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RESUMO

O nonilfenol (NP) é um produto da degradagdo microbiana dos etoxilatos de alquilfenol
utilizado na inddstria de surfactantes ndo ionicos, lubrificantes, antioxidantes, detergentes,
tintas, inseticidas e herbicidas, além de ser um estabilizador de polimeros plésticos. Devido a
auséncia de tratamento dos residuos destas industrias, ou dos residuos domesticos, &
amplamente encontrado na &gua, inclusive na agua potadvel. O NP é considerado um
desregulador endocrino (DE) com atividade estrogénica bem estabelecida, e recentemente foi
identificado também seu potencial obesogénico em cultura e modelos animais submetidos a
exposicdo durante o desenvolvimento. Entretanto, o efeito da exposicdo concorrente ao NP
sobre o desenvolvimento de obesidade e distlrbios metabolicos a ela associados foi pouco
explorado. Assim, o objetivo deste estudo foi de investigar o efeito da exposicdo ao NP, desde
o desmame até a vida adulta, sobre a massa corporal, adiposidade e homeostase da glicose em
camundongos Swiss, e também o efeito da exposi¢cdo ao NP, somente na vida adulta, sobre
estas mesmas variaveis. Para tanto, vinte camundongos Swiss machos alimentados com dieta
padrdo (normolipidica) foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos com cinco
animais cada, sendo G1= controle (veiculo), G2= tratamento com 0,05 mg/kg/d de NP da 6% a
20% semana de vida (do desmame a vida adulta), G3= tratamento com 0,25 mg/kg/d de NP da
6% a 20% semana de vida (do desmame a vida adulta) e G4 = tratamento com 0,25 mg/kg/d de
NP da 14% a 20% semana de vida (na vida adulta). O NP foi administrado na agua de beber. Foi
avaliado o efeito deste DE sobre a massa corporal, massa de depdsitos de tecido adiposo,
homeostase da glicose, consumo de dieta, consumo hidrico, perfil lipidico, concentracdo
sérica de enzimas hepaticas e caracteristicas histoldgicas do tecido adiposo e figado dos
camundongos. Nao foi observada modificacdo significativa da massa corporal dos animais
tratados com NP, independentemente da dose e do tempo de exposi¢do, embora tenha sido
verificada tendéncia de menor peso em todos os grupos tratados com NP. N&o foi observada
também modificacdo do consumo de dieta. A glicemia de jejum, avaliada na 14% e 182
semanas de vida, ndo se modificou em resposta a exposi¢do ao NP, ao passo que a tolerancia a
glicose aumentou na 18 semana, apds 12 semanas de tratamento com NP na dose de 0,25
mg/kg/d. Ndo houve modificacdo da sensibilidade insulinica analisada pelo teste de tolerancia
a insulina. Ndo houve, ainda, modificacdo do perfil lipidico e da concentracdo sérica de
transaminases. Foi observada reducdo de massa adiposa subcutanea inguinal e aumento do
diametro dos adipdcitos neste tecido, nos grupos tratados com a maior dose de NP (G3 e G4).
Foi observado ainda aumento do acumulo intracelular de lipideos no tecido adiposo marrom
interescapular e no figado. A massa dos rins e do coracdo ndo se modificou em resposta a
exposicdo ao NP. Os achados do presente estudo sugerem que a exposi¢do cronica ao NP, a
partir do desmame, ndo apresenta efeito obesogénico e que possa melhorar a tolerancia a
glicose sem modificar a resisténcia insulinica, embora pareca aumentar a deposi¢do de
lipideos em tecidos chave da agéo da insulina.

Palavras-chave: desregulador enddcrino; nonilfenol; obesidade; tolerancia a glicose.



ABSTRACT

Nonylphenol (NP) is the result of microbial degradation of alkylphenol ethoxylates (NP) used
in manufacturing non-ionic surfactants, emulsifiers, anti-oxidants, detergents, paints,
pesticides, herbicides, in addition to being a stabilizer of plastic polymers. Due to the absence
of treatment of residues from these industries and of domestic residues, it is widely present in
water, including drinkable water. NP is an endocrine disruptor (ED) with well-established
estrogenic activity, and its obesogenic potential was recently described in cell culture and in
rodent models exposed to NP during the developmental stage. However, the effect of
concurrent exposure to NP outside the developmental stage on body weight and metabolic
disturbances remains largely unexplored. In this scenario, the aim of this study was to
investigate the effect of exposure to NP, since weaning until adult life, on body weight,
adiposity and glucose homeostasis in male Swiss mice, and also the effect of exposure limited
to adult life on these variables. Twenty mice fed control chow (normolipidic) were randomly
assigned into four groups, G1 = control (vehicle), G2 = treatment with NP 0,05 mg/kg/d from
the 6™ to the 20" week of life (from weaning until adult life), G3 = treatment with NP 0,25
mg/kg/d from the 6" to the 20" week of life (from weaning until adult life), and G4 =
treatment with NP 0,25 mg/kg/d from the 14" to the 20" week of life (in adult life). NP was
administered in drinking water and the following variables were investigated: body weight,
adiposity, glucose homeostasis, energy consumption, water consumption, lipid profile, serum
levels of liver enzymes and histological features of adipose tissue and liver. No significant
body weight change was seen in response to NP exposure, independently of the dose and the
exposure time. However, there was a trend towards weight reduction in all groups exposed to
NP, without change in energy consumption. Fasting blood glucose levels assessed at the 14%
and 18" weeks did not change in response to exposure to NP, although there was an increase
in glucose tolerance at the 18" weeks, after 12 weeks of exposure to 0,25 mg/kg/d of NP.
There was no change in insulin sensitivity assessed by insulin tolerance test, and there was
also no change in lipid profile or serum levels of liver enzymes. Mice exposed to the higher
dose of NP (G3 and G4) exhibited a decrease in inguinal adipose mass and an increase in
adipocyte diameter at this depot. There was also an increase in lipid accumulation in the liver
and interescapular brown adipose tissue. Kidney or heart mass did not chance in response to
exposure no NP. The findings from the present study suggest that chronic exposure to NP,
since weaning, does not have an obesogenic effect and that it may even improve glucose
tolerance without changing insulin sensitivity in mice fed a control diet, although increasing
lipid accumulation in key sites of insulin action.

Key-words: endocrine disruptor; nonylphenol; obesity; glucose tolerance.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 O SISTEMA ENDOCRINO

O sistema enddcrino esté presente nos organismos multicelulares e é responsavel pelo
controle da diferenciacdo e funcdo de praticamente todas as células e em processos
fisiolégicos como crescimento e desenvolvimento, diferenciacdo sexual, reproducdo e
manutencdo da homeostase (BIRKETT et al., 2003; GUYTON et al., 2006). E formado por
um conjunto de glandulas produtoras de hormonios, muitas das quais sdo reguladas por
horménios troficos secretados pela hipofise, a qual estabelece a ligacdo entre o sistema
enddcrino e o sistema nervoso (hipotdlamo). Esta ligacdo compreende complexa rede de
mensagens quimicas que responde a sinais internos e externos para regular a homeostase
(NOGUEIRA, 1999).

Ha grande variedade de glandulas e hormonios (Figura 1). A alteracdo da sintese e
secrecdo destes Ultimos pode modificar funcBes e caracteristicas de 6rgdos e sistemas,
principalmente em periodos criticos do crescimento e da formacgdo dos 6rgdos e tecidos,
nomeadamente durante a fase embrionaria e nos primeiros anos de vida do individuo
(NUSSEY et al., 2001; NELSON et al., 2004).

Em condicGes fisioldgicas, um determinado hormdnio atua sobre células especificas,
denominadas células alvo, que podem representar desde a célula que o produziu até células
situadas em locais distantes. As células alvo correspondentes a determinado horménio
possuem, na membrana, citoplasma ou nicleo, proteinas denominadas receptores hormonais,
capazes de se combinar especificamente com os hormoénios (ALVES et al., 2007). Apenas
quando ocorre a combinacdo correta, as células alvo exibem respostas caracteristicas da acgéo
hormonal (ALVES et al., 2007).

Os horménios ndo sdo exclusivos dos seres humanos. Estdo presentes na natureza,
tanto em espécies animais, como em vegetais. Nos organismos vertebrados existe bastante
semelhanca entre 0s hormonios existentes nas diversas espécies, quer nas suas caracteristicas
estruturais, quer na funcdo que desempenham. Nos vegetais, embora existam diferencas de
estrutura e fungdo, o mecanismo de acdo é semelhante. Esta é a razdo pela qual qualquer
substancia que interfira no mecanismo de acdo hormonal pode alterar o desenvolvimento, a

reproducéo e outras funcdes dos seres vivos das diversas espécies (LOZANO et al.,2000).
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O Sistema endocrino

Hipotdlamo

Tirdide

Paratirdide

Hipofise
Epifise

Supra-renal

i Testiculos

Figura 1 - O sistema enddcrino humano. Representacdo das glandulas enddcrinas do homem e mulher
(Adaptado de: Anatomy of the endocrine system. Disponivel em: >http://www.emedicinehealth.com/anatomy of
the endocrine system/article).

1.1.2 CLASSIFICACAO DOS HORMONIOS

Os horménios podem ser classificados de diversas formas, de acordo com critérios
fisiol6gicos, anatbmico-topograficos, quimicos e bioquimicos. A classificacdo fisiologica
considera o papel ou consequéncia da acdo hormonal e, segundo ela, os hormodnios podem ser
classificados em digestivos, renais, sexuais e metabolicos. A classificacdo anatdmico-
topografico, por sua vez, relaciona os horménios com 0s 6rgdos e os tecidos em que sdo
produzidos. A classificacdo segundo critérios quimicos agrupa os horménios de acordo com a
sua natureza quimica; ha, assim, hormonios derivados de aminoacidos (adrenalina), de
natureza peptidica (subdivididos em oligopeptideos, como a ocitocina, e peptideos, como a
insulina) e os hormdnios lipidicos, nomeadamente os hormdnios esteroides e 0s derivados dos
acidos graxos (eicosanoides). No grupo dos hormonios esteroides (lipideos derivados do
colesterol), encontram-se 0s esteroides sexuais (testosterona e progesterona) e os esteroides
adrenais, como o cortisol. A classificacdo bioquimica agrupa os hormonios de acordo com seu
mecanismo de atuacdo, que origina uma primeira divisdo baseada na localizacdo celular dos
receptores. Também considera a natureza dos segundos mensageiros e das transformacdes

originadas em consequéncia da a¢do hormonal (LOZANO et al.,2000).


http://www.emedicinehealth.com/anatomy%20of%20the%20endocrine%20system/article
http://www.emedicinehealth.com/anatomy%20of%20the%20endocrine%20system/article
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Os hormonios também podem ser classificados quanto a sua solubilidade ou
considerando o0s receptores aos quais se ligam. De acordo com a sua solubilidade, os
horménios podem ser classificados em lipossollveis e hidrossoliveis. Esta forma de
classificacdo indica igualmente a localizacdo dos respectivos receptores hormonais (NUSSEY
etal., 2001).

Os hormonios lipossoluveis (derivados de aminoacidos e esteroides) em geral
atravessam a membrana celular mais facilmente devido a sua menor dimensdo e natureza
lipofilica. Circulam livremente nas células alvo e ligam-se a receptores especificos da
superfamilia de receptores nucleares, que podem estar localizados no citoplasma ou no
nucleo, como representado na (Figura 2A) (PER-ERIK et al., 1998; CAMPBELL et al., 2005;
NUSSEY et al., 2001; NELSON et al., 2004). Os hormonios hidrossoltveis (proteinas), por
sua vez, em geral interagem com receptores na superficie da membrana celular e, assim,
iniciam uma cascata de sinaliza¢do intracelular, como representado na (Figura 2B) (PER-
ERIK et al., 1998; NUSSEY et al., 2001; NELSON et al., 2004).

A B

Nicl Hormona
i SO0 ndo Enzima

vomene /£
= £ (2) ‘ esterdide activada
s @ Receptor o v Ll — " ATP

//Complexo G

Citoplasma

?ggé?;ct,gl?- “JSO c/ 20 mensageiro
/A ol
Jo
Nova > e

Membrana
da célula alvo

proteina S
o — Receptor Efeito em funcBes
< celulares, como 2

2 Membrana degradacdo do
da célula alvo glicogénioc

Figura 2 - Mecanismo de ligacdo ao receptor, sinalizacdo e resposta celular, para os horménios lipofilicos,
representados na imagem pelos hormdnios esteroides (A), e para hormdnios ndo-esteroides (B). A. Os hormonios
lipossolUveis esteroides atravessam a membrana celular (1) e ligam-se a receptores citoplasmaticos (2). O
complexo horménio-receptor é translocado para o nicleo (3) e liga-se a sitios especificos do DNA nas células
alvo (4) e atua como fator de transcri¢do (5). O gene alvo é transcrito em RNA mensageiro, que por sua vez é
traduzido (5) a uma proteina (6) que modifica algum aspecto do fendtipo/funcédo da célula alvo. B. Os hormonios
hidrossollveis ligam-se a receptores na membrana celular e o complexo hormdnio-receptor ativa as moléculas
intracelulares responsaveis por conduzir o sinal da acdo hormonal (3,4) e produzir a resposta celular ao horménio

4). (RANG & DALE et al., 2011).

Os horménios sdo produzidos por glandulas e liberados na corrente sanguinea agindo
como mensageiros quimicos sobre os 6rgaos-alvo, atuando sobre a funcéo destes, e levando a

regulacdo e suprimento das necessidades do organismo (GREGORASZCZUK et al., 2013).
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Além de controlar as fungdes de alguns 6rgaos, os horménios comandam algumas funcdes,
como as concentracdes de alguns componentes no sangue, tais como sais, agtcares e liquidos,
controlando também o armazenamento e 0 gasto energético, reproducdo, caracteristicas
sexuais, entre outras atividades (GHISELLI et al., 2007).

De maneira geral, os horménios, apos serem secretados pelas glandulas, vao agir por
meio de ligacOes a receptores especificos em células-alvo, ativando o material genético destas
células para a execucao de determinada fungédo, como, por exemplo, a sintese de uma proteina
(REIS FILHO et al., 2007).

Os desreguladores enddcrinos (DE) sdo capazes de interferir no sistema devido a
semelhanca entre a sua estrutura quimica e a dos horménios endogenos, podendo, assim,
manifestar a sua acdo em diferentes pontos do funcionamento hormonal, que vao desde a
producdo de hormonios até a sua excrecdo e biotransformacdo, possibilitando o
desencadeamento de respostas adversas e alteracdo da funcdo celular. Por exemplo, existem
substéncias cuja estrutura quimica assemelha-se a do horménio esteroide estrogénico 17f3-
estradiol; dessa forma, tais substancias se ligam ao receptor do horménio estrogénico e
provocam respostas agonistas ou antagonistas (CRAIN et al., 2000). Por sua semelhanca
guimica com horménios endogenos, os DE conseguem se associar as proteinas que
transportam o0s horménios, alterando o metabolismo hormonal e, consequentemente,
desregulando o sistema enddcrino (MORAES et al., 2008).

1.1.3 ACAO HORMONAL

Os horménios sdo tradicionalmente descritos como substancias quimicas liberadas na
circulacdo que atuam em alvos distantes (células, 6rgdos ou sistemas alvo). No entanto,
muitos dos hormonios reconhecidos por atuar desta forma foram identificados como capazes
de produzir efeitos em células vizinhas, ou mesmo nas células onde foram produzidas. Desta
forma, hoje séo reconhecidas quatro formas de acdo hormonal: enddcrina, paracrina, autocrina
e intracrina. A acdo enddcrina é aquela em que o horménio € liberado na circulacao e atua em
células alvo distantes; a acdo paracrina é caracterizada pela acdo do horménio em células alvo
na vizinhanga da célula que o produziu. A acdo autocrina descreve a situacdo em que 0
horménio é liberado pela célula e atua nesta mesma célula que o produziu, ao passo que na
acao intracrina o horménio é produzido em uma célula e atua nesta mesma célula, sem ter

havido sua liberacdo para o meio extracelular (NELSON et al., 2004).
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A ativacdo do sistema endocrino frente a estimulos externos em geral é resultante de
ativacdo do sistema nervoso que, por sua vez, envia um sinal as glandulas enddcrinas. Em
resposta a este sinal, as glandulas enddcrinas liberam hormonios que se ligam a receptores
especificos das células alvo. O mecanismo de sinaliza¢do desencadeado pelo receptor resulta
em modificacdo do perfil de expressdo génica da célula e/ou alteracdo da atividade de
proteinas intracelulares. A alteracdo da atividade de proteinas intracelulares em geral é
responsavel pelas respostas rapidas a agdo hormonal. Sendo assim, os hormoénios atuam como
uma espécie de mensageiro quimico, estabelecendo comunicagdo com o meio externo e entre
diferentes partes do organismo para, entdo, regular os processos fisiologicos, ou seja, a
homeostase (NELSON et al., 2004; MONTGOMERY et al., 1990).

1.1.4 MECANISMOS DE DESREGULACAO DO SISTEMA ENDOCRINO

Nas ultimas décadas, um dos principais desenvolvimentos em termos de salde
ambiental passou pelo conhecimento de que existem substancias quimicas no ambiente que
tém a capacidade interferir com a atividade do sistema endécrino (MOCARELLI et al., 2000).
Diante disso, existe grande interesse em conhecer melhor os efeitos causados por essas
substancias (YOUNGLAI et al., 2005). Além do interesse em seus efeitos, ambientalistas e
pesquisadores de areas afins estdo também interessados nestas substancias porque a maior
parte delas estd incluida na lista dos contaminantes organicos persistentes no meio ambiente,
como € o caso de alguns pesticidas organoclorados, tensoativos, surfactantes, dioxinas e
bifenilas policloradas (MOCARELLI et al.,, 2008). Este € um dos grandes problemas
ambientais e relacionados & salude humana, de cardter mais urgente a ser enfrentado pela

toxicologia ambiental e areas médicas (HSIEH et al., 2008).

Vérias classes de substancias podem interferir na atividade do sistema endocrino,
como os horménios naturais, hormdnios sintéticos e compostos utilizados ou eliminados pela
agricultura e induastria e produtos ou bens de consumo (DAMSTRA et al., 2002). A alteracdo
do sistema enddcrino pode ocorrer por diferentes mecanismos, relacionados aos varios
aspectos da acdo hormonal. Entre eles, destaca-se a interacdo do interferente com os
receptores hormonais, que pode resultar em efeito agonista ou antagonista no receptor. No
primeiro caso, o interferente liga-se ao receptor hormonal e mimetiza a acdo do horménio
enddgeno. No segundo caso, o interferente liga-se ao receptor e impede a ligagdo do
horménio enddgeno (NOGUEIRA, 1999; AUGER et al., 1995; GHISELLI et al., 2007).
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1.2 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Dados epidemiologicos dos ultimos 50 anos demonstraram 0 aumento na incidéncia e
prevaléncia de doencas associadas a exposicao direta ou indireta a contaminantes ambientais,
que podem desencadear diversos efeitos sobre a saide humana. Entre estes efeitos, destacam-
se a desregulacdo endocrina, que é relacionada a fisiopatologia da obesidade, diabetes
mellitus tipo 2 e alguns tipos de neoplasias malignas (DE COSTER et al., 2012a; ROGERS et
al., 2013; WORMLEY et al., 2004). Os contaminantes ambientais que interferem com a
atividade do sistema endocrino sdo conhecidos como desreguladores endocrinos (DE), do
inglés endocrine disruptors. Possuem a capacidade de interferir na sintese, funcéo,
armazenamento e/ou metabolismo de hormonios de um organismo intacto e de sua
descendéncia (PETRO et al., 2012). A Agéncia de Protecdo Ambiental dos EUA define DE
como “agente exdgeno que interfere na sintese, secrecdo, transporte, metabolismo, ligacdo ou
eliminacdo dos hormonios naturais, transportados pelo sangue, presentes no organismo e

responsaveis pela homeostase, reproducdo ¢ desenvolvimento” (GORE, 2008).

Os DE podem alterar o funcionamento do sistema enddcrino por mimetizar a acdo de
hormdnios end6genos em seus receptores, bloquear a acdo de horménios enddgenos em seus
receptores, estimular ou inibir a sintese e a secrecdo de horménios enddgenos e/ou estimular a
capacidade dos horménios em interagir com os receptores celulares (DAMSTRA et al., 2002;
SODRE et al., 2007). Além de apresentarem diversos mecanismos de acdo, os DE podem
atuar em multiplos sitios. Esta grande variedade de mecanismos de ag&o se reflete em grande
diversidade de efeitos biolégicos, que podem ser diretos ou indiretos, primarios ou
secundarios. Estes aspectos tornam dificil a extrapolacdo de resultados in vitro, em geral
menos abrangentes, para contexto in vivo. Esta mesma variedade de mecanismos de acédo
tambem dificulta a compreenséo detalhada dos efeitos in vivo dos DE (ALMEIDA, 2003).

Os efeitos in vivo da exposicdo aos DE também variam de acordo com o periodo de
exposicdo, na vida do organismo. A exposi¢do durante o periodo de desenvolvimento do
sistema enddcrino pode conduzir a alteragdes permanentes da funcdo do sistema ou
sensibilidade dos receptores. Diferentemente, as alteragdes decorrentes da exposi¢édo aos DE
na vida adulta podem ser compensadas por mecanismos homeostaticos e desta forma pode
ndo conduzir a qualquer efeito significativo ou detectdvel (AHEL et al., 1993). A
complexidade dos efeitos dos DE € ainda maior quando se considera que, em razdo da

interacdo do sistema endocrino com outros sistemas, os efeitos observados podem decorrer
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ndo apenas de alteracBes nos tecidos alvo dos DE como também de alteracbes em outros
tecidos, de modo indireto (PENG et al., 2008).

Os DE compreendem um grupo de substancias quimicas altamente heterogéneo
(Quadro 1), que inclui solventes industriais, lubrificantes e seus subprodutos, dioxinas,
bisfenol A, bifenilas policloradas, compostos de plastico, plastificantes, pesticidas clorados
como inseticidas, agentes farmacéuticos como os imidazois e triazois, compostos quimicos
que sd@o amplamente utilizados em cosméticos, tais como ftalatos, alquilfenois (octilfenol e
nonilfenol) e metais pesados como caddmio, mercurio, arsénio, chumbo, manganés e zinco
(IAVICOLI etal., 2009; DE COSTER et al., 2012a; CASALS-CASAS et al., 2011).

A maioria desses compostos ainda ndo foi investigada profundamente quanto aos seus
efeitos nos seres vivos. Os dados toxicoldgicos disponiveis para muitos destes compostos
quimicos sdo ainda escassos. Por exemplo, dos cerca de trés mil compostos quimicos
produzidos em grande volume (mais de 400 mil toneladas ao ano), apenas 7% passaram por
um conjunto de seis testes toxicologicos basicos e 43% ndo passaram por nenhum deles.
Como resultado dos poucos requisitos para a regulamentacdo do uso destes compostos, 0S
efeitos adversos a eles associados sdo identificados somente apds sua liberacdo no mercado e
ampla utilizacdo (RUDEL et al., 2009; KNEZ, 2013).



Tabela 1 — Relagdo de alguns compostos classificados como desreguladores endocrinos.
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Classe Composto
Ftalatos Dimetil ftalato, dietil ftalato, di-iso-butil ftalato, di-n-butil ftalato,
dicicloexilo ftalato, di (2-etil-exil) ftalato, di-n-octil ftalato, diisoctil
ftalato
Alquifenois Nonilfenol, etoxilato de nonilfenol, octifenol, etoxilatos de octilfenol

Organoclorados

Dibenzo-p-dioxina, TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzeno-dioxina),
TCDF (2,3,7,8-tetraclorodibenzofurano)

Bisfenol

Bisfenol A

Parabenos

Benzilparabeno, isobutilparabeno, butilparabeno, n-propilparabeno
Etilparabeno, metilparabeno

Hidrocarbonetos aromaticos
policiclicos

Naftalina, acenaftileno, criseno, acenafteno, fluoreno, fenantreno,
antraceno, fluoranteno, pireno, benzo[b]fluoranteno,
benzo[k]fluoranteno, benzo[a]antraceno, benzo[a]pireno

Metais pesados

Cadmio, mercurio, chumbo, zinco

Pesticidas

Inseticidas: DDT, DDE , deltametrin, carbofurano
Herbicidas: atrazina, linuron

Fungicidas: vinclozolina, carbendazime, penconazol, procloraz,
propiconazol

Bifenilas policloradas

2,4.4’-triclorobifenil, 2,2°,5,5’- tetraclorobifenil, 2,2 .4,5,5’-
pentaclorobifenil, 2,3”,4,4’,5-pentaclorobifenil, 2,2°,3,4,4°,5’-
hexaclorobifenil

Retardantes de chama bromados

Polibromofenila (PBP)
Eter de 2,2°,4,4’-tetrabromodifenil (BDE 47)
Eter de 2,2°,4,4°,5-pentabromodifenil (BDE 99)

Tetrabromobisfenol A (TBBA)

Fitoestrogénios

Isoflavonas: daidzeina e genisteina

Lignanas: metaresinol e enterodiol

Medicamentos

Dietilestilbestrol (DES)

17a-etinilestradiol (EE2)

Fonte: adaptado de Bila; Dezotti, 2007.

1.2.1 VIAS DE EXPOSICAO HUMANA AOS DESREGULADORES ENDOCRINOS

A exposicdo aos DE pode ocorrer de varias formas, entre elas por contato direto no

domicilio e no local de trabalho ou, indiretamente, por ingestdo de agua ou alimentos
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contaminados, ou mesmo inalagdo de ar contaminado (Figura 3). Sendo a alimentacéo a
principal via de exposicdo a estes contaminantes, estes compostos sdo absorvidos
principalmente por via digestiva (OHEA et al., 2004; BILA et al., 2007). Além disso, os DE
caracteristicamente apresentam persisténcia na cadeia alimentar, por apresentarem grande
afinidade por lipideos e, assim, acumularem-se no tecido adiposo das espécies animais
expostas (BICCHI et al., 2008). A fonte de exposic¢ao pode ser ndo apenas a ingestéo de carne
de animais contaminados, mas também dever-se a pesticidas residuais muitas vezes
acumulados em vegetais e frutas (BACCARELLI et al., 2000; YING, 2011). Podem, ainda,

existir vestigios destas substancias em produtos de higiene, tais como, cremes, géis de banho,

entre outros (BILA et al., 2007).
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Figura 3 — Fontes de exposi¢do e contaminagdo com os desreguladores endocrinos. Adaptada de: SHARPS et
al., (2004).

Uma caracteristica preocupante dos DE para 0s ecossistemas € o fato de muitos desses
compostos possuirem meia-vida longa, ou seja, serem persistentes no ambiente (BERGERON
et al., 1994). Este aspecto contribui para que a exposi¢do direta ou indireta da populacéo a
estas substancias seja ubiqua e inevitavel. Além disso, seu impacto sobre a saide humana
devido aos efeitos conhecidos ou desconhecidos destes produtos quimicos em sistemas

hormonais é grande. Ha, assim, necessidade urgente de aumentar os esforcos para identificar
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0S compostos que podem se comportar como DE e estudar os seus mecanismos moleculares
de acdo (GROSHART et al.,2000; PETERSEN et al., 2007).

1.3 NONILFENOL

O nonilfenol (NP) pertence ao grupo dos alquilfenois, ao qual pertence também o
octilfenol. E produzido pela degradacdo microbiana do etoxilato de nonilfenol em meio
aquoso (SONE et al., 2004) e amplamente encontrado no meio ambiente. Sua producédo anual,
em 2008, foi estimada em 154.200 toneladas nos Estados Unidos e 73.500 toneladas na Uniéo
Europeia (SOARES et al., 2008).

Os alquilfenois sdo estruturalmente formados por uma cadeia carbonica ligada a um
grupo fenolico e pertencem ao grupo dos surfactantes ndo iénicos. O 4-nonilfenol (C15H240,
Figura 4) é o isbmero de NP mais amplamente encontrado, sendo diferenciado dos demais
isdbmeros pela posicao do anel fendlico e pela cadeia de carbonos ligada a ele (CWQG, 1999).
Os alquilfenois sdo hidrofébicos (valor de particdo octanol/agua, ou logKow, de 4,48) e,
assim, apresentam maior afinidade pela fase organica e baixa solubilidade em &agua (4,90
mgL™).

Figura 4 — Estrutura quimica do 4-nonilfenol. Fonte: PubChem
(https://pubchem.ncbi.nim.nih.gov/image/imagefly.cgi?cid=1752&width=400&height=400).

Os alquifenois sdo amplamente utilizados na industria de surfactantes ndo ionicos,
lubrificantes, antioxidantes, detergentes, tintas, inseticidas e herbicidas, além de ser um
estabilizador de polimeros plasticos (OLIVEIRA-FILHO et al., 2005; RIVERO et al., 2008).
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Devido a auséncia de tratamento dos residuos dessas industrias, ou dos residuos domésticos,
estes compostos contaminam a &gua (Maguire, 1999), sendo encontrado em esgotos,
sedimentos, aguas fluviais e na dgua potavel (TSUDA et al., 2000; BERRYMAN et al., 2004;
SHAO et al., 2005). A toxicidade dos alquifenois é aumentada ap0s o processo de degradacao
ambiental, quando s&o transformados em 4-noctilfenol e 4-n-nonilfenol (KNEZ, 2013). Estes,
por sua vez, sdo detectados ndo apenas na &gua mas também no ar, sedimentos, plantas, solos,
poeira domiciliar e tecidos animais (MDEP, 2010). A via mais comum de contaminacao

humana com o NP é a oral, seguida da inalatoria e transdérmica (WILSON et al., 2001).

A exposicdo aos alquilfenois pode resultar em diversos efeitos adversos, incluindo o
efeito DE. Em consequéncia disso, 0 NP, em conjunto com outros compostos, encontra-se na
lista de substancias nocivas prioritarias da Unido Europeia (EC, 2008). Entretanto, assim
como outros contaminantes ambientais, 0 NP ndo esta inserido na legislagdo brasileira para
controle em &guas superficiais (Resolucdo n° 357/2005 do CONAMA, BRASIL, 2005). Em
paises onde sua quantidade na dgua é monitorada, como no Canada, a concentracao limite do
NP ¢ de 1pg.L, em dguas naturais (CWQG, 1999).

Os efeitos adversos descritos do NP em mamiferos e nos demais grupos animais sdo o0s
toxicos, carcinogénico e DE (AZEVEDO et al, 2001; SILVA et al., 2007; YANG et al, 2008).
A atividade desreguladora enddcrina do NP inicialmente identificada foi sua atividade
estrogénica. Embora o NP seja de 1.000 a 1.000.000 de vezes menos potente que o 17f3-
estradiol (estrogénio end6geno), sua acdo estrogénica é descrita para diversos grupos animais,
como aves (RAZIA et al., 2006), peixes (RIVERO et al., 2008) e mamiferos (CHAPIN et al.,
1999; TAGAKI et al.,, 2004). Isso se deve ao fato de os receptores estrogénicos serem
altamente conservados evolutivamente, de modo que um mesmo composto pode agir em
diversos taxons (COLBORN et al., 2002). Por exemplo, em hepatocitos de truta em cultura, o
NP estimula a producgdo de vitelogenina, processo dependente de estrogénio (WHITE et al.,
1994). Em linhagem celular humana de cancer de mama (MCF-7), o nonilfenol induz
proliferacdo celular e expressdo de receptores de progesterona, processos também
dependentes do receptor estrogénico (SOTO et al., 1991).

Em humanos, sdo muitos os efeitos que podem estar relacionados a exposi¢do ao NP.
No sexo masculino, sdo observados reducdo da espermatogénese e da capacidade de
fertilizacdo dos espermatozoides. Em mulheres, sdo observados aumento da incidéncia de

endometriose e infertilidade. Em ambos o0s sexos, a exposi¢cdo pds-natal € associada a
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aumento da incidéncia cancer, hiperatividade, alergias e distirbios imunoldgicos (QUEIROZ
et al., 2006).

A exposicdo humana ao NP é consideravel. Estudo conduzido na Suécia revelou a
presenca de 4-nonilfenol (NP) em diversos itens de consumo alimentar humano e estimou o
consumo diario de NP em 0,37 ug/kg de peso corporeo (GYLLENHAMMAR et al., 2012).
Em Taiwan, a ingestdo diaria para adultos foi estimada em 31,40 ug/kg (LU et al., 2007).
Estudo conduzido na Alemanha, envolvendo criancas, indicou que a ingestdo diaria de NP
variou entre 0,01 a 0,08 ug/kg de peso corpdreo para bebés de até 12 meses de idade e de 0,04
a 0,05 pg/kg de peso corporeo para criangas de 1 a 3 anos (RAECKER et al., 2011).

Em consisténcia com as estimativas de exposicdo consideravel ao NP via consumo
alimentar, em estudo que investigou a presenca de NP no sangue lactantes, este DE foi
encontrado em 43% das participantes. Este mesmo estudo detectou o NP no leite materno, na
concentracdo media de 32 ng/mL (LOPEZ-ESPINOSA ET AL., 2009). Considerando a
natureza lipofilica do NP e, assim, sua capacidade de acumular-se no tecido adiposo, uma
forma de investigar a contaminagdo humana é a determinacdo de suas concentracbes neste
tecido. Com essa abordagem, foi observada, no tecido adiposo, concentracdo média de NP de
57 ng/g em individuos residentes no sul da Espanha e de 122 ng/g em residentes na Itéalia
(FERRARA et al., 2011). Embora a concentracdo varie de acordo com a regido estudada e 0s
habitos alimentares da populacdo, o NP mostra-se um poluente amplamente presente e
frequentemente detectado em humanos (GYLLENHAMMAR et al., 2012; ADEMOLLO et
al., 2008; LOPEZ-ESPINOSA et al., 2009; FERRARA et al., 2011).

Estudos envolvendo modelos animais tem contribuido para melhor compreender os
efeitos adversos decorrentes da exposicdo ao NP. Estudos toxicoldgicos indicaram que a dose
letal mediana (DLso, ou dose para determinar a morte de 50% da populacdo) do NP
administrado por via intraperitoneal foi de 170 mg/kg de massa corpérea, em camundongos
machos adultos (GRUN et al., 2007). Em outro estudo, foi observado que o NP foi capaz de
reduzir a expressdo do gene que codifica o receptor de estrogénio na placenta e em fetos de
camundongos fémeas expostas a uma dose de 50 mg/kg de peso corpéreo, no periodo
gestacional, tanto por via oral quanto intraperitoneal (VELD et al., 2009; EI-DAKDOKY et
al., 2007).

Estudos com enfoque na fertilidade de ratos machos mostraram que o tratamento com

NP, na dose de 250 mg/kg/d, por via oral, durante 50 dias, resultou em reducdo da massa
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relativa do epididimo e aumento da massa relativa do rim e do figado. Neste mesmo estudo,
foi observada reducdo da densidade de espermatozoides na cabega do epididimo e da
concentracdo sérica de testosterona, além de aumento da concentracdo sérica de
gonadotrofinas  (horménio luteinizante e hormoénio foliculo-estimulante). Anélises
histoldgicas e ultraestruturais de sec¢des do testiculo mostraram células menos compactas e
arranjo irregular das mesmas, assim como maior presenca de vactolos e lisossomos nas
células dos animais tratados. Também foi encontrado maior nimero de células apoptéticas
nos testiculos (HAN et al., 2004).

Em estudo semelhante, camundongos machos tratados com dose menor de NP (42,5
mg/kg/d), por via intraperitoneal, durante 35 dias, apresentaram reducdo na massa do
epididimo e do testiculo, além de uma diminuicdo da contagem de espermatozoides e da
motilidade dos mesmos. No mesmo estudo, foram identificados também indicativos de
estresse oxidativo e reducdo das concentracfes das enzimas antioxidantes redutase de
glutationa e superdxido dismutase no testiculo (EL-DAKDOKY & HELAL, 2007).

Embora os efeitos do NP sobre o sistema reprodutivo sejam bem definidos e, em
grande parte, atribuidos aos seus efeitos estrogénicos, pouco se sabe a respeito de seu
potencial obesogénico. Foi previamente descrito o efeito adipogénico do NP em baixas
concentracdes, em cultura de células, e também o aumento da adiposidade em camundongos
machos e fémeas expostos ao NP no periodo perinatal (HAO et al., 2012). Um aspecto
interessante deste Gltimo estudo foi que o efeito sobre a massa corporal e adiposidade nos
animais diferiu entre machos e fémeas (HAO et al., 2012). Em outro estudo também foram
investigados os efeitos da exposicdo perinatal ao NP em ratos Wistar e observado que
alteracdes da adiposidade e de varidveis metabdlicas ocorriam ndo apenas na prole das ratas
expostas ao NP (geracdo F1), mas também na prole da geracdo F1, ou geracdo F2, sem que a
geracdo F1 tenha sido exposta ao NP durante a gravidez (ZHANG et al., 2014). Para nosso
conhecimento, ndo ha estudos que exploraram o efeito da exposicdo crénica NP sobre a
adiposidade e variaveis metabolicas fora do contexto transgeracional, ou seja, exposi¢cdo

durante a gestacéo e observacéo dos efeitos sobre a prole.

A obesidade representa um dos maiores desafios de saude publica para o século 21,
com tendéncias particularmente alarmantes em varias partes do mundo (KELLY, 2008).
Dietas pouco saudaveis e 0 sedentarismo sdo 0s principais contribuintes para sobrepeso e
obesidade, que estdo entre os principais fatores de risco para as principais doengas néo

transmissiveis. As consequéncias mais significativas para a saude do excesso de peso e



29

obesidade incluem hipertensao, dislipidemia, doencas coronérias, acidente vascular cerebral
isquémico, diabetes tipo 2 e certos tipos de cancer (WHO, 2000).



30

2 JUSTIFICATIVA

Os resultados de estudos epidemiologicos obtidos na dltima década apontam a
obesidade como importante condicdo determinante de morbidade e mortalidade. A
prevaléncia da obesidade vem aumentando em praticamente em todos o0s paises
desenvolvidos, com raras excec¢des, bem como nos paises em desenvolvimento (WHO, 2000).
Esta condicdo é resultado da complexa interacdo entre fatores genéticos, comportamentais e
ambientais que resulta em desbalanco energético crénico e aumento da adiposidade corporal.
Entre os fatores ambientais, recentemente vem ganhando destaque o papel potencial de
compostos quimicos com atividade desreguladora enddcrina que promovem desregulacdo da
adipogénese e acumulo lipidico inapropriado, denominados obesogénicos ambientais (GRUN
et al., 2007). Entre os compostos desreguladores endocrinos, destacamos o NP, a que 0s
humanos apresentam exposic¢éo significativa e que apresenta efeitos sobre a adipogénese em
cultura e efeitos desfavoraveis sobre a massa corporal, adiposidade e variaveis metabdlicas
(glicemia, perfil lipidico, leptinemia) em modelos murinos de exposicao transgeracional. Para
nosso conhecimento, no entanto, ndo foram explorados os efeitos da exposi¢do prolongada ao
NP, fora do contexto transgeracional ou perinatal.

Desta forma, esta proposta tem como objetivo investigar os efeitos da exposicdo do
NP, tanto desde o desmame até a vida adulta, como também apenas durante a vida adulta,
sobre a massa corporal, adiposidade e homeostase da glicose em camundongos Swiss machos.
A caracterizacdo destes efeitos poderia ampliar os conhecimentos a respeito do papel deste
composto no desenvolvimento da obesidade e, assim, ndo apenas contribuir para maior
conhecimento da fisiopatologia desta importante condi¢do, mas também fundamentar
estratégias de prevencdo na mesma, com base na atencdo a exposicdo a obesogénicos

ambientais.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Investigar os efeitos do nonilfenol sobre a massa corporal, adiposidade e homeostase

da glicose em camundongos Swiss machos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Investigar os efeitos da exposi¢cdo ao nonilfenol desde o desmame até a vida adulta, ou

somente durante a vida adulta, sobre os seguintes desfechos:

e Massa corporal, ganho de massa corporal, ingestdo de energia e ingestao hidrica.

e Glicemia de jejum, tolerancia a glicose e sensibilidade insulinica.

e Massa do tecido adiposo marrom interescapular, massa de tecido adiposo branco
visceral (epididimal e retroperitoneal) e massa de tecido adiposo branco subcutaneo
(inguinal).

o Perfil lipidico e concentracdo sérica de transaminases.

e Caracteristicas histoldgicas do figado, tecido adiposo marrom e tecido adiposo branco

visceral e subcutaneo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 CONSIDERACOES ETICAS

Este estudo foi conduzido em camundongos e todos os procedimentos realizados
seguiram as recomendac@es do Guia para Saude e Uso de Animais de Laboratdrio do Instituto
Nacional de Saude Norte-Americano (National Institutes of Health’s Guide for the Health
and Use of Laboratory Animals, Institute of Laboratory Animal Resources, 2011) e da
Diretriz Brasileira para o Cuidado e a Utilizacdo de Animais para Fins Cientificos (Conselho
Nacional de Controle de Experimentagdo Animal, CONCEA 2013). O projeto foi avaliado e
aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais da Universidade de Brasilia, Unb-Doc
118470/2014 (ANEXO A).

4.2 MODELO ANIMAL E DIETA

Foram utilizados camundongos Swiss machos com 5 semanas de idade, provenientes
do Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais para Medicina e Biologia
(CEDEME), da Universidade Federal de Sdo Paulo. Apds sua chegada ao biotério da
Faculdade de Ciéncias da Saude da UnB, na 4* semana de vida, 0s animais passaram por um
periodo de adaptacdo ao novo ambiente antes do inicio do estudo, com duracdo de 1 semana.
Os animais foram mantidos em gaiolas individualizadas de plastico, em ambiente com
temperatura média de 24°C e com ciclos claro-escuros fixos de 12/12 horas. Foram
alimentados com dieta controle padrdo (AIN-93G, obtida da empresa Pragsolucdes, SP),
fornecida na forma de pellet; sua composicao esta descrita no Quadro 2. O fornecimento de
dieta e de agua potavel (filtrada) foi ad libitum.



Tabela 2 - Descricdo dos componentes da dieta padréo.

Dieta controle

g (%) Kcal (%)
Proteina 19,2 20
Carboidrato 67,3 70
Lipideo 4,3 10
Total 100
(kcal/g) 3,85

Ingrediente g kcal
Caseina 200 800
L-cistina 3 12
Amido de milho 315 1260
Maltodextrina 35 140
Sacarose 350 1400
Celulose 50 0
Oleo de soja 25 225
Banha de porco 20 180
Mistura mineral S10026 10 0
Fostato dicalcico 13 0
Carbonato de Calcio 5,5 0
Citrato de potassio 16,5 0
Mistura de vitamina V10001 10 40
Bitartrato de colina 2 0
Corante Amarelo 0,05 0

Total 1055,05 4057

4.3 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL
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Os 20 camundongos foram divididos, ap0s sua chegada ao biotério, aleatoriamente em

quatro grupos cada um contendo 5 animais. Os grupos foram identificados da seguinte forma:

Grupo 1 (controle negativo): camundongos que receberam apenas agua.

Grupo 2: camundongos que receberam NP na dose de 0,05 mg/kg de peso corpéreo

por dia, da 62 até a 20% semana de vida.

Grupo 3: camundongos que receberam NP na dose de 0,25 mg/kg de peso corpdreo

por dia, da 62 até a 20% semana de vida.
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Grupo 4: camundongos que receberam NP na dose de 0,25 mg/kg de peso corporeo,
por dia, da 14% & 20 semana de vida.

O NP foi obtido da empresa Sigma-Aldrich e administrado na agua de beber. A agua
de beber foi trocada trés vezes por semana e, para determinacdo da quantidade de NP a ser
adicionada a agua, foram considerados (i) o peso do animal no dia da troca (em g) e (ii) a
ingestdo hidrica média diaria calculada com os resultados de ingestao hidrica aferidos nos 7
dias anteriores ao dia da troca (em mL). Assim, obteve-se a quantidade de NP (em g) a ser
adicionada a &gua. As doses de nonilfenol utilizadas, de 0,05 e 0,25 mg/kg/d na agua de
beber, foram selecionadas com base em estudo anterior em que foi descrito o potencial
obesogénico da exposicdo ao nonilfenol na vida intrauterina e neonatal precoce (HAO et al,
2012) e em estudos prévios com este DE que investigaram o efeito de doses superiores sobre
outros desfechos e ndo observaram sinais de toxicidade (NAGAO et al., 2001; GREEN et al.,
2003).

Entre a 5% e a 202 semanas de vida, 0 peso corporal (em gramas), a ingestdo de dieta
(em gramas) e a ingestdo de agua (em mL) foram avaliados trés vezes por semana. A partir
dos dados obtidos, foram calculadas as seguintes variaveis:

(i) Ganho de peso (em g) durante o tratamento: peso ao final do tratamento — peso no dia de

inicio do tratamento.
(ii) Ingestdo hidrica durante o tratamento: expressa como ingestdo média (mL) diaria (mL/d).

(iii) Energia ingerida durante o tratamento: soma da energia ingerida durante todo o periodo

de tratamento, considerando a quantidade de energia, em kJ, por grama de dieta.

O esquema a seguir ilustra o delineamento experimental.

20° semana

5° semana 6 semana 14° semana Eutandsia

Chegada ao Inicio da Infcio da Perfil lipidico

Biotério da administracdo administra¢do Enzimas hepaticas
FS-UnB de NP (G2 e G3) de NP (G4) Massa de tecidos

v v

14° semana 18 semana
Glicemia de jejum Glicemia de jejum
Teste de tolerdncia a glicose  Teste de tolerdncia a glicose
Teste de tolerdncia a insulina

Avaliagdo semanal: peso, consumo de dieta e dgua
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4.3.1 GLICEMIA DE JEJUM, TESTE DE TOLERANCIA A GLICOSE E TESTE DE
TOLERANCIA A INSULINA

A glicemia de jejum foi aferida na 14% e na 20* semana de vida, com a utilizacdo de
tiras reativas e glicosimetro (Accuchek Performa, Roche), no periodo da manhd, apds jejum
noturno de 12 horas, em amostra de sangue coletada da cauda do animal. Esses periodos

foram selecionados para afericdo da glicemia por representarem:

(i) 14? semana: 9 semanas de tratamento com NP nos grupos 2 e 3; momento anterior ao

inicio do tratamento com NP no grupo 4.

(if) 20 semana: final do tratamento com NP nos grupos 2 e 3 (totalizando 15 semanas de
tratamento) e no grupo 4 (totalizando 6 semanas de tratamento).

Na 142 e 20? semanas, foi realizado o teste de tolerancia a glicose em todos os animais,
apos jejum diurno de 6 horas, sem restricdo de acesso a dgua. Foi coletada amostra de sangue
da cauda para determinacdo da glicemia basal (tempo zero) e, em seguida, 0s animais
receberam solucdo de glicose, na dose de 1g/kg de peso corporal, por via intraperitoneal.
Amostras de sangue da cauda foram entdo coletadas apds 15, 30, 60, 90 e 120 minutos da
injecdo de glicose e analisadas com tiras reativas em glicosimetro (Accuchek Performa,
Roche).

Na 18?2 semana, foi realizado o teste de tolerancia a insulina em todos os animais, ap6s
jejum diurno de 6 horas, sem restricdo de acesso a dgua. Foi coletada amostra de sangue da
cauda para determinacdo da glicemia basal (tempo zero) e, em seguida, 0s animais receberam
dose Unica de solucdo de insulina regular (Lilly), na dose de 0,5Ul/kg de peso corporal, por
via intraperitoneal. Amostras de sangue da cauda foram entdo coletadas apos 15, 30, 60, 90 e
120 minutos da injecdo de insulina e analisadas com tiras reativas em glicosimetro (Accuchek

Performa, Roche).

4.3.2 EUTANASIA, COLETA DE SANGUE E RETIRADA DE AMOSTRAS TECIDUAIS

Ao final do tratamento, na 20? semana, 0s animais foram eutanasiados seguindo as
diretrizes sugeridas pelo CONCEA e pelo Conselho Federal de Medicina Veterinaria. Os
animais foram anestesiados com isoflurano e em seguida, foi usado uma guilhotina manual
para a realizacdo da eutanasia. O sangue do tronco foi coletado em tubo padrdo e centrifugado

(4000 g durante 15 minutos a 4.000 rpm a 4° C) e o soro armazenado a -80° C, para posterior
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mensuracdo da concentracdo de enzimas hepaticas e avaliacdo do perfil lipidico. Logo em
seguida foram dissecados depdsitos de tecido adiposo branco visceral (epididimal e
retroperitoneal), branco subcutaneo (inguinal) e marrom (interescapular), além de amostras do
figado. Depois desse procedimento, suas massas foram aferidas e os fragmentos desses
tecidos foram armazenados em paraformaldeido a 4% (para posterior analise histologica) ou a
-80°C.

A massa de cada depdsito de tecido adiposo foi expressa em termos absolutos (g) e
também em relacdo ao peso corporal do animal, aferido no dia da eutanasia (mg de tecido/kg

de peso corporal).

4.4 DETERMINAGCOES BIOQUIMICAS

A concentracdo sérica de aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase
(ALT), triglicerideos e HDL colesterol (HDL-c) foi analisada por método enzimaético
utilizando kits de ensaio (OSR6009, OSR6107, OSR6116, OSR60118, respectivamente), de
acordo com as instruc@es do fabricante, em analisador quimico automatico (Beckman Coulter,
Inc., Brea, USA).

4.5 ANALISE HISTOLOGICA

Para a andlise histologica, as amostras de tecidos (adiposo e hepético) fixadas em
paraformaldeido (4%) com tampdo fosfato (0,1 M, pH 7,4) foram desidratados em uma série
de concentracBes crescente de alcool etilico, diafanizado com xilol e incluido em parafina,
com o auxilio do histotécnico Oma DM-40 (protocolo apresentado no Anexo B). Foram feitos
cortes de 5 um de espessura, de forma seriada a cada 25 um de profundidade, no micrétomo
Leica Biosystems, modelo RM 2235 (Leica Biosystems, Alemanha). Os mesmos foram
corados com hematoxilina-eosina (protocolo apresentado no Anexo C), para analise das
amostras teciduais quanto a ocorréncia de alteracbes morfoldgicas e classificagcdo (Silva,
2010). As laminas histologicas foram analisadas ao microscopico de luz Axioskop 2 e as
imagens obtidas com o programa Zen lite 2011. Foram observadas um total de 76 amostras de

todos os animais inclusos no experimento.

4.6 FIXACAO DO TECIDO ADIPOSO E HEPATICO

Fragmentos de tecido adiposo e hepético foram imediatamente armazenados em tubos

conicos contendo solucdo fixadora (paraformaldeido 4% v/v, recém-preparada) por até 24 h.
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Em seguida, os fragmentos de tecido adiposo e hepéatico foram transferidos para outra solucéo
fixadora, Bouin (75 mL de &cido picrico, 25 mL de formol, 5 mL de &cido acético) por 4 h,
lavados varias vezes em solucdo de alcool etilico 50% (v/v) e depois conservados em alcool

etilico 70% (v/v) até o seu processamento.

4.7 INCLUSAO EM PARAFINA

Para a realizacdo do processo inclusdo, fragmentos de tecido mantidos no alcool
etilico 70% foram transferidos para uma caixeta de metal perfurada. Este processo de inclusdo
do tecido na parafina foi realizado manualmente, como descrito a seguir. Inicialmente os
cortes de tecidos conservados foram submetidos a desidratacdo em alcoois em concentracdes
progressivas (alcool 70% - v/v, alcool 95% e alcool absoluto [2 banhos]) e diafanizacdo por
imersdo em solucédo de alcool absoluto e xilol (v/v) e, por Gltimo, foram imersos por uma hora
em parafina (Paraplast, Leica Biosystems, Alemanha) fundida na estufa (60°C). Para isso, 0s
cortes de tecidos foram fixados na posi¢do vertical e no fundo da forma, com o auxilio de uma
pinca pré-aquecida.

O material parafinizado foi mantido em temperatura ambiente até a realizacdo de

cortes de tecido no microtomo.

4.8 CORTE NO MICROTOMO

Os tecidos incluidos em blocos de parafina permaneceram durante 30 minutos a -20°C
antes da microtomia, para evitar enrugamento do tecido durante o corte. Os blocos foram
cortados em microtomo (Rotary microtome, modelo RM2235, Leica Biosystems, Alemanha)
em espessura de 5 um ¢ os fragmentos obtidos foram transferidos para banho-maria (40°C),
distendidos com o auxilio de uma pinca e aderidos em laminas. As l[aminas foram transferidas
para estufa a 60°C por aproximadamente 2 horas e depois armazenadas em temperatura

ambiente.

4.9 COLORA(}AO COM HEMATOXILINA-EOSINA

As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina. Para a realizacéo desta etapa, elas
foram imersas em xilol (3 banhos por 2 minutos), alcool etilico absoluto (3 banhos por 2
minutos), alcool etilico a 95% (1 banho por 2 minutos), alcool etilico a 80% (1 banho por 2
minutos), alcool etilico a 75% (1 banho por 2 minutos), lavadas em agua corrente, lavadas em

agua destilada por 3 minutos e imersas em solucdo de hematoxilina de Harris por 1 minuto (5



38

mg hematoxilina, 50 mL de &lcool absoluto, 100 mg de alimen de potéssio, 2,5 g de oxido
vermelho de mercurio, 1000 mL de &gua destilada). Posteriormente as laminas foram lavadas
em &gua corrente até tirar o excesso de hematoxilina, imersas em &cido cloridrico (1 mL) e
alcool a 70% (v/v) e novamente lavadas em agua corrente.

Para imersdo em eosina, as laminas foram inicialmente imersas em solugdo Sccot,
lavadas em agua corrente, lavadas em agua destilada, imersas em alcool etilico a 80% (3
banhos) alcool etilico a 95%, alcool etilico absoluto (2 banhos) e imersas em eosina (1 g de
eosina em 100 mL de agua destilada) por 1 minuto. Para finalizacdo do processo de coloracéo,
as laminas foram imersas em solucdo de alcool etilico a 95%, alcool etilico a 100% (2 banhos)
e em xilol (2 banhos de 3 minutos).

Para fixacdo das laminulas, as laminas foram cuidadosamente secas com papel
absorvente e receberam uma gota de resina liquida Entellan (Entellan new, Sigma-Aldrich, St.
Louis, USA) sobre o corte histoldgico. As imagens dos cortes de tecidos foram capturadas por
uma camara digital acoplada a um microscopio de luz (Axio imager Al, Zeiss Inc., Jena,

Alemanha) com aumento de 10 vezes.

5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos relativos ao peso, consumo de agua e dieta, teste de tolerancia a
glicose e teste de tolerancia a insulina foram expressos como média e erro padrdo da média de
cada grupo de tratamento. Para comparacdo das medias entre os grupos, foi utilizada a analise
de variancia (ANOVA), seguida da comparacdo multipla de Bonferroni. Todas as analises
foram realizadas com a utilizacdo do programa GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows. O

critério de significancia para todas as analises foi o valor p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 EFEITO DO TRATAMENTO COM NONILFENOL SOBRE O PESO CORPORAL,
INGESTAO DE DIETA E INGESTAO HIDRICA

Os camundongos incluidos no estudo foram divididos aleatoriamente, ao completarem

6 semanas de idade, em 4 grupos contendo 5 animais cada, descritos da seguinte forma:

Grupo 1 (controle negativo, n = 5): camundongos que receberam apenas agua.

Grupo 2 (n = 4): camundongo que receberam NP na dose de 0,05 mg/kg de peso

corporeo por dia, da 62 até a 20? semana de vida.

Grupo 3 (n = 5): camundongos que receberam NP na dose de 0,25 mg/kg de peso
corporeo por dia, da 62 semana até a 20% semana de vida.

Grupo 4 (n = 5): camundongos que receberam NP na dose de 0,25 mg/kg de peso
corporeo, por dia, da 14% a 20% semana de vida.

A avaliacdo semanal do peso mostrou tendéncia de reducdo do peso dos animais
tratados com NP, sobretudo na dose de 0,25 mg/kg/d durante 15 semanas (Figura 5A).
Entretanto, a diferenca do peso entre os grupos néo foi significativa.

707 —e— G1 (controle)

-#- G2 (NP 0,05 15 sem)
—— G3 (NP 0,25 15 sem)
—¥— G4 (NP 0,25 6 sem)

5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
I I Idade (semanas)

Inicio do tratamento Inicio do tratamento
(G2eG3) (G4)

Figura 5 - O NP ndo modifica o peso corporal de camundongos Swiss machos alimentados com dieta controle.
Peso médio (+ EPM) semanal entre 6 e 20 semanas de vida de camundongos tratados com diferentes doses (0,05
ou 0,25 mg/kg/d) durante 14 ou 6 semanas. Dados analisados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo
teste de Newman-Keuls.
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Também n&o foi observada diferenca entre os grupos quando avaliado o ganho de peso
entre 6 e 14 semanas (periodo de tratamento com NP dos grupos 2 e 3, Figura 6A), entre 14 e
20 semanas (periodo de tratamento com NP do grupo 4, Figura 6B) e entre 6 e 20 semanas
(final do estudo, Figura 6C).
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Figura 6 - O NP ndo modifica o ganho de peso corporal de camundongos Swiss machos alimentados com dieta
controle. (A) Ganho de peso médio entre 6 e 14 semanas de vida. (B) Ganho de peso médio entre 14 e 20
semanas de vida. (C) Ganho de peso médio entre 6 e 20 semanas de vida. Camundongos tratados com diferentes
doses (0,05 ou 0,25 mg/kg/d) durante 14 ou 6 semanas. Dados apresentados como média + EPM. Dados
analisados por analise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-Keuls.
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N&o foi observada também diferenca entre os grupos com relacdo a ingestdo média
diéria de dieta (Figura 7), nos diferentes periodos de tempo analisados. N&o foi observada
diferenca do consumo hidrico medio diario entre os diferentes grupos analisados da 6% a 142
semanas de vida, ou da 14%* a 20 semanas de vida. Entretanto, quando analisados da 6% a 202
semanas, foi observado aumento do consumo hidrico nos animais que receberam a menor
dose de NP (0,05 mg/kg/d) durante 14 semanas (Figura 8).
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Figura 7 - O NP ndo modifica a ingestdo média diéria de dieta de camundongos Swiss machos alimentados com
dieta controle. Ingestdo média diaria de dieta (A) entre 6 e 14 semanas de vida, (B) entre 14 e 20 semanas de
vida e (C) entre 6 e 20 semanas de vida. G1: controle (dgua), G2: NP 0,05 mg/kg/d da 62 a 20% semanas de vida,
G3: NP 0,25 mg/kg/d da 62 a 20% semanas de vida, G4: NP 0,25 mg/kg/d da 14% a 20 semanas de vida. Dados
apresentados como média + EPM. Dados analisados por analise de variancia (ANOVA).
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Figura 8 — Efeito do NP sobre a ingestéo hidrica média diaria de camundongos Swiss machos alimentados com
dieta controle. Ingestdo hidrica média diaria (A) entre 6 e 14 semanas de vida, (B) entre 14 e 20 semanas de vida
e (C) entre 6 e 20 semanas de vida. G1: controle (agua), G2: NP 0,05 mg/kg/d da 62 a 20® semanas de vida, G3:
NP 0,25 mg/kg/d da 6* a 20* semanas de vida, G4: NP 0,25 mg/kg/d da 142 a 20® semanas de vida. Dados
apresentados como média + EPM. Dados analisados por analise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
Newman-Keuls. * p < 0,05 vs controle (G1).
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6.2 EFEITO DO NONILFENOL SOBRE A HOMEOSTASE DA GLICOSE

Na 142 semana de vida, apos 8 semanas de tratamento com NP (G2 0,05 mg/kg/d, G3
0,25 mg/kg/d), ndo foi observada diferenca da glicemia de jejum nos grupos tratados com

veiculo (G1 e G4, considerados um unico grupo nesta analise) ou NP (Figura 9).
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Figura 9 - O NP ndo modifica a glicemia de jejum de camundongos Swiss machos alimentados com dieta
controle. Camundongos tratados com diferentes doses (0,05 ou 0,25 mg/kg/d) de NP durante 8 semanas, da 62 a
142 semanas de vida. Dados apresentados como média + EPM e analisados por analise de varidncia (ANOVA).

Neste mesmo periodo (14% semana de vida), os camundongos foram submetidos ao
teste de tolerancia a glicose intraperitoneal. Apds 8 semanas de tratamento com a menor dose
de NP (0,05 mg/kg/d), foi observada redugdo da glicemia 30 minutos apds sobrecarga de
glicose, em relacdo ao grupo tratado com veiculo. No grupo tratado com a maior dose de NP
(0,25 mg/kg/d) durante 8 semanas, foi observada reducdo da glicemia 30 e 45 minutos apos a
sobrecarga de glicose, em relacdo ao grupo controle (Figura 10A). No grupo tratado com NP
na dose de 0,25 mg/kg/d, foi observada tendéncia de reducéo da area sob a curva da glicemia
em fungdo do tempo entre 0s grupos, apos sobrecarga de glicose, embora ndo estatisticamente
significativa (Figura 10B).



44

A
50— —o— Controle
—# NP 0,05 mg/kg/d, 8 sem
—— NP 0,25 mg/kg/d, 8 sem
2004
=
e
D 1504
E x
o
é **
8 1007 ,
©)
504
G L] L] L] L] L] L] L] L]
0 15 30 45 60 75 90 105 120
Tempo (min)
B
1000+
0) —
£ 800+
o
c
« 6001
:
S 400
2
©] J
= 200
<
0 T
G1+G4 G2 G3
Veiculo NP 0,05 NP 0,25

8 sem 8sem

Figura 10 — TTG (Teste de tolerancia a glicose): Efeito do NP sobre a glicemia p6s-sobrecarga intraperitoneal
de glicose em camundongos Swiss machos alimentados com dieta controle e tratados com veiculo (agua,
G1+G4) ou diferentes doses (G2 0,05 ou G3 0,25 mg/kg/d) de NP durante 8 semanas, da 62 a 142 semanas de
vida. Dados apresentados como média + EPM e analisados por analise de variancia (ANOVA) seguida do teste
de Newman-Keuls. * p < 0,05 G2 vs controle; ** p < 0,05 G3 vs controle. AUC: &rea sob a curva.

A partir da 14? semana, o grupo tratado com veiculo (agua) foi dividido em dois

grupos contendo 5 camundongos cada. Um dos grupos (G1) continuou a receber veiculo e o
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outro (G4), NP na dose de 0,25 mg/kg/d. Na 182 semana de vida, a homeostase da glicose foi
novamente avaliada pela determinacdo da glicemia de jejum e em resposta a sobrecarga
intraperitoneal de glicose. Neste periodo, correspondente a 12 (6% a 18* semanas de vida) ou 4
(14% a 18% semanas de vida) semanas de tratamento com NP, ndo foi observada diferenca da

glicemia em jejum em relacdo ao grupo tratado com veiculo (Figura 11).
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Figura 11 - O NP ndo modifica a glicemia de jejum de camundongos Swiss machos alimentados com dieta
controle. Camundongos tratados com diferentes doses (0,05 ou 0,25 mg/kg/d) de NP durante 12 semanas (G2 e
G3), da 6% a 18% semanas de vida, ou 4 semanas (G4), da 142 a 18? semanas de vida. Dados apresentados como
média + EPM e analisados por analise de variancia (ANOVA).

Neste mesmo periodo, foi observada reducédo significativa da glicemia em resposta a
sobrecarga intraperitoneal de glicose nos camundongos tratados durante 12 semanas com a
maior dose de NP (0,25 mg/kg/d), refletida em reducdo da area sob a curva da glicemia em
funcdo do tempo, apos administracdo de glicose por via intraperitoneal (Figuras 12 A e B). O
tratamento com NP na menor dose (0,05 mg/kg/d) durante 12 semanas ou com NP na maior
dose (0,25 mg/kg/d) durante 4 semanas ndo modificou a glicemia apds sobrecarga de glicose
(Figuras 12 A e B).
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Figura 12 — TTG (Teste de tolerancia a glicose): Efeito do NP sobre a glicemia pos-sobrecarga intraperitoneal
de glicose em camundongos Swiss machos alimentados com dieta controle e tratados com veiculo (G1) ou
diferentes doses de NP durante diferentes periodos de tempo (G2 0,05 mg/kg/d, 12 semanas; G3 0,25 mg/kg/d,
12 semanas; G4 0,05 mg/kg/d, 4 semanas), da 6% a 18 semanas de vida (G2 e G3) ou da 14? a 182 semanas de

vida (G4). Dados apresentados como média + EPM e analisados por analise de variancia (ANOVA) seguida do
teste de Newman-Keuls. * p < 0,05 vs controle. AUC: area sob a curva.
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Considerando a reducdo da glicemia em resposta a sobrecarga de glicose
intraperitoneal observada no grupo de camundongos tratados com NP na dose de 0,25
mg/kg/d durante 12 semanas, foi realizado, na 18% semana de vida, o teste de tolerancia a
insulina, com o objetivo de investigar possivel modificacdo da sensibilidade insulinica.
Entretanto, ndo foi observada diferenga da glicemia em resposta a administragdo da insulina
nos grupos tratados com NP, quando comparados ao grupo tratado com veiculo (Figura 13).
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Figura 13 — Efeito do NP sobre a glicemia p6s-sobrecarga intraperitoneal de insulina em camundongos Swiss
machos alimentados com dieta controle e tratados com veiculo (G1) ou diferentes doses de NP durante diferentes
periodos de tempo (G2 0,05 mg/kg/d, 12 semanas; G3 0,25 mg/kg/d, 12 semanas; G4 0,05 mg/kg/d, 4 semanas),
da 6% a4 182 semanas de vida (G2 e G3) ou da 14 a 182 semanas de vida (G4). Dados apresentados como média +
EPM e analisados por analise de variancia (ANOVA).

6.3 EFEITO DO NONILFENOL SOBRE A CONCENTRACAO SERICA DE
TRANSAMINASES E SOBRE O PERFIL LIPIDICO

Na 20? semana de vida, ap6s 14 semanas de tratamento com NP nas doses de 0,05
mg/kg/d (G2) ou 0,25 mg/kg/d (G3), ou apds 6 semanas de tratamento com NP na dose de
0,25 mg/kg/d, os camundongos foram eutanasiados e foi coletado sangue para avaliacdo

bioquimica.

Foi observada tendéncia de aumento da concentracdo sérica de aspartato

aminotransferase em todos os camundongos tratados com NP, embora ndo estatisticamente
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significativa (Figura 14A). Também foi observada tendéncia de aumento da concentracdo
sérica de alanina aminotransferase nos camundongos tratados com NP 0,05 mg/kg/d durante
14 semanas ou NP 0,25 mg/kg/d durante 6 semanas, porém nao estatisticamente significativa
(Figura 14B).
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Figura 14 — Efeito do NP sobre a concentracdo sérica de transaminases de camundongos Swiss machos
alimentados com dieta controle e tratados com veiculo (G1) ou diferentes doses de NP durante diferentes
periodos de tempo (G2 0,05 mg/kg/d, 14 semanas; G3 0,25 mg/kg/d, 14 semanas; G4 0,05 mg/kg/d, 6 semanas),
da 62 a 20 semanas de vida (G2 e G3) ou da 142 a 20% semanas de vida (G4). Dados apresentados como média +
EPM e analisados por analise de variancia (ANOVA). AST: aspartato aminotransferase; ALT: alanina
aminotransferase.

N&o foi observada diferenca significativa do perfil lipidico dos animais tratados com
NP em relagédo ao grupo controle (Figura 15).
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Figura 15 — Efeito do NP sobre o perfil lipidico de camundongos Swiss machos alimentados com dieta controle
e tratados com veiculo (G1) ou diferentes doses de NP durante diferentes periodos de tempo (G2 0,05 mg/kg/d,
14 semanas; G3 0,25 mg/kg/d, 14 semanas; G4 0,05 mg/kg/d, 6 semanas), da 6% a 20? semanas de vida (G2 e G3)
ou da 142 a 20? semanas de vida (G4). Dados apresentados como média + EPM e analisados por analise de
variancia (ANOVA). HDL.: lipoproteina de alta densidade; LDL.: lipoproteina de baixa densidade.

6.4 EFEITO DO NONILFENOL SOBRE A MASSA DE DIFERENTES DEPOSITOS DE
TECIDO ADIPOSO E SOBRE A MASSA DO FIGADO

Né&o foi observada modificacdo da massa adiposa visceral epididimal (Figuras 16A) ou
retroperitoneal (Figura 16B) nos camundongos tratados com NP, em relacdo ao grupo

controle.
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Figura 16 — Efeito do NP sobre a massa de tecido adiposo branco visceral (A) epididimal e (B) retroperitoneal
de camundongos Swiss machos alimentados com dieta controle e tratados com veiculo (G1) ou diferentes doses
de NP durante diferentes periodos de tempo (G2 0,05 mg/kg/d, 14 semanas; G3 0,25 mg/kg/d, 14 semanas; G4
0,05 mg/kg/d, 6 semanas), da 6 a 20% semanas de vida (G2 e G3) ou da 142 a 20 semanas de vida (G4). Dados
apresentados como média + EPM e analisados por analise de variancia (ANOVA). TAB: tecido adiposo branco.

Foi observada reducdo da massa adiposa subcutanea inguinal nos camundongos
tratados com a maior dose de nonilfenol (0,25 mg/kg/d) durante 14 e 6 semanas (Figura 17).
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Figura 17 — Efeito do NP sobre a massa de tecido adiposo branco subcutineo inguinal de camundongos Swiss
machos alimentados com dieta controle e tratados com veiculo (G1) ou diferentes doses de NP durante diferentes
periodos de tempo (G2 0,05 mg/kg/d, 14 semanas; G3 0,25 mg/kg/d, 14 semanas; G4 0,05 mg/kg/d, 6 semanas),
da 62 a 20 semanas de vida (G2 e G3) ou da 142 a 20% semanas de vida (G4). Dados apresentados como média +
EPM e analisados por analise de variancia (ANOVA) seguido pelo teste de Newman-Keuls. * p < 0,05 vs G1
(controle). TAB: tecido adiposo branco.
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Foi observada tendéncia de reducdo da massa adiposa marrom interescapular nos
camundongos tratados durante o maior periodo de tempo com NP (14 semanas), nas doses de
0,05 e 0,25 mg/kg/d, embora ndo estatisticamente significativa (Figura 18). A mesma

tendéncia ndo foi observada nos camundongos tratados durante 6 semanas (Figura 18).
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Figura 18 — Efeito do NP sobre a massa de tecido adiposo marrom interescapular de camundongos Swiss
machos alimentados com dieta controle e tratados com veiculo (G1) ou diferentes doses de NP durante diferentes
periodos de tempo (G2 0,05 mg/kg/d, 14 semanas; G3 0,25 mg/kg/d, 14 semanas; G4 0,05 mg/kg/d, 6 semanas),
da 6% & 202 semanas de vida (G2 e G3) ou da 14 a 20? semanas de vida (G4). Dados apresentados como média +
EPM e analisados por analise de variancia (ANOVA). TAM: tecido adiposo marrom.

N&o foi observada modificacdo da massa do figado (Figura 19A), coracdo (Figura
19B) ou rins (Figura 19C) nos camundongos tratados com NP, quando comparados ao grupo

controle.
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Figura 19 — Efeito do NP sobre a massa de diferentes orgdos. (A) do figado, (B) do coragdo e (C) dos rins de
camundongos Swiss machos alimentados com dieta controle e tratados com veiculo (G1) ou diferentes doses de
NP durante diferentes periodos de tempo (G2 0,05 mg/kg/d, 14 semanas; G3 0,25 mg/kg/d, 14 semanas; G4 0,05
mg/kg/d, 6 semanas), da 6* a 20% semanas de vida (G2 e G3) ou da 14* a 20 semanas de vida (G4). Dados
apresentados como média + EPM e analisados por analise de variancia (ANOVA).



6.5 EFEITO DO NONILFENOL SOBRE CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DO
TECIDO ADIPOSO E DO FIGADO

Foram avaliadas as caracteristicas histologicas do tecido adiposo marrom, tecido
adiposo branco epididimal inguinal e figado dos camundongos tratados com veiculo (grupo
controle) ou diferentes doses de NP, durante diferentes periodos de tempo.

A avaliacdo histoldgica, qualitativa, foi sugestiva de aumento do conteudo lipidico no
tecido adiposo marrom interescapular dos camundongos tratados com NP nas doses de 0,05 e
0,25 mg/kg/d, durante 14 semanas, quando comparados com 0S camundongos no grupo
controle (Figuras 20B e 20C). Este acimulo foi menos acentuado nos animais tratados com
0,25 mg/kg/d de NP durante 6 semanas (Figura 20D).

Figura 20 — Efeito do NP sobre caracteristicas histoldgicas do tecido adiposo marrom interescapular de
camundongos Swiss machos alimentados com dieta controle e tratados com (A) veiculo, (B) NP 0,05 mg/kg/d
durante 14 semanas, (C) NP 0,25 mg/kg/d durante 14 semanas ou (D) NP 0,25 mg/kg/d durante 6 semanas.
Aumento de 10X e escala de 50 micrometros.




54

A andlise histoldgica do figado foi sugestiva de aumento do conteudo lipidico no
figado dos camundongos tratados com NP em diferentes doses e diferentes periodos de
tempo, quando comparados com os camundongos no grupo controle (Figura 21). Este
acumulo pareceu ser mais acentuado nos animais tratados com NP na dose de 0,25 mg/kg/d
durante 14 semanas (Figura 21C) e menos acentuado nos animais tratados com esta mesma
dose, porém durante apenas 6 semanas (Figura 21D).

Figura 21 — Efeito do NP sobre caracteristicas histologicas do figado de camundongos Swiss machos
alimentados com dieta controle e tratados com (A) veiculo, (B) NP 0,05 mg/kg/d durante 14 semanas, (C) NP
0,25 mg/kg/d durante 14 semanas ou (D) NP 0,25 mg/kg/d durante 6 semanas. Aumento de 10X e escala de 50
micrometros.

A analise histologica do tecido adiposo branco inguinal foi sugestiva de aumento do

didmetro dos adipocitos, neste depdsito, dos camundongos tratados com a maior dose de NP
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(0,25 mg/kg/d) durante 14 (Figura 22B) e 6 (Figura 22C) semanas, quando comparados aos
animais no grupo controle (Figura 22A). Esta mesma tendéncia ndo foi observada nos animais
tratados com a menor dose de NP (0,05 mg/kg/d) durante 14 semanas (Figura 22B).

Figura 22 — Efeito do NP sobre caracteristicas histologicas do tecido adiposo branco inguinal de camundongos
Swiss machos alimentados com dieta controle e tratados com (A) veiculo, (B) NP 0,05 mg/kg/d durante 14
semanas, (C) NP 0,25 mg/kg/d durante 14 semanas ou (D) NP 0,25 mg/kg/d durante 6 semanas. Aumento de
10X e escala de 50 micrometros.

N&o foi observada diferenca do tamanho dos adipdcitos brancos viscerais epididimais
entre os camundongos tratados com diferentes doses de NP, durante diferentes periodos de

tempo, e 0s animais no grupo controle (Figura 23).
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Figura 23 — Efeito do NP sobre caracteristicas histolégicas do tecido adiposo branco epididimal de
camundongos Swiss machos alimentados com dieta controle e tratados com (A) veiculo, (B) NP 0,05 mg/kg/d
durante 14 semanas, (C) NP 0,25 mg/kg/d durante 14 semanas ou (D) NP 0,25 mg/kg/d durante 6 semanas.
Aumento de 10X e escala de 50 micrometros.
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7 DISCUSSAO

Todos os anos, toneladas de substancias sintéticas e naturais sdo lancadas no meio
ambiente e, entre elas, numero consideravel é de DE. Muitas sdo também bioacumulativas,
persistentes, lipofilicas e tém baixa pressao de vapor, o que facilita a disperséo e difusdo no
meio ambiente (BILA, 2007). A identificagdo de seus efeitos em animais é complexa, por
diversos aspectos. A exposicdo aos DE ndo esta limitada a apenas uma substancia, mas a uma
combinacdo delas (KNEZ, 2013). Além disso, um DE pode apresentar efeito aditivo ou
sinérgico com outro (KORTENKAMP, 2007). Estes aspectos fazem com que os estudos em
ambientes controlados, com a exposi¢do a um Unico DE, sejam essenciais a compreensdo dos

efeitos de um DE especifico.

A atividade desreguladora enddcrina destas substancias inicialmente identificada foi
sobre o sistema reprodutivo. Entretanto, recentemente vém sendo apontadas também como
candidatas na fisiopatologia de doencas metabdlicas como obesidade e diabetes mellitus tipo
2 (CASALS-CASAS et al., 2011; HECTORS et al., 2011). A associacdo entre DE e doencas
metabdlicas se deu a partir de estudo que mostrou o potencial adipogénico do DE
tributilestanho em cultura de células e, também, a associacao entre a exposicao a este DE na
vida intrauterina e o desenvolvimento de obesidade no periodo pos-natal (GRUN et al., 2006).
A partir destes dados, foi formulada a hip6tese obesogénica, segundo a qual a exposicdo a
poluentes ambientais no inicio da vida ou ao longo da vida teria papel no desenvolvimento da
obesidade (GRUN et al., 2006). Estudos posteriores confirmaram esta hipétese e associaram,
em humanos, a exposicdo aos DE a distlrbios metabdlicos relacionados a obesidade, como
resisténcia a insulina, diabetes mellitus tipo 2 e sindrome do ovario policistico (CASALS-
CASAS et al., 2011; HATCH et al., 2010; NEWBOLD, 2010; BEN-JONATHAN N et al.,
2009).

O nonilfenol pertence ao grupo dos etoxilatos de alquilfenois, utilizados na producdo
de tintas, cosméticos, pesticidas, surfactantes e detergentes industriais (GHISELLI e
JARDIM, 2007). Uma série de efeitos adversos da exposi¢do ao nonilfenol ja foi descrita em
mamiferos e outros grupos animais, incluindo efeitos estrogénicos, tdxicos e carcinogénicos
(SPADOTO, 2013; LAWS, 2000; WATANABE et al.,, 2004). Mais recentemente, foi
associado também a disturbios metabdlicos, na medida em que foi identificado seu potencial
de induzir estresse oxidativo (PALERMO, 2012), adipogénese (HAO et al., 2012) e
comprometimento da sinalizacdo insulinica (JUBENDRADASS, 2012).
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O potencial adipogénico do nonilfenol foi investigado previamente em cultura e in
vivo. Em linhagens celulares induzidas a se diferenciar em adipdcitos em cultura, seu
potencial adipogénico ndo esta completamente definido, uma vez que alguns estudos
conduzidos em condicdes semelhantes mostram resultados conflitantes. Alguns indicam sua
capacidade de estimular a adipogénese (HAO et al., 2012), ao passo que outros indicam efeito
supressor sobre a adipogénese (MASUNO et al., 2003; MASUNO et al., 2005; PEREIRA-
FERNANDES et al., 2013). In vivo, foi observado que a exposi¢cdo aguda (24 horas) de
camundongos ao nonilfenol induz a expressdao de genes relacionados a adipogénese e
lipogénese no figado e tecido adiposo (HAO et al., 2012) e que a exposi¢do de camundongos
a este DE na vida intrauterina induz obesidade no periodo pos-natal (HAO et al., 2012).

Para nosso conhecimento, ndo havia estudos prévios que avaliaram o efeito da
exposicdo concorrente e cronica ao nonilfenol, fora do periodo de desenvolvimento (vida
intrauterina e periodo neonatal), sobre o peso corporal e variaveis metabolicas. Desta forma, o
presente estudo visou analisar se a exposicdo de camundongos machos ao nonilfenol (NP),
desde o desmame até a vida adulta, ou somente durante a vida adulta, acarreta modificacbes
do peso corporal, de depositos especificos de gordura e da homeostase da glicose. As doses de
nonilfenol utilizadas, de 0,05 e 0,25 mg/kg/d na a4gua de beber, foram selecionadas com base
em estudo anterior em que foi descrito o potencial obesogénico da exposic¢éo ao nonilfenol na
vida intrauterina e neonatal precoce (HAO et al., 2012) e em estudos prévios com este DE que
investigaram o efeito de doses superiores sobre outros desfechos e ndo observaram sinais de
toxicidade (NAGAO et al., 2001; GREEN et al., 2003). Assim, as doses utilizadas foram
consideradas seguras para a exposicao cronica.

Para avaliar o efeito da exposicdo ao nonilfenol desde o desmame até a vida adulta,
um grupo de camundongos recebeu 0,05 mg/kg/d do DE na agua de beber, a partir da 62
semana de vida até a vigésima semana de vida, e outro grupo, 0,25 mg/kg/d, no mesmo
periodo. Para investigar o efeito da exposi¢do ao nonilfenol apenas na vida adulta, um grupo
recebeu o DE, na dose de 0,25 mg/kg/d, entre a 14? e a 20% semana de vida. Nao foi observada
modificagdo significativa do peso corporal dos animais tratados com nonilfenol,
independentemente da dose e do tempo de exposicdo, embora tenha sido verificada tendéncia
de menor peso em todos os grupos tratados com o DE. Estes resultados diferem daqueles
descritos em estudos que investigaram o efeito da exposi¢do ao nonilfenol na vida intrauterina
sobre o desenvolvimento de obesidade (HAO et al., 2012; ZHANG et al., 2014). Esta

divergéncia sugere que o efeito adipogénico mais expressivo do nonilfenol, traduzido em
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aumento da quantidade de tecido adiposo, ocorra apenas quando da exposi¢do na vida
intrauterina, um periodo critico do desenvolvimento do deste tecido (NEWBOLD, 2010). Este
efeito poderia, assim, ndo ser observado quando a exposicdo se da depois do completo
desenvolvimento do tecido.

Depois de completar o seu desenvolvimento, o tecido adiposo mantém-se altamente
dindmico, em um processo de remodelamento constante caracterizado pela morte de
adipdcitos e sua reposicao por células recem-diferenciadas (LEE et al., 2010). Este processo
pode ser influenciado por diversos fatores fisioldgicos e patolgicos (LEE et al., 2010). E
possivel que, fora do periodo critico de desenvolvimento, a exposi¢do ao nonilfenol influencie
0 remodelamento do tecido adiposo e resulte em efeitos menos pronunciados sobre a
guantidade de tecido adiposo ou mesmo sobre sua funcdo. De fato, embora ndo tenha sido
observada diferenca de peso corporal nos camundongos tratados com nonilfenol em relacao
aos que receberam veiculo, foi observada reducdo da massa adiposa subcutanea inguinal nos
animais tratados com a dose de 0,25 mg/kg/d do DE, durante 14 e 6 semanas. Nestes grupos,
observou-se também tendéncia de aumento do didmetro dos adipdcitos neste depdsito de
tecido adiposo. Estes resultados poderiam sugerir efeito remodelador do nonilfenol sobre o
tecido adiposo branco subcutaneo. Em concordancia com esta possibilidade, esta a descricéo
prévia do efeito remodelador sobre o tecido adiposo de alguns DE que modificam atividade
dos esteroides sexuais (GRUN E BLUMBERG, 2009). Sendo o nonilfenol um DE com
atividade estrogénica bem estabelecida (WATANABE et al., 2004), este aspecto poderia
explicar seu efeito sobre a massa adiposa inguinal e suas caracteristicas histologicas.

Os outros depdsitos de tecido adiposo analisados, visceral epididimal e retroperitoneal,
e marrom interescapular, ndo tiveram sua massa modificada em resposta ao nonilfenol.
Entretanto, é importante destacar que no tecido adiposo marrom interescapular foi observado
aumento do acimulo intracelular de lipideos, a semelhanca do que foi observado no tecido
adiposo inguinal (tendéncia de aumento do diametro das celulas, que traduz aumento do
acumulo lipidico). O aumento do acumulo lipidico nestes depdsitos, na auséncia de aumento
de sua massa (ou mesmo redugdo, no caso da massa adiposa inguinal), poderia sugerir
reducdo concomitante do nimero de células nestes sitios. Entretanto, estes aspectos ndo foram
analisados no presente estudo.

A exposicdo aos DE é associada também a aumento do risco de diabetes em algumas
populagdes, independentemente da presenca de obesidade (LEE et al., 2006; NING et al.,
2011; SUN et al., 2012). Estudos em modelos animais e in vitro vém sugerindo possiveis

mecanismos para explicar esta associacdo. Muitos estudos em cultura de células indicam que
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os DE podem comprometer a secregdo ou agdo da insulina (RUZZIN et al., 2010; HURST et
al., 2003; NOVELLI et al., 2005). Em estudos in vivo, foi observado que a exposi¢do de
camundongos a DE compromete a funcdo secretoria da célula beta pancreatica e a sinalizacao
insulinica (ALONSO-MAGDALENA et al., 2006; BATISTA et al., 2012). Outro estudo
envolvendo exposigdo concorrente a uma mistura de DE, no entanto, mostrou melhora da
sensibilidade insulinica e da tolerancia a glicose de camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica (IBRAHIM et al., 2012).

Para nosso conhecimento, o efeito da exposicdo concorrente crdnica ao nonilfenol
sobre a homeostase da glicose néo foi previamente analisado. No presente estudo, foi avaliada
a glicemia de jejum e a tolerdncia a glicose de camundongos alimentados com dieta
normolipidica e que receberam nonilfenol desde o desmame até a vida adulta ou somente
durante a vida adulta.

Nos grupos de camundongos expostos ao nonilfenol nas doses de 0,05 ou 0,25
mg/kg/d durante 8 semanas, a partir do desmame (6 semana), ndo foi observada alteracdo da
glicemia de jejum ou da area sob a curva da tolerancia a glicose, embora no grupo que
recebeu a maior dose de nonilfenol a glicemia 30 e 60 min apds a administracdo de
sobrecarga intraperitoneal de glicose tenha sido significativamente inferior a dos animais no
grupo controle. Uma possivel explicacdo é que a exposicao ao nonilfenol, nas doses testadas e
durante o periodo de tempo analisado, ndo cause efeitos adversos sobre os tecidos chave
envolvidos na homeostase da glicose, a saber pancreas, figado, tecido adiposo e musculo
esquelético. E possivel, ainda, que a exposicdo ao nonilfenol, na maior dose testada (0,25
mg/kg/d) apresente efeito positivo sobre a tolerancia a glicose, uma vez que 0s animais
tratados com esta dose apresentaram tendéncia de glicemias menores ap6s a sobrecarga oral
de glicose.

A avaliacdo da homeostase da glicose, realizada apds 12 semanas de exposicdo ao
nonilfenol nas doses de 0,05 e 0,25 mg/kg/d, a partir da 62 semana de vida, ndo mostrou
modificacdo da glicemia de jejum ao grupo controle, porém mostrou melhora da tolerancia a
glicose, indicada por menor area sob a curva da glicemia ap0s sobrecarga intraperitoneal de
glicose, nos camundongos tratados com 0,25 mg/kg/d de nonilfenol. Estes resultados
confirmaram a tendéncia observada ap0s exposicdo a esta dose do nonilfenol durante 8
semanas. A discrepancia entre o efeito do nonilfenol sobre a glicemia de jejum e sobre a
glicemia ap0s sobrecarga de glicose pode refletir seu efeito diferencial sobre os mecanismos
envolvidos na determinagdo da glicemia nestas duas situagdes, jejum e pds-sobrecarