que esses contaminantes amplificam ou atenuam os processos/efeitos descritos em cada item. 1)
DEs interagem com receptores hormonais mimetizando os efeitos desencadeados pelo horménio
endogenamente produzido pelo organismo. 2) DEs interagem com receptores hormonais e
antagonizam/bloqueiam seus efeitos biolégicos. 3) DEs regulam a expressao de receptores de diferentes
horménios. 4) DEs alteram a transduc¢@o de sinal em células responsivas a hormdnios, incluindo:
mudancas na expressao de mRNAs e proteinas, modificacdes pos-traducionais, alteracées no fluxo de
ions. 5) DEs induzem modificagBes epigenéticas em células produtoras ou responsivas a horménios. 6)
DEs alteram a sintese hormonal. 7) DEs alteram o transporte de hormdnios através das membranas
celulares. 8) DEs alteram a distribuicdo de horménios ou os niveis de hormdnios circulantes, por
interferirem na funcdo de proteinas transportadoras. 9) DEs alteram o metabolismo periférico e/ou
depuracdo hormonal. 10) DEs alteram o destino de células produtoras ou responsivas a horménios,
alterando taxas de proliferacéo, diferenciacdo e/ou apoptose celular. As acbes de DEs representadas
incluem amplificacé@o e atenuacéo de efeitos.
Fonte: Traduzido de La Merrill MA, Vandenberg LN, Smith MT, Goodson W, Browne P, Patisaul HB, et al.
Consensus on the key characteristics of endocrine-disrupting chemicals as a basis for hazard identification.
Nat Rev Endocrinol. 2020;16(1):45-57. Fig. 1 The key characteristics of endocrine-disrupting chemicals. p.
48.G1
Figura 7. Caracteristicas e efeitos desencadeados pelos desreguladores enddcrinos

A determinacdo da dose segura de exposicdo aos DEs é complexa,

uma vez que, na maioria dos casos, os efeitos nocivos desencadeados pelos DEs néo
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seguem curvas monotonicas de dose-resposta, como curvas em U ou U invertido®?
(Figura 8).

Curva Monoténica Curva nao Monotonica Curva nao Monotonica

Resposta
Resposta
Resposta

Concentragao Concentragao Concentragao

Fonte: Aires MM. Fisiologia. 5. ed. Rio de Janeiro: Guanabara Koogan; 2018. Figura 78.8 Os
efeitos desencadeados pelos desreguladores enddcrinos podem seguir curvas monotdnicas ou
n&o monotonicas de dose-resposta. p. 1311.%)

Figura 8. Exemplos de curvas dose-resposta induzidas pela exposi¢cdo aos desreguladores
enddcrinos

Nesse sentido, qualquer nivel de exposi¢cdo aos DEs potencialmente
desencadeia anormalidades enddcrinas e/ou reprodutivas, especialmente se o0s
individuos forem expostos durante as janelas criticas do desenvolvimento. Vale frisar
que, para alguns DEs, doses baixas de exposicdo exercem efeitos deletérios mais
potentes do que doses altas. Finalmente, como varios sistemas enddcrinos sédo afetados
pela exposicdo aos DEs, uma dose considerada “segura” para um dos eixos endocrinos,

nao necessariamente sera “segura” para outro eixo hormonal.?

1.3.1 Desreguladores endécrinos e as origens desenvolvimentistas da saude e da

doenca

Sugere-se que, além dos fatores genéticos, 0 aumento da exposi¢ao
humana aos DEs tenha relac&o direta com 0 aumento acentuado, nas ultimas décadas,
de diversas doencas nao transmissiveis, como cancer, doencas cardiovasculares,
doencas respiratorias cronicas e diabetes mellitus. Por esse motivo, ha um interesse
crescente em entender como as exposi¢des crénicas aos DEs, ao longo da vida e em

baixas doses, contribuem para o aumento dessas doengas em humanos.®3)
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Esses efeitos dos DEs tém relacdo direta com a teoria da origem
desenvolvimentista da saude e da doenca (DOHaD), que preconiza que experiéncias
adversas (nutricionais, farmacoldgicas, ambientais etc.) vividas durante as fases iniciais
do desenvolvimento predispbe os individuos a maior susceptibilidade de desenvolver
doencas ao longo da vida.®%

Os periodos intrauterino, neonatal e os primeiros anos de vida séo
classificados como janelas de exposicao extremamente vulneraveis para a exposicao
aos DEs, uma vez que, especialmente nessas fases, ocorrem intensas e importantes
acbes hormonais que garantem o adequado desenvolvimento e crescimento dos
individuos. De fato, eventos finamente coordenados temporalmente em nivel celular,
bioguimico e molecular sdo desencadeados por a¢cdes hormonais, de forma tal que a
exposicdo a interferentes enddcrinos desencadeia efeitos deletérios no
desenvolvimento, organizacdo e maturacao de diferentes 6rgaos/tecidos dos organismos
expostos.® Sendo assim, dentre os varios fatores ambientais que comprometem o
desenvolvimento adequado dos individuos, os DEs tém recebido grande atencéo, dada
a sua onipresenca no meio ambiente e 0 aumento acentuado de doencas enddcrinas em
humanos com niveis detectaveis dessas substacias no organismo.(5:36)

Nesse sentido, demonstrou-se que processos moleculares altamente
conservados e eficientes evoluiram, permitindo que fatores ambientais regulem a
conformacdo da cromatina e, consequentemente, a expressdo génica de diferentes
tecidos, independentemente de alteracdes na sequéncia do DNA. Sao os conhecidos
mecanismos de programacdo da expressao génica que tem relacdo direta com o
aumento do risco de desenvolvimento de doencas ao longo da vida.®”) Ainda mais
preocupantes sao as alteracbes epigenéticas desencadeadas pela exposicdo aos DEs
em células germinativas (6vulos e espermatozoides). As alteracdes epigenéticas nesses
tipos celulares podem resultar na transmissao de fendétipos adversos para proximas
geracoOes, caracterizando as herancas multigeracional e transgeracional, com crescente
interesse nas pesquisas sobre a teoria de DOHaD e a exposicdo humana aos DEs.(3437)

E importante ressaltar que, 0s mecanismos epigenéticos S&o
essenciais para estabelecer a totipoténcia do zigoto e especificar as linhagens geradas
a partir das células germinativas. Por esse motivo, é tdo preocupante que os DEs
interfiram nesses mecanismos de manutencéo e perpetuacdo das marcas epigenéticas
durante o desenvolvimento, uma vez que, ao alterarem o epigenoma celular os DEs

potencialmente interferem com o correto desenvolvimento dos 6rgaos e tecidos, em
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diferentes geracdes.®”3® Como os padrdes epigenéticos sdo herdados por meio da
mitose, quanto mais precoce for o estagio de desenvolvimento, mais critico sera o
impacto da exposicdo aos DEs no fenétipo resultante.(36:39)

Os mecanismos epigenéticos mais conhecidos e envolvidos na
regulacdo da expressdo génica sdo a metilacdo do DNA e as modificacbes poés-
traducionais de histonas.“%

A metilacdo do DNA envolve a adi¢do de grupos metil as citosinas e
é catalisada por DNA metiltransferases (DNMTSs). E um mecanismo de suma importancia
para varios processos celulares, incluindo a gametogénese e embriogénese, imprinting
gendmico, inativacdo do cromossomo X e preservacao da estabilidade cromossémica.
Vale destacar que, a hipermetilagio do DNA em uma regido promotora reprime a
transcricdo génica, uma vez que torna a cromatina menos acessivel aos fatores de
transcricdo, além de aumentar a afinidade dessa molécula para histonas desacetilases
e co-repressores transcricionais.“%

A modificagdo pos-traducional de histonas, por sua vez, envolve a
acetilacdo, metilacdo, fosforilacdo, sumoilacdo e/ou ubiquitinagcdo de aminoé&cidos
especificos nas extremidades N-terminais das histonas, principalmente H3 e H4,
mediada por diferentes enzimas, como histonas acetiltransferases, desacetilases,
DNMTs, desmetilases etc. As modificagbes pds-traducionais das histonas aumentam ou
diminuem a interacao fisica dessas proteinas com o DNA, o que leva a maior ou menor
compactacdo da cromatina e, consequentemente, a diminuicdo ou ao aumento da

atividade transcricional, respectivamente. (4041

1.3.2 Ftalatos

Os ftalatos sao plastificantes amplamente utilizados na fabricacéo de
centenas de produtos como brinquedos, materiais de construcéo, produtos de higiene
pessoal, cosméticos, filmes para conservagao de alimentos, detergentes e equipamentos
médicos.(*243) Esses plastificantes sdo usualmente adicionados a polimeros, como o
cloreto de polivinila (PVC), para conferir flexibilidade e durabilidade aos plasticos. Sendo
assim, pode-se encontrar os ftalatos em produtos de seguranca, como capacetes e
airbags, em automdveis, celulares, computadores, televisores e outros equipamentos

eletrbnicos. Também sdo amplamente encontrados em diferentes produtos das
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residéncias, como em revestimentos, pisos, telhados e isolamentos. Além disso, esses
plastificantes sdo largamente utilizados na producdo de embalagens para alimentos.®?

Aproximadamente 6.000.000 de toneladas de ftalatos sao produzidos
anualmente no mundo, e sdo classificados como moléculas de alto ou baixo peso
molecular.®4 Os ftalatos de alto peso molecular possuem de 9 a 13 atomos de carbono
em sua estrutura quimica, o que Ihes confere maior durabilidade, sendo utilizados em
produtos de PVC, como fios e cabos, pisos e revestimentos, filmes autoadesivos e
aplicacdes automotivas. Os ftalatos de alto peso molecular mais comuns incluem o
diisononil ftalato (DINP), diisodecil ftalato (DIDP) e dipropil-heptil-ftalato (DPHP). Os
ftalatos de baixo peso molecular sdo compostos com 3 a 8 &tomos de carbono em sua
molécula e sdo amplamente utilizados em produtos médicos, PVC de uso geral,
adesivos, tintas e cosméticos; os mais comuns incluem o DEHP e dibutil ftalato (DBP).(“5-
49)

Dentre os ftalatos apontados acima, o DEHP é o mais utilizado no
mundo e pode representar até 40% do peso final de alguns produtos plasticos, o que
demonstra a importancia de sua utilizacdo na fabricacdo desses produtos.“246:47)

O DEHP é um liquido incolor, praticamente inodoro e esta presente
em diversos produtos do dia a dia, como: revestimentos de parede, toalhas de mesa,
estofamento de moveis, cortinas de chuveiro, mangueiras de jardim, forros de piscina,
capas de chuva, brinquedos, estofados de automoveis, peliculas de embalagem,
revestimento para fios e cabos, maquiagens, cosméticos e equipamentos médicos —
bolsas de armazenamento de sangue e/ou solugcBes intravenosas), cateteres e tubos
para dialise. 250

Independentemente de seu peso molecular, os ftalatos encontram-se
ligados de forma ndo covalente aos plasticos, sendo facilmente liberados no meio
ambiente, potencializando, assim, a exposicdo humana a esses contaminantes.®? No
corpo humano, o DEHP ¢é absorvido e imediatamente metabolizado em mono (2-etil-
hexil) ftalato (MEHP) um composto considerado ainda mais toxico do que o proprio
DEHP.52

A meia vida dos ftalatos no organismo é de algumas horas, pois sao
rapidamente metabolizados e excretados nas fezes e na urina. Ainda assim, a sua
onipresenca no meio ambiente e em diversos produtos do dia a dia, resulta em uma

exposicdo humana constante e altamente variavel.®3
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Devido a grande quantidade e variedade de produtos contendo
DEHP, estima-se que exposi¢cdo humana a esse composto é de 0,5-25ug/kg/dia.#6:54.55)
A exposicdo tende a ser ainda maior em recém-nascidos internados em UTI neonatal,
que alcancam niveis de exposicao da ordem de 3mg/kg/dia, dada a alta utilizacdo de
equipamentos médicos, como tubos e sondas, ricos em DEHP em sua composic&o. 6

Dada a intensa exposicdo humana ao DEHP, agéncias regulatorias
determinaram doses de exposi¢cdo consideradas seguras, a fim de se evitar possiveis
danos causados pela exposicdo a esse ftalato. Assim sendo, de acordo com a Agéncia
de Protegcao Ambiental (EPA) Americana, a dose 20ug de DEHP/kg/dia aumenta o risco
de desenvolvimento de hepatomegalia. Ja a Autoridade Europeia de Seguranca dos
Alimentos (EFSA) indicou que a dose de 50ug de DEHP/kg/dia pode causar toxicidade
testicular.9)

A exposicdo humana ao DEHP ocorre, principalmente, por inalacao,
ingest&o ou contato dérmico.®”) Metabdlitos de ftalatos foram encontrados em amostras
biolégicas humanas como sangue, urina, liquido amniético e leite materno, o que
confirma a ampla contaminacdo humana com esses DEs.“>51) Especialmente por esse
motivo, a preocupacao pelas consequéncias da exposi¢cdo humana ao DEHP aumentou
nos ultimos anos, dada sua alta toxicidade e a capacidade de perturbar a funcéo
endocrina em humanos e animais. 46:55)

Em concordéancia, estudos indicam que a exposicdo humana aos
ftalatos desencadeia sérios problemas de saude, que vdo desde anormalidades em
orgaos reprodutivos, até a interferéncia na acao, metabolizacédo, producao e transporte
de hormonios no organismo.®859 Sendo assim, estudos descrevem que alguns ftalatos,
como o di-n-bultil ftalato (DNBP),®® di-isobutil ftalato (DIBP),) DEHP,®2 benzilbutil
ftalato (BBzP)®® e o diisonil ftalato (DINP)®% desencadeiam efeitos nocivos no
desenvolvimento e na reproducdo em humanos e outros animais.©®

Sabe-se, por exemplo, que a exposi¢cdo intrauterina aos ftalatos
desencadeia diversos problemas no funcionamento do sistema enddcrino, causando a
perturbacdo do desenvolvimento de estruturas dependentes de androgenos,
principalmente por inibir a biossintese de testosterona fetal.®® Além disso, foi
demonstrado que os ftalatos interferem com a produg&o do horménio foliculo estimulante
(FSH) e do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 3 (IGF-3), envolvidos na
descida dos testiculos para a bolsa escrotal durante o desenvolvimento.®”) Dessa

maneira, a maior parte dos estudos correlaciona a exposi¢céo aos ftalatos a agbes anti-
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androgénicas, que comprometem estrutural e funcionalmente estruturas do sistema
reprodutor masculino, durante uma janela de exposicao critica para o desenvolvimento
de estruturas reprodutivas. Estes efeitos fazem parte da chamada “sindrome do ftalato”,
que se caracteriza pelo encurtamento da distancia anogenital, hipospadia e
malformacdes do epididimo, ducto deferente, vesiculas seminais e prostata.(©8)

Além dos efeitos nocivos sobre o sistema reprodutor, a exposi¢cao aos
ftalatos foi previamente associada ao desenvolvimento de resisténcia insulinica, diabetes
tipo Il, sobrepeso e obesidade, alteracdes esqueléticas, alergias e desencadeamento de
diferentes tipos de cancer.(©°

Nos ultimos anos, tem-se descrito os efeitos deletérios do DEHP e os
seus metabdlitos sobre a funcdo do eixo HHT. Neste sentido, demonstrou-se que
exposicdo ao DEHP causou reducdo da concentracdo sérica de HTs e do TRH em
roedores, além de reduzir a expressao tireoidiana da proteina NIS, cuja atividade é
limitante para a biossintese hormonal. Esse mesmo estudo demonstrou a diminuicéo da
TTR, principal proteina plasmatica transportadora de HTs em roedores, e 0 aumento da
expressdo da deiodase do tipo 1 (D1) e de glucuronosiltransferases (UGTs), enzimas
hepaticas que metabolizam os HTs. Indicando que o DEHP pode alterar a expressao de
enzimas hepaticas, levando a anormalidades metabdlicas e da funcédo do eixo HHT
através da via Ras/Akt/TRHr.®® Em humanos, observou-se uma associacido inversa
entre as concentracées urinarias de MEHP e os niveis séricos de T3 livre e T4 total.6
Outro estudo demonstrou que os niveis séricos de T4 total e livre estavam negativamente
associados ao MEHP na urina de gestantes.(?

Ainda assim, até o momento, poucos estudos investigaram os efeitos
da exposicao intrauterina aos ftalatos e suas consequéncias para a saude da progénie
durante a vida adulta. Conforme destacado anteriormente, a maior parte dos estudos
feitos com esse proposito, investigaram os efeitos dos ftalatos sobre o sistema reprodutor
de diferentes classes de animais, dadas as suas conhecidas a¢des anti-androgénicas.™

A principal hipotese do nosso estudo é que a exposi¢cao ao DEHP,
durante uma janela critica do desenvolvimento, compromete o desenvolvimento e funcao
da tireoide nos individuos da progénie. Essa hipbtese baseia-se nos dados anteriormente
expostos, na importancia incontestavel da funcdo tireoidiana materna para o
desenvolvimento fetal e do periodo intrauterino para a programacao de doencas durante
a vida adulta. Dessa forma, tornou-se relevante compreender 0os mecanismos através

dos quais o DEHP interfere, durante o periodo intrauterino, com o desenvolvimento,
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programacao e funcdo da tireoide, cujos hormoénios exercem efeitos em praticamente

todas as células do organismo, garantindo a manutencédo da homeostase.

1.4 Objetivos

1. Avaliar os efeitos desencadeados pela exposi¢cdo materna ao di (2-
etil hexil) ftalato, durante a gestacao, sobre a expressao génica e proteica da funcao do
eixo hipotadlamo-hipdfise-tireoide dos animais da geracdo F1, no final da gestacao e
durante a vida adulta;

2. Avaliar a participacdo de mecanismos epigenéticos (metilacdo do
DNA e modifica¢gBes pds-traducionais de histonas) na programacéo da expressao génica
da tireoide nos animais adultos da geracdo F1, que foram expostos ao ftalato di (2-etil

hexil) ftalato durante o periodo intrauterino.
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2 METODOS

2.1 Animais, desenho experimental e tratamentos

Foram realizados estudos in vivo, utilizando-se ratas da linhagem
Wistar adultas e virgens, provenientes e mantidas no biotério do Centro de
Experimentacdo e Treinamento em Cirurgia do Hospital Israelita Albert Einstein. Os
animais foram mantidos em ambiente climatizado a 22 + 2°C, com umidade relativa do
ar de 55 + 10% e ciclo invertido claro/escuro de 12 horas. Agua e alimentacdo foram
fornecidas ad libitum.

Apés o periodo de adaptacdo (~10 dias), deu-se inicio ao
procedimento de copula, no qual um rato da linhagem Wistar adulto foi colocado em cada
caixa contendo duas ratas. Diariamente foi avaliada a presenca de tampao vaginal para
identificacdo do primeiro dia da prenhez (GDO0.5).

As prenhes foram pesadas, colocadas em gaiolas individuais e
divididas entre os seguintes grupos experimentais:

Grupo Controle (nimero amostral = 5 ratas prenhes) — receberam
oralmente o mesmo volume de 6leo de milho (50uL/250g de peso corporal; Sigma-
Aldrich, St. Loius, MO, EUA), utilizado para a diluicdo do DEHP administrado nos animais
dos outros grupos experimentais.

Grupo DEHP 0.48 (nimero amostral = 5 ratas prenhes) — receberam
oralmente 0,48mg/kg/dia de DEHP (Sigma-Aldrich, Steinhein, Alemanha, pureza =
99,5%) dissolvido em 6leo de milho.

Grupo DEHP 4.8 (numero amostral = 5 ratas prenhes) — receberam
oralmente 4,8mg/kg/dia de DEHP dissolvido em 6leo de milho.

As doses de DEHP foram administradas diariamente nas ratas
prenhes, no periodo da manha, durante todo o periodo gestacional (GD0.5-GD21) por
via oral, com o auxilio de uma micropipeta monocanal e ponteira. Esse método de
administracéo é considerado menos estressante para 0s animais do que a gavagem.(®?)
Conforme apontado anteriormente, o DEHP foi dissolvido em 6leo de milho e o volume
administrado (50uL/250g de peso corporal) foi ajustado diariamente, com base na
variagcéo do peso corporal das ratas prenhes ao longo da gestacéo, para manutencéo da

mesma dose de DEHP durante todo o periodo de tratamento.
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As doses de DEHP administradas neste estudo foram definidas a
partir da dose nivel sem efeitos adversos observaveis (NOAEL — no-observed-adverse-
effect level) de DEHP, definida como 4,8mg/kg/dia.(™® Dessa forma, 4,8mg/kg/dia é
considerada uma dose segura de exposicdo ao DEHP, e a dose 0,48mg/kg/dia
corresponde a uma dose 10 vezes mais baixa que a NOAEL, simulando uma dose de
exposicdo ao DEHP mais factivel com a exposicdo humana a esse desregulador
enddcrino.

Os machos e fémeas das proles foram utilizados em dois periodos
distintos: no 20° dia gestacional (GD20) ou no 90° dia pos-natal (PND90).

Os critérios de exclusdo dos animais foram: se o animal apresentasse
qualquer sinal de sofrimento ou alteracdo comportamental/patolégica relevante durante
o periodo de tratamento/crescimento, por questdes éticas, 0 mesmo seria anestesiado e
eutanasiado antes do periodo inicialmente previsto. Contudo, é importante destacar que
nao houve nenhuma situacdo similar a descrita anteriormente em nosso protocolo
experimental.

Nos experimentos que ocorreram em GD20, as prenhes foram
anestesiadas e, apds a excisdo dos cornos uterinos, os filhotes foram removidos. O sexo
dos animais foi determinado por andlise da distancia anogenital e, posteriormente,
pesados e decapitados (niUmero amostral=10 animais por grupo experimental). Com o
auxilio de uma lupa estereoscépica a tireoide desses animais foi coletada. Para os
experimentos em PND90, as prenhes foram mantidas com o tratamento com 06leo de
milho ou DEHP até o nascimento dos filhotes, quando o tratamento foi interrompido. Apés
o desmame, os machos e fémeas das proles foram separados por sexo (numero
amostral=15 animais por grupo experimental) e mantidos com rag¢do padrdo e agua
filtrada até completarem 90 dias de idade. Os animais foram entdo pesados,
anestesiados e eutanasiados por decapitacdo. O sangue, hipotalamo, hipéfise, tireoide,

figado e rim foram coletados (Figura 9).
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Tratamento via oral de A\
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Machos e fémeas das proles foram utilizados em dois periodos distintos:
20° dia gestacional (GD20) ou no 90° dia pds-natal (PND90)

A) Ratas Wistar prenhes foram divididas aleatoriamente em 3
grupos experimentais e receberam 6leo de milho (controle) ou
6leo de milho suplementado com DEHP (DEHP 0,48 e DEPH
4,8), por via oral, durante toda a gestacdo. B) Os animais das
proles foram avaliados em dois momentos distintos: GD20 ou
PND9O.

Figura 9. Desenho experimental

As amostras de sangue foram coletadas e centrifugadas (1260xg,
10min, 4°C) e armazenadas em freezer -20°C. As amostras de tecido foram
armazenadas em freezer -80°C e, posteriormente, processadas conforme descrito a
sequir.

As analises realizadas a partir dos tecidos coletados nos animais das
progénies foram realizadas de forma discriminada e independente de acordo com o0 sexo
do animal — machos controles comparados com machos expostos ao DEHP; fémeas
controle comparadas com fémeas expostas ao DEHP.

Todos os procedimentos realizados neste estudo foram aprovados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal do Instituto Israelita de Ensino e
Pesquisa do Hospital Israelita Albert Einstein (CEUA 3326/2018), seguindo 0s principios
adotados pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo Animal.

O periodo de realizacéo dos procedimentos de cépula e geracao das

proles ocorreu entre fevereiro de 2019 a fevereiro de 2020.
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2.2 Avaliacdo da expressao génica

2.2.1 Extracdo de RNA total

Hipotalamo, hipofise, tireoide, figado e rim coletados nos
experimentos GD20 e PND90 foram homogeneizados em Reagente TRIzol® (Invitrogen
Life Technologies Carlsbad, CA, USA), utilizando o equipamento de homogeneizacgao de
tecidos Polytron® (KINEMATICA).

Conforme descrito anteriormente por Serrano-Nascimento et al.(®
ApGs a homogeneizacgéo, realizou-se a extragdo de RNA total das amostras. Adicionou-
se 0,2mL de cloroférmio em cada amostra e posteriormente, a amostra foi vigorosamente
vortexada até a obtencdo de uma solucéo rosea de aspecto leitoso, e posteriormente,
centrifugada a 12.000g, a 4°C por 15 minutos. Observou-se as 3 fases formadas na
solugdo. A primeira fase aquosa, contendo o RNA, foi coletada e precipitada com
isopropanol; seguiu-se a incubacdo em temperatura ambiente, por 15 minutos, e nova
centrifugacdo a 12.000g, a 4°C por 10 minutos. O sobrenadante foi removido, e o
precipitado, que corresponde ao RNA total, foi lavado com etanol 95% e centrifugado a
6.000g, a 4°C, por 5 minutos. O sobrenadante foi removido, o precipitado ressuspenso
em 30uL de &gua Milli-Q® estéril. A concentracdo de RNA de cada amostra foi obtida a

partir da leitura no equipamento Nanodrop (Thermo Fisher Scientific™).

2.2.2 Reacgéo de transcrigdo reversa

A sintese de DNA complementar foi realizada a partir de 500ng do
RNA total extraido e quantificado de cada amostra, com volume final de reagéo de 20pL.
Foram adicionados: oligo dT (100ug/mL), 10mM de cada dNTP, 5X First-Strand buffer e
1uL de enzima (200U/uL) M-MLV Reverse Transcriptase (Invitrogen Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA). A reacdo foi realizada em um termociclador por 10 minutos a 65°C,
seguido por 60 minutos a 42°C e 95°C por 10 minutos, conforme descrito

anteriormente.(’3)
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2.2.3 Andlise de expressao génica por PCR em tempo real

Para a realizacdo do ensaio de real-time PCR, utilizou-se 1uL do
produto de RT em 10uL de reagéo final, contendo 200nM de cada par de primers
designados para o0s genes de interesse: a expressao génica dos fatores transcricionais
tireoidianos (Nkx2.1, Pax8, Foxel), marcadores de diferenciacdo tireoidiana (Slc5a5,
Tshr, Tpo, Tg, Mct8), histonas acetiltransferases (Hatl, Kat2b, Kat5bh, Kat14), histonas
deacetilases (Hdacl, Hdac2, Hdac3, Hdac6, Sirtl), histona metilases (Prmtl, Prmt2,
Prmt5, Ezhl, Ezh2), histonas desmetilases (Kdmla, Kdmb5b, Kdmbc), enzimas
antioxidantes (Sodl, Sod2 e Cat), desiodases tipo 1 (Diol) e tipo 3 (Dio3), genes
hipofisarios/hipotalamicos (Tshb, Tsha, Trh), enzimas hepéticas (Ttr, Ugtlal, Ugtla6) foi
avaliada através de ensaios de RT-gPCR, conforme descrito anteriormente.(™® A
expressdo dos genes Gapdh ou Rpl19 foi utilizada como controle endégeno em cada
reacao.

A reacdo de PCR foi realizada em aparelho QuantStudio 6 real-time
PCR System (Applied Biosystems) nas seguintes condi¢des de ciclagem e temperatura:
50°C por 2min, 95°C por 10min, e 40 repeticdes do ciclo de 95°C por 20s e 60°C por
1min. A reacdo de cada amostra foi realizada em duplicata. As curvas de melting foram
analisadas para confirmar a amplificacdo de um unico produto na PCR. As analises

quantitativas foram realizadas utilizando-se o método 2-24Ct (74)

2.3 Avaliacéo da expresséao proteica

2.3.1 Extracdo de proteinas totais

Hipotalamo, hipdfise e tireoide dos animais dos experimentos GD20 e
PND90 foram homogeneizados com o auxilio do equipamento Polytron® (KINEMATICA)
em tampao de lise RIPA (Tris 50mM, pH 7.5; NaCl 150mM, Nonidet P-40 1%; deoxicolato
de sédio 0,5%; EDTA 1mM e SDS 0,1%) suplementado com inibidor de protease
(Protease Inhibitor Tablets, Thermo Scientific Pierce™).

As amostras foram centrifugadas a 12.000g por 10min a 4°C. As
concentracdes de proteina total foram determinadas no leitor de microplacas Varioskan
LUX™ (Thermo Fisher Scientific™) utilizando o reagente Bradford (Bio-Rad).



25

2.3.2 Western blotting

De maneira geral, 30ug de cada amostra foram utilizados nos ensaios
de western blotting. Para tanto, adicionou-se tampao Laemmli 2x (65.8mM Tris-HCI, pH
6.8, 2,1% SDS, 26,3% glicerol, 0,01% bromofenol azul, B-mercaptoetanol) em cada
amostra. As amostras foram aquecidas a 37°C por 40min ou 95°C por 5min e, entao, fez-
se a eletroforese em géis SDS-PAGE (6, 10 ou 15%). Posteriormente, as amostras foram
transferidas para membranas de nitrocelulose (Bio-Rad), que foram bloqueadas com
solucdo de leite (5%) e incubadas overnight a 4°C com o0s anticorpos primarios
especificos para a deteccdo de fatores transcricionais tireoidianos (PAX8, NKX2.1),
fatores de diferenciacéo tireoidiana (NIS, TG, TSHR, TPO), proteinas hipofisarias (TSHA,
TSHB), proteinas hipotalamicas (TRH), histonas com marcac¢des poOs-traducionais
especificas em lisinas (H3Ac, H4Ac, H3K9me3, H3K27me3). A expressao de GAPDH ou
o Ponceau S foram utilizados como normalizador.

Posteriormente, as membranas foram incubadas com anticorpos
secundarios anti-camundongo ou anti-coelho por 1 hora, em temperatura ambiente. As
membranas foram entdo lavadas e expostas ao reagente quimioluminescente ECL (Bio-
Rad) por 1min. A reacdo foi captada pelo equipamento de coleta de imagens
ChemiDoc™ MP (Bio-Rad).

Os anticorpos utilizados e suas informacdes estdo informadas na
tabela 1.

Tabela 1. Anticorpos utilizados nos ensaios de western blotting

Ar?t|c,o_rpos Fonte primaria Diluicéo Fabricante Ant|cor,pp Diluicéo
primérios secundério

TRH Coelho 1:1000 Abcam Anti-coelho 1:4000
TSHa Coelho 1:3000 NIH Anti-coelho 1:4000
TSHpB Coelho 1:3000 NIH Anti-coelho 1:4000
TSHR Coelho 1:1000 Abcam Anti-coelho 1:4000
NIS Coelho 1:3000 Doado por Nancy Anti-coelho 1:4000

Carrasco

TG Camundongo 1:2000 Abcam Anti-camundongo 1:4000
TPO Camundongo 1:500 Santa Cruz Anti-camundongo 1:4000
MCT8 Coelho 1:1000 Abcam Anti-coelho 1:4000
TTF-1 Coelho 1:5000 Santa Cruz Anti-coelho 1:4000
PAX8 Camundongo 1:500 Santa Cruz Anti-camundongo 1:4000
H3AC Coelho 1:2500 Cell Signaling Anti-coelho 1:4000
H4AC Coelho 1:3000 Cell Signaling Anti-coelho 1:4000

continua...
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...continuacao

H3K9me3 Coelho 1:2000 Cell Signaling Anti-coelho 1:4000
H3K27me3 Camundongo 1:3000 Cell Signaling Anti-camundongo 1:4000
GAPDH Camundongo 1:1000 Santa Cruz Anti-camundongo 1:4000

TRH: hormdnio liberador de tireotrofina; TSHa: subunidade alfa do horménio estimulante da tireoide;
TSHR: subunidade beta do hormdnio estimulante da tireoide; TSHR: receptor do hormdnios estimulante
datireoide; NIS: simportador sédio-iodo; TG: tireoglobulina; TPO: tireoperoxidase; MCT8: transportador
de monocarboxilato 8; TTF-1: fator de transcricdo da tireoide 1; PAX8: paired box 8; H3AC: histona H3
Acetilada; H4AC: histona H4 acetilada; H3K9me3: tri-metilagdo no nono residuo de lisina da histona
H3; H3K27me3: tri-metilacdo da lisina 27 da histona H3; GAPDH: gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase.

Fez-se a analise densitométrica das bandas utilizando-se o software
Image J. 1.4 (Wayne Rasband, National Institutes of Health, Bethesda, MA, EUA).

2.4 Dosagens séricas de hormonios

A concentracdo sérica de T3, T4 e TSH do soro dos animais, expostos
ou nao ao tratamento com ftalato DEHP, de ambos os sexos, foi determinado a partir de

ensaios ELISA, seguindo as instru¢gdes do fabricante Roche Diagnostics.

2.5 Analise estatistica

Todos os valores numéricos foram expressos como meédia = erro
padrdo da média (x £+ SEM) dos valores obtidos em cada uma das analises/experimentos.
As comparagdes entre dois grupos foram realizadas através do
Student’s unpaired t test e entre 3 grupos por meio da andlise de variancia de uma via
(one-way ANOVA) seguido do pos-teste Student—Newman—Keuls, utilizando-se o
software Prism Graph Pad — Version: 5.0. A significancia estatistica foi definida pelos

valores-p < 0,05.
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3 RESULTADOS

Conforme demonstrado na sec¢édo anterior, este estudo avaliou o
impacto da exposi¢cdo materna a diferentes doses do ftalato DEHP, durante o periodo
intrauterino, sobre a funcao do eixo HHT dos machos e fémeas da geracdo F1, durante
dois periodos distintos: ao final da gestacéo (GD20) e durante a vida adulta (PND90). As
prenhes foram divididas em 3 grupos que serdo representados nos graficos a seguir
como: Grupo Controle (C), grupo tratado com 0,48mg de DEHP/kg/dia (DEHP 0,48) e
grupo tratado com 4,8mg de DEHP/kg/dia (DEHP 4,8).

3.1 Efeitos da exposicéo intrauterina ao ftalato di (2-etil hexil) ftalato nas fémeas

da geracao F1

3.1.1 Resultados da prole fémea ao final da gestacao

3.1.1.1 Avaliagdo da expresséao génica natireoide das fémeas

A exposicao durante o periodo intrauterino ao DEHP aumentou a
expressao génica dos fatores transcricionais na tireoide da prole fémea GD20. Conforme
demonstrado na figura 10, a expressédo dos genes Nkx2.1 e Foxel apresentaram-se
significativamente aumentadas apenas na menor dose de tratamento, enquanto a

expressdo do gene Pax8 apresentou-se aumentada em ambas as doses de tratamento.
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A expressao génica (Pax8, Nkx2.1 e Foxel) foi avaliada por real-time PCR e
normalizada pela expressdo do gene constitutivo Rpl19. Os valores estao
expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias. *p<0,05, **p<0,01
versus C (one-way ANOVA, pds-teste Student-Newman-Keuls). n=8-11.
Figura 10. Avaliacdo da expressdo génica dos fatores transcricionais
tireoidianos em fémeas da geracdo F1, ao final da gestacdo, dos grupos
Controle e expostos ao di (2-etil hexil) ftalato durante o periodo intrauterino

A exposicao intrauterina ao ftalato DEHP aumentou significativamente
a expressao génica dos fatores de diferenciacao tireoidiana (Slc5a5, Tshr, Tpo, Tg) e
secrecdo de HTs (Mct8) na tireoide das fémeas da geracdo F1, em GD20, em relacdo
aos animais do Grupo Controle. Contudo, vale destacar que, a expressao do mRNA de
Tshr apresentou aumento apenas na menor dose de tratamento. Enquanto a expressao
dos genes Slc5a5, Tg, Tpo e Mct8 apresentou-se aumentada, nos grupos expostos ao

DEHP, em ambas as doses de tratamento (Figura 11).
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A expressdo génica (Tshr, Slc5a5, Tg, Tpo e Mct8) foi avaliada por real-
time PCR e normalizada pela expressdo do gene constitutivo Rpl19. Os
valores estdo expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias.
*p<0,05, **p<0,01 versus C (one-way ANOVA, poés-teste Student-
Newman-Keuls). n=8-11.

Figura 11. Avaliacdo da expressdo génica da tireoide em fémeas da
geracéo F1, ao final da gestagéo, dos grupos controle e expostos ao di (2-
etil hexil) ftalato durante o periodo intrauterino
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3.1.1.2 Resumo dos resultados obtidos nas fémeas da geracdo F1 ao final da

gestacao

A figura 12 apresenta um resumo esquematico dos resultados obtidos
nas fémeas da geracéo F1, em GD20, que foram expostas ao DEHP durante o periodo

intrauterino.

Exposicao ac DEHP durante
o periodo intrauterino
l-

NIs ' Tirecito

Tireoide {
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v
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Figura 12. Esquema dos achados encontrados nas fémeas da
geracdo F1, no GD20, de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil
hexil) ftalato durante a gestacéo

3.1.2 Resultados obtidos durante a vida adulta

3.1.2.1 Avaliacédo da expresséao génica e proteica do hipotdlamo das fémeas

A exposicdo intrauterina ao DEHP, em ambas as doses de
tratamento, ndo alterou de maneira significativa a expressédo génica (Figura 13A) e

proteica (Figura 13B) do TRH no hipotdlamo das fémeas adultas da geracéo F1.
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A. A expressao génica (Trh) foi avaliada por real-time PCR e normalizada pela expresséo
do gene constitutivo Rpl19. B. Avaliacdo da expressdo proteica do TRH avaliada por
western blot e normalizada pela expresséo da proteina constitutiva GAPDH. Os valores
estdo expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias (one-way ANOVA, pés-teste
Student-Newman-Keuls). n=12-15 animais.

Figura 13. Avaliagcdo da expressédo génica e proteica do TRH no hipotadlamo das fémeas
adultas da geracdo F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a
gestacao

3.1.2.2 Avaliacao da expresséao génica e proteica da hipoéfise das fémeas

A exposicao intrauterina ao DEHP, na menor dose de tratamento,
aumentou de maneira significativa a expressao génica (Figura 14A) e proteica (Figura
14B) da subunidade alfa do TSH na hipéfise das fémeas adultas da prole.
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A. A expressdo génica da subunidade alfa do TSH (Tsha) foi avaliada por real-time PCR e
normalizada pela expresséo do gene constitutivo Rpl19. B. A expressao proteica da subunidade alfa
do TSH (TSHa) foi avaliada por western blot e normalizada pela expresséo da proteina constitutiva
GAPDH. Os valores estao expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias (one-way ANOVA,
pos-teste Student-Newman-Keuls). n=12-16.

Figura 14. Avaliacdo da expresséo génica e proteica do tireotrofina alfa na hipéfise das fémeas
adultas da geracéo F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestagéo

A exposicéo intrauterina ao ftalato DEHP, ndo alterou a expressao
génica (Figura 15A) e proteica (Figura 15B) da subunidade 3 do TSH (Tshf) na hipofise
das fémeas adultas da prole.
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A. A expressdo génica da subunidade beta do TSH (Tshp) foi avaliada por real-time PCR e
normalizada pela expresséo do gene constitutivo Rpl19. B. A expresséo proteica da subunidade
beta do TSH (TSHp) foi avaliada por western blot e normalizada pela expressdo da proteina
constitutiva GAPDH. Os valores estdo expressos como médiaxSEM, em unidades arbitrarias (one-
way ANOVA, poés-teste Student-Newman-Keuls). n=10-17.

Figura 15. Avaliacdo da expresséo génica e proteica do tireotrofina beta na hipéfise das fémeas
adultas da geracéo F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestagéo

3.1.2.3 Avaliacao da expressao de genes e proteinas envolvidos na biossintese de

hormonios tireoidianos na tireoide das fémeas

A exposicao intrauterina ao DEHP alterou a expresséo de genes que
codificam os fatores transcricionais tireoidianos e algumas proteinas envolvidas na

sintese e secrecdo de HTs na tireoide das fémeas adultas da geracao F1 (Figura 16).
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A expresséo génica de Slc5ab, Tg, Tpo, Tshr, Pax8, Nkx2.1 e Foxel foi avaliada por real-time
PCR, e normalizada pela expresséo do gene constitutivo Rpl19. Os valores estdo expressos
como médiatSEM, em unidades arbitrarias. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus C (one-way
ANOVA, pés-teste Student-Newman-Keuls). n=6-9.

Figura 16. Avaliacdo da expresséo génica na tireoide das fémeas adultas da geracéo F1 de
ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestacéo
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Houve uma diminuic&o significativa da expressao génica dos fatores
transcricionais Foxel e Nkx2.1 em ambas as doses de tratamento, enquanto a expressao
do gene de Pax8 apresentou-se diminuida apenas na maior dose de exposi¢cdo ao
DEHP. Além disso, exposi¢do intrauterina ao ftalato DEHP reduziu significativamente a
a expressao dos mRNAs de Slic5a5, Tg, Tpo, Tshr, e Mct8, em ambas as doses de
tratamento, em relacdo aos animais do Grupo Controle.

A expressao proteica de NIS apresentou reducgdo significativa apenas
na maior dose de exposicdo ao DEHP. Ja as proteinas TPO e TSHR apresentaram
expressdo diminuida apenas na menor dose de exposi¢cdo. A expressao proteica dos
fatores transcricionais PAX8 e NKX2.1 apresentou-se reduzida em ambas as doses de
tratamento avaliadas. Finalmente, ndo houve alteracdo na expressao proteica de TG
(Figura 17).
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A expressdo proteica de NIS, TG, TPO, TSHR, PAX8, NKX2.1 foi avaliada por western blot e
normalizada pela expressdo da proteina constitutiva GAPDH. Os valores estdo expressos como
médiatSEM, em unidades arbitrarias. *p<0,05 versus C (one-way ANOVA, po6s-teste Student-
Newman-Keuls), n=6-9.

Figura 17. Avaliacdo da expressao proteica na tireoide das fémeas adultas da geragéo F1 de ratas
expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestagéo

3.1.2.4 Avaliacdo da expresséo génica de enzimas antioxidantes na tireoide das

fémeas

A exposicao ao ftalato DEHP, durante o periodo intrauterino, provocou
reducdo significativa da expressdo do gene Sodl na tireoide das fémeas adultas da

geracdo F1 de ratas expostas a dose 4,8mg de DEHP/kg/dia. A expressdo dos genes
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Sod2 e Cat ndo apresentou alteracdo siginificativa em nenhuma das doses avaliadas
(Figura 18).
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A expresséo génica de Sodl, Sod2 e Cat foi avaliada por real-time PCR e
normalizada pela expresséo do gene constitutivo Rpl19. Os valores estéo
expressos como médiaxtSEM, em unidades arbitrarias. **p<0,01 versus C
(one-way ANOVA, poés-teste Student-Newman-Keuls). n=4-5.

Figura 18. Avaliagdo da expressdo génica de enzimas antioxidantes na
tireoide das fémeas adultas da geragéo F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-
etil hexil) ftalato durante a gestacdo

3.1.2.5 Avaliacao de alteracfes epigenéticas na tireoide das fémeas

3.1.2.5.1 Modificacdes pos-traducionais em histonas das fémeas

N&o houve alteracéo significativa no conteudo de histonas H3 e H4
acetiladas na tireoide das fémeas adultas da geracdo F1 de ratas expostas ao DEHP
durante o periodo intrauterino. Entretanto, nesses animais, a expressao proteica da
histona H3 trimetilada na lisina 27 apresentou tendéncia de diminuicdo (p=0,05), na

maior dose de tratamento (Figura 19).
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A expressao proteica de H3AC, H4AC, H3K27me3 foi avaliada por western blot e normalizada pela
expressdo da proteina constitutiva GAPDH. Os valores estdo expressos como médiatSEM, em
unidades arbitrarias (one-way ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls). n=6-9.

Figura 19. Avaliagdo de modificacdes pos-traducionais nas histonas H3 e H4 na tireoide das fémeas
adultas da geracao F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestagéo

3.1.2.5.2 Avaliagdo da expressao génica de acetiltransferases de histonas das

fémeas

A exposicdo intrauterina ao DEHP durante o periodo intrauterino
diminuiu a expressdo génica de enzimas histona acetiltransferases. Nas fémeas da
geracdo F1 que foram expostas ao tratamento com DEHP, os genes Hatl, Kat5b e Kat14
apresentaram reducdo significativa de sua expressdo, em ambas as doses de
tratamento, enquanto a expressdo do gene Kat2b apresentou-se expressao reduzida

apenas na dose 0,48mg/kg/dia (Figura 20).
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A expressao génica de Hatl, Kat2b, Katsb e Katl4 foi avaliada por real-time
PCR. A expressdo dos genes foi normalizada pela expressdo do gene
constitutivo Rpl19. Os valores estdo expressos como médiatSEM, em unidades
arbitrarias. *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 versus C (one-way ANOVA, pés-teste
Student-Newman-Keuls). n=4-5.

Figura 20. Avaliacdo da expressdo génica de enzimas histonas
acetiltransferases na tireoide das fémeas adultas da geracdo F1 de ratas
expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestagéo
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3.1.2.5.3 Avaliacao da expresséo génica de deacetilases de histonas das fémeas

A expressédo dos genes Hdacl, Hdac2, Hdac3 e Sirtl apresentou-se
significativamente reduzida na menor dose de exposicdo ao DEHP, sem alteracdes
significativas na maior dose de tratamento. J& o0 gene Hdac6 n&o apresentou alteracao

significativa em nenhuma dose estudada (Figura 21).
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A expressao génica de Hdacl, Hdac2, Hdac3, Hdac6 e Sirtl foi
avaliada por real-time PCR e normalizada pela expressdo do gene
constitutivo Rpl19. Os valores estao expressos como médiatSEM, em
unidades arbitrarias. *p<0,05, **p<0,01 versus C (one-way ANOVA,
pés-teste Student-Newman-Keuls). n=4-5.

Figura 21. Avaliacdo da expressdo génica de enzimas histonas
deacetilases na tireoide das fémeas adultas da geracdo F1 de ratas
expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestagéo

3.1.2.5.4 Avaliacéo da expressdo génica de metilases de histonas das fémeas

N&o foram encontradas alteracdes significativas na expressao génica
das metilases de histonas na tireoide das fémeas adultas da geracdo F1 de ratas
expostas ao DEHP durante o periodo intrauterino, em nenhuma das doses avaliadas
(Figura 22).
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A expressdo génica de Prmtl, Prmt2, Prmt5, Ezh1 e Ezh2 foi avaliada por
real-time PCR e normalizada pela expresséo do gene constitutivo Rpl19.
Os valores estao expressos como médiaztSEM, em unidades arbitrarias
(one-way ANOVA, poés-teste Student-Newman-Keuls). n=4-5.

Figura 22. Avaliacdo da expresséo génica de metilases de histonas na
tireoide das fémeas adultas da geracéo F1 de ratas expostas ou nédo ao di
(2-etil hexil) ftalato durante a gestacéo

3.1.2.5.5 Avaliacéo da expresséao génica de desmetilases de histonas das fémeas

A expressao do gene Kdmla diminuiu significativamente na tireoide
da prole fémea adulta exposta ao DEHP durante o periodo intrauterino na dose
0,48mg/kg/dia. As expressbes dos mMRNAs de Kdm5b e Kdm5c, ndo apresentaram

alteracao siginifcativa em nenhuma das doses avaliadas (Figura 23).
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A expresséo génica de Kdmla, Kdm5b, Kdm5c foi avaliada por real-
time PCR e normalizada pela expresséo do gene constitutivo Rpl19.
Os valores estdo expressos como médiatSEM, em unidades
arbitrarias. *p<0,05 versus C (one-way ANOVA, pés-teste Student-
Newman-Keuls). n=4-5.

Figura 23. Avaliacdo da expresséo génica de desmetilases de histonas
natireoide das fémeas adultas da geracéo F1 de ratas expostas ou ndo
ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestacéo
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3.1.2.5.6 Avaliacao da expressédo génica de DNA metiltransferases das fémeas

A expressdo génica de Dnmtl ndo foi alterada significativamente,
enquanto que a expressdao do mRNA de Dnmt3a apresentou aumento significativo na
maior dose de tratamento. Adicionalmente, a expressdo génica de Dnmt3b néo
apresentou alteracdo significativa na tireoide das fémeas adultas da geracdo F1 em

nenhuma das doses de tratamento (Figura 24).
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A expressado génica de Dnmtl, Dnmt3a e Dnmt3b foi avaliada por real-
time PCR e normalizada pela expresséo do gene constitutivo Rpl19. Os
valores estdo expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias.
***n<0,001 versus C (one-way ANOVA, pés-teste Student-Newman-
Keuls). n=4-5.

Figura 24. Avaliagdo da expressdo génica das DNA metiltransferases
na tireoide das fémeas adultas da geracdo F1 de ratas expostas ou ndo
ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestacéo

3.1.2.6 Avaliacao dos niveis séricos de hormodnios tireoidianos das fémeas

A exposicao intrauterina ao DEHP reduziu significativamente os niveis
circulantes de T4 no soro das fémeas adultas da geracédo F1, em ambas as doses de
tratamento avaliadas (Figura 25A). Nos niveis circulantes de T3, observou-se aumento

significativo apenas na menor dose de exposi¢cédo ao DEHP (Figura 25B).
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Os valores estdo expressos como médiatSEM, em pg/dL para o T4 e ng/mL para o T3. *p<0,05,
**p<0,01 versus C (one-way ANOVA, pds-teste Student-Newman-Keuls). n=5-6.

Figura 25. Concentracdo sérica dos niveis de hormonios tireoidianos em fémeas adultas da geracao
F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestacéo

3.1.2.7 Avaliacao da expressédo génica do figado das fémeas

A exposicao intrauterina ao DEHP alterou a expressdo génica no
figado das fémeas adultas da geracdo F1. Nesse sentido, a expressao génica da Diol
apresentou-se significativamente aumentada, apenas na menor dose de tratamento
guando comparada ao Grupo Controle. Contudo, ndo foram observadas diferencas

significativas na andlise da expressao génica do mRNA da Dio3 (Figura 26).
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A expressdo génica de Diol e Dio3 foi avaliada por real-time
PCR e foi normalizada pela expressdo do gene constitutivo
Rpl19. Os valores estdo expressos como médiatSEM, em
unidades arbitrarias *p<0,05 versus C (one-way ANOVA, pos-
teste Student-Newman-Keuls). n=7-10.

Figura 26. Avaliacdo da expressdo génica das desiodases no
figado de fémeas adultas da geracao F1 de ratas expostas ou
ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestacéo

A partir da andlise da expressdo génica de enzimas hepaticas
envolvidas na metabolizacdo de HTs, observou-se que, tanto a expressdo do mRNA de

Ugtla, quanto do mRNA de Ugtla6 apresentaram reducéo significativa nas fémeas
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adultas da geracdo F1 de ratas expostas ao DEHP durante o perido intrauerino,

especialmente na maior dose de tratamento (Figura 27).
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A expressao génica de Ugtla e Ugtla6 foi avaliada por real-time
PCR e normalizada pela expressao do gene constitutivo Rpl19. Os
valores estéo expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias
**p<0,01 versus C (one-way ANOVA, pés-teste Student-Newman-
Keuls). n=6-10.

Figura  27. Avaliagho da  expressdo génica  das
glucoronosiltransferases, envolvidas na metabolizagéo periférica de
horménios tireoidianos, no figado das fémeas adultas da geracéo
F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a
gestacao
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Finalmente, o tratamento com DEHP, durante o periodo intrauterino,
aumentou a expressado génica de transtirretina (Ttr) no figado das fémeas adultas da
prole, especialmente na menor dose de tratamento (Figura 28).
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A expressdo génica de Ttr foi avaliada por real-time
PCR. A expressdo do gene foi normalizada pela
expressdo do gene constitutivo Rpl19. Os valores
estdo expressos como médiatSEM, em unidades
arbitrarias *p<0,05 versus C (one-way ANOVA, poés-
teste Student-Newman-Keuls). n=6-10.

Figura 28. Avaliac@o da expressdo génica da TTR no
figado das fémeas adultas da geracdo F1 de ratas
expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a
gestacao
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3.1.2.8 Resumo dos resultados obtidos nas fémeas da geracdo F1 no 90° dia pés-

natal

A figura 29 apresenta um resumo esquematico dos resultados obtidos
nas fémeas adultas da geracdo F1, expostas ao DEHP durante o periodo intrauterino.
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Figura 29. Esquema demonstrando os achados obtidos nas fémeas adultas da geracéo F1 de ratas
expostas ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestacéo
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3.2 Efeitos da exposicédo intrauterina ao di (2-etil hexil) ftalato nos machos da

geracao F1

3.2.1 Resultados da prole macho ao final da gestagéo

3.2.1.1 Expressdo de genes envolvidos na sintese e secrecdao de hormdnios

tireoidianos

Conforme demonstrado na figura 30, a exposi¢cao materna ao DEHP,
durante a gestacéo, alterou a expressao génica dos fatores transcricionais tireoidianos
dos machos da geracédo F1, em GD20. Dessa maneira, a expressdo dos mRNAs de Pax8
e Nkx2.1 apresentou-se significativamente aumentada, em ambas as doses de
tratamento, enquanto a expressao do gene de Foxel apresentou-se aumentada apenas
na dose 0,48mg/kg/dia de DEHP.
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A expressao génica de Pax8, Nkx2.1 e Foxel foi avaliada por real-time
PCR e normalizada pela expresséo do gene constitutivo Rpl19. Os valores
estdo expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias. *p<0,05,
**p<0,01 versus C (one-way ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls).
n=8-11.

Figura 30. Avaliac@o da expressdo génica de fatores transcricionais da
tireoide de machos da geracdo F1, ao final da gestacéo, provenientes de
ratas expostas ou ndo ao ftalato di (2-etil hexil) ftalato durante o periodo
intrauterino

A exposicao intrauterina ao DEHP aumentou de maneira significativa
a expressao da maioria dos fatores de diferenciacao tireoidiana (Slc5a5, Tpo, Tg) e
secrecdo de HTs (Mct8). Conforme demonstrado na figura 31, os genes Slc5a5 e Mct8
apresentaram aumento significativo da sua expressao, apenas na menor dose de

tratamento, enquanto o contetdo de mRNA de Tg e Tpo apresentou-se aumentado, em
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ambas as doses de tratamento. Ja a expressao do mRNA de Tshr ndo apresentou

alteracao significativa em nenhuma das doses avaliadas.
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A expressédo génica de Tshr, Slc5a5, Tg, Tpo e Mct8 foi avaliada por real-time
PCR e normalizada pela expressédo do gene constitutivo Rpl19. Os valores

estdo expressos como médiatSEM, em unidades

arbitrarias. *p<0,05,

**p<0,01 versus C (one-way ANOVA, pébs-teste Student-Newman-

Keuls). n=8-11.

Figura 31. Avaliagdo da expressado génica de fatores de diferenciagdo da
tireoide de machos da geracdo F1, ao final da gestacdo, provenientes de
ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante o periodo intrauterino

A figura 32 apresenta um resumo

periodo intrauterino.

3.2.1.2 Resumo dos resultados obtidos nos machos da geragdo F1 no GD20

esquematico dos resultados

encontrados nos machos da geracdo F1, em GD20, expostos ao DEHP durante o

Tireoide
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Figura 32. Esquema dos achados encontrados nos machos da
geracao F1, no 20° dia pds-natal, de ratas expostas ao di (2-etil

hexil) ftalato durante a gestacéo
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3.2.2 Resultados da prole macho durante a vida adulta

3.2.2.1 Avaliacao da expressédo génica e proteica do hipotdlamo dos machos

A exposicao intrauterina ao ftalato DEHP, especialmente na maior
dose de tratamento, aumentou significativamente a expressdo génica de Trh no
hipotalamo dos machos adultos da prole (Figura 33A). Contudo, a avaliacdo de
expressao proteica de TRH néo indicou alteracdes significativas em nenhuma das doses

avaliadas, quando comparadas ao Grupo Controle (Figura 33B).
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A. A expressao génica deTrh foi avaliada por real-time PCR e normalizada pela expressao do gene
constitutivo Rpl19. B. A expressao proteica de TRH foi avaliada por western blot e normalizada pelo
GAPDH. Os valores estdo expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias **p<0,01 versus C
(one-way ANOVA, pés-teste Student-Newman-Keuls). n=8-15.

Figura 33. Avaliacé@o da expresséo génica e proteica do TRH no hipotalamo dos machos adultos da

geracdo F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestagéo

3.2.2.2 Avaliacdo da expressdao génica e proteica da hipo6fise dos machos

A exposicao intrauterina ao DEHP néo alterou a expressao génica e
proteica da subunidade alfa do TSH na hipdfise dos machos adultos da geracdo F1
(Figura 34).
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A. A expressdo génica de Tsha foi avaliada por real-time PCR e normalizada pela expressédo do gene
constitutivo Gapdh. B. A expresséao proteica de TSHa foi avaliada por western blot e normalizada pela
expressdo da proteina constitutiva GAPDH. Os valores estdo expressos como médiatSEM, em unidades
arbitrarias p>0,05 (one-way ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls). n=17-18.

Figura 34. Avaliacéo da expressdo génica e proteica da subunidade alfa do tireotrofina na hipdéfise dos
machos adultos da geracéo F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestagéo

Quando comparada ao controle, a expressao génica da subunidade
beta do TSH apresentou-se aumentada nos animais que foram expostos a menor dose
de tratamento com DEHP durante a gestacdo (Figura 35A). Coerentemente, observou-
se um aumento significativo no contetdo proteico da subunidade beta do TSH nos
animais que foram expostos a dose de 0,48mg/kg/dia durante o periodo intrauterino. Por
outro lado, ndo houve alteracdo significativa da expressdo génica ou proteica da
subunidade beta do TSH nos animais expostos a maior dose de tratamento com DEHP
(Figura 35B).
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A. A expresséo génica da subunidade beta do TSH (Tshp) foi avaliada por real-time PCR e normalizada
pela expressdo do gene constitutivo Gapdh. B. A expresséo proteica (TSHp) foi avaliada por western
blot e normalizada pela expressédo da proteina constitutiva GAPDH. Os valores estdo expressos como
médiatSEM, em unidades arbitrarias *p<0,05; ***p<0,001 versus C (one-way ANOVA, pés-teste
Student-Newman-Keuls). n=13-15.

Figura 35. Avaliacdo da expressao génica e proteica da subunidade beta do tireotrofina na hipéfise de
machos adultos da geracdo F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante o periodo
intrauterino
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3.2.2.3 Avaliacdo da expressao de genes e proteinas envolvidos na biossintese de

hormonios tireoidianos na tireoide dos machos

Conforme demonstrado na figura 36, a exposicdo intrauterina ao
DEHP alterou a expressao génica da tireoide dos machos adultos da geracdo F1. A
expressdo do mRNA de Foxel diminuiu significativamente na dose de 0,48mg de
DEHP/kg/dia. Por outro lado, a expresséo génica de Nkx2.1 apresentou-se aumentada
na dose de 4,8mg de DEHP/kg/dia. Contudo, ndo foram observadas alteracoes
significativas na expressao do gene de Pax8 em nenhuma das doses avaliadas.
Enquanto isso, ambas as doses de exposicdo intrauterina ao DEHP reduziram
significativamente a expressao génica de Slc5a5 e Tshr. A expressao génica de Tg e

Tpo néo foi alterada de maneira significativa em nenhuma das doses avaliadas.
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A expressao génica de Slch5a5, Tg, Tpo, Tshr, Foxel, Pax8, Nkx2.1 foi avaliada por
real-time PCR e normalizada pela expressdo do gene constitutivo Rpl19. Os valores
estdo expressos como médiaxtSEM, em unidades arbitrarias. *p<0,05 versus C (one-
way ANOVA, pés-teste Student-Newman-Keuls). n=8-11.

Figura 36. Avaliacdo da expressao génica da tireoide de machos adultos da geracéo
F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante o periodo intrauterino

Quanto a expresséao proteica, o tratamento intrauterino com DEHP,
em ambas as doses, reduziu a expressao proteica de NIS, TG e TSHR nos machos
adultos da geracao F1. Por outro lado, esses mesmos animais apresentaram aumento
significativo da expressdo das proteinas TPO, NKX2.1 e PAX8, apenas na maior dose
de tratamento com DEHP (Figura 37).
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A expressdo proteica de NIS, TG, TPO, TSHR, PAX8, NKX2.1 foi avaliada por western blot e
normalizada pela expressao da proteina constitutiva GAPDH. Os valores estdo expressos como
médiatSEM, em unidades arbitrarias. *p<0,05, **p<0,01 versus C (one-way ANOVA, pés-teste
Student-Newman-Keuls). n=11-12.

Figura 37. Avaliagcdo da expresséo proteica da tireoide dos machos adultos da geracdo F1 de
ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante o periodo intrauterino

3.2.2.4 Avaliacdo da expressado génica de enzimas antioxidantes na tireoide dos

machos

A exposicdo intrauterina a maior dose de DEHP alterou
significativamente a expressdo do gene Cat na tireoide da prole de machos adultos
(PND90) da geracédo F1. Contudo, ndo houve alteracdo significativa da expressao dos
MRNASs de Sod1l e Sod2 (Figura 38).
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A expressdo génica de Sodl, Sod2 e Cat foi avaliada por real-time
PCR e normalizada pela expressdo do gene constitutivo Rpl19. Os
valores estéo expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias.
*p<0,05 versus C (one-way ANOVA, pés-teste Student-Newman-
Keuls). n=6-10.

Figura 38. Avaliagdo da expressdo génica de enzimas antioxidantes
na tireoide de machos adultos da geracdo F1 de ratas expostas ou
nao ao di (2-etil hexil) ftalato durante o periodo intrauterino
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3.2.2.5 Avaliacao de alteracfes epigenéticas na tireoide dos machos

3.2.2.5.1 Modificacdes pos-traducionais em histonas dos machos

A exposicao intrauterina ao DEHP aumentou significativamente a
acetilacdo da histona H4 nos animais expostos a menor dose de tratamento. Além disso,
a acetilacdo da histona H3 apresentou-se aumentada nos animais expostos a maior dose
de DEHP. Por outro lado, o contetdo proteico de histona H3 trimetilada na lisina 27 ndo

foi alterado pela exposi¢cdo ao DEHP, em nenhuma das doses de avaliadas (Figura 39).
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A expresséo proteica de H4Ac, H3Ac e H3K27me3 foi avaliada por western blot e normalizada pela
expressdo da proteina constitutiva GAPDH. Os valores estdo expressos como médiatSEM, em
unidades arbitrarias. *p<0,05 versus C (one-way ANOVA, poOs-teste Student-Newman-Keuls). n=11-12.
Figura 39. Avaliacdo de modificagcdes pds-traducionais das histonas H3 e H4 na tireoide de machos
adultos da geracgédo F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante o periodo intrauterino

3.2.2.5.2 Avaliacdo da expressdo génica de acetiltransferases de histonas dos

machos

A exposicao intrauterina ao DEHP n&o alterou a expressdo dos
MRNASs que codificam acetiltransferases na tireoide dos machos adultos da geracéao F1
(Figura 40).
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A expressdo génica de Hatl, Kat2b, Kat5b, Kat14 foi avaliada por real-time
PCR e normalizada pela expressédo do gene constitutivo Rpl19. Os valores
estdo expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias. p>0,05 (one-
way ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls). n=4-5.

Figura 40. Avaliacao da expressao génica acetiltransferases de histonas na
tireoide de machos adultos da geragéo F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-
etil hexil) ftalato durante o periodo intrauterino

3.2.2.5.3 Avaliacéo da expressédo génica de deacetilases de histonas dos machos

N&o foram observadas alteracdes significativas na expressao génica
de deacetilases de histonas na tireoide dos machos adultos (PND90) da geracao F1 de

ratas expostas ou ndo ao DEHP durante o periodo intrauterino (Figura 41).
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A expresséo génica de Hdac2, Hdac3, Hdac6 e Sirtl foi avaliada por real-
time PCR e normalizada pela expressdo do gene constitutivo Rpl19. Os
valores estdo expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias.
p>0,05 (one-way ANOVA, poés-teste Student-Newman-Keuls). n=4-5.
Figura 41. Avaliagdo da expressdo génica de deacetilases na tireoide de
machos adultos da geracao F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil)
ftalato durante o periodo intrauterino
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3.2.2.5.4 Avaliacao da expresséao génica de metilases de histonas dos machos

A exposicao intrauterina ao ftalato DEHP néo alterou a expressao dos
transcritos que codificam Prmtl, Prmt2, Prmt5, Ezhl e Ezh2 na tireoide dos machos

adultos da geracgéo F1 (Figura 42).
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A expressdo génica de Prmtl, Prmt2, Prmt5, Ezh1, Ezh2 foi avaliada por real-
time PCR e normalizada pela expresséao do gene constitutivo Rpl19. Os valores
estdo expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias. p>0,05 (one-way
ANOVA, pés-teste Student-Newman-Keuls). n=4-5.

Figura 42. Avaliacao da expressao génica de metilases de histonas na tireoide
de machos adultos da geragdo F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil)
ftalato durante o periodo intrauterino

3.2.2.5.5 Avaliacao da expresséo génica de desmetilases de histonas dos machos

A exposicao intrauterina ao DEHP néo alterou a expresséo génica das

desmetilases de histonas na tireoide dos machos adultos geracéo F1 (Figura 43).
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A expressao génica de Kdmla, Kdm5hb, Kdm5c foi avaliada por real-time PCR e
normalizada pela expresséo do gene constitutivo Rpl19. Os valores estdo expressos
como médiatSEM, em unidades arbitrarias. p>0,05 (one-way ANOVA, pés-teste
Student-Newman-Keuls). n=4-5.

Figura 43. Avaliag@o da expresséo génica de desmetilases de histonas na tireoide
de machos adultos da geracao F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato
durante o periodo intrauterino

3.2.2.5.6 Avaliacédo da expresséo génica de desmetilases de DNA metiltransferases
dos machos

A exposicao intrauterina ao DEHP n&o alterou a expressao de Dnmtl
em comparacao ao Grupo Controle. Além disso, o tratamento materno com DEHP,
durante a gestacédo, ndo alterou a expressdo génica de Dnmt3a e Dnmt3b na tireoide

dos ratos adultos da geracéo F1 (Figura 44).
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A expressdo génica de Dnmtl, Dnmt3a e Dnmt3b foi avaliada por real-time
PCR e normalizada pela expressao do gene constitutivo Rpl19. Os valores
estdo expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias. p>0,05 (one-
way ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls). n=4-5.

Figura 44. Avaliacdo da expressédo génica de Dnmtl, Dnmt3a e Dnmt3b na
tireoide de machos adultos da geragéo F1 de ratas expostas ou ndo ao di (2-
etil hexil) ftalato durante o periodo intrauterino



51

3.2.2.6 Avaliacao dos niveis séricos de hormadnios tireoidianos dos machos

N&o houve alteracdo significativa ha concentracao sérica total de T4
(Figura 45A) e T3 (Figura 45B) nos machos adultos da geracéo F1 de ratas expostas ao
DEHP durante o periodo intrauterino.
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Os valores estao expressos como médiatSEM, em ug/dL para o T4 e como ng/mL para o
T3. p>0,05 versus C (one-way ANOVA, pos-teste Student-Newman-Keuls). n=4-5.
Figura 45. Concentracdo sérica de T4 e T3 total em machos adultos da geracdo F1 de
ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante o periodo intrauterino

3.2.2.7 Avaliacao da expresséo génica do figado dos machos

A exposi¢cdo materna ao DEHP, durante a gestacéo, nao resultou em
alteracdes na expresséao génica da Diol e Dio3 no figado dos machos adultos da geracao
F1 (Figura 46).
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A expresséo dos genes Diol e Dio3 foi avaliada por real-time PCR e normalizada
pela expressdo do gene constitutivo Gapdh e Rpl19, respectivamente. Os
valores estdo expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias (one-way
ANOVA, pés-teste Student-Newman Keuls). n=7-10.

Figura 46. Avaliacdo da expressdo génica da desiodase tipo 1 e desiodase tipo
3 no figado dos machos adultos da geracdo F1 de ratas expostas ou nao ao di
(2-etil hexil) ftalato durante o periodo intrauterino
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A expressdo génica das enzimas hepaticas Ugtla e Ugtla6 tambéem

nao apresentou mudancas significativas nos grupos avaliados (Figura 47).

N
o
1

= Il peHP C
2 DEHP 0.48
< 1.5 T
© I DEHP 4.8
=4
@
0 1.04 |
o
wT
"
© 0.5
o
x
w
0.0- T
o 2 @ < 2 @
& o” <" & o” <"
& O@Q & N 0@‘2 &
Ugtla Ugtla6

A expressao génica de Ugtla e Ugtla6 foi avaliada por real-time PCR e
normalizada pela expressdo do gene constitutivo Rpl19. Os valores estdo
expressos como médiatSEM, em unidades arbitrarias (one-way ANOVA,
pos-teste Student-Newman-Keuls). n=9-10.

Figura 47. Avaliagdo da expressdo génica de enzimas
glucoronosiltransferases no figado dos machos adultos da geracdo F1 de
ratas expostas ou ndo ao di (2-etil hexil) ftalato durante o periodo intrauterino

Finalmente, a expressao génica de Ttr também néo sofreu alteracdes
significativas nos machos adultos da geracdo F1, em nenhum dos grupos avaliados
(Figura 48).
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A expressdo génica de Ttr foi avaliada por real-time PCR e
normalizada pela expressao do gene constitutivo Rpl19. Os
valores estdo expressos como médiatSEM, em unidades
arbitrarias. p<0,05 (one-way ANOVA, pébs-teste Student-
Newman-Keuls). n=8-10.

Figura 48. Avaliacao da expressao génica da TTR no figado dos
machos adultos da geracédo F1 de ratas expostas ou nao ao di
(2-etil hexil) ftalato durante o periodo intrauterino
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3.2.2.8 Resumo dos resultados obtidos nos machos da geracdo F1 no 90° dia pos-

natal

A figura 49 apresenta um resumo esqueméatico dos resultados
encontrados nos machos adultos da geragéo F1, expostos ao DEHP durante o periodo

intrauterino.
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Figura 49. Esquema demonstrando os achados obtidos nos machos adultos da geracéo F1 de ratas
expostas ao di (2-etil hexil) ftalato durante a gestacao
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4 DISCUSSAO

No presente estudo, identificou-se que a exposi¢cdo intrauterina ao
ftalato DEHP altera a fun¢do do eixo HHT em machos e fémeas da geragéo F1, em dois
periodos distintos, GD20 e 90° dia pos-natal. Além disso, demonstrou-se que,
principalmente nas fémeas, essa exposicdo desencadeou alteracdes nos niveis séricos
dos HTs durante a vida adulta, provocou alteracdes na expressao de enzimas envolvidas
em processos epigenéticos de regulacdo da expressdo génica e na expressao de
enzimas envolvidas na protecdo antioxidante na tireoide. Por fim, vale destacar que,
principalmente nas fémeas adultas da geracdo F1, a exposicdo materna ao DEHP
também alterou a expressdo de enzimas hepaticas envolvidas na metabolizacdo e
transporte de HTs.

Os HTs desempenham um papel crucial em muitos processos
fisioldgicos.(™ Os efeitos da exposicdo aos ftalatos sobre a funcéo da tireoide e do eixo
HHT, em animais, ja foram previamente relatados na literatura. Contudo, a maioria deles
foca na avaliagdo da desregulagéo tireoidiana decorrente da exposi¢cao direta (via
gavagem), de forma aguda ou crénica, a altos niveis de DEHP — uma exposicao de, em
média, 300mg de DEHP/kg/dia. Essas doses de exposi¢ado, apesar de desencadearem
efeitos deletérios sobre a funcéo tireoidiana, representam niveis de contaminacédo muito
acima daqueles observados em humanos. Sendo assim, a relevancia desses estudos
para esclarecer os efeitos dos ftalatos em humanos torna-se questionavel.(8.76-80)

Nesse sentido, o presente estudo teve como diferencial, mimetizar a
exposicao intrauterina a niveis de exposicdo considerados seguros, uma vez que a dose
NOAEL do DEHP é de 4,8mg de DEHP/kg/dia. Ainda assim, vale ressaltar que essa € a
dose na qual ndo ha efeitos adversos observaveis no sistema reprodutor de ratos.("? Por
essa ser considerada uma dose segura de exposicao, e pela inexisténcia de dados na
literatura sobre a seguranca de exposicdo ao DEHP sobre a funcéo tireoidiana, foram
utilizadas as doses de 4,8mg de DEHP/kg/dia, como a dose maxima de exposicao deste
estudo, enquanto a dose de 0,48mg de DEHP/kg/dia, 10 vezes mais baixa do que a dose
NOAEL, foi a segunda dose de exposicao escolhida. Outro diferencial importante e
inédito deste estudo é a avaliacdo dos efeitos da exposicdo ao DEHP em machos e

fémeas da geracao F1, em dois periodos distintos do desenvolvimento.
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Demonstramos que a exposicao intrauterina ao DEHP gera efeitos
adversos na funcéo do eixo HHT nos animais da geracédo F1 a longo prazo. Contudo, em
alguns tecidos do eixo, observou-se um dimorfismo sexual na resposta dos animais
expostos ao DEHP durante o periodo intrauterino.

No presente estudo, observou-se um aumento significativo da
expressao génica do TRH no hipotalamo, apenas nos machos expostos a maior dose de
tratamento com DEHP (4,8mg/kg/dia). Em contraste com nossos achados, Sun et al.("®)
observou a diminuicdo da expressao proteica e dos niveis séricos de TRH, assim como,
0S niveis séricos de T3, em animais tratados por gavagem com DEHP (50 a
500mg/kg/dia). Fica claro que as doses utilizadas sdo muito maiores do que as utilizadas
no presente estudo, por esse motivo, ndo se esperava, necessariamente, uma
reproducao dos dados apresentados na literatura.

Importante ressaltar que a alteracdo da expressao génica do Trh,
mesmo sem alteracdes nos niveis séricos de T3 nos machos, e a auséncia de alteracéo
na expressédo génica de Trh das fémeas, ainda que tenham sido observadas alteragdes
nos niveis séricos de HTs, reflete claramente a desregulacdo dos eixos enddcrinos
provocada pela exposicdo aos DEs. Ainda assim, o mecanismo pelo qual a exposi¢ao
intrauterina ao DEHP regula a expresséo génica de TRH nesses animais ndo esté clara,
e mais estudos sdo necessarios para investigar esse resultado.

Os resultados obtidos quanto a expresséo da subunidade alfa do TSH
nas fémeas adultas da geracéo F1 expostas aos ftlatos sédo inéditos e intrigantes. Além
do TSH, a subunidade alfa esta presente em outros hormdnios glicoproteicos, como o
FSH de gonadotrofinas, responsavel pela estimulacdo e secrecdo de estrogénio, e o
horménio luteinizante (LH), responsavel pelo desenvolvimento e maturagéo dos foliculos
ovarianos. Esses hormonios, assim como o TSH, sdo constituidos pelas subunidades
alfa e beta, sendo essa Ultima especifica de cada horm6nio.®?) Dessa maneira, a
alteracdo da expressdo da subunidade alfa, apenas nas fémeas, sugere que a
producdo/secrecdo de FSH e LH estdo potencialmente prejudicadas nos animais que
foram expostos ao DEHP durante o periodo intrauterino. Esta hipotese é reforcada pelo
fato de o DEHP ser um conhecido desregulador da funcéo reprodutiva feminina.(®2-8%
Um estudo anterior demonstrou, por exemplo, que a exposicao intrauterina ao DEHP a
doses superiores a 100mg/kg/dia aumentou significativamente os niveis séricos de FSH

nas fémeas da geracdo F1 de camundongos.®) Sendo assim, os dados do presente
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estudo fortalecem o comprometimento de varios eixos enddcrinos pela exposi¢cdo a um
unico DE, como o DEHP, em fases criticas do desenvolvimento.

E comum a avaliacio da expressé&o do gene da subunidade g do TSH
como um parametro de avaliagéo da disfungéo do eixo HHT induzida pela exposicéo a
DEs.(77.79.80.86) No presente estudo, demonstrou-se que, a partir da exposigao intrauterina
ao DEHP, houve um aumento da expressao génica e proteica da subunidade B do TSH
na hipdéfise dos machos adultos da geracdo F1, especialmente na menor dose de
tratamento. Esse resultado é discordante daqueles descritos por Wu et al. e Dong et al.
gue observaram uma diminuic&o significativa na expressao génica da subunidade beta
do TSH em animais diretamente expostos a 150mg/kg/dia de DEHP.(7:80) Contudo, sdo
coerentes com estudos realizados em peixes zebrafish, que apontaram um aumento
significativo da expressdo dessa subunidade em animais expostos ao MEHP (40 e
200ug/L), principal metabdlito do DEHP.(©6)

Novamente, a alteracdo da expressdo da subunidade beta sem
alteracbes nos niveis séricos de HTs nos machos, e a auséncia de alteracdo da
expressdo da subunidade beta nas fémeas, que apresentaram alteracdes significativas
nos niveis séricos de HTs, sugerem fortemente uma alteracéo no setpoint do eixo HHT
dos animais da geracao F1, que foram expostos ao DEHP durante o periodo intrauterino.

Os efeitos do DEHP sobre a tireoide dos animais das proles, foram
avaliados em dois periodos distintos, ao final da gestacédo (GD20), para avaliar o impacto
da exposicéao intrauterina sobre o desenvolvimento embrionario da tireoide, e durante a
vida adulta (PDN90), com o intuito de avaliar mecanismos de programacdo e
perpetuacédo de disfuncdes tireoidianas.

Dessa maneira, em GD20, observou-se um aumento significativo na
expressao de mRNAs que codificam proteinas envolvidas na sintese e secre¢édo de HTs
na tireoide, tanto nos machos quanto nas fémeas, e em ambas as doses de tratamento.
Os resultados apontam para mecanismos diretos de regulacdo da expressao génica do
tecido tireoidiano pelo DEHP, nesta fase especifica do desenvolvimento. Sabendo-se da
importancia dos HTs fetais para o desenvolvimento do sistema nervoso durante o
periodo embrionério, o impacto dessas alteracfes para o desenvolvimento cognitivo e
para a morfologia do SNC frente & exposicdo aos ftalatos deve ser investigada em
estudos futuros. Ainda assim, em humanos, estudos demonstraram uma associacao
entre a exposigcéo pré-natal ao DEHP e comportamentos semelhantes a transtorno do

déficit de atencdo com hiperatividade (TDAH) e autista em criancas.®¢87) Além disso, foi
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demonstrado que criancas de até 6 meses que foram expostas ao DEHP apresentaram
comprometimento do desenvolvimento mental e fisico.®® Em animais, a exposicdo a
ftalatos foi associada a hiperatividade e a impulsividade.®

Até o momento, nenhum estudo anterior avaliou os efeitos da
exposicao intrauterina ao ftalato DEHP sobre a funcéo tireodiana nos animais da geracao
F1 ao final da gestacdo. Contudo, a presenca de DEHP e seus metabdlitos no liquido
amnidtico reforca a transferéncia placentaria desses contaminantes para o feto.® O
estudo de Dong et al.’?) foi o Unico encontrado na literatura que avaliou a exposicdo
perinatal ao DEHP, porém, utilizou altas doses de tratamento (30, 300 e 750mg de
DEHP/kg/dia) e ndo especificou o sexo dos animais utilizados nas analises. Além disso,
0s animais da prole foram avaliados em PND7, PND14 e PND21, ou seja, periodos
diferentes daqueles analisados no presente estudo. Ainda assim, dados similares foram
encontrados em ambos os estudos, como 0 aumento significativo da expressdo dos
mMRNA de Nkx2.1, Pax8, Tpo e Slc5a5 nos animais expostos ao DEHP.("") Um segundo
estudo, no qual os animais foram tratados, por gavagem, com 150, 300 e 600mg de
DEHP/kg/dia, por 90 dias, também demonstrou aumento da expressdo génica dos
fatores transcricionais tireoidianos (Nkx2.1 e Pax8) e de genes envolvidos na biossintese
de HTs (SlIc5a5, Tpo, e Tg) na tireoide dos animais expostos em relacdo aos animais do
Grupo Controle.(® Esses dados, em conjunto, reforcam que a exposicao direta ao DEHP
tem um efeito estimulatério sobre a expressao génica da tireoide. Vale destacar que
dados ndo apresentados nesta dissertacao, realizados em cultura de células, apontam
para o efeito direto estimulatério do DEHP sobre os tiredcitos.

No periodo PND90, especialmente nas fémeas da geragdo F1,
observou-se uma reducado significativa na expressdo de diferentes genes/proteinas
envolvidos na sintese e secrecdo de HTs, em ambas as doses de tratamento. Esses
dados contrastam com outros da literatura. Conforme relatado anteriormente, Dong et al.
demonstrou que a exposicao direta de fémeas ao DEHP (150 e 600mg/kg/dia), por 6
meses, aumentou a expressdo génica/proteica de Slc5a5, Tpo, Tshr e Tg.("® Novamente,
€ importante reforcar que o periodo e doses de tratamento sdo completamente diferentes
daqueles utilizados no presente estudo.

A expressao coordenada de fatores transcricionais tireoidianos é
fundamental para manter a funcdo da tireoide.® Uma vez que os resultados
apresentados neste estudo apontaram para uma diminuicdo significativa da expresséo

génica e proteica de PAX8, NKX2.1 e FOXEL, especialmente nas fémeas adultas da
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geracédo F1, a reducéo de todos os outros genes tireoidianos envolvidos na biossintese
hormonal pode ser consequéncia da diminuicdo da expressao dos fatores transcricionais
tireoidianos.

Uma das etapas mais importantes e limitantes da producéo de HTs é
a captacdo de I' mediada pela NIS.(19%0) No presente estudo, observamos que a
expressao génica e proteica de NIS apresentou-se diminuida na tireoide dos machos e
fémeas adultos da geracéo F1 de ratas expostas ao DEHP durante o periodo intrauterino.
Esses resultados sdo opostos aqueles obtidos em estudos com exposi¢do direta e
cronica ao DEHP (150, 300, 600mg/kg/dia), nos quais observou-se aumento da
expressdo de NIS.("® Conforme discutido anteriormente, o aumento da expressdo génica
e proteica de NIS ja foi relatada em outros estudos de exposicédo ao DEHP.(7:89) Contudo,
reforcamos que nenhum desses estudos avaliou o impacto da exposi¢ao intrauterina ao
DEHP nos animais adultos das proles das ratas expostas. Por esse motivo, ndo era
esperada a reproducéo dos dados descritos da literatura.

Ainda assim, é interessante destacar que os efeitos de desregulacao
da expresséo génica na tireoide das fémeas foram muito mais proeminentes do que nos
machos da geracdo F1. Esse dado € interessante e coerente com a maior taxa de
incidéncia de doencas tireoidianas em mulheres do que em homens.®Y) Além disso,
sabe-se que os estrogénios afetam a funcéo e expresséo génica da tireoide, assim como,
modulam os niveis de TSH.? Finalmente, Radke et al. indicaram em seu estudo que as
mulheres sdo mais sensiveis a exposicdo ao DEHP (principalmente criancas e mulheres
gravidas).®® Por esse motivo, um ponto importante deste estudo foi a avaliacdo dos
efeitos da exposicdo ao DEHP nas fémeas da geracdo F1. Adicionalmente, nossa
hip6tese atual € que os horménios sexuais femininos contribuam para o dismorfismo
sexual observado em nosso estudo, especialmente na tireoide. Futuras investigacoes
serdo necessarias para confirmar essa associacao e elucidar o mecanismo biologico por
trds das diferencas observadas na regulacdo da expressao génica/proteica da tireoide
de acordo com a idade e sexo dos animais.

Em nosso estudo, também foi avaliada a expressdao de
genes/proteinas envolvidos na sintese e secrecdo dos HTs na tireoide dos machos
adultos da geracdo F1 de ratas expostas ao DEHP no periodo gestacional. A partir
desses experimentos, observou-se alteracéo significativa na expressao génica/proteica
da tireoide em doses muito mais baixas (0,48 ou 4,8mg/kg/dia) do que aquelas

documentadas na literatura.(7280.249) Além da diminuicdo da expressédo de NIS, os
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resultados obtidos a partir da tireoide dos machos adultos da geracdo F1 apontaram para
a diminuicéo da expressao proteica de TSHR e FOXE1, especialmente na menor dose
de tratamento. Esses resultados sdo concordantes aqueles descritos pelo estudo de Kim
et al.,®¥ no qual ratos machos foram expostos diretamente ao DEHP (50 e
500mg/kg/dia), via gavagem, por 14 dias. Adicionalmente, a reducdo da expressao
génica/proteica tireoidiana pelo DEHP ja foi relatada em estudos anteriores, nos quais
ratos foram tratados cronicamente com doses extremamente altas de DEHP (500 e
750mg/kg/dia), nos quais demonstrou-se reducao significativa dos niveis séricos de NIS
e TPO.®® Contudo, é importante reforcar que as alteracGes observadas nos machos
foram menos evidentes do que aquelas observadas nas fémeas.

Estudos anteriores demonstraram que o DEHP e seu metabdlito
(MEHP) provocam estresse oxidativo em ovarios,®® figado®897) e rins.(®® Na tireoide, a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) desempenha papéis funcionais
essenciais, pois a geragdo de H202 pela enzima DUOX2 é fundamental para sintese de
HTs catalisada pela TPO. Ainda assim, ja foi demonstrado que o excesso na producdo
de H202 elou a protecdo insuficiente dos tiredcitos pelas enzimas antioxidantes
comprometem a integridade celular, levando a disfuncdes tireoidianas.®% Neste sentido,
sabe-se que as EROs sdo normalmente mantidas em baixas concentracfes
intracelulares devido a acdo de peroxidases, como a Superéxido dismutase (SOD) e
Catalase (CAT), entre outros sistemas antioxidantes.®%0)

Os resultados do presente estudo demonstraram a diminuicdo da
expressdo génica da enzima SOD1 nas fémeas, e aumento do conteddo de mRNA de
CAT nos machos. Até o momento, apenas um estudo, avaliou o0 estresse oxidativo na
tireoide de animais expostos ao DEHP. Ye et al. demonstraram que ratos adultos
expostos, via gavagem, a 250, 500 e 750mg de DEHP/kg/dia, por 30 dias, apresentaram
estresse oxidativo na tireoide, com aumento da producdo de EROs e diminuicdo da
atividade da enzima SOD e Glutationa.®® Contudo, nenhum estudo avaliou o impacto da
exposicao ao DEHP a longo prazo e durante janelas criticas do desenvolvimento, o que
reforga o ineditismo e relevancia dos nossos dados.

No presente estudo, demonstrou-se, pela primeira vez, que a
exposicao intrauterina ao DEHP tem efeitos diretos sobre a secrecdo de HTs,
principalmente nas fémeas adultas da prole. Dessa maneira, além das alteragdes
moleculares na tireoide, os dados indicaram alteracdes nos niveis séricos totais de T3 e

T4, exclusivamente nas fémeas adultas da geracdo F1, reforcando a importancia de



60

avaliar os efeitos dos DEs em fémeas. De fato, a concentracdo sérica total de T4
apresentou-se significativamente diminuida, em ambas as doses de tratamento
avaliadas, enquanto os niveis de T3 apresentaram-se aumentados no soro destes
animais, exclusivamente na menor dose de tratamento. Este achado, vai ao encontro
dos dados de Wu et al. e Sherif et al., que observaram um aumento nos niveis séricos
de TT3 e diminuicdo do TT4 em animais diretamente expostos a doses superiores a
300mg de DEHP/kg/dia.®%100) Além disso, um estudo recente demonstrou que a
exposicao de ratos, por gavagem, a doses a partir de 0,75mg de DEHP/kg/dia reduz os
niveis séricos de T4.4

Coerente com os resultados apresentados no presente estudo, dados
epidemiologicos demonstraram que os niveis de metabdlitos de DEHP na urina estédo
negativamente associados aos niveis séricos dos hormoénios T3 eT4. O estudo de
Meeker et al. foi pioneiro em relatar que a concentragdo urinaria de MEHP, estava
negativamente associada aos niveis de T4 livre e T3 total em homens.19) Estudos
posteriores encontraram evidéncias consistentes de que existe uma relacdo inversa
entre as concentragdes urinarias de MEHP e HTs. Boas et al. realizaram um estudo
transversal com criancas de até 9 anos e descobriram que os metabdlitos de ftalatos
estavam negativamente associados aos niveis séricos de T3 livre e T3 total.(1%3 O estudo
de Huang et al. demonstrou associa¢cfes inversas entre a concentragao urinaria de
MEHP e niveis séricos de T4 livre em meninas de até 9 anos de Taiwan.1%¥ Finalmente,
um estudo recente demonstrou uma correlacdo negativa entre MEHP e urinario e TT4
em adolescentes chineses (16 a 19 anos).1%)

Os niveis circulantes de HTs dependem tanto da taxa de secrecédo da
glandula tireoide, como da atividade de enzimas periféricas, conhecidas como
desiodases. As desiodases desempenham um papel crucial no organismo, a
biotransformacdo de HTs em tecidos periféricos, podendo ativa-los ou inativa-los, por
meio da remocao seletiva do iodeto presente nesses hormonios.(%®) Neste sentido, a D1
e D2 séo as principais enzimas ativadoras de HTs, por catalisarem a converséo de T4
em T3; enquanto a D3 é considerada uma enzima inativadora, por catalisar a conversao
de T4 em T3 reverso e do T3 em T2.(106-108)

A analise da expressao das desiodases é usualmente utilizada como
um marcador sensivel do comprometimento das acfes dos HTs em tecidos periféricos
de ratos’®7") e em peixes.®6199) Desse modo, exclusivamente nas fémeas adultas,

observou-se o0 aumento da expressdo génica da Diol no figado, sem que alteracdes na
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Dio3 fossem observadas. De fato, sugere-se que o aumento da expresséo hepatica da
D1 nessas ratas contribuiu para o aumento dos niveis circulantes de T3, que seria
derivado da converséo periférica do T4, especialmente na menor dose de tratamento.

A regulacdo da expressdo de desiodases pelo DEHP ja foi relatada
na literatura. Interessantemente, Dong et al. demonstraram que a exposicéo direta de
ratas ao DEHP (600mg/kg/dia), por 3 meses, provocou diminui¢cdo da expressao de Diol
no figado. Contudo, quando essa exposicdo foi estendida por 6 meses, a expressao
génica de Diol aumentou significativamente.(”” Um outro estudo, utilizando o modelo de
zebrafish, relatou que a exposicdo ao MEHP (1, 6, 8, 40 e 200ug/L) a partir de 2 horas
até 168 horas apoOs a fertilizacdo, diminuiu os niveis séricos de T3 e T4, além de
aumentar a expressao génica da Diol e Dio2 nesses animais.1%9) Estudos futuros serdo
necessarios para elucidar os mecanismos moleculares que norteiam o dimorfismo sexual
apresentado na regulacdo da expressao de desiodases em machos e fémeas adultos
das proles de ratas expostas ao DEHP durante a gestacéo.

Uma vez secretados pela tireoide, os HTs circulam pela corrente
sanguinea ligados a proteinas transportadoras. Em ratos, a principal proteina
transportadora dos HTs € a TTR. Os HTs ligados a proteina TTR nao entram nas células-
alvo, mas, também, ndo sdo metabolizados, sendo considerados biologicamente inertes.
Assim, a TTR garante um grande reservatério de HTs na circulag&o.®%

No presente estudo, observou-se aumento significativo da expresséo
do mRNA de TTR apenas nas fémeas adultas da prole. Estudos anteriores revelaram
resultados opostos aos do nosso trabalho, indicando a supressao da expressao génica
e proteica do TTR no figado de ratos expostos ao DEHP, o que contribuiu para a
diminuicdo dos niveis circulantes de HTs no soro desses animais.("® Contudo, vale
destacar que, diferentemente de nossos estudos, Liu et al. avaliaram os efeitos da
exposicao direta e cronica (30 dias) de machos ao DEHP, em doses muito acima
daquelas utilizadas em nossos estudos (250 a 750mg/kg/dia).(’® Interessantemente,
outro estudo demonstrou que o DEHP se liga competitivamente ao TTR no figado e
diminui sua expressédo em codornas japonesas. 0

Os niveis de HTs na circulagdo sdo modulados ndo apenas pela
sintese, secrecdo e desiodagdo, mas, também, pelo seu metabolismo, que acontece
exclusivamente no figado.*'1.112 Assim, uma das hipéteses do presente estudo era que
a exposicao intrauterina ao DEHP induziria alteragcdes na expressao de enzimas

hepaticas e, com isso, comprometeria a homeostase dos HTs no organismo.
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Em ratos, a glucoronidacdo € uma via metabdlica de degradacao dos
HTs muito importante, catalisada pelas enzimas UDP-glucoroniltransferases (UGTs).(%
No estudo atual, a expressao da Ugtlal e Ugtla6 foi negativamente regulada no figado
das fémeas adultas da prole, apenas na maior dose de tratamento (4,8mg/kg/dia). Nos
machos ndo foram observadas alteracbes significativas. Coerentemente com o0s
resultados obtidos neste estudo, um estudo utilizando modelo in vitro, demonstrou que o
MEHP inibe fortemente a atividade das enzimas UGT1A7 e UGT1A9, descritas como as
principais enzimas que processam e inativam o hormonio T4, concluindo que os
monoésteres de ftalato perturbam o metabolismo periférico do T4.13) Adicionalmente,
no trabalho de Ye et al.,, a expressao génica/proteica de Ugtlal apresentou-se
significativamente aumentada em ratos tratados diretamente com 200 e 500mg de
DEHP/kg/dia, enquanto a expresséo de Ugtla6 nédo sofreu alteracdo em nenhuma das
doses avaliadas.®*® Outro estudo, realizado em peixes zebrafish, constatou a reducéo
da expresséo de Ugtla6 nos animais expostos a 400ug/L de DEHP pelo periodo de 2 a
168 horas apés a fertilizacdo.% Ainda assim, conforme extensivamente discutido,
nosso modelo é inédito, tanto pelas doses utilizadas, quanto pelos periodos de exposi¢éo
avaliados, que nunca foram descritos na literatura.

Finalmente, inUmeros estudos sugerem que doencas desenvolvidas
durante a vida adulta podem ser programadas pela exposicdo aos DEs durante janelas
criticas do desenvolvimento, como os periodos intrauterino, perinatal e neonatal. Dessa
forma, propde-se que essas doencas estariam ligadas a alteracdes especificas na
expressdo de genes criticos, que seriam epigeneticamente modificados apos a
exposicido aos DEs.(114-116)

As modificacdes epigenéticas mais conhecidas e descritas na
literatura incluem a metilacdo do DNA, que resulta principalmente em repressao
transcricional e as modificagdes pos-traducionais da porcdo N-terminal das
histonas.®%40) Essas modificacdes geralmente ocorrem na lisina ou arginina das histonas
e sdo mediadas por enzimas modificadoras de histonas.®'”) ModificacGes nas porcdes
N-terminais de histonas tém papéis importantes no controle da compactacdo da
cromatina, dindmica do nucleossomo e reparo do DNA, e regulam a transcricdo
génica.(114

Entretanto, poucos estudos avaliaram o impacto da exposicdo ao
DEHP sobre modificacbes epigenéticas em diferentes tecidos. Até o momento, nao

existem estudos que tenham avaliado o impacto da exposicdo ao DEHP sobre
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modificacdes epigenéticas no tecido tireoidiano. Ainda assim, estudos anteriores
indicaram que o DEHP diminui a expressdo do mRNA de DNMTs e o0s niveis de
metilacdo do DNA no ovario de ratas.(1® Além disso, demonstrou-se que a exposi¢éo
puberal ao DEHP regula negativamente a metilagéo da lisina 9 da histona H3 (H3K9me3)
durante a espermatogénse de camundongos.©®

No estudo atual, de forma inédita, demonstrou-se que, nos machos
adultos da prole de ratas expostas ao DEHP durante a gestacdo, houve um aumento
significativo do conteudo proteico das histonas H3 e H4 acetiladas. O aumento da
acetilacao € coerente com o aumento da expresséo de alguns genes da tireoide desses
animais. Porém, por serem avaliacdes globais, serdo necessarios estudos mais
detalhados para compreender se essas modificacBes pés-traducionais das histonas
acontecem especificamente na regido promotora dos genes que foram estimulados pela
exposicao intrauterina ao DEHP.

Na tireoide das fémeas, foi observada a diminuicdo da expresséo
génica de acetiltransferases, deacetilases e desmetilases de histonas. Contudo, nao
foram encontradas alteracdes significativas nas modificacdes pds-traducionais das
histonas. Esse resultado reforca a importancia do estudo sitio-especifico dessas
modificacdes pos-traducionais, com o intuito de se delinear uma relacdo causa-efeito
entre as modificacBes epigenéticas encontradas e o padrédo de regulacdo de cada um
dos genes estudados. Por este motivo, estudos futuros traréo informagdes significativas
sobre a regulacdo epigenética em promotores especificos dos genes tireoidianos
desencadeada pela exposicao intrauterina ao DEHP.

Até o momento, pode-se apenas especular que a exposicao
intrauterina ao DEHP altera a expressao/atividade de enzimas envolvidas nas
modificacbes epigenéticas da tireoide, mas ndo necessariamente, s80 essas
modificacdes que levam aos resultados encontrados na expressao dos genes/proteinas
envolvidos na biossintese de HTs. Entretanto, ndo se pode excluir a participacédo de
alteracdes epigenéticas causadas pela exposicado intrauterina ao DEHP, como
mediadoras das disfuncdes tireoidianas encontradas em nosso estudo.

Interessante destacar que houve um aumento significativo da
expressao génica da enzima DNMT3a apenas na tireoide das fémeas adultas da geracao
F1 de ratas expostas ao DEHP durante o periodo intrauterino. Esta enzima esta
envolvida na metilacdo de novo do DNA e na geracao de novos padrdes de metilacao

em células quiescentes. De modo geral, a metilagdo do DNA esta associada a repressao
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transcricional.® Nesse sentido, o0 aumento da expressdo de DNMT3a sugere um
aumento na metilacdo do DNA, e consequentemente, na repressao da transcricdo génica
datireoide nesses animais. Entretanto, estudos futuros serdo necessarios para confirmar
essa hipotese.

Desta maneira, serdo necessarios ensaios mais especificos para
entender qual o papel dessas mudancas na expressao de enzimas envolvidas em
mecanismos epigenéticos de regulacao da expresséo génica no padrao de expresséo e
na programacao da tireoide dos machos e fémeas da geracéo F1 de ratas expostas ao
DEHP durante o periodo intrauterino. Até o momento, a literatura ndo relata nenhuma
evidéncia de que o DEHP afeta o epigenoma da tireoide, o que reforca a importancia de

nossos achados.
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5 CONCLUSOES

1. Demonstramos, pela primeira vez, que a exposi¢ao intrauterina ao
di (2-etilhexil) ftalato, em doses mais baixas do que aquelas consideradas seguras,
desregula o funcionamento do eixo hipotalamo-hipdéfise-tireoide em machos e fémeas da
geracédo F1, logo apos o nascimento e durante a vida adulta;

2. Nossos dados sugerem fortemente que a exposi¢ao intrauterina ao
di (2-etilhexil) ftalato aumenta a susceptibilidade da prole para o desenvolvimento de
disfuncdes tireoidianas durante a vida adulta, sendo mais nociva em fémeas do que em

machos.
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Abstract

Introduction: Thyroid hormones production is regulated by the hypothalamus-pituitary-
thyroid axis. Di-(2-ethylhexyl) phthalate is an endocrine disruptor and it constitutes the
main plasticizer used by the industry in the production of malleable plastics. Di-(2-
ethylhexyl) phthalate disrupts thyroid function by several mechanisms, however, its effect
on hypothalamic-pituitary-thyroid axis during critical windows of development has never
been described. Purpose: To investigate the impact of maternal exposure to di-(2-
ethylhexyl) phthalate during pregnancy on the function of the hypothalamic-pituitary-
thyroid axis of F1 offspring animals, after birth and during adulthood. Methods: Pregnant
Wistar rats were orally treated with corn oil (Control) or di-(2-ethylhexyl) phthalate-
supplemented corn oil (0.48 or 4.8mg/kg/day) throughout the gestational period. The
male and female offspring rats were used in two periods: in the 20th gestational day or in
the 90th postnatal day. Hypothalamus, pituitary, thyroid, liver, and blood were collected,
and the gene and protein analysis were performed through real-time PCR and western
blot, respectively. TH serum dosage was performed by ELISA. Results: Maternal with di-
(2-ethylhexyl) phthalate significantly increased the expression of genes involved in thyroid
synthesis/secretion of males and offspring in 20th gestational day. In adult females of the
offspring, TSH alpha gene/protein expression was observed at the lowest treatment dose
of di-(2-ethylhexyl) phthalate exposure. In the thyroid of these animals, there was a
reduction in the gene/protein expression of NIS, TSHR, TG, TPO, NKX2.1, PAX8 and
FOXEL1, in both doses of di-(2-ethylhexyl) phthalate. These data are consistent with the
reduction in serum T4 levels. Still in the thyroid, we observed a gene increase of enzymes
involved in the acetylation, deacetylation, and demethylation of histones. There was also
an increase in DNMT3 gene expression at the highest dose of treatment. While the mRNA
expression of the antioxidant enzyme SOD1 was reduced in the thyroid of these animals.
In addition, in females, increased hepatic expression of D1 and TTR treatment was
observed, only at the lowest treatment dose. A reduction was observed in gene
expression of UGTlal and UGT1la6 enzymes, only at the highest dose of di-(2-
ethylhexyl) phthalate treatment. In the adult males of the offspring, there was no increase
in TRH mRNA content in the hypothalamus at the highest treatment dose; and TSH beta
in the pituitary, at both treatment doses. In the thyroid of these animals, there was an

increase in the gene/protein expression of NIS, TSHR and FOXE1, and an increase in



PAX8 and NKX2.1, at both treatment doses. Additionally, the action of histon3 and H4
presented Hacetyl at the highest treatment dose. There was no change in the serum
concentration of T4 and T3 in males. There are no changes in histone-modifying
enzymes. While the mRNA expression of the antioxidant enzyme CAT was increased in
the thyroid of these animals. There was no significance in the plastic packaging of the
profiles in adult males. Conclusion: Intrauterine exposure to di-(2-ethylhexyl) phthalate,
at low doses, disrupts the HHT axis of the newborn and adult male and female offspring
rats. This study strongly suggests that di-(2-ethylhexyl) phthalate exposure increases the
offspring's susceptibility to develop thyroid dysfunctions during adulthood, especially in

the female offspring rats.
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