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RESUMO

A incidéncia e a prevaléncia de sobrepeso e obesidade tém aumentado bastante nas ultimas
décadas, em quase todos os paises. Este fendmeno nédo é explicado apenas por mudangas do
estilo de vida, o que levou a considerar a influéncia de outros fatores, como os chamados
desreguladores enddcrinos, e mais especificamente 0s obesogénicos ambientais. O
tributilestanho (TBT) é um produto quimico téxico utilizado para varios fins industriais, tais
como desinfeccdo de aguas de refrigeracdo industrial, preservacdo de madeira, agentes anti-
incrustantes em tintas de barcos e, portanto, estd amplamente presente, e em niveis
consideraveis, no ecossitema marinho e na agua doce. O cloreto de TBT j& é conhecido por
desempenhar atividade desreguladora enddcrina e influencia, inclusive, a diferenciacdo de
adipdcitos ex vivo e in vivo; no entanto, os demais compostos da familia dos organoestanicos
séo pouco estudados. Diante disso, a proposta deste trabalho foi investigar a acdo do benzoato
e do iodeto de TBT nos receptores nucleares mais relevantemente envolvidos na adipogénese,
o PPARY, o RXRa e o0 GRa, e também sobre a diferenciacao de adipocitos em cultura, com a
utilizacdo de pré-adipdcitos murinos 3T3-L1 e células mesenquimais murinas C3H10T1/2. A
influéncia do benzoato e iodeto de TBT sobre sobre a atividade transcricional dos receptores
nucleares estudados foi investigada por meio de ensaios de gene reporter em células HelLa.
Para a investigacdo de seu efeito sobre a adipogénese, células 3T3-L1 foram induzidas a
diferenciar-se em adip6citos com insulina e tratadas por 10 dias com veiculo, rosiglitazona ou
os DEs testados, e as células C3H10T1/2 foram induzidas a diferenciar-se em adipdcitos com
isometilbutilxantina, insulina e dexametasona e tratadas por 10 dias com veiculo,
rosiglitazona ou com os DEs testados. A diferenciacdo em adipdcitos foi determinada pela
coloracdo de lipideos intracelular com dleo vermelho O e pela expressdo do RNAm do gene
que codifica a proteina ligadora de &cidos graxos adipocitaria (Fabpa). Foi observado que o
benzoato e iodeto de TBT induziram a atividade transcricional do PPARy e do RXRa nas
maiores concentracOes testadas, de forma comparavel ao organoestanico ja descrito como
agonista destes receptores, o cloreto de TBT. Ndo houve inducdo da atividade transcricional
do GRa por nenhum dos TBTs testados. Consistentemente com sua atividade agonista parcial
em PPARy e RXRa, o benzoato e iodeto de TBT induziram aumento do actimulo lipidico
intracelular e da expressdo de Fabpa nos pré-adipocitos 3T3-L1, nas menores concentracdes
testadas, em comparacdo com as células tratadas com veiculo, porém menos acentuado em
relacdo ao observado nas células tratadas com rosiglitazona. Nas células mesenquimais
C3H10T1/2, foi observado aumento do acimulo lipidico intracelular e da expressdo de Fapba
em resposta as maiores concentracoes testadas de benzoato e iodeto de TBT, também menos
acentuado em comparacdo com 0 observado nas células tratadas com rosiglitazona. Em
conjunto, os resultados sugerem que o benzoato e o iodeto de TBT apresentam potencial
adipogénico fraco, por mecanismos dependentes de PPARy e RXRa.

Palavras-chaves: Desregulador enddcrino, adipogénese, obesogénicos ambientais, benzoato
de tributilestanho, iodeto de tributilestanho.



ABSTRACT

The incidence and prevalence of overweight and obesity have increased dramatically over the
last decades, almost in every country. Because this is not solely explained by chanes in
lifestyle, it is considered that other factors, such as endocrine disrupters that act as
environmental obesogens may play arole. Tributyltin (TBT) is a toxic chemical used for
varied industrial purposes, such as disinfection of industrial refrigeration water, wood
preservation, as anti-incrusting agents in boats and is therefore widely present in the marine
ecosystem and sweet water at significant levels. TBT chloride is know for its endocrine
disrupting activity and has been shown to influence adipocyte differentiation both ex vivo and
in vivo. However, other organostannic compounds have been poorly studied. Therefore, the
aim of this work was to investigate the activity of TBT benzoate and iodide on nuclear
receptors which play a major role on adipocyte differentiation, PPARy, RXRa and GRa, and
also on adipocyte differentiation in culture, by using murine 3T3-L1 preadipocytes and
murine C3H10T1/2 mesenchymal cells. The influence of TBT benzoate and iodide on the
transcriptional activity of nuclear receptors was investigated with reporter gene assays in
HeLa cells. For the investigation of their effect on adipogenesis, 3T3-L1 were induced to
differentiate in adipocytes with insulin and treated for 10 days with vehicle, rosiglitazone and
the endocrine disrupters. C3H10T1/2 cells were induced to differentiate with
isomethylbutylxanthine, insulin and dexamethasone and treated for 10 days with vehicle,
rosiglitazone and the endocrine disrupters. Adipocyte differentiation was assessed by oil red
O staining of intracellular lipid and by the expression of adipocyte fatty acid binding protein
mRNA (Fabpa). Both TBT benzoate and iodide induced the transcritptional activity of
PPARy and RXRa at the higher concentrations tested, comparably to TBT chloride, the
organostannic compound that was previously described as a partial PPARy and RXRa
agonist. Neither compounds induced GRa transcriptional activity. In keeping with their partial
agonist activity on PPARy e RXRa, TBT benzoate and iodide increased intracellular lipid
accumulation and Fabpa expression in 3T3-L1 preadipocytes, at the smaller concentrations
tested, when compared to vehicle-treated cells, although to a lesser extent than in
rosiglitazone-treated cells. In C3H10T1/2 mesenchymal cells, both endocrine disrupters
induced an increase in intracellular lipid accumulation and Fapba at the higher concentrations
tested, also to a lesser extent that in rosiglitazone-treated cells. Taken together, these findings
suggeste that TBT benzoate and iodide have a weak adipogenic potential, possibly by PPARy
and RXRa-dependent mechanisms.

Palavras-chaves: Endocrine disruptor, adipogenesis, environmental obesogen, tributyltin
benzoate, tributyltin iodide.
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1 INTRODUGCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 OBESIDADE

A obesidade é um problema crescente de saude definida como um distarbio
metabdlico crbnico ocasionado pela incapacidade do organismo em compensar
adequadamente as escolhas da vida moderna, com ingestdo excessiva de calorias e atividade
fisica inadequada (NEEL, 1962; IOSSA et al., 1999; NEWBOLD et al., 2008). Entretanto,
outros mecanismos parecem estar envolvidos do desenvolvimento a obesidade, incluindo
dishiose intestinal (alteracGes qualitativas e quantitativas das comunidades microbianas que
habitam o trato gastrointestinal), sono inadequado, infecgdes virais e aspectos ambientais, que
tem sido implicados no aumento da massa gordurosa (TURNBAUGH et al., 2009;
CAPPUCCIO et al., 2008; VASILAKOPOULOU e LE ROUX, 2007; BAILLIE-
HAMILTON, 2002).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude, desde 1980 a prevaléncia da obesidade
dobrou e, em 2014, mais de 1,9 bilhdo de adultos, que tinham 18 anos ou mais, estavam acima
do peso e destes mais de 600 milhdes eram obesos (WORLD HEALTH ORGANIZATION,
2015). No Brasil, duas pesquisas realizadas com dados de peso e estatura demonstraram que a
prevaléncia de sobrepeso e obesidade aumentou de 43% para 48,1% e de 11% para 15 %,
respectivamente (VIGITEL 2006 e 2010). Ja em 2013, quando se observa a populacéo acima
de 18 anos de idade, a prevaléncia da obesidade aumentou para 17,5% e a taxa do sobrepeso
para 50,8% (ABESO, 2015).

Algumas das implicagdes clinicas relevantes da obesidade, como as comorbidades a
elas relacionadas, a fragilidade somaética, podem afetar seriamente o bem estar, a
independéncia e a qualidade de vida da populacio (GARCIA et al, 2012). Entre as
comorbidades relacionadas a obesidade, destacam-se o diabetes tipo 2 (DM2),
hiperinsulinemia, resisténcia insulinica, doenca cardiaca coronéria, acidente vascular cerebral,
doencas hepéticas e renais, cancer, dentre outras (WANG e LOBSTEIN, 2006; GESTA,
TSENG e KAHN, 2007).

O DM2 é uma relevante doenca relacionada a obesidade (KAHN, HULL e
UTZSCHNEIDER, 2006). Em 2012 o diabetes afetava proximo de 371 milhdes de pessoas e

a previsio é que em 2030 esse nimero atinja 552 milhdes de pessoas (FEDERACAO
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INTERNACIONAL DE DIABETES, 2012). No Brasil a prevaléncia tambem é bastante
preocupante, j& que em 2014, cerca de 11,6 milhdes de pessoas ja eram diabéticos
(FEDERAQAO INTERNACIONAL DE DIABETES, 2015).

O tecido adiposo tem papel fundamental na manutencdo da homeostase energética
(KAHN e FLIER, 2000) e € composto por adipdcitos que se encontram circundados por
fibroblastos, pré-adipdcitos e ainda células endoteliais, do sistema imune e nervosas (CINTI,
2005). Outras fungdes também sdo desempenhadas pelo tecido adiposo, como atuar como
orgdo endocrino por meio da secrecdo de diversos fatores, como as adipocinas, que regulam a
sensibilidade insulinica, a saciedade, o gasto energetico e a inflamacdo (KAHN e FLIER,
2000). As principais adipocinas, implicadas na regulacdo da homeostase energética e no
desenvolvimento de obesidade e diabetes sdo a adiponectina e a leptina, assim como 0s
fatores adicionais, como resistina, TNFa e interleucina-6 (KAHN e FLIER, 2000;
BERGMAN e ADER, 2000).

Evolutivamente, a obesidade poderia ser explicada como uma protecdo contra a
escassez de alimentos, e assim alguns genes poderiam promover resisténcia insulinica
periférica e o armazenamento de gordura. Genes cuja desregulacdo pode estar associada a
obesidade sdo aqueles que codificam a leptina e o0s receptores ativados por proliferadores
peroxissomais (PPAR). Os produtos destes genes também estdo relacionados a regulacdo da
ingestdo de alimentos, a eficiéncia metabdlica e ao armazenamento energético (AUWRX,
1999).

O estado resultante da ingestdo excessiva de nutrientes e 0 baixo gasto energetico
pode desencadear respostas em varios tipos celulares tais como os adipdcitos, hepatdcitos ,
midcitos, células endoteliais e células que compde o sistema imunoldgico, originando, desta
forma, a disfungdo metabdlica (HOTAMISLIGIL, 2006; LOWELL e SHULMAN, 2005).
Cada uma destas respostas é capaz de ativar as vias de sinalizacdo que promovem a
inflamacdo, parecendo esta ser a resposta final comum na obesidade humana (WISSE, KIM e
SCHUWARTZ, 2007). Muitos fatores pro-inflamatdrios encontram-se elevados na obesidade
e no diabetes, principalmente causados pelo estresse oxidativo, advindo do excesso de acidos
graxos extracelulares e de glicose, ocasionando a disfuncdo de células endoteliais, fator
relevante para o desenvolvimento e complicagdes da sindrome metabdlica (BONDIA-PONS,
RYAN e MARTINEZ, 2012).

Atualmente ja se sabe que o excesso do consumo de calorias associado ao

sedentarismo, ndo explicam, isoladamente a atual epidemia mundial da sindrome metabdlica,
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advinda da obesidade (THAYER et al, 2012). Novas hipoteses estdo surgindo a fim de
explicar a deterioragdo na saude metabolica humana. Desta forma, a atengéo voltou-se para se
identificar os fatores adicionais que podem alterar o metabolismo energético (CASAL-
CASAS e DESVERGNE, 2011). Neste contexto, encontram-se relacionados o estresse,
alteracbes imunoldgicas, déficits de micronutrientes, microbiota intestinal e diversas
substancias quimicas ambientais (HANY et al., 1999; LILIENTHAL et al., 2006).

Algumas modificacGes genéticas podem estar relacionadas com a predisposicdo a
obesidade, entretanto, o genoma humano ndo apresentou alterac¢des téo significativas ao longo
dos ultimos anos. Muito diferente do que se pensa, ao se estabelecer uma correlagdo entre o
aumento da taxa de obesidade e a acumulagdo de produtos quimicos sintéticos, observa-se que
pode ndo se tratar de um evento aleatorio. Esta mudanca consideravel levou ao surgimento da
hipétese de que alguns poluentes ambientais possam interferir em processos fisioldgicos,
atuando como desreguladores enddcrinos, beneficiando vias de sinalizacdo hormonal ativados
por ligantes lipofilicos, sendo capazes de interferir em diversos aspectos do metabolismo e
balango energético (BAILLIE-HAMILTON, 2002; NILSSON, 2000; WARING e HARRIS,
2005).

O processo de adipogénese se da numa série de passos, tendo inicio a partir de células
progenitoras pluripotentes das quais se formardo as células estaminais multipotentes
mesodérmicas (MSC). Estas, por sua vez, comprometem-se para a formacdo de células
onipotentes pré-adipociticas e, caso sejam estimuladas apropriadamente, podem chegar a
adipocitos maduros (GESTA, TSENG e KAHN, 2007; PEIRCE, CAROBBIO e VIDAL-
PUIG, 2014).

E possivel a reproducdo do processo adipogénico ex vivo, permitindo um grande
avanco na compreensdo dos mecanismos moleculares que estdo envolvidos na transi¢éo de
fibroblastos ndo diferenciados até a fase de adipocito maduro (GREGOIRE, SMAS e SUL,
1998). O estudo pode ser realizado com tipos celulares diferentes: os fibroblastos que
possuem a capacidade de se diferenciar em diferentes tipos celulares, chamadas de células
multipotentes, e as células que ja estdo comprometidas com a linhagem adipocitaria
(NTAMBI e YOUNG-CHEUL, 2000) Fisiologicamente, este processo se da sob controle
hormonal e, assim sendo, pode ser suscetivel a interferéncia de desreguladores enddcrinos,
podendo este ser um modelo aplicado para os estudos in vitro e ex vivo que visam investigar a
associacdo de fatores ambientais com a adipogénese e, assim, com o desenvolvimento de
excesso de tecido adiposo observado na obesidade (TANG e LANE, 2012).
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1.2 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Os desreguladores enddcrinos estdo entre as influéncias ambientais relacionadas ao
desenvolvimento da obesidade. De acordo com a Agéncia de Protecdo Ambiental
(Environmental Protection Agency, EPA), sdo definidos como ‘“agentes exdgenos que
interferem na sintese, secrecdo, transporte, ligagdo, acdo ou eliminacdo de hormonios
naturalmente presentes no corpo e que sdo responsaveis pela homeostase, reproducdo e
desenvolvimento” (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009).

O Programa Internacional de Seguranca Quimica (IPCS) em conjunto com alguns
paises adotam como definicdo de desreguladores enddcrinos uma substancia ou composto
exdgeno que altera uma ou Vvérias funcbes do sistema enddcrino e possui, consequentemente,
efeitos adversos sobre a saide num organismo intacto, sua descendéncia, ou (sub) populacdes
(CEC, 1999).

Os desreguladores enddcrinos podem ser de origem natural ou sintética e sao
agrupados em (i) substancias sintéticas utilizadas na agricultura (pesticidas);(ii) substancias
sintéticas utilizadas na industria (dioxinas, compostos organicos de estanho, bisfenol, etc);
(iii) substancias naturais (fitoestrogénios e estrogénios naturais); ou ainda (iv) compostos
farmacéuticos (17 a-etinilestradiol) (BILA E DEZOTTI, 2007).

A exposicdo aos desreguladores enddcrinos vem de diversas fontes e varia
amplamente em todo mundo. Areas industrializadas sd0 comumente caracterizadas por
contaminacgdo por inimeros produtos quimicos industriais, que podem contaminar o solo e
aguas subterraneas, podendo ser introduzidas na cadeia alimentar, por meio da ingestdo de
agua e alimentos contaminados, contato transdérmico ou transplacentério, inalacdo de ar
contaminado ou contato com o solo (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009; DE COSTER
E VAN LAREBEKE, 2012). Pessoas que trabalham com pesticidas, fungicidas e produtos
quimicos industriais apresentam risco particularmente elevado de exposicdo e, assim, de
desenvolvimento de uma anormalidade endécrina (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009).

Muitos desreguladores enddcrinos sdo apolares, assim, altas concentracdes podem ser
detectadas em carnes, peixes, ovos e derivados do leite, havendo relatos, inclusive, do
aumento das concentragdes de horménios sexuais (17 B-estradiol, estrona, testosterona e
progesterona) nestes alimentos. A contaminagdo também poder ser advinda do fato de que
hormdnios sdo aplicados na criagdo de animais e consumidos na alimentacdo humana
(HARTMANN, LACORN E STEINHART, 1998).
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Os desreguladores enddcrinos, utilizados na industria sdo produtos quimicos como
solventes ou lubrificantes e seus subprodutos (bifenilas policloradas (PCB) e dioxinas),
plasticos, plastificantes como o bisfenol A (BPA) e ftalatos, pesticidas como o0s
diclorodifeniltricloroetanos (DDT), fungicidas (vinclozonila), herbicidas (atrazina) e
antibacterianos (triclosan). Existe uma relacdo direta entre a poluicdo por PCB e dioxinas e a
manifestacdo em glandula enddcrina, imunoldgica ou ainda disfuncdo metabdlica nos seres
humanos e em animais selvagens (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009).

Alguns desreguladores enddcrinos apresentam meia-vida longa, sendo esta
caracteristica um beneficio para a utilizacdo industrial, no entanto, torna-se consideravelmente
prejudicial para a vida selvagem e dos seres humanos (CALAFAT E NEEDHAM, 2007). O
fato de ndo se deteriorarem com facilidade, implicam na ndo metabolizacdo; além disso,
podem ser metabolizados em compostos mais toxicos que a molécula de origem. Mesmo
substancias que foram proibidas ha algum tempo, permanecem em concentracfes elevadas no
meio ambiente, podendo ainda ser detectadas por muito tempo (PORTE et al., 2006).

A acdo dos desreguladores, de acordo com a dose de exposi¢do, nem sempre € linear,
dose-dependente ou tradicional. Sdo frequentes as curvas dose-resposta ou concentracéo-
efeito ndo tradicionais, ou seja, as curvas em forma de U ou U invertido. Assim, qualquer
intensidade de exposicdo pode levar ao aparecimento de anomalias metabdlicas ou
enddcrinas, principalmente se a exposicdo se der durante um periodo critico do
desenvolvimento, e doses baixas podem se tornar mais potentes do que doses mais elevadas
(VOM SAAL etal., 2007).

Os desreguladores endécrinos (DE) podem promover fen6tipos anormais ou doengas
por diferentes mecanismos de acdo. Podendo modificar os fatores que regulam a expressao de
genes, como a metilacdo do DNA e a acetilacdo de histonas. A maioria dessas substancias
desreguladoras ndo altera a sequéncia do DNA, ou seja, ndo promove mutacdes genéticas
(SKINNER, MANIKKAM E GUERRERO-BOSAGNA, 2010; HANSON E GLUCKMAN,
2008).

Varios receptores nucleares (RN) podem ser alvos dos desreguladores endécrinos, que
se ligam e ativam um ou mais receptores, e, desta forma, efeitos aditivos ou sinérgicos podem
ser observados (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009). Os receptores de estrogénio (ER)
sdo responséaveis pela regulacdo de muitos aspectos do metabolismo, nos quais estdo inclusos

o transporte de glicose, metabolismo lipidico e atividade mitocondrial. E ainda provavel que
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0s ER modulem redes neuronais que controlam a ingestdo de alimentos e a fisiologia do
tecido adiposo (CHEN E RUSSO, 2009).

Além dos ER, os desreguladores enddcrinos podem modular outros receptores
nucleares como o receptor do horménio tireoidiano (TR) e o receptor de glicocorticoide (GR).
O BPA age como um antagonista de TR (ZOELLER, BANSAL E PARRIS, 2005) ou como
agonista de ER (SCHECTER et al., 2010). Os retardadores de chama bromados (BFR)
também agem interrompendo a via de sinalizacdo do TR, enquanto os éteres difenil
polibromados (PBDE), além de atuarem em TR alterando a acdo da deiodinase, podem
também alterar a funcdo do GR (LEGLER, 2008). Ja os organoestanicos podem agir em GR
inibindo a atividade da 11-beta-hidroxiesteroide-desidrogenase tipo 1, potencializando a acéo
dos glicocorticoides in vivo (SARGIS et al., 2010).

Os PPARs sdo também membros da superfamilia de receptores nucleares com
importante papel na regulacdo da adipogénese. Existem evidéncias que os PPAR, sdo alvos
moleculares de diversos desreguladores enddcrinos, entre eles o cloreto de TBT e o TPT
(trifenilestanho), compostos largamente utilizados na agricultura e industria. No estudo
realizado por Kanayama e colaboradores (2005) ficou elucidado que tanto o TBT quanto o
TPT agem como agonistas de PPARy e RXR (Receptor retinoide X), com afinidade
comparavel a dos ligantes enddgenos ja identificados. A exposicdo de camundongos C57BI1/6J
aos desreguladores enddcrinos 4-nonilfenol (NP-4) (HAO et al., 2012 A) e ao mono-2-ftalato
de etil-hexilo (MEHP) (HAO et al., 2012 B) resultou em aumento da expressédo de genes alvo
do PPARYy, entre eles a proteina ligadora de &cidos graxos adipocitaria ou proteina do
adipdcito 2 (aP2) e lipoproteina lipase.

Em humanos também existem estudos que demonstram que a presenca dos ftalatos,
produtos quimicos organicos presentes no plastico como cloreto de polivinila (PVC), na urina
ou ainda a presenca dos seus metabdlitos, estdo correlacionados com uma maior
circunferéncia da cintura e elevacdo do indice de massa corporal em adultos do sexo
masculino (STAHLHUT et al., 2007). Além disso, que alguns destes ftalatos agem ativando o
PPARy em células 3T3-L1 (HURST E WAXMAN, 2003).

1.2.1 DESREGULADORES ENDOCRINOS COMO OBESOGENICOS

A teoria da desregulagdo enddcrina, proposta em 1922, postula que produtos quimicos

exogenos atuam interferindo na acdo de eixos hormonais por serem capazes de modularem a



27

homeostase enddgena. Desde que essa teoria foi proposta, diversos DE foram identificados,
incluindo produtos industriais e residuos, retardadores de chama, fitoquimicos, produtos
farmacéuticos, pesticidas, aditivos alimentares e produtos de higiene pessoal (Figura 1). As
vias de exposicdo também sdo as mais variaveis, incluindo a ingestdo, inalacdo, injecao,
transdérmica e até transplacentaria (COLBORN e CLEMENTE, 1992).

Produtos industriais

ity Brinquedos e garrafas de

plastico, mamadeiras

Produtos de cuidados
pessoais e domiciliares

Produtos
farmacéuticos e
médicos

Fitoguimicos e ——
corantes
' @ Ftalatos,
H alquilfenois :
“' O '

l Pesticidas, herbicidas e fungicidas l Indometacina $

Figura 1: Obesogénicos e suas fontes. BPA, bisfenol A; DDT, diclorodifeniltricloroetano; DEHP, di-2-etil-hexil
ftalato; DES, dietilestilbestrol; MEHP, mono-etil-hexil ftalato; 4-NP, 4-nonilfenol; PBDEs, éteres difenil-
polibromados; PCB, bifenilos policlorados; TF, tolylfluanid; TBT, tributilestanho; TCDD, 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina; TFZ, triflumizole. Adaptado de Regnier e Sargis, 2014.

Paula Baillie-Hamilton (2002) foi a primeira a propor que os DE poderiam alterar o
metabolismo energético, contribuindo assim para o desenvolvimento de doencas metabdlicas.
Esta proposicdo se deu pela observacdo do aumento das taxas de sobrepeso e obesidade e o
aumento da producdo de substancias quimicas sintéticas nos Estados Unidos. Em 2006,
Blumberg e Grin desenvolveram a “hipotese obesogénica ambiental”, segundo a qual
elucidava que os efeitos do ganho de peso e a epidemia da obesidade estariam relacionados ao
uso de determinados produtos quimicos denominados “obesogénicos”. Essa hipotese foi
fundamentada em estudos em que foram testados diversos desreguladores endécrinos in vivo,

ex vivo e in vitro, e também em dados de estudos epidemioldgicos.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Regnier%20SM%5Bauth%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sargis%20RM%5Bauth%5D
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1.3 TRIBUTILESTANHO

1.3.1 Consideracdes Gerais

Os compostos pertencentes a familia dos organoestanicos possuem como principal
caracteristica a presenca de uma ou mais ligacGes covalentes que se da entre os atomos de
carbono e estanho (Sn-C), conferindo a eles a formula geral RnSnX4-n, onde o0 R é um grupo
alquilo ou arilo, X é uma espécie anionica (como cloreto, 6xido, hidroxido ou outros grupos
funcionais) com n que pode variar de 1 a 4 (HOCH, 2001). A Figura 2 apresenta a estrutura
quimica de 3 destes compostos, o cloreto, o benzoato e o iodeto de TBT.

A B C
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Figura 2. Estrutura quimica cloreto (A), benzoato (B) e iodeto de TBT (C). Fonte: Pubchem.

O processo de degradacdo da molécula do TBT se da progessivamente, pela quebra
da ligacdo estabelecida entre o estanho e o carbono, dando origem a novas moléculas como o
dibutilestanho, monobutilestanho e estanho inorganico. Os fatores responsaveis pelo processo
de degradacdo sdo a radiacdo (luz visivel, ultravioleta e gama), processos bioldgicos e
processos quimicos (RADKE et al., 2008).
A meia vida dos TBT, tanto em aguas doces como salgadas, geralmente esta é de seis
dias a até algumas semanas. No entanto, em sedimentos e em condi¢gBes anaerobicas, a
persisténcia é estimada entre dois anos a varias décadas (RUDEL, 2003). Em algumas
localidades os TBTs estdo em elevada concentracdo e a degradacdo bioldgica € inibida pela
elevada toxicidade para estes organismos (CEULEMANS, SLAETS e ADAMS, 1998).
Edward Flankland foi quem primeiro sintetizou em laboratorio uma molécula
organoestanica, produzindo o diiodeto de diestilestanho (CzHs)2Snl2) no ano de 1849. No
entanto, a aplicacdo industrial ocorreu somente no século XX, primeiramente em 1936

quando o composto dilaurato de dibutilestanho foi utlizado a fim de estabilizar o PVC contra
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a acdo da luz e do calor e como catalisador de reacdes quimicas (MULLER, RENBERG e
RIPPEN, 1989).

Os compostos organoestanicos foram utilizados também como estabilizadores em
borrachas, nylon, hidrocarbonetos clorados, peréxido de hidrogénio e 6leos lubrificantes
(PIVER, 1973), na preservacdo da madeira, como agente fungicida em produtos téxteis e em
torres de resfriamento e sistema de agua de refrigeracdo em sistemas de aguas industriais,
sistemas de fabricas de cerveja e papel (HOCH, 2001). A partir da década de 1960, a
atividade biocida dos compostos organoestanicos comegou a ser explorada, sendo estes
compostos utilizados como microbicidas, fungicidas, molusquicidas e anti-incrustantes
(OLIVEIRA e SANTELLLI, 2010).

O registro das propriedades biocidas do tributilestanho foi feito na segunda metade da
década de 1950 e este registro foi responsavel por direcionar as futuras aplicacGes deste
composto (YEBRA, KILL e DAM-JOHANSEN, 2004). A primeira aplicacdo dos compostos
de tributilestanho como biocidas ocorreu no continente africano, como molusquicidas contra
caramujos de &gua doce, vetores da esquistossomose (WHO, 1990). A partir da década de
1960, o tributilestanho foi introduzido como principio ativo de tintas anti-incrustantes em
embarcacGes melhorando a velocidade destas, e foi usado ainda em cais e gaiolas de peixes
(WHO, 1990) para solucionar o problema da bioincrustacdo. Esta foi definida por Kirschner e
Brennan (2012) como o recobrimento de superficies submersas no oceano por moléculas
organicas e por organismos marinhos. O uso do TBT como agente incrustante apresentou
impacto econdmico relevante.

Em 2001, cerca de 70-80% dos navios, 0 que corresponde entre 56.000-64.000 navios
da frota global, possuiam no seu sistema anti-incrustante tintas a base de TBT, 0 que 0s
tornou fontes relevantes de poluicdo do ambiente marinho (CHAMP, 2001). A producéo
mundial dos organoestanicos foi mensurado em cerca de 40.000 t / ano em 1985 (ALZIEU,
1998), e em 1996 essa producdo ja alcancava 50.000 t / ano (OCDE, 2001). A quantificacdo
dos TBT na agua do mar requer técnicas altamente sensiveis, ja que a concentracdo dos
mesmos se da em ng/L

A utilizagdo industrial dos compostos organoestanicos resultou em toxicidade
consideravel, fator este que leva a uma reavaliagdo da aplicacdo dos TBT, que mesmo
apresentando eficacia comprovada como agente anti-incrustante possuem alta persisténcia em
organismos Vvivos e alta capacidade de transferéncia ao longo das cadeias troficas (CHAMP,

2001). Grandes esforcos tem sido empreendidos em resposta aos impactos indesejaveis dos
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TBTSs, assim requisitos legais foram reforcados a fim de proteger o meio ambiente e 0s seres
que nele habitam. Em 1980, a utilizacdo do TBT como substancia anti-incrustante, € proibida
em barcos com até 25 metros de comprimentos em muitos paises, e isto se traduziu
posteriormente em um aumento na producdo de ostras (KONSTANTINOU E ALBANIS,
2004).

O primeiro pais que adotou ac¢Ges regulatdrias quanto ao uso de tintas anti-incrustantes
que tinha como base compostos organoestanicos foi a Franga em 1982, seguida pela Inglaterra
em 1985 (ALZIEU et al.,, 1986) Estas acGes foram fundamentadas na avaliacdo que
demonstrou o impacto do TBT sobre ostras da espécie Crassostrea gigas, comercializadas na
costa atlantica da Franca. Foi evidenciado que houve uma reducdo consideravel destes
animais e ainda, ma formacdo das conchas, afetando de 80 a 100% da populacdo e
acarretando uma perda financeira da ostreicultura na regido de aproximadamente 147 milhGes
de dolares (ALZIEU, 2000).

A maioria dos paises europeus ap6s 1988 adotaram também acgdes regulamentadoras
comparaveis as implementadas na Franca. Com os resultados obtidos em estudos sobre 0s
impactos ecotoxicolégicos do TBT, a IMO (Organizacdo Maritima Internacional) adota em
1999 a Resolucdo A.895 recomendando aos paises membros que adotassem medidas
restringindo o uso de TBT em tintas anti-incrustantes. A IMO, na conven¢do em 2001,
proibiu a aplicacdo ou reaplicacdo de tintas que tivessem como base o TBT em navios até 1°
de Janeiro de 2003, e a proibicdo total da presenca dos sistemas anti-incrustantes a base de
TBT nos cascos de navios até Janeiro de 2008 (CD Commission Directive 2002/62/EC of 9
July 2002, 2002; IMO- International Marine Organisation, 2001). O Brasil assinou a
convengdo em 13 de novembro de 2002 (NORMAM-23/ DPC, 2007).

Apesar das metas propostas pela IMO serem ditas urgentes a adesdo pelas partes foi
lenta. Oficialmente a convencao entrou em vigor em 17 de setembro de 2008 e 63 paises
tornaram-se parte da mesma, representando 81% da frota mercantil (IMO, 2012). No Brasil,
foi aprovada a convencéo através do Decreto Legislativo n°® 797/2010, que comegou a vigorar
apenas em 20/05/2012.

A Portaria 76 da Diretoria de Portos e Costas, da Marinha do Brasil, era até entdo o
que vigorava no Pais em novembro de 2007, aprovando as Normas da Autoridade Maritima
para o Controle de Sistemas Anti-incrustantes Danosos em Embarca¢cbes (NORMAM-
23/DPC). O objetivo destas normas € estabelecer procedimentos referentes ao controle do uso

de tintas ou outros sistemas com atividade anti-incrustantes prejudiciais ao meio ambiente


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0160412007001845#bib45
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marinho ou ainda a satide humana. Estdo inclusos tanto embarcacdes brasileiras que utilizam
0 sistema anti-incrustante como embarcacGes que atraquem em nossos portos com AIT
(Atestado de Inscricdo Temporaria).

Entretanto, a convencdo estabelecida pela IMO ndo abrange navios de guerra,
embarcacGes sem fins comerciais, estruturas utilizadas na agricultura e todas as demais
aplicabilidades do TBT como biocida. Desta forma, o TBT permanece presente no ambiente
(FITRIDGE etal., 2012).

Em trabalhos realizados posteriores a proibicdo do uso do TBT como substancia anti-
incrustante, ha relatos da reducéo das concentracGes de tributilestanho em aguas, sedimento e
biota e as concentracdes marinhas raramente excedem 100 ng It (BHOSLE et al., 2004),
refletindo melhora parcial apds as medidas anteriormente impostas (EU-SCOOP, 2006).
Ainda assim, a exposicdo aos TBTs ainda se da por meio de plastificantes, conservantes de
madeira e pesticidas agricolas. Os compostos organoestanicos sdo lipofilicos, detectaveis em
alimentos e em muitos tecidos humanos e persistentes (NIELSEN E STRAND, 2002).

Os possiveis efeitos nocivos da exposicdo humana ao TBT é motivo crescente de
preocupacao publica. As principais vias de exposi¢do se ddo pelo consumo de qualquer dgua
contaminada ou bebidas e alimentos que possam vir da pesca marinha (AZENHA et al., 2004;
EU-SCOQOP, 2006).

Foram coletadas e analisadas amostras de frutos do mar advindas de supermercados de
cidades asiaticas, norte-americanas e europeias e identificaram cerca de 185 ng/g de peso seco
do cloreto de TBT. A absorcédo através de alimentos é uma fonte importante desta substancia,
ja que observou-se ainda que organismos de niveis troficos superiores apresentavam
concentragdo mais elevada de organoestanicos quando comparados aos demais (ROULEAU,
GOBEIL E TIALVE, 1999).

O espectro de efeitos adversos sistémicos cronicos que podem ser desencadeados pela
exposicdo aos TBT foram sugeridos por diversos estudos em modelos animais e vdo desde
possivel atividade carcinogénica até efeitos neurotdxicos, atividade enzimatica, teratogenia,
potencial cardiovascular, respiratorio, gastrointestinal, reprodutivos, desenvolvimento do
figado e rim, e efeitos enddcrinos (EU-SCOOP, 2006)

Ainda que a quantidade de informacdo disponivel sobre a toxicidade aguda do TBT
seja extensa, quando se trata da toxicidade cronica poucos dados estdo disponiveis. Em
estudos utilizando o mosquito Chironomus riparius a fim de investigar os efeitos toxicos do

TBT, observou-se concentragdo relevante do composto no desenvolvimento de mais de 11
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geracOes a partir da exposicdo da geracdo parental. Observou-se ainda que o peso dos machos
foi maior em todas as geragcOes quando comparados com o controle (VOGT et al., 2007)

Segundo a INCHEM (Chemical Safety Information from Intergovernmental
Organizations) o benzoato de tributilestanho, que apresenta como férmula quimica
C19H13,02Sn, ¢ utilizado como anti-incrustante e microbicida. E uma substancia irritante para
pele e olhos, além de atuar inibindo a fosforilacdo oxidativa e a funcdo mitocondrial
(INCHEM, 1999).

O iodeto de tributilestanho apresenta como férmula quimica Ci2H271Sn, é utilizado
como intermediario na sintese organica e é considerado extremamente toxico para a vida
marinha (LOOKCHEM, 2015). Griin e colaboradores (2006), em estudo realizado com
compostos organoestanicos, demonstraram que o iodeto de TBT é capaz de ativar o receptor
RXRa, mas 0 mecanismo adipogénico néo foi elucidado.

1.3.2 Tributilestanho Como Desregulador Enddcrino

Todo o esforco mundial envolvido na tentativa da proibicdo da utilizacdo dos
organoestanicos foi fundamentado nos resultados de diversos estudos que demonstraram que
tanto tributilestanho (TBT) quanto o trifenilestanho (TPhT) séo capazes de desencadear
alteracBes no sistema enddcrino de organismos marinhos em concentragfes a partir 1 ng/L
(RAINBOW, 1995).

Os primeiros indicios de que a presenca dos TBTs estavam relacionados ao declinio
do numero de moluscos marinhos datam da década de 1970, quando foi relatado o fendmeno
imposex em Nucella lapillus no Reino Unido (ALZIEU, 2000). Este fendmeno foi descrito
quando se observou a sobreposicdo de caracteristicas masculinas, como o aparecimento de
pénis, crescimento e proliferacdo de vasos deferentes, em gastropodes fémeas normais
(ALZIEU, 2000; LEUNG et al., 2006). A concentracdo do TBT presente no meio é que
determina a intensidade da virilizacdo em fémeas, podendo desencadear até a esterilidade
animal. As implicagBes apresentam resultados diretos na funcdo reprodutiva, através do
bloqueio da abertura do canal do oviduto, pelo desenvolvimento do canal deferente,
impossibilitando que 0s ovos sejam postos ou até mesmo a espermatogénese ovariana,
ocasionando a reducgéo da populacao e até possivelmente a exting¢do da espécie em locais onde
a contaminacao por estes compostos é extensa (LEUNG et al., 2006).

QOutros relatos de exposicdo aos compostos organoestanicos demonstraram que 0S

organismos marinhos apresentaram taxas reduzidas de crescimento e de fotossintese, assim
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como houve morte celular correlacionada com o tipo do composto organoestanico e a suas
concentragdes. Corais adultos de A. formosa foram expostos a sedimentos concentrados com
160 mg/kg de tributilestanho e foi observado que houve um indice de mortalidade
significativo (SMITH et al., 2003).

Ainda que ja se tenha estabelecido uma relacdo do aparecimento do imposex e a
exposicdo aos organoestanicos, o0 mecanismo pelo qual esse fendmeno se da ndo estd bem
elucidado (LYSSIMACHOU, BACHMANN e PORTE, 2008). Algumas hipoteses sugerem
que haja uma inibicdo especifica da enzima aromatase da citocromo P450 pelos
organoestanicos (NAKANISHI, 2008), uma vez que esta enzima é responsavel pela conversédo
da testosterona em 17B-estradiol, implicando na elevacdo da concentracdo de testosterona nas
fémeas, como mostrado na Figura 3 (LEUNG et al., 2006). E possivel, no entanto, que este
mecanismo seja um pouco mais complexo (GRACELI et al., 2013).

Organoestanicos

l®

] Bioconcentrago

/’l\Cch‘er

Estradicl

‘®

] Sobreposicdo de caracteres sexuais masculinos

l

Imposex

Testosterona

Figura 3. llustracdo diagramatica da regulagcdo negativa da atividade da aromatase no citocromo P450, na
CYP19, mediada por organoestanicos, induzindo o imposex. A seta vermelha indica o efeito inibitério e a seta
preta indica o efeito estimulatério. Adaptado de LEUNG et al., 2006

O cloreto de TBT pode desencadear efeitos de desregulacdo enddcrina em mamiferos,
pela transferéncia que se da nas cadeias alimentares marinhas, por meio do consumo de frutos
do mar contaminados que acumulam-se no tecido adiposo (NORMAM-23/DPC). O cloreto de
TBT foi o composto obesogénico que primeiro teve seu mecanismo de acdo, pelo menos em
parte, elucidado, na medida em que foi caracterizado como ativador do heterodimero

RXR/PPARYy, e acredita-se que promova a obesidade aumentando o numero de adipdécitos,
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alterando os padrdes de armazenamento de gordura nos mesmos, modificando o gasto
energético em repouso ou ainda alterando os mecanismos de controle do apetite e da
saciedade (KANAYAMA et al., 2005). Alguns destes efeitos do TBT estdo esquematizados
na Figura 4.

Grin e colaboradores (2006) expuseram camundongos ainda na vida intra-uterina ao
TBT e demonstraram que estes animais, no periodo neonatal, apresentaram acumulo
excessivo de lipideos nos tecido adiposo, figado e testiculos. Na vida adulta apresentaram
aumento da massa adiposa no epididimo (visceral). Estes dados sugerem que o TBT altera a
homeostase metabdlica, 0 que é consistente com os dados de outros estudos que indicam que
este composto induz a diferenciacdo de adipocitos em cultura e 0 aumento da massa adiposa
in vivo (KIRCHNER et al., 2010).

Quando pré-adipdcitos murinos 3T3-L1 foram expostos a concentracfes do cloreto de
TBT entre 10 e 100 uM por 24 horas, observou-se aumento da diferenciacéo de adipécitos, do
acumulo de lipideos, e expressdao de RNAm de aP2 (em torno de 5 vezes). Ressalta ainda, que
a concentracdo sérica de TBT encontrada em seres humanos, que é em média 27 nM, ja é
suficiente para ativar o heterodimero RXR/PPARy (GRUN et al., 2006).

Organoestanicos
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f Acamulo lipidico
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Figura 4: Interacdo dos organoestanicos com o PPARy e RXR desencadeando a adipogénese. PPARY: Receptor
gama ativado por proliferadores peroxissomais. RXR: Receptor de retindide X.
Carfi e colaboradores (2008) demonstraram que quando se expdem as células de

medula éssea (human bone marrow cells, HBMC) ao cloreto de TBT por 14 dias, a expressao
do RNAm da aP2 aumenta de modo concentracdo dependente. Ainda, observa-se um aumento
das goticulas de lipideos nos adipocitos e elevacdo dos niveis de RNAmM do PPARYy, da
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mesma forma hd uma redu¢do do RNAm do RXRa dependente da dose e do tempo de
exposicao.

Embora o TBT seja descrito como agonista de PPARy, ndo esta claro se seus efeitos
sobre a adipogénese séo dependentes de sua atividade no receptor. Um estudo mostrou que
apesar de se administrar um antagonista seletivo de PPARy numa cultura de células 3T3-L1
tratada com TBT, o processo adipogénico ndo foi bloqueado, sugerindo que o TBT induz
adipogénese por diferentes vias em baixas doses (LI, YCAZA E BLUMBERG, 2011). A
adipogénese em células estromais mesenquimais da medula Ossea, desencadeada por
tratamento com TBT, também ocorre mesmo quando a sinalizagdo do PPARY ¢ inibida, assim
o efeito adipogénico pode ndo se dar, nesta fase, por meio do heterodimero RXRa/PPARYy

(YANIK et al., 2011; BIEMANN et al., 2014).

1.4 RECEPTORES NUCLEARES

Os receptores nucleares (RN) constituem uma superfamilia dos receptores protéicos
intracelulares que se relacionam estruturalmente e em sequéncia, introduzidos na classe dos
fatores transcricionais. Os RN estdo envolvidos na regulacdo de processos bioldgicos
importantes como crescimento, desenvolvimento e homeostase (ROBINSON, ESCRIVA E
LAUDET, 2003).

J& foram identificados 48 receptores nucleares em humanos e geralmente possuem a
mesma estrutura modular que apresenta dominios funcionais distintos, sendo principalmente
divididos em: (i) regido amino-terminal (NH.-t) ou dominio A/B, (ii) regido de ligacdo ao
DNA ou regido carboxi-terminal (DBD) ou ainda regido C, (iii) regido de ligacdo ao ligante
(LBD) ou regido E, (iv) a regido que faz a ligacéo entre os dominios DBD e LBD denominada
de regido de dobradica (hinge) ou regido D, e em alguns receptores nucleares o dominio F18
ou carboxiterminal, cuja funcdo ainda esta sob investigacdo (ARANDA E PASCUAL, 2001).

A estrutura primaria e terciaria dos RN esta apresentada na Figura 5.
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Dominio N Regido de
A terminal dobradica
Dominio de ligagao Dominio de ligagao
- do DNA (DBD) do ligante (LBD)

Ligante

Figura 5. Estrutura priméria e terciaria dos receptores nucleares. A: Estrutura comum aos receptores nucleares,
com representa¢do dos dominios funcionais. Estrutura priméaria, dominio amino-terminal (A/B), dominio de
ligacdo ao DNA (DBD), dominio D onde se encontra a regido da dobradica, regido carboxi-terminal onde o
ligante se liga (LBD) e o dominio F. b: Estrutura tridimensional da organizacdo dos RN. Adaptado de:
http://www.nptel.ac.in/courses/102103012/module5/lec2/3.html

Baseado nas funcdes fisiologicas exercidas pelos receptores nucleares e 0s seus
ligantes, fez-se uma divisdo em 3 classes. A primeira classe é composta por receptores de alta
afinidade por horménios lipossollveis e vitaminas. Incluem-se nesta classe os receptores de
horménio glicocorticoide (GR), mineralocorticoide (MR), de progesterona (PR), de
androgeno (AR) e de estrogeno (ER) (SONODA, PEI E EVANS, 2008).

A segunda classe é composta por receptores ditos érfaos adotados, ja que no momento
de sua identificacdo, ndo possuiam ligantes conhecidos que posteriormente tem sido
descobertos. Esta classe de receptores esta envolvida com aspectos do metabolismo de
lipideos e homeostase de glicose, sendo denominados de receptor retinoide X (RXR), receptor
hepatico X (LXR), receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPAR), receptor
farnesoide X (FXR) e receptor pregnano X (PXR) (SONODA, PElI E EVANS, 2008).
Existem ainda os receptores adotados em que o mecanismo de regulagédo ainda ndo foi
totalmente elucidado, que s&o o receptor androstano constitutivo (CAR), fator nuclear

hepatocitario 4 (HNF4), o fator esteroidogénico 1 (SF1), receptor homologo 1 hepatico
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(LRH1), receptor érfao relacionado ao retinoide (ROR) e o receptor relacionado ao estrogeno
(ERR) (SONODA, PEI E EVANS, 2008).

Na terceira classe estdo os receptores verdadeiramente 6rfaos, cujo ligante ainda nao
foi descoberto. Nesta classe estdo: parceiro heterodimero curto (SHP), 0 sexo reverso
dosagem 14 sensitivo regido critica de hipoplasia adrenal, gene 1 (Gene 1 - DAX1), o
homdlogo do gene sem cauda de Drosophila (TLL), o receptor nuclear fotorreceptor célula
especifico (PRN), o fator nuclear de células germinativas (GCNF), o receptor testicular (TR),
o receptor nuclear 4A (NR4A), o Rev-erb (Rev-erb) e o fator | de transcricdo a montante do
promotor de ovalbumina de galinha (COUP-TF) (SONODA, PEI E EVANS, 2008).

Os RNs em sua forma néo ligada, denominada de apo, sdo encontradas no citoplasma
ou ainda no nucleo celular, local aonde encontram-se ligados ao DNA reprimindo a
transcricdo de genes-alvo regulados positivamente. Nos dois casos (localizacéo citoplasmatica
ou nuclear) aparecem ligados a proteinas com atividade repressoras (PRIVALSKY, 2004).
Esta ligacdo pode ser modificada, no entanto, pela presenca do ligante, o que desencadeia um
processo de modificagOes estruturais e funcionais do receptor (SONODA, PEI E EVANS,
2008).

A ativacdo da transcricdo de genes-alvo regulados positivamente pelos RN se da por
meio da ligacdo de uma substancia agonista, que por sua vez induzirda uma mudanca
conformacional no LBD, alterando a hélice 12 localizada na regido C-terminal. Desta forma,
ocorrera dissociacdo dos correpressores e interacdo com proteinas co-ativadoras (Co-A) com
0 LBD. Ja a supressdo da expressdo de genes-alvo regulados negativamente se da quando uma
substancia com acdo antagonista se liga ao RN, ndo permite que a hélice 12 se reoriente e
mantém a interacdo com correpressores (ARANDA E PASCUAL, 2001).

Existem trés isotipos, PPARa, -pf/d e -y, sendo cada um codificado por um gene
distinto. A nomenclatura é advinda da identificacdo do primeiro isotipo clonado que foi o
PPARa, como alvo de compostos xenobioticos que induzem proliferacdo de peroxissomos
hepéticos em roedores (MICHALIK et al., 2006).

Os PPAR agem controlando uma rede de genes-alvo envolvidos na regulacdo da
homeostase metabdlica (EVANS, BARISH E WANG, 2004). Predominantemente, o PPARa
é expresso no figado, mas pode aparecer ainda no coragéo, rins e musculos onde exerce papel
crucial controlando o processo de oxidacdo de &cidos graxos (REDDY E HASHIMOTO,
2001). O PPARP/5 age como potente regulador da homeostase energeética e no catabolismo,

encontra-se distribuido por todo corpo e em baixos niveis no figado (KIM et al., 2003).



38

O PPARy ¢ um regulador chave da adipogénese e relevante quando se trata da
obesidade e do diabetes tipo 11 (JANESICK E BLUMBERG, 2011. A). Com relacdo aos DE,
0 PPARY talvez seja o receptor nuclear mais suscetivel, ja que a regido de ligacdo do ligante
pode acomodar uma diversidade de estruturas quimicas (MALONEY E WAXMAN, 1999).

Os mecanismos pelos quais 0s obesogénicos atuam tendo como alvo o PPARy podem
envolver acdo direta no receptor, e € possivel que atuem também por mecanismos
independentes, como por meio de modificacdo pds-traducional do PPARY e, assim, de alguns
aspectos da acdo do receptor. Outras possibilidades sdo modificacdo da estrutura da
cromatina, que pode influenciar a atividade do promotor do gene que codifica o PPARY, ou
efeitos sobre a capacidade de ligacdo dos receptor aos seus genes alvo. As substancias
obesogénicas podem atuar de ambas as formas aumentando os niveis da proteina de PPARY,
ou aumentando o recrutamento deste para os promotores de genes-chave na via adipogénica
(JANESICK E BLUMBERG, 2011. A).

Outro receptor relacionado a regulacdo da homeostase metabdlica e, assim, ao
desenvolvimento da obesidade, é 0 RXR, que desempenha um papel essencial nos processos
transcricionais mediados pelos RN, por meio da sua capacidade de heterodimerizar-se com
diversos membros da superfamilia dos receptores nucleares, inclusive os PPAR. Quanto ao
modo de a¢do, podem atuar tanto como homodimeros quanto como heterodimeros com outros
RN (YAMADA E KAKUTA, 2014).

O RXR apresenta 3 subtipos (a, B, y) e isso lhe permite uma variabilidade de
dimerizagdes com outros RN. Desempenham um papel fundamental na integracdo de vias
reguladas por RN, indicando que os ligantes especificos de RXR podem modular os processos
de transcricdo dos genes-alvo predominantemente em heterodimeros permissivos com o
PPAR, receptores X do figado, receptor pregnano X, receptor farneséide X, receptor de
androstano constitutivo, como heterodimero ndo permissivo com receptor de vitamina D,
heterodimeros condicionais com receptores de retindides e receptores do horménio da tiredide
(BRTKO E DVORAK, 2015).

O receptor de glicocorticoide (GR) possui 5 isoformas, sendo elas o GRa, GRS, GRy,
GR-A e GR-P. Destas, o GRa ¢é a isoforma de maior expressdo tecidual e que ¢ mais
extensamente estudada. Tanto o GRa quanto o GRy podem regular a expressao génica por
meio da ligacdo aos glicocorticoides. Em contraste, o GR ndo apresenta capacidade de

ligacdo do hormonio, exercendo, desta forma, impacto negativo sobre a atividade do GRa. As
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isoformas GR-A e GR-P néo sdo capazes de estabelecer ligacdo com os glicocorticoides, uma
vez que apresentam a porc¢do LBD truncada (OAKLEY E CIDLOWSKI, 2011).

Na auséncia do ligante, 0 GR nativo esta presente principalmente no citoplasma,
integrando um grande complexo multiprotéico onde estd contido também proteinas
chaperonas, proteina de choque térmico (HSP) e imunofilina. O GR ao se ligar ao ligante
esteroide, sofre uma alteragdo conformacional, substituindo a imunofilina FKBP51 pela
FKBP52, sendo encaminhado pela HSP90 para o nucleo regulando a transcri¢do
(VANDEVYVER etal., 2012).

No nucleo, o GR ativado é capaz de modular a expressdo de genes-alvo por meio da
ligacdo a uma sequéncia na regido promotora destes genes denominada elemento responsivo
aos glicocorticoides (glucocorticoid responsive element, GRE), ou pela interacdo fisica com
outros fatores de transcricdo (KINO, CHARMANDARI e CHROUSOS, 2011). Diversos
fatores influenciam a atividade do GR incluindo identidade do ligante, a isoforma dos GR, 0s
co-fatores que encontram-se disponiveis, outros fatores de transcricdo ou de modificacdo de
proteinas celulares e ainda, o gene alvo (OAKLEY E CIDLOWSKI, 2011).

O PPARy, GRa e RXRa apresentam importante papel na adipogénese, na medida em
que fazem parte da complexa cascata transcricional envolvida na diferenciacdo de células e
precursoras em adipocitos maduros (GREGOIRE, SMAS E SUL, 1998). O aumento
alarmante da frequéncia de obesidade e sua associacdo com graves comorbidades deu ao
adipocito um papel de importante alvo de investigaces que visam determinar 0os mecanismos
envolvidos no desenvolvimento da obesidade e de suas complicacdes. Desta forma, muitos
fatores com potencial obesogénico apresentam, como mecanismo de acdo plausivel, efeito
sobre a adipogénese, o que inclui efeitos plausiveis sobre fatores envolvidos na cascata
transcricional da diferenciagdo dos adipécitos.

O processo adipogénico desencadeado por alguns compostos da classe dos
organoestanicos por meio da interacdo com o complexo RXR/PPARy ja foi descrito. Alguns
compostos desta mesma classe, embora amplamente presentes no ambiente, ndo foram ainda
investigados com relacdo a sua atividade sobre 0 RXR/PPRAY ou sobre a adipogénese. Desta
forma, a proposta deste trabalho foi investigar a atividade do benzoato de tributilestanho e do
iodeto de tributilestanho sobre o receptor de glicocorticoide e sobre o receptor ativado por

proliferadores peroxissomais, aléem do efeito adipogénico em cultura de células.
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Investigar o efeito dos organoestanicos benzoato de tributilestanho e iodeto de

tributilestanho sobre a atividade do GR e do PPARY ¢ sobre a adipogénese.

2.2 ESPECIFICOS

v" Investigar o efeito citotoxico do benzoato de tributilestanho e do iodeto de tributilestanho
em células HeLa por meio do ensaio colorimétrico de reducdo do MTT.

v Investigar a atividade do benzoato de tributilestanho e do iodeto de tributilestanho nos
receptores PPARy e GRa por meio de ensaio de gene reporter em células HelLa.

v' Estudar o potencial adipogénico do benzoato de tributilestanho e do iodeto de
tributilestanho por meio de ensaio de adipogénese em cultura em células mesenquimais

murinas C3H10T1/2 e pré-adipocitos murinos 3T3-L1.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 REAGENTES

Os reagentes utilizados neste estudo estdo dispostos na Tabela 1.
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Tabela 1. Descricdo dos reagentes utilizados neste estudo, com seus respectivos pesos moleculares e fabricantes.

Fabricante

Reagentes Peso Molecular

Benzoato de tributilestanho 411,17
lodeto de tributilestanho 416,96
Rosiglitazona 357,43
Dexametasona 39246
Isometilbutilxantina 222,24
Insulina 5807,57
Lipofectamina -

Oleo vermelho O 408,49
MTT 335,43

Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®
Invitrogen®
Sigma-Aldrich®
Sigma-Aldrich®

As solucdes de benzoato de tributilestanho e do iodeto de tributilestanho utilizadas

foram preparadas por diluicio em DMSO (dimetil sulfoxido) para a obtencdo de diferentes

faixas de concentragdes e mantidas a -20°C protegidas da luz. A faixa das concentragdes

utilizadas nos ensaios de gene reporter e adipogénese em cultura foi determinada pelos

resultados obtidos a partir do teste de viabilidade celular.

O kit utilizado para realizagcdo da PCR (Reacdo em cadeia da polimerase) foi adquirido

da Applied Biosystems®.

3.2 CULTURA DE CELULAS

Células HelLa, utilizadas neste estudo para o ensaio de viabilidade celular e de gene

repérter, foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium),

contendo 10% de soro fetal bovino, 2 nM de glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL

de estreptomicina, em placas de 150 mm para cultura de células (Corning®).
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Pré-adipdcitos murinos 3T3-L1 e células mesenquimais murinas C3H10T1/2,
utilizados para o ensaio de adipogénese, foram cultivados em meio de cultura DMEM
contendo 2 nM de glutamina, 50 U/mL de penicilina, 50 pg/mL de estreptomicina e 10% de
soro neonatal bovino, em placas para cultura de tecidos de 150 cm? (Corning®) até atingirem
confluéncia em torno de 70 a 80% para serem plaqueadas em palcas de 6 pocos para o
processo de diferenciagéo.

Todas as culturas celulares foram mantidas em incubadora a 37°C e com 5% de CO2.

3.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Para investigar a citotoxicidade dos compostos benzoato de TBT e do iodeto de TBT
foi feito o ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiliiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazol). Neste ensaio o anel tetrazélico presente no sal do brometo de MTT, que
possui coloracdo amarelada, € clivado principalmente pela enzima succinato desidrogenase
presentes na mitocéndria de células que estdo viaveis, resultando na formacdo de cristais de
formazana, que apresentam coloragdo azulada; assim considera-se que a quantidade de células
vidveis € diretamente proporcional & quantidade de cristais de formazana formados
(MOSMANN, 1983).

Para o ensaio utilizou-se uma placa de 96 pocos, na qual foram plaqueadas cerca de
30.000 células HelLa por poco, em meio de cultura DMEM, com excecdo do poco utilizado
como branco de reacdo que continha apenas o0 meio de cultura. Em todos 0s pogos o volume
final era de 100uL, conforme apresentado na Figura 6. As células foram incubadas por 24
horas, para que as mesmas ficassem aderidas a placa e entdo foram adicionados 0s
tratamentos do benzoato de TBT e do iodeto de TBT, ambos nas concentracdes de 1011 M a
10% M (concentragbes crescentes, com intervalos de 10 vezes), e o DMSO:EtOH
(Dimetilsufoxido:etanol) (2:3), utilizado como solvente para os compostos (controle

negativo).
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Figura 6. Representacdo esquematica da placa de 96 pocos no ensaio de viabilidade celular. Em vermelho, as
células com o meio DMEM; em amarelo, as células com o DMEM e o veiculo (DMSO), em branco as células
com o DMEM e as concentracaoes testadas e po¢o Branco com apenas o meio DMEM.

Apo0s 24 horas de exposicdo ao benzoato de TBT e ao iodeto TBT, 0 meio com 0s
compostos foi aspirado e posteriormente foi adicionado 100 puL do meio de cultura DMEM e
10 pL (10%) de MTT (Sigma) na concentracdo de 5 mg/mL em cada poco. As células foram
mantidas por 4 horas a 37 °C, com 5% de CO.. Em seguida foi adicionado 100 pL da solugdo
reveladora (13 mL de isopropanol e 52 pL de HCI) e a mistura foi homogeneizada, para que
os cristais formados chegassem a dissolucdo completa e assim fosse viavel realizar a leitura
no espectrofotdmetro (Shimadzu) no comprimento de onda de 570 nm.

Os experimentos foram realizados trés vezes e em triplicata. Os resultados foram
expressos em percentual de viabilidade celular em relacdo ao controle utilizado no

experimento (DMSO), e obtidos da seguinte forma:

(i) Do valor da absorbancia obtida em cada poco da placa, contendo células, foi subtraido
o0 valor da absorbancia no poco da placa contendo apenas meio de cultura (branco).

(if) O valor obtido a partir do célculo descrito no item 1, nos pogos da placa que
receberam veiculo ou os diferente compostos, foi dividido pelo valor obtido a
partir do calculo descrito no item 1, nos pocos da placa contendo apenas células,
sem tratamento.

(iii) O valor obtido no item 2, nos pocos da placa contendo células tratadas com cada
concentracéo de cada um dos 3 compostos testados, foi dividido pelo valor obtido

no item 2 das células tratadas com veiculo.
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3.4 PLASMIDEOS

Os plasmideos foram utilizados no ensaio de gene repérter com o objetivo de
investigar a atividade agonista dos desreguladores enddcrinos estudados, o benzoato de TBT e
iodeto de TBT (FORMAN et al., 1995). Foram utilizados os plasmideos de expressdo de RN
de interesse (LBDPPARY/DBDGAL4, Gra. e RXRa), e a construcdo contendo o gene reporter
da luciferase dirigido pelo promotor minimo (sequéncia -32 a +45) da quinase de timidina
(TK) do virus herpes simples e pela sequéncia DR-1 (DR1-TK-Luc), para 0 RXRa, ou pela
sequéncia contendo o elemento responsivo ao GR (GRE-Luc), para o GRa. (AMBROSIO et
al., 2007), ou pela sequéncia contendo o elemento responsivo do GAL4 (UASsx-Luc). Para
obtencdo de quantidade suficiente de DNA plasmidial, estes foram introduzidos em células

procariéticas para sua amplificacdo e, em seguida, extraidos destas células.

3.5 TRANSFORMAGCAO

Com o objetivo de introduzir um plasmideo em célula procariética, foi utilizado o
processo de transformacdo. Este processo consiste em utilizar cepas da bactéria E.coli DH5a
para que estas entdo repliquem os plasmideos que serdo utilizados no ensaio de gene reporter.

Em um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL, 50 pL de E. coli foram incubados com 100
ng do plasmideo de interesse, durante 30 minutos, no banho de gelo. Posteriormente, foram
submetidas a um chogue térmico por 2 minutos em banho de agua a 42°C. Com esse processo
é possivel promover a abertura de poros na parede celular bacteriana e assim, viabilizar a
entrada do plasmideo na bactéria. Em seguida, adicionou-se 500 uL do meio de cultura LB
sem antibidtico e incubou-se durante 1 hora a 37°C, no agitador rotatorio (shaker). Em
seguida 50 pL da suspensdo, com bactérias ja transformada, foram semeados em placa de
Petri contendo o0 meio LB adicionado de 15% de &gar e 0,1 mg/mL de ampicilina, e mantida

durante 16 horas a 37°C para o crescimento bacteriano.

3.6 PURIFICACAO DE PLASMIDEOS
Este € um processo que ocorre depois da transformacéo das bactérias. Para tanto, uma
coldnia resistente a ampicilina (que foi transfomada com o plasmideo) foi selecionada e

cultivada em 5 mL de meio LB, contendo 5 puL de ampicilina (100 mg/mL), durante 4 a 6
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horas em temperatura constante de 37°C, sob agitacdo. Posteriormente, as bactérias foram
transferidas para outro recipiente que continha 400 mL de LB e ent&o foram incubadas por 12
horas a 37°C, sob agitacéo.

Ao final do periodo de crescimento, utilizou-se o processo de centrifugagdo a 5059 x g
por 20 minutos a 4°C, afim de isolar o pellet, correspondente as bactérias. Os plasmideos
foram purificados a partir do pellet bacteriano, utilizando o método de cromatografia por troca
ibnica, com a utilizagédo do kit o Quiagen Plasmid Maxi Kit®, de acordo com as instrugcdes do

fabricante.

3.7 ENSAIO DE GENE REPORTER

Este ensaio foi utilizado para avaliar a atividade dos RN de interesse, PPARy, RXRa e
GRa sobre a transcrigdo, por meio de uma construcdo contendo o gene reporter luciferase
dirigido pelo elemento responsivo a estes receptores. Com a cotransfeccdo do vetor de
expressdo do RN e do plasmideo repdrter, espera-se a expressdo dos RN de interesse nas
células transfectadas e, na presenca de um ligante que atue como agonista, 0 aumento de sua
atividade transcricional. Considerando que o gene reporter da luciferase (enzima que na
presenca de seu substrato luciferina catalisa uma reacdo que converte energia quimica em
energia luminosa, podendo esta ser quantificada em um luminémetro) é dirigido por um
promotor contendo o elemento responsivo aos RN de interesse, a avaliacdo da atividade da
enzima luciferase representa a medida da atividade transcricional do receptor.

Existem diferentes formas de se introduzir o material genético na célula. Neste
trabalho foi utilizada a lipofectamina, que é uma formulacdo de lipossomas com
caracteristicas catidnicas que sdo capazes de se complexar ao DNA plasmidial, utltrapassando
a repulsdo eletrostatica da membrana celular carregada negativamente, permitindo a entrada
do DNA plasmidial nas células (DALBY et al., 2004).

As celulas utilizadas foram as HelLa, uma linhagem comumente utilizada em
laboratdrios desde 1951, por se tratar de uma linhagem derivada de tumor cervical uterino de
facil cultivo e com excelente capacidade de proliferagdo (MASTERS, 2002). No dia anterior a
transfeccdo, as células foram plaqueadas em placas de 48 pocos e foram mantidas em meio de
cultura DMEM ateé que atingissem confluéncia entre 70 a 90% de confluéncia.

O protocolo seguido foi determinado pelas instru¢cbes do fabricante do reagente

utilizado, Lipofectamine® 2000 (Invitrogen), e constituiu na cotransfeccdo de 60 ng do


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dalby%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15121163
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plasmideo que continha 0 DNA complementar (cDNA) dos receptores estudados (RXRa,
GRa ou, no caso do PPARY, o receptor quimérico contendo o LBD do PPARy e o DBD do
fator de transcricdo de leveduras GAL4) e 240 ng do plasmideo que continha o respectivo
elemento responsivo (DR1-Luc, GRE ou GAL4sx-Luc/UASsx-Luc), que estava fusionado ao
gene reporter da luciferase, por poco.

Passadas 6 horas da incubacdo com lipofectamina e DNA plasmidial, as células foram
tratadas com DMSO (veiculo, controle negativo), rosiglitazona 10 M (controle positivo para
0s ensaios com PPARY), dexametasona 10° M (controle positivo para os ensaios com GRa), e
os DEs de interesse, o benzoato de TBT ou iodeto de TBT, ambos nas concentragdes de 10
M a 107 M (concentragBes crescentes, com intervalos de 10 vezes) pré-determinadas pelo
resultado da viabilidade celular, por 24 horas. Logo em seguida, as células foram lisadas para
que fosse mensurada a atividade das enzimas luciferases em lumindémetro, utilizando o kit
Dual-Luciferase® Reporter Assay System (Promega), seguindo as instru¢des do fabricante.

Cada experimento foi realizado em triplicata, e repetido no minimo por 3 vezes.

3.8 ENSAIO DE DIFERENCIACAO DAS CELULAS 3T3-L1 EM ADIPOCITOS

Alguns tipos celulares, quando induzidos, podem diferenciar-se em adipdcitos
podendo ser utilizados como modelo ex vivo para a avaliacdo do processo de adipogénese. As
células que primeiramente foram utilizadas para este fim foi a subcepa da linhagem 3T3 do
camundongo Swiss, que ja apresentam comprometimento com a diferenciacdo adipocitaria, e
é denominada de pré-adipécito 3T3-L1 (GREEN E MEUTH, 1974).

Os pré-adipdcitos, habitualmente apresentam morfologia de fibroblastos, no entanto,
se cultivados com componentes que ativam vias celulares especificas e determinantes para a
diferenciacdo adipocitaria, as células adquirem um novo formato, desta vez mais arredondado
e em torno de cinco dias iniciam o processo de acimulo de goticulas lipidicas (ROSEN et al.,
2000).

Para o ensaio de diferenciacdo, cerca de 30.000 células 3T3-L1 foram plaqueadas em
placas de 6 pogos, mantidas em incubadora a 37°C e 5% de CO2, em meio DMEM contendo
soro neonatal bovino a 10%, penicilina e estreptomicina, que foi trocado a cada 2 dias até que

as células atingissem 100% de confluéncia.
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Ao alcancarem 100% de confluéncia, as células foram mantidas sob as mesmas
condicbes por mais 48 horas para que houvesse a parada do crescimento. Apos esse periodo,
foi iniciada a indugéo da diferenciagcdo com o emprego de dois protocolos:

Protocolo 1:

e Inducdo da diferenciacdo com meio DMEM contendo soro fetal bovino a 10%,
insulina 167 nM (1 pg/mL), dexametasona 1 UM e isometilbutilxantina 0,5 nM,
durante 4 dias.

e Manutencdo com meio DMEM contendo soro fetal bovino a 10% e insulina 167 nM (1
pg/mL) durante 6 dias.

Protocolo 2:

e Inducdo da diferenciacdo com meio DMEM contendo soro fetal bovino a 10%,
insulina 10 pg/mL, durante 4 dias.

e Manutencdo com meio DMEM contendo soro fetal bovino a 10% e insulina 5 pg/mL
durante 6 dias.

Nos dois casos, as células foram tratadas com diferentes concentracbes dos
tratamentos com 0s compostos benzoato de TBT e iodeto de TBT, desde o dia da inducdo da
diferenciacdo até o dia da coleta ou fixacdo das células. Em todas as placas havia também um
poco com células ndo diferenciadas (células mantidas apenas com o meio de cultura DMEM,
sem o estimulo para a diferenciacdo), um poco de controle negativo (células com o DMEM, o
estimulo para a diferenciacdo e tratadas com o solvente utilizado nos compostos, 0 DMSO) e
um poco com o controle positivo (células com o DMEM, o estimulo de diferenciacéo e a
rosiglitazona 10° M).

Com o protocolo 1, foi observada diferenciacdo adipocitéaria significativa no grupo
induzido e tratado com o veiculo (DMSO), por meio da coloracdo com 06leo vermelho O
(descrito na secdo 3.10), comparavel a observada no tratamento com rosiglitazona. Com este
achado foi considerado um indicativo de limitacdo a avaliacdo do efeito dos compostos
testados sobre a diferenciacdo de adipdcitos, assim foi selecionado o protocolo em que a
inducdo era realizada apenas com insulina 10 pg/mL e a manuten¢do com insulina 5 pg/mL.

Os experimentos de diferenciacdo foram repetidos pelo menos 3 vezes.



48

3.9 ENSAIO DE DIFERENCIACAO DAS CELULAS C3H10T1/2 EM ADIPOCITOS

As células C3H10T1/2 sdo pertencentes a linhagem de células mesenquimais, isoladas
de embrides de camundongos C3H e assim como as 3T3-L1 também apresentam morfologia
de fibroblastos. Funcionalmente, as células C3H10T1/2 sdo semelhantes a células tronco
mesenquimais, no entanto, se induzidas podem diferenciar-se em adipdcitos maduros,
acumulando goticulas lipidicas (OTTO E LANE, 2005).

Para o ensaio de diferenciacao, cerca de 30.000 células C3H10T1/2 foram plaqueadas
em placas de 6 pocos, mantidas em incubadora a 37°C e 5% de CO,, em meio DMEM, soro
neonatal bovino a 10%, penicilina e estreptomicina, trocados a cada 2 dias até que as células
atingissem 100% de confluéncia.

Ao alcancarem 100% de confluéncia, as células foram mantidas sob as mesmas
condicdes por mais 48 horas para que houvesse a parada do crescimento. Apds esse periodo
(dia 0), o meio de cultura foi substituido pelo meio de inducdo da diferenciacdo composto por
DMEM contendo soro fetal bovino a 10%, insulina humana 167 nM (1 pg/mL),
dexametasona 1 pM e isobutilmetilxantina 0,5 mM (10 pg/ml), penicilina e estreptomicina.
No dia 4, receberam o meio de manutencéo, composto por DMEM contendo soro fetal bovino
a 10% e insulina 1 pg/mL, durante 6 dias.

Os DE, benzoato de TBT e o iodeto de TBT foram administrados em diferentes
concentracdes a partir do dia 2 (inducdo da diferenciacdo) até o dia da coleta ou fixacdo das
células. Em todas as placas havia também um poco com células ndo diferenciadas (células
mantidas apenas com o meio de cultura DMEM, sem o estimulo para a diferenciacdo), um
poco de controle negativo (células com o0 DMEM, o estimulo para a diferenciacédo e tratadas
com o solvente utilizados nos compostos, 0 DMSO) e um po¢o com o controle positivo
(células com o DMEM, o estimulo de diferenciacdo e a rosiglitazona). Todos 0s experimentos

da diferenciacdo foram realizados pelo menos 3 vezes, de forma independente.

3.10 COLORACAO COM OLEO VERMELHO O

Ao final do ensaio de diferenciacdo de adipdcitos que se deu no décimo dia, utilizando
as linhagens celulares 3T3-L1 e C3H10T1/2, foi analisado o acumulo lipidico intracelular por
meio da coloragdo com o 6leo vermelho O. Para tanto, o meio de cultura foi descartado e as

celulas foram lavadas com PBS (Phosphate-Buffered Saline) por duas vezes. Posteriormente,
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foram fixadas com formaldeido a 4% em PBS por 40 minutos. Logo em seguida, foram feitas
2 lavagens com PBS e entdo as células foram incubadas com o corante para lipideos 6leo
vermelho O (Oil Red O), previamente solubilizado e filtrado, durante uma hora. Ao término
do processo as células foram lavadas com agua destilada para a retirada do excesso do corante
e as imagens foram fotodocumentadas no microscopio Regular Inverted BF&Fluorescent

Microscope nos aumentos de 20 e 40 vezes.

3.11 EXTRACAO DE RNA TOTAL A PARTIR DE CULTURA DE CELULAS

A adipogénese foi avaliada por meio da expressdo do RNA mensageiro (RNAm) do
gene que codifica a proteina ligadora de &cidos graxos adipocitaria (Fabpa ou aP2). Para
tanto, foi realizada a extracdo do RNA total das amostras das células induzidas a se
diferenciar em adipdcitos em presenca dos diferentes tratamentos. As placas foram lavadas
com PBS e 1 mL de Trizol (Invitrogen®) foi adicionado em cada pogo. As células em Trizol
foram coletadas com o auxilio de uma micropipeta e transferidas para um tubo tipo eppendorf
de 1.5 mL. As células foram imediatamente congeladas a -80°C para posterior extracao.

No dia da extracdo as células foram descongeladas em gelo e em seguidas
centrifugadas a 14000 rpm, por 10 minutos, a 4°C em centrifuga previamente limpa com
alcool 70%. O sobrenadante foi transferido para um segundo tubo eppendorf aonde foram
adicionados 200 pL de cloroférmio. Em seguida, o tubo foi agitadado em vortex por 15
segundos e a amostra foi incubada em temperatura ambiente por 3 minutos. Foi realizada uma
nova centrifugacdo, desta vez a 14000 rpm, por 15 minutos a 4°C, e depois disto foi possivel
observar a formacéo de 3 fases. A fase aquosa, disposta na parte superior, foi transferida para
um terceiro tubo de 1,5 mL em que foram adicionados 500 pL de isopropanol e entdo
realizada agitacdo em vortex. Depois disso, as amostras foram incubadas por 10 minutos em
temperatura ambiente, e logo em seguida foram centrifugadas a 14000 rpm, por 10 minutos a
4°C. Ao fim deste processo, foi possivel observar a formacgdo de um pellet no fundo do tubo.
Os tubos foram decantados e vertidos em gaze estéril e logo foi adicionado 1 mL de etanol a
75% gelado (diluido em agua Milli-Q tratada com dietilpirocarbonato, DEPC, a 0,1%). Os
tubos foram entdo agitados no vortex e centrifugados a 9000 rpm, por 5 minutos, a 4°C. O

sobrenadante foi descartado e os tubos foram vertidos em gaze estéril para a secagem do
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pellet, que entdo foi ressuspendido em 40 pL de agua Milli-Q tratada com DEPC (livre de
RNase) e mantidas no freezer a -80°C para posterior utilizagao.

Antes que a PCR fosse realizada, a concentragdo do RNA total foi mensurada no
espectofotdbmetro de microvolume Nanovue (GE Health Sciences®, Life Sciences,
Buckinghamshire, UK), utilizando 1 pL da amostra anteriormente purificada. Também foi
possivel determinar o grau de pureza da amostra, que € calculado automaticamente pela razéo
da densidade Optica nos comprimentos de onda de 260 a 280 nm.

Para a verificacdo da integridade do RNA extraido, realizou-se uma eletroforese em
gel de agarose a 1% em tampdo de TBE 1x (Tris-borato-EDTA). A quantificacdo das
subunidades 18S E 28S do RNA ribossomal foi realizada quando o gel com as bandas foi
corado com brometo de etideo (0,5 mg/mL em agua destilada) e avaliado em luz ultravioleta.
Posteriormente, as amostras que foram consideradas satisfatorias foram tratadas com DNase |
(Sigma-Aldrich®) de acordo com as determinacdes estabelecidas pelo fabricante.

Apbs o tratamento das amostras com DNAse |, para garantir que as amostras nédo
estariam contaminadas com DNA genémico, o RNA extraido foi utilizado para a
determinacdo da expressdo relativa da Fabpa nas amostras, por PCR em tempo real

quantitativa.

3.12 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA POR PCR EM TEMPO REAL
QUANTITATIVA

Para a realizacdo da analise da expressdo génica por meio de PCR quantitativa em
tempo real, é necessario que o RNA obtido da extracdo anterior seja convertido em cDNA,
processo este que requer a utilizagdo da enzima transcriptase reversa. As etapas de transcricao
reversa e amplificacdo por PCR quantitativa em tempo real foram realizadas em um Unico
passo, utilizando o Kit Power SYBR® Green RNAto-CT 1-Step (Applied Biosystems, Foster
City, CA, EUA), seguindo o protocolo estabelecido pelo fabricante.

O SYBR Green foi utilizado para a determinacdo dos produtos da amplificagdo. Por
este método é possivel quantificar a fluorescéncia emitida pela excitagdo deste fluoréforo
intercalado na dupla fita de DNA, e a fluorescéncia € proporcional a quantidade de produtos
amplificados ao final de cada ciclo de reacdo da PCR. Ao final da reacdo, o detector presente
no aparelho da PCR é capaz de identificar o sinal fluorescente apds cada ciclo e o
equipamento compdem um tracado da intensidade do sinal a cada ciclo e determina o Ct
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(cycle threshold), que corresponde ao nimero necessario de ciclos de reacdo para que a
amplificacdo se torne exponencial.

As reacOes foram preparadas em placas de 96 pocos (MicroAmp Optical, Applied
Biosystems) para um volume final de 20 pL. Para verificar as possiveis contaminacgdes, foi
realizada uma reacdo em que ndo estava presente a amostra de RNA (controle negativo) para
cada par de primers. Com o0 objetivo de garantir a auséncia de contaminacdo por DNA
gendmico foi realizada uma reagdo sem a transcriptase reversa para cada par de primers. Os

reagentes utilizados na reacdo estdo descritos na Tabela 2.

Tabela 2. Reagentes utilizados na reacéo da cadeia da polimerase e suas respectivas quantidades.

Reagentes Quantidade (pL)
Mix Power SYBR Green® RT PCR (2x) 10
Transcriptase reversa 0,16
RNA 4,5
Primer foward 04
Primer reverse 04
Agua Milli-Q 4,54
Total 20

Foram utilizados primers especificos para o cDNA que codifica a FABP-A e a

GAPDH (gene referéncia) cujas sequéncias estdo descritas na Tabela 3.

Tabela 3. Sequéncia dos primers utilizados na determinacdo da expressdo génica por PCR quantitativa em
tempo real.

Gene Primer forward Primer reverse
Fabpa 5’-ACACCGAGATTTCCTTCAAAC-3’ 5’-CCATCTAGGGTTATGATGCTCTTCA-3’
Gapdh 5’AAGGGCTCATGACCACAGTC-3’ 5’-CAGGGATGATGTTCTGGGCA-3’

Para a realizacdo das reacdes foi utilizado o aparelno Applied Biosystems
StepOnePlus™Real-Time PCR Systems e os resultados obtidos foram analisados com o
programa Software StepOne v2.1.

A reacdo se deu nas seguintes condicOes: A reacdo da transcriptase reversa a 48°C por
30 minutos, seguida de 10 minutos a 95°C para que a Tag DNA polimerase fosse ativada,

posteriormente 40 ciclos de 95°C por 15 segundos para a desnaturacdo da fita, finalizando a
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reacdo com o anelamento dos primers e extensdo da fita que se deu a temperatura de 65°C por
1 minuto.

A Tm (temperatura de desnaturacdo) € utilizada, neste ensaio para a determinacdo da
especificidade dos produtos da reacdo, ja que € especifica para cada sequéncia de DNA
amplificado. Desta forma, realizou-se a curva de desnaturacdo (curva de melting) dos
produtos advindos da reacdo, para calcular a Tm, que representa a temperatura em que 50%
dos produtos da reacdo da PCR encontram-se desnaturados. A curva de desnaturacdo é
realizada por meio, da elevacao gradativa da temperatura de 60°C para 95°C e observando-se
qual o ponto em que a fluorescéncia, que apresenta reducdo a medida que a temperatura
aumenta, apresenta um decaimento mais acelerado.

Os valores de Ct obtidos na reacdo de amplificacdo do DNA que codifica o gene alvo
(fabpa) foram normalizados em funcéo dos valores obtidos nas reacGes de amplificagcdo do
DNA complementar do gene utilizado como referéncia gapdh. Assim, a quantificacao relativa
da expressao DNA complementar do gene que codifica a fabpa foi entdo analisada nos grupos
tratados com o controle positivo (rosiglitazona) ou com os DE em relacéo ao grupo calibrador
(tratado com veiculo), por meio da formula 222, em que AA Ct= ACtamostra — ACtcalibrador.

3.13 ANALISE ESTATISTICA

Todos os resultados apresentandos representam a média dos experimentos + 0 erro
padrdo da média (EPM) de no minimo, trés ensaios realizados em momentos distintos. Todas
as analises foram obtidas com o auxilio do GraphPad Prism 5.0 para Windows, com critério
de significancia correspondendo ao valor de p< 0,05.

Os resultados dos ensaios de viabilidade celular por reducdo do MTT e dos ensaios de
gene reporter foram analisados por meio da andlise de variancia utilizando o teste one-way
ANOVA, seguido do teste de comparac6es multiplas de Neuman-Keuls.

Os resultados obtidos no ensaio de expressdo dos genes que codificam fabpa e a
gapdh, também foram apresentados como média + EPM da expressdo dos grupos tratados
com controle positivo ou DE em relagdo a dos grupos tratados com o veiculo. Os resultados

foram analisados por analise de variancia de Kruskal-Wallis seguindo pelo teste de Dunn.
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4 RESULTADOS

Muitas substancias quimicas ambientais sdo conhecidas ou suspeitas de desencadear
desregulacéo endocrina, por mimetizar hormonios lipofilicos naturais que agem como ligantes
de fatores de transcricdo membros da superfamilia dos receptores nucleares (JACOBS E
LEWIS, 2002). Entre uma gama de produtos quimicos suspeitos de desregulacdo enddcrina,
foram testados dois organoestanicos, o benzoato de tributilestanho e o iodeto de
tributilestanho, e com respeito a sua capacidade de ativar os principais receptores nucleares
envolvidos na adipogénese, o PPARy, RXRa ¢ GRa, além de seu efeito adipogé€nico em

cultura.

4.1 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

Para avaliar se 0s compostos selecionados para este estudo, benzoato de tributilestanho
e iodeto de tributilestanho, exerciam alguma atividade citotdxica nas células HeLa e, assim,
determinar quais concentracdes seriam utilizadas no ensaio de gene repérter foi realizado o
ensaio de viabilidade celular, determinada pela capacidade de reducdo do MTT a formazana.

As células HelLa foram tratadas com concentracdes crescentes dos compostos
benzoato de TBT e iodeto de TBT, e com cloreto de TBT (organoestanico com atividade
obesogénica ja descrita), ou com o solvente utilizado na diluicdo dos mesmos (DMSO),
durante 24 horas. Foi observado que concentracdes superiores a 107 M dos trés sais de TBT
reduziram significativamente a viabilidade celular (Figura 7). Desta forma, foram
selecionadas as concentragdes de 101 M a 10" M de ambos 0s compostos para 0s ensaios de

gene reporter.
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Figura 7: Curvas dose-resposta do efeito citotoxico induzido pelos DE testados em células HeLa. O cloreto,
iodeto e benzoato de TBT, em concentracfes superiores a 100 nM, reduzem a viabilidade de células HeLa.
Células HelLa tratadas com benzoato de TBT, iodeto de TBT, cloreto de TBT ou seu veiculo e avaliadas com
relacdo a sua capacidade de reducdo de MTT a formazana. Dados apresentados representam a media + erro
padrdo da média da porcentagem de células vidveis ap6s tratamento com DE em relacdo as células tratadas com
veiculo. Experimentos realizados em triplicata e em trés ocasifes independentes.

4.2 O BENZOATO E O IODETO DE TRIBUTILESTANHO INDUZEM A ATIVIDADE
TRANSCRICIONAL DO PPARy EM CELULAS HELA

Para determinar se 0 benzoato de TBT e o iodeto de TBT apresentavam atividade
agonista em PPARY, foi empregado o ensaio de gene repodrter. As células da linhagem HelLa
foram co-transfectadas com o vetor quimérico contendo o LBD do PPARYy fusionado ao DBD
do fator de transcricdo de leveduras GAL-4 (PPARy-LBD/DBD-GAL4), e um plasmideo
contendo a sequéncia do repérter luciferase dirigida por 5 copias do elemento responsivo ao
GAL4 (GAL4sy-Luc). Como o GAL4 é um fator de transcricdo exclusivo de leveduras, o
PPARy enddgeno de mamiferos (células HelLa) ndo é ativado, permitindo a avaliacdo dos
compostos exclusivamente sobre o LBD do PPARYy.

As células foram tratadas com concentragGes crescentes dos DE (10 M a 107 M),
com o agonista conhecido do PPARY, a rosiglitazona (10° M, controle positivo), com um
organoestanico ja conhecido por exercer atividade agonista em PPARY, o cloreto de TBT (10
M), ou o veiculo utilizado na diluicdo dos mesmos (DMSO).

Os resultados (Figura 8) indicaram que tanto o benzoato de TBT quanto o iodeto de
TBT induzem a atividade transcricional do PPARY, com ativacdo maxima comparavel a do

organoestanico ja descrito como agonista de PPARy, o cloreto de TBT, porém cerca de 20
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vezes inferior a da rosiglitazona, considerada um agonista total do receptor. Estes dados

sugerem, desta forma, a atividade agonista parcial do benzoato e do iodeto de TBT no PPARY.
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Figura 8. O benzoato de TBT e o iodeto de TBT induziram a atividade transcricional do PPARy. Células HeLa
foram co-transfectadas com plasmideo quimérico LBDPPARy-DBDGAL4 e o plasmideo contendo o gene
reporter luciferase dirigido por 5 cépias do elemento responsivo ao GAL4 (GAL4s-Luc) e tratadas com veiculo
(DMSO) ou diferentes concentragdes de rosiglitazona ou dos TBTs por 24 horas. Em seguida, foram coletas para
quantificacdo da atividade da luciferase. Os dados sdo expressos como média + EPM da taxa de ativacdo da
transcrigdo em relacéo ao veiculo, de pelo menos 3 experimentos independentes e realizados em triplicata. * p <
0,05 rosiglitazona vs DMSO; ** p < 0,05 cloreto, benzoato e iodeto de TBT vs DMSO, por analise de variancia
(ANOVA) seguida do teste de Newman-Keuls.

4.3 O BENZOATO E O IODETO DE TRIBUTILESTANHO INDUZEM A ATIVIDADE
TRANSCRICIONAL DO RXRa EM CELULAS HELA

A ligacdo de um agonista a0 RXRa € uma forma alternativa de se ativar o
heterodimero formado pelo PPARy-RXRa, uma vez que o PPARy forma um heterodimero
permissivo com RXRa, possibilitando que a atividade transcricional seja ativada pelo
agonista do RXRa, pelo agonista do PPARy ou pelo agonista de ambos os receptores
(DESVERGNE E WAHLLI, 1999).

Para investigar a atividade do benzoato e do iodeto de TBT sobre o0 RXRa., células

HeLa foram co-transfectadas com o vetor de expressao do RXRa e com o vetor reporter da
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luciferase dirigido pelo elemento responsivo a0 RXRa (DR1-LUC), e tratadas com DEs
investigados, e acido 9-cis-retinoico (agonista conhecido do RXRa) ou o veiculo (DMSO,
controle negativo). Os resultados indicaram que o benzoato e o iodato de TBT induziram a
atividade transcricional do RXRa, com eficicia comparéavel ao acido 9-cis-retinoico (Figura

9), 0 que os caracteriza como agonistas do receptor.
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Figura 9. O benzoato de TBT e iodeto de TBT induziram a atividade transcricional do RXRa. Células HeLa
cotransfectadas com os vetores de expressio do RXRa, o reporter RXRa (DR1-Luc), tratadas acido 9-cis
retinoico, DMSO ou DE durante 24 horas e, em seguida, coletadas para determinacéo da atividade de luciferase.

(A)Curva concentracdo-resposta da taxa de ativacdo do RXRa induzida pelo benzoato, iodeto e cloreto de TBT.
(B) Taxa de ativacdo do RXRa em resposta ao tratamento com as concentragdes maximas de benzoato, iodeto de
TBT e do acido 9-cis retinoico. Os dados sdo expressos como média + EPM da taxa de ativacdo da transcricéo
em relagdo ao veiculo, de pelo menos 3 experimentos independentes e realizados em triplicata. * p < 0,05 9-cis
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retinoico vs DMSO; * p < 0,05 cloreto, benzoato e iodeto de TBT vs DMSO, por andlise de variancia (ANOVA)
seguida do teste de Newman-Keuls.

44 O BENZOATO E O IODETO DE TRIBUTILESTANHO NAO INDUZEM A
ATIVIDADE TRANSCRICIONAL DO GRa EM CELULAS HELA

A ativacdo do receptor de glicocorticoide desempenha papel fundamental na cascata
de diferenciacdo de adipdcitos. Para determinar se o benzoato e o iodeto de TBT eram
capazes de ativar este receptor e, assim, mimetizar a agdo dos glicocorticoides, foi realizado o
ensaio de gene repdrter. As células HeLa foram co-transfectadas com o vetor de expresséo do
GRa e com o plasmideo contendo o reporter luciferase dirigido pelo elemento responsivo ao
GR (GRE-Luc) e expostas, por 24 horas, aos compostos testados, ao cloreto de TBT (DE com
atividade adipogénica caracterizada previamente), ao agonista ja caracterizado de GR, a
dexametasona, e ao veiculo (controle negativo). Ndo foi observada inducdo da atividade

transcricional do GRa. em resposta a nenhum dos TBT testados (Figural0).
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Figura 10. O benzoato de TBT e iodeto de TBT néo induzem a atividade transcricional do GRa. Células HeLa
co-transfectadas com os vetores de expressédo do GRa, o repérter DR-1-TK-LUC, tratadas com dexametasona ou
DE durante 24 horas e, em seguida, coletadas para determinacdo da atividade de luciferase. Os dados foram

expressos como média + EPM da taxa de ativagao da transcricdo em relagdo ao veiculo DMSO, de experimentos
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independentes realizados em triplicata. *p<0,05 dexametasona vs DMSO, por analise de variancia (ANOVA)

seguida de Newman-Keuls.

4.5 O BENZOATO E O IODETO DE TRIBUTILESTANHO APRESENTAM ATIVIDADE
ADIPOGENICA FRACA EM PRE-ADIPOCITOS 3T3-L1

O PPARy ¢ um regulador chave da adipogénese e essencial quando se trata do
desenvolvimento da obesidade (JANESICK E BLUMBERG, 2011; MALONEY E
WAXMAN, 1999), ja que atua promovendo a expressdo de genes envolvidos na diferenciacdo
de adipdcitos e também na regulagdo da funcdo de adipdcitos maduros (TONTONOZ, HU,
SPIEGELMAN, 1994).

Considerando a capacidade dos TBT testados em ativar o PPARYy, ainda que com
eficicia reduzida quando comparados ao agonista completo rosiglitazona, foi realizado ensaio
de diferenciacdo de pré-adipdcitos 3T3-L1 visando avaliar o efeito destes compostos em um
contexto bioldgico. Para este ensaio foi utilizado o protocolo de inducdo da diferenciaco
apenas com insulina, uma vez que em ensaio piloto foi constatado que a utilizacdo do meio de
inducdo completo (IMXB, dexametasona e insulina), por representar um potente estimulo
indutor de diferenciagdo adipocitaria em cultura (MUELLER et al., 2002), diferenciava as
celulas a tal ponto que ndo permitiu a observacao de diferencas, por meio da determinacéo do
acumulo lipidico intracelular pelo corante 6leo vermelho O, entre células tratadas com o0 meio
de inducdo e veiculo e células tratadas com o meio de inducéo e a rosiglitazona.

Primeiramente, foi realizado um ensaio em que os pré-adipdcitos 3T3-L1 foram
induzidos a se diferenciar em meio DMEM contendo insulina a 10 ug/mL e mantidas em
meio DMEM contendo insulina a 5 pg/mL. Durante todo o periodo de diferenciagdo, as
células foram tratados com veiculo (DMSO), rosiglitazona (10° M) ou os DE (104 M a 107
M), em placas de 12 pogos. Ao final dos 10 dias, a diferenciagéo foi avaliada pela coloragdo
com 6leo vermelho O. Tanto o benzoato de TBT (Figura 11) quanto o iodeto de TBT (Figura
12) induziram a diferenciacdo dos adipécitos de forma ndo linear (ndo concentracao-resposta),

uma caracteristica conhecida dos desreguladores endécrinos.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0960076011000185
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Figura 11: Efeito do benzoato de TBT sobre a adipogénse em pré-adipdcitos 3T3-L1 em ensaio piloto. As células foram cultivadas até atingirem 100% de confluéncia. Dois
dias depois, foram induzidas a se diferenciar com insulina 10 pg/mL e depois mantidas com insulina de 5 pg/mL até o 10° dia. Durante o periodo de diferenciacéo, as células
foram tratadas com o controle negativo (DMSO), controle positivo (Rosi), cloreto de TBT (107 M) ou com o benzoato de TBT em concentragdes de 10 M a 107 M.
Posteriormente, foram fixadas e coradas com éleo vermelho O e as imagens foram fotodocumentadas no aumento de 10x. Imagens representativas de trés experimentos
realizados de forma independente.
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Figura 12: Efeito do iodeto de TBT sobre a adipogénse em pré-adipocitos 3T3-L1 em ensaio piloto. As células foram cultivadas até atingirem 100% de confluéncia, dois dias
apos as células foram induzidas a se diferenciar com insulina 10 pg/mL, e depois mantidas com insulina de 5 pg/mL até o 10° dia. Durante o periodo de diferenciacgdo, as
células foram tratadas com o controle negativo (DMSO), controle e positivo (Rosi), cloreto de TBT (107 M) ou com o iodeto de TBT em concentragdes de 10 M a 107 M,
posteriormente foram coradas com 6leo vermelho O e fotodocumentadas no aumento de 10x. Imagens representativas de trés experimentos realizados de forma independente.
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Os resultados do primeiro ensaio de diferenciagdo de pré-adipocitos 3T3-L1 ndo
indicaram relacdo linear entre a concentracdo do benzoato ou iodeto de TBT e a indugéo da
adipogénese. Desta forma, o ensaio foi repetido, com a utilizacgdo do mesmo protocolo
descrito anteriormente, para a avaliacdo da adipogénese por meio de expressdo do RNAm da
FABP-A, utilizando todas as concentracfes dos DE testadas no ensaio piloto. Ao final de 10
dias, um grupo de células foi corado com 6leo vermelho O e o outro grupo foi submetido a
extracdo do RNA total para avaliacdo da expressdo do RNAm do gene Fabpa e do gene
referéncia Gapdh por PCR quantitativa em tempo real.

Foi confirmado que o benzoato de TBT (Figura 13) e o iodeto de TBT (Figura 14)
induziram a diferenciacdo dos adipocitos, constatada pela visualizacdo de um maior acumulo

lipidico, quando comparados ao controle negativo (DMSO).
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Figura 13. Efeito do benzoato de TBT sobre a adipogénese em células 3T3-L1. Dois dias ap6s 100% de confluéncia, células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciarem em
adipocitos com 10 pg/mL de insulina por quatro dias e depois mantidas com meio de manutengdo com insulina 5 pg/mL. Durante o periodo de cultivo, foram tratadas com o
veiculo (DMSO0), controle positivo (Rosi) ou benzoato de TBT nas concentrages de 10 M a 107 M. Em seguida, foram coradas com 6leo vermelho O e fotografadas
(aumento de 20X). Imagem representativa de 3 experimentos realizados de forma independente.
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Figura 14. Efeito do iodeto de TBT sobre a adipogénese em células 3T3-L1. Dois dias ap6s 100% de confluéncia, células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciarem em
adipocitos com 10pg/mL de insulina por quatro dias e depois mantidas com meio de manutengdo com insulina 5ug/mL. Durante o periodo de cultivo, foram tratadas com o
controle positivo (Rosi), iodeto de TBT nas concentragdes de 10°%* M a 107 M, ou DMSO (controle negativo) e em seguida, foram coradas com 6leo vermelho O e
fotografadas em microscopia (aumento de 20X). Imagem representativa de trés experimentos realizados de forma independente.
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4.6 O BENZOATO E O IODETO DE TRIBUTILESTANHO APRESENTAM ATIVIDADE
ADIPOGENICA FRACA EM CELULAS MESENQUIMAIS C3H10T1/2

Apbs avaliar o efeito adipogénico do benzoato e iodeto de TBT em um tipo celular
que possui comprometimento com a diferenciacdo de adipocitos (os pré-adipécitos 3T3-L1),
foi investigada a capacidade adipogénica destes compostos em células mesenquimais murinas
C3H10T1/2. Esta linhagem celular apresenta capacidade de se diferenciar em varios tipos
celulares, mas quando estimuladas adequadamente se tornam comprometidas restritamente a
linhagem celular dos adipocitos (TANG E LANE, 2012). Esse modelo permitiu, assim,
elucidar se os compostos testados sdo capazes de mudar o curso da maturacéo celular.

As células C3H10T1/2 foram induzidas a diferenciar-se em adipdcitos com a
exposicdo a combinacdo IMBX, dexametasona e insulina. Nesse protocolo, as células foram
induzidas com o meio completo por 4 dias e posteriormente foram mantidas em DMEM com
insulina 1pg/mL durante mais 6 dias. Durante todo o periodo as células foram tratadas com
com controle positivo (Rosi), controle negativo (DMSQO) ou com diferentes concentracGes 0s
compostos benzoato ou iodeto de TBT. Ao final do periodo de diferenciacdo, foram coradas
com o O6leo vermelho O ou submetidas a extracdo do RNA total para avaliacdo da
adipogénese.

Observou que o benzoato de TBT (Figura 15) e o iodeto de TBT (Figura 16)
induziram a diferenciacdo de células mesenquimais murinas C3H10T1/2, determinada por
maior acimulo lipidico nos adipdcitos quando comparadas as células tratadas com o controle
negativo (DMSO).
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Figura 15. Efeito do benzoato de TBT sobre a adipogénese em células mesenquimais C3H10T1/2. Dois dias apés a confluéncia, células C3H10T1/2 foram induzidas a se
diferenciar em adipécitos com o meio completo contendo IMBX, insulina e dexametasona por quatro dias e depois mantidas com meio de manutencdo com insulina 1pug/mL
durante 6 dias. Durante o periodo de cultivo, foram tratadas com o veiculo (DMSO), controle positivo (Rosi) ou benzoato de TBT nas concentraces de 104 M a 107 M. Em
seguida, foram coradas com o éleo vermelho O para determinacéo do acimulo lipidico intracelular e fotografadas em microscopia (aumento de 20X). Imagens representativas
de trés experimentos realizados de forma independente.
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Figura 16. Efeito do iodeto de TBT sobre a adipogénese em células mesenquimais C3H10T1/2. Dois dias a confluéncia, células C3H10T1/2 foram induzidas a se diferenciar
em adip6citos com 0 meio completo contendo IMBX, insulina e dexametasona por quatro dias e depois mantidas com meio de manutengdo com insulina 1 pg/mL durante 6
dias. Durante o periodo de cultivo, foram tratadas com o veiculo (DMSO), controle positivo (Rosi) ou iodeto de TBT nas concentragdes de 10°%* M a 107 M. Em seguida
foram coradas com 6leo vermelho O para determinacdo do acumulo lipidico intracelular e fotografadas em microscopia (aumento de 20X). Imagens representantivas de trés
experimentos realizados de forma independente.
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4.7 EFEITO DO BENZOATO DE TRIBUTILESTANHO E DO IODETO DE
TRIBUTILESTANHO SOBRE A EXPRESSAO DO GENE QUE CODIFICA A PROTEINA
LIGADORA DE ACIDOS GRAXOS ADIPOCITARIA

Ao final da diferenciagéo foi realizada e extragdo do mRNA e realizada a avaliagdo da
expressdo do gene que codifica a proteina ligadora de &cidos graxos adipocitaria, a (Fabpa).
Nas células 3T3-L1 induzidas a se diferenciar em adipdcitos, ao final de 10 dias, foi possivel
observar um aumento da expressdo da Fabpa, nas menores concentracdes dos DEs testados,
quando comparadas as células tratadas com o controle negativo (DMSQ), como apresentado
na Figura 17. Foi possivel observar, ainda, tendéncia de reducdo da indugdo da expressdo da
Fabpa nas maiores concentragdes do benzoato de TBT (Figura 17A) e o iodeto de TBT

(Figura 17 B) aumentava.
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Figura 17. O benzoato de TBT e o iodeto de TBT induzem a expressdo de Fapba em pré-adipécitos 3T3-L1
induzidos a se diferenciar em adipdcitos e tratados com baixas concentracdes destes organoestanicos. Células
3T3-L1 induzidas, dois dias ap6s a confluéncia, a se diferenciar em adipdcitos com IBMX, dexametasona e
insulina e tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (rosi 10°°) ou concentrac@es crescentes de benzoato (A)
ou iodeto (B) de TBT durante 10 dias e, em seguida, avaliadas quanto a expressao relativa de Fapba, utilizando
como gene referéncia o que codifica a Gapdh. Dados apresentados como média + EPM de dois experimentos
independentes e por analise de variancia de Kruskal-Wallis seguido pelo teste de Dunn.

A andlise da expressao de Fabpa também foi realizada para as células C3H10T1/2

induzidas a se diferenciar em adip6citos na presenca de benzoato ou iodeto de TBT. Neste
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tipo celular foi possivel identificar uma discreta tendéncia de inducéo da expressao de Fapba,
principalmente nas concentragfes mais elevadas de benzoato de TBT (Figura 18 A) quanto
para o iodeto de TBT (Figura 18 B) quando comparadas com as celulas tratadas com o

controle negativo (DMSO).

A B

404 *

Expresséo relativa de Fabpa

Expresséao relativa de Fabpa

DMSORosi -14 -13 -12 -11 -10 8 -8 7 DMSORosi -14 -13 -12 -11 -10 -9 -8 -7

Log [benzoato de TBT] M Log [iodeto de TBT] M

Figura 18. O benzoato de TBT e o iodeto de TBT induzem a expressdo de Fapba em células mesenquimais
C3H10T1/2 induzidas a se diferenciar em adipdcitos e tratadas com concentragcbes mais elevadas destes
organoestanicos. Células C3H10T1/2 induzidas, dois dias ap6s a confluéncia, a se diferenciar em adip6citos com
IBMX, dexametasona e insulina e tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (rosi 10®) ou concentracdes
crescentes de benzoato (A) ou iodeto (B) de TBT durante 10 dias e, em seguida, avaliadas quanto a expressao
relativa de Fapba, utilizando como gene referéncia o que codifica a Gapdh. Dados apresentados como média +
EPM de dois experimentos independentes. *p <0,05, rosi, benzoato e iodeto de TBT vs DMSO, por anélise de
variancia de Kruskal-Wallis seguindo pelo teste de Dunn.
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5 DISCUSSAO

A obesidade, definida como aumento da quantidade de tecido adiposo, tem como
mecanismo fisiopatoldgico central o desequilibrio crénico entre ingestdo calorica e o gasto
energético. Sua incidéncia e prevaléncia aumentaram, em todo 0 mundo, em curto prazo, o
que tornou essa condicdo motivo de grande preocupacdo. Estdo envolvidos neste processo o
equilibrio energético, fatores bioldgicos, genéticos, comportamentais e ambientais (GRUN E
BLUMBERG, 2007).

A elevacdo das taxas de obesidade foi precedida pelo aumento exponencial da
producdo de substancias quimicas sintéticas (BAILLIE-HAMILTON, 2002), muitas delas
caracterizadas hoje como substancias obesogénicas, capazes de desencadear a obesidade por
promoverem o aumento do nimero de células adiposas e/ou armazenamento de lipideos nos
adipdcitos ja existentes. Por modularem o metabolismo lipidico e o processo adipogénico, sdo
capazes de promover a obesidade, o diabetes tipo 2, doencas cardiovasculares, dentre outras
associadas a sindrome metabdlica (JANESICK E BLUMBERG, 2012. A).

Os compostos organoestanicos tém sido vastamente utilizados como fungicidas
agricolas, repelentes de roedores, molusquicidas e principalmente como anti-incrustantes em
tintas para navios de rede e de pesca (PIVER, 1973). O uso generalizado implicou na grande
concentragdo dos organoestanicos no meio ambiente e, embora a toxicidade destes compostos
ja tenha sido descrita (BOYER, 1989), muitos compostos organoestanicos ainda nao tém
ainda seus alvos moleculares definidos.

O cloreto de TBT, usado como controle positivo em alguns ensaios deste trabalho, é
um organoestanico que apresenta agdo agonista em PPARy e RXRa, caracterizada em ensaios
de gene reporter e por meio da indu¢do da expressio de genes alvo do PPARy- RXRa
(KANAYAMA et al., 2005; JANESICK E BLUMBERG, 2012; GRUN et al., 2006). Ja foi
descrito, também, que o cloreto de TBT influencia a sinalizacdo dos glicocorticoides por meio
da inibicdo da atividade enzimatica da 11B-hidroxiesteroide desidrogenase tipo 2 (11BHSD2),
ocasionando o aumento das concentracgdes circulantes de cortisol (ATANASQV et al., 2005),
porém sem efeito direto sobre a transcricdo mediada pelo GR (PEREIRA-FERNANDES et
al., 2013). No entanto, muitos membros da familia dos organoestanicos ainda ndo foram
investigados quanto ao seu potencial de influenciar a sinalizacdo pelos RN.

Para avaliar a capacidade adipogénica dos compostos de estanho, benzoato de TBT e

iodeto de TBT, foram selecionados os receptores PPARY/RXRa e GRa. Estes membros da
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superfamilia de RN, ou fatores de transcricdo ativados por ligantes, sdo altamente essenciais
ao processo adipogénico bem como na homeostase energética de adipdcitos maduros
(GREGOIRE, SMAS E SUL, 1998).

O regulador central do processo adipogénico ¢ o PPARy, abundantemente expresso
nos adipocitos, que associa-se ao RXRa. para formar heterodimeros que regulam diretamente
a expressdo de genes em nivel transcricional (TONTONOZ, HU E, SPIEGELMAN, 1994) e,
assim, apresentam papel essencial em praticamente todos os processos da biologia do
adipécito (TONTONOZ E SPIEGELMAN, 2008). Estes receptores ja foram descritos por
Grun e colaboradores (2006) como alvo dos compostos organoestanicos. Os ligantes deste
receptor sdo capazes de induzir a conversdo eficiente de células fibroblasticas em adipdcitos e
isso pode ser observado pela inducdo de genes especificos de adipdcitos maduros e
relacionados ao acimulo de lipideos (LEHMANN et al., 1995).

O GRo também foi investigado neste estudo porque seus agonistas, 0S
glicocorticoides, afetam quase todos os aspectos da biologia do tecido adiposo, sendo
necessarios para a diferenciacdo completa de precursores do tecido adiposo e para a
manutencdo de genes chave do metabolismo lipidico e da glicose em adipécitos em cultura ou
no tecido adiposo (PECKETT, WRIGHT E RIDDELL, 2011; GATHERCOLE et al., 2011).
O GRa é altamente expresso no tecido adiposo e tem seus niveis ainda mais aumentados com
a diferenciagéo, sendo relevante tanto na adipogénese quanto na regulacdo da expresséo da
leptina, adiponectina e interleucina 5 em adipdcitos humanos (HIRATA et al., 2012; CAPRIO
etal., 2007; LEE E FRIED, 2014).

A sinalizacdo pelos glicocorticoides também € implicada no desenvolvimento da
obesidade. Foi descrito que alteracdes no eixo hipotalamo-hipo6fise-adrenal que conduzem a
um excesso da producdo de cortisol e, assim, a maior sinalizacdo do receptor de
glicocorticoide, tém sido implicados como fatores que podem desencadear o desenvolvimento
da obesidade (ODERMATT et al., 2006).

Para investigar a atividade do benzoato e iodeto de TBT no PPARy/RXRa ¢ GRa,
primeiramente foi realizado o ensaio de viabilidade celular em células HeLa a fim de
determinar quais seriam as concentragfes utilizadas no ensaio de gene reporter. Assim, foi
definida a faixa de concentracdo de 107 M a 101! M, ja que concentragBes maiores que 10~
M resultavam em viabilidade celular menor que 70%. Estes achados foram semelhantes aos

estudos prévios com o cloreto de TBT, usado como controle positivo neste estudo, em que foi
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descrita a concentragdo maxima utilizada de 107 M (KANAYAMA et al., 2005; PEREIRA-
FERNANDES et al., 2013; GRUN et al., 2006)

No ensaio de gene repdrter observamos que tanto o benzoato quanto o iodeto de TBT
apresentaram capacidade de ativagdo do PPARy de forma menos intensa que o agonista
utilizado como controle positivo, a rosiglitazona, mas comparavel ao cloreto de TBT, um
membro da familia dos organoestanicos ja descrito como agonista parcial de PPARy
(KANAYAMA et al., 2005) e que induz a transcricdo do receptor a partir da concentragdo
entre 10° M a 10-" M (GRUN et al., 2006), semelhante aos compostos testados. O benzoato e
iodeto de TBT também apresentam atividade agonista no RXRo na maior concentracdo
testada, que ndo comprometeu a viabilidade das células HelLa. Sua atividade foi comparavel a
do controle positivo, 0 agonista total RXRa &cido 9-cis-retinoico, e também a do cloreto de
TBT, ja descrito como agonista do receptor (BRTKO E DVORAK, 2015). Nao foi, contudo,
realizada curva concentracao-resposta do acido 9-cis-retinoico em RXRa para que fossem
comparadas sua poténcia e eficacia de ativacao do receptor as dos TBTs testados.

A atividade desempenhada no PPARy e no RXRa, pelos dois compostos testados, foi
considerada de agonista parcial e total, respectivamente. Ainda que a base molecular da
atividade agonista parcial de ligantes de RN ndo esteja bem definida, é possivel que seja
resultado de diferente conformacéo do receptor em relacao a desencadeada pelo agonista total,
ou ainda de outros mecanismos, ndo definidos, mas relacionados a célula e ao promotor
génico (MCDONNELL et al., 1995).

O cloreto de TBT tem parte da sua acdo desreguladora do sistema enddcrino mediada
pela via de sinalizacio RXRo/PPARy. Curiosamente, os organoestdnicos ndo possuem
semelhanca estrutural e nem quimica com ligantes conhecidos de ambos os receptores, 0s
retinoides ou as tiazolidinodionas, respectivamente (MICHALIK et al., 2006). Em 2009, Le
Maire e colaboradores mostraram que o cloreto de TBT ativava 0s heterodimeros
RXRo/PPARa, RXRa/PPARS ¢ RXRo/PPARy e, por meio de analise cristalogréfica,
demonstraram que o cloreto de TBT se liga a0 RXRa. Os autores sugeriram, desta forma, que
a ativacdo do heterodimero RXRa/PPAR ocorre por meio da agdo agonista do cloreto de TBT
no RXRa.

Os ensaios de gene repdrter indicaram, como mencionado anteriormente, que 0
benzoato e iodeto de TBT atuaram como agonista total de RXRa e parcial de PPARy. Os
agonistas dos RN sdo classificados como agonistas totais ou parciais, indicada pela atividade

desempenhada na atividade transcricional do receptor. A atividade agonista total ou parcial é


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303720713000695
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0303720713000695
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resultado das diferentes conformacgdes adotadas pelo dominio de ligagdo ao ligante do
receptor. Uma das diferencas é a capacidade de estabilizar a hélice 12 (H12); agonistas totais
estabilizam diretamente a H12 permitindo a ligacdo do coativador ao receptor, € 0s agonistas
parciais atuam sem contato direto com a H12 (GERMAIN et al., 2006). Esta classificacdo
fornece meios para a distingdo da atividade do composto organoestanico cloreto de TBT, que
faz interagBes hidrofdbicas com as cadeias laterais de 1le341, Val 339, localizadas na H3, e
ndo com a H12, o que é compativel com acéo agonista limitada ou parcial (LE MAIRE et al.,
2009).

A atividade agonista em PPARYy apresentada pelo benzoato e o iodeto de TBT era
esperada em razdo de sua semelhanca estrutural com o cloreto de TBT, caracterizado
previamente como agonista parcial do receptor (GRUN et al., 2006), e das caracteristicas do
bolso de ligagao aos ligantes do PPARY, capaz de acomodar compostos de estruturas diversas
(MALONEY E WAXMAN, 1999). O RXRa, no entanto, apresenta bolso de ligagdo ao
ligante menor e mais restritivo (GERMAIN et al., 2006), de modo que a sua ativacdo pelo
benzoato e iodeto de TBT, estrututalmente bastante diferentes do acido 9-cis-retinoico, e com
algumas diferengas em relagdo ao cloreto de TBT (Figura 19), ndo eram diretamente
previsiveis. Estudos para caracterizar o benzoato e o iodeto de TBT como ligantes do PPARYy
e RXRa, como analises cristalograficas, sdo necessarios, umas vez que essa caracteristica nao

pode ser definida pelo ensaio de gene reporter.
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Figura 19. (A)Estrutura quimica do acido 9-cis retinoico; (B) cloreto, (C) benzoato e (D) iodeto de TBT. Fonte:
Pubchem .
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As consequéncias bioldgicas da ativagdo da via de sinalizacdo de RXRo/PPARY pelos
organoestanicos sao inferidas pelo seu papel fundamental na diferenciacdo de adipdcitos e
armazenamento de energia (AUWERX, 1999). A ativacdo de PPARY resulta na elevagdo da
expressao de genes relacionados a promocao do armazenamento de acidos graxos e repressao
de genes relacionados a inducdo de lipolise em adipdcitos. A ativacdo do RXR por ligantes
com atividade agonista, por sua vez, aumenta a sensibilizacdo a insulina, de forma que a
ativacdo do heterodimero permissivo RXRo/PPARy pode influenciar mecanismos
fisiopatoldgicos envolvidos no desenvolvimento do DM2 e da obesidade (GRUN et al.,
2006).

Outro RN com efeito importante sobre a diferenciacdo e funcdo adipocitaria e sobre a
homeostase energética € o0 GR. Os compostos testados, benzoato e iodeto de TBT, nédo
apresentaram atividade agonista no GRa.. Entretanto, ja foram descritos outros mecanismos
pelos quais podem influenciar a sinalizacdo pelos glicocorticoides, que incluem a inibi¢do da
atividade da 11B-hidroxiesteroide-desidrogenase-2, pelo cloreto de TBT em concentracdes
nanomolares. Esta enzima, fisiologicamente, inativa o cortisol, de forma que sua inibicéo
resulta em aumento das concentragdes circulantes de cortisol. O aumento das concentragdes
circulantes de cortisol, refletidos em aumento de sua concentragdo no tecido adiposo,
poderiam, por sua vez, influenciar etapas finais da diferenciacdo dos adipdcitos e a regulacédo
do metabolismo energético (DRAPER E STEWART, 2005). Além disso, o cloreto de TBT
inibe a atividade da enzima aromatase, que converte testosterona em estrogénio, diretamente
no tecido adiposo, o0 que resulta em reducdo das concentracbes de estradiol e, assim,
subregulacdo de genes alvo em ER (GRUN E BLUMBERG, 2006). Apesar do conhecimento
da existéncia destes mecanismos, neste trabalho ndo foram realizados ensaios para a
investigacdo de outros aspectos da sinalizacdo pelos glicocorticoides e sua influéncia sobre a
adipogénese.

Um dos DE cujos mecanismos de acdo obesogénica sdo mais bem compreendidos é o
cloreto de TBT. A exposicdo a este composto resulta em aumento da diferenciacdo de pré-
adipdcitos 3T3-L1 (GRUN et al., 2006) e de células mesenquimais estromais multipotentes
(CARFI et al., 2008) em adipdcitos. Neste estudo, foi investigado o potencial adipogénico de
compostos relacionados ao cloreto de TBT, o benzoato e iodeto de TBT, por meio da
avaliacdo de seu potencial de induzir a diferenciacdo de pre-adipocitos 3T3-L1 e de células
mesenquimais C3H10T1/2 em adipdcitos.
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As células 3T3-L1, originadas do camundongo Swiss, sdo uma linhagem que
apresenta comprometimento com a diferenciacdo adipocitaria e, por isso, recebem a
denominacdo de pré-adipocito (GREEN E MEUTH, 1974), e representam o primeiro e
melhor modelo para o estudo da adipogénese. No entanto, com o intuito de explorar melhor a
capacidade dos DEs testados de induzir diferenciacdo adipocitaria, incluimos neste trabalho a
linhagem celular C3H10T1/2, isolada dos camundongos C3H. Estas sdo células tronco
mesenquimais, ndo comprometidas com a diferenciacdo adipocitaria, mas capazes de se
diferenciar, se devidamente induzidas, em adipocitos maduros (OTTO E LANE, 2005).

Os pre-adipdcitos 3T3-L1 sdo classicamente induzidos a se diferenciar em adipécitos
pelo tratamento com um inibidor de fosfodiesterase (IMBX), dexametasona e insulina. Neste
estudo, a inducdo da diferenciagcdo desta linhagem pré-adipocitaria foi conduzida com um
meio incompleto, contendo apenas insulina que, mesmo isoladamente, atua aumentando o
desenvolvimento eficiente dos adipocitos (KANAYAMA et al., 2005). O objetivo da indugéo
apenas com insulina foi de estimular estas células, ja comprometidas com a diferenciacédo
adipocitaria, de forma menos potente, quando comparada ao estimulo com IMBX,
dexametasona e insulina e, assim, facilitar a identificacdo de eventual atividade adipogénica
menos acentuada que a do estimulo completo a inducéo.

A linhagem celular C3H10T1/2, ndo comprometida com a diferenciacdo adipocitaria,
foi induzida a se diferenciar com o meio completo (IMBX, dexametasona e insulina). Cada
um destes componentes apresenta papel especifico na cascata de diferencia¢do dos adipdcitos.
A IMBX atua inibindo as fosfodiesterases de nucleotideos ciclicos e, assim, aumenta os niveis
intracelulares de AMPc que, por sua vez, ativa a expressao do fator de transcricdo C/EBPS. A
dexametasona induz a expressdo do fator de transcricdo C/EBPB. O C/EBPS e o C/EBPf
induzem a transcricdo do C/EBPa e do PPARy. A insulina auxilia a diferenciacdo dos
adipdcitos por ativar a expressao de genes caracteristicos do adipécito maduro, como 0s que
codificam a sintase de &acidos graxos, a proteina ligadora de acidos graxos adipocitaria
(fabpa), a leptina e a adiponectina (ROSEN et al., 2000).

Grin e colaboradores (2006) mostraram que o cloreto de TBT induz a diferenciacdo
da linhagem pré-adipocitaria 3T3-L1 em adipdcitos nas concentra¢fes de 10 a 100 nmol/L, as
duas Unicas concentracGes testadas pelos autores por terem sido as concentragbes que
induziram atividade transcricional do PPARy. Ja € sabido que os DE ndo seguem uma linha
tradicional de acdo concentracdo-dependente, e ha casos em que concentracbes menores

podem induzir respostas mais potentes que concentracGes mais elevadas (VOM SAAL et al.,
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2007). Assim, no presente estudo, foi testado o efeito de uma ampla faixa de concentracédo do
benzoato e iodeto de TBT no ensaio de diferenciacio de adipdcitos, desde 101 M, ainda que
estas concentracbes ndo tivessem sido testadas no ensaio de gene repérter. Observamos
inducdo da diferenciacdo em ambos os tipos celulares, 3T3-L1 e C3H10T1/2, desde a menor
concentracdo testada, confirmada pelo aumento do acumulo lipidico intracelular, determinado
pela coloracdo com o dleo vermelho O.

A adipogénese em resposta ao tratamento com benzoato e iodeto de TBT também foi
avaliada pela expressao do RNAm do gene que codifica a proteina ligadora de acidos graxos
adipocitaria, um gene alvo do PPARy e cuja expressao € considerada marcador do adipdcito
maduro (EVANS, BARISH E WANG, 2004). Nas células 3T3-L1 observamos, ao final do
periodo de diferenciacdo (10 dias), tendéncia inducdo discreta de sua expressao nas células
tratadas com a menor concentragdo dos compostos testados (1024 M a 1012 M), e redugdo nas
células tratadas com as maiores concentracdes, em comparacdo com as células induzidas a se
diferenciar em adipdcito mas tratadas com veiculo. Entretanto, estas diferencas nao foram
significativas. Griin e colaboradores (2006) observaram, também em células 3T3-L1, aumento
de cinco e quarenta e cinco vezes da expressdo de Fapba em resposta ao tratamento com
cloreto de TBT durante 24 e 72 horas, respectivamente, apds a confluéncia das células. A
diferenca do tempo de tratamento entre o estudo de Griin e colaboradores (2006), de 1 e 3
dias, e do presente estudo, de 10 dias, limita a comparacdo entre seus resultados, uma vez que
é possivel que a expressdo deste transcrito diminua ao longo do processo de diferenciagéo.

Nas células C3H10T1/2 induzidas a se diferenciar em adipocitos na presenca de
benzoato ou iodeto de TBT, foi observada tendéncia de inducdo da expressdo de Fapba em
todas as concentragcOes testadas, menos acentuada nas menores concentragdes e mais
acentuada nas concentracdes mais elevadas, em relacdo as células tratadas com veiculo.
Entretanto, estas diferencas ndao foram significativas. Ndo foram encontrados outros estudos
que avaliaram o efeito do cloreto de TBT na diferenciacdo de células C3H10T1/2, no entanto
Carfi e colaboradores (2008) demonstraram que em células de medula 6ssea houve uma
resposta dependente da concentragdo no tratamento por 14 dias com o cloreto de TBT.

Estudos realizados in vivo indicam que o cloreto de TBT, em concentragdes
semelhantes as encontradas no ambiente, produz efeitos transgeracionais sobre o volume de
tecido adiposo branco, altera a programacao de células-tronco e promove acumulo de gordura
no figado em varias geracdes de camundongos apds a geracdo exposta. A exposi¢ao pré-natal
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ao TBT leva, assim, individuos a produzir mais células de gordura e aumentar os depositos de
tecido adiposo (KIRCHNER et al., 2010).

Os resultados encontrados neste estudo, em conjunto, fornecem evidéncias de que 0s
compostos organoestanicos testados, benzoato e iodeto de TBT, sdo agonistas parciais de
PPARy e agonistas totais de RXRa e, consistentemente com este efeito, atuam como
indutores fracos da diferenciacdo de adipdcitos, tanto em células comprometidas com a
diferenciacdo quanto em uma linhagem pluripotente, e adicionam dados aos multiplos efeitos
previamente descritos dos organoestanicos sobre a adipogénese (Figura 20). No entanto, neste

estudo ndo foi demonstrado efeito direto sobre GRa ou ER.

Benzoato de TBT Cloreto de TBT lodeto de TBT
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Ativacdo da adipogénese

Figura 20. Mecanismo de acdo do organoestanicos. Setas vermelhas: dados encontrados no trabalho, E2:
estradiol, GR: receptor de glicocorticoide, TBT: tributilestanho, 11BHED: 11p-hidroxiesteroide desidrogenase,
(+) ativagdo, (-) inibicdo. Adaptado de Garcia-Mayor et al., 2012.

Estudos futuros sdo necessarios para detalhar os mecanismos envolvidos no efeito
adipogénico do benzoato e iodeto de TBT, incluindo sua caracterizacdo como ligantes de
PPARy e RXRa por meio de ensaios de ligacdo e anélise cristalografica, seus efeitos sobre
diferentes etapas do processo de diferenciacdo adipocitaria ou mesmo em outras vias que

influenciam a diferenciacdo de adipocitos.
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Juntos, estes dados fornecem evidéncias que 0s compostos testados, benzoato e iodeto
de TBT, podem funcionar como indutores da diferenciacdo de adipdcitos, tanto em células
comprometidas com a diferenciacdo, quanto a linhagem pluripotente, sendo necessario a

realizacdo de mais estudos para a identificacdo dos mecanismos envolvidos.
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6 CONCLUSAO

Os compostos, benzoato de tributilestanho e iodeto de tributilestanho, reduziram a

viabilidade celular das células HeLa em concentracdes acima de 107 M.

O benzoato de tributilestanho e o iodeto de tributilestanho induziram a atividade
transcricional dos receptores PPARy ¢ RXRa atuando como agonistas parciais e totais,

respectivamente.

O benzoato de tributilestanho e o iodeto de tributilestanho ndo induziram a atividade

transcricional do GRa.

O benzoato de tributilestanho e o iodeto de tributilestanho apresentam potencial
adipogénico em cultura de células mesenquimais murinas C3H10T1/2 induzidas a diferenciar-
se com IMBX, insulina e dexametasona e em pré-adipocitos murinos 3T3-L1 induzidos com

insulina.

O benzoato de tributilestanho e o iodeto de tributilestanho induziram a expressao do
RNAm do Fabpa nas menores concentragdes quando testados nos pré-adipocitos 3T3-L1, e
nas maiores concentrag@es quando testados nas células C3H10T1/2.
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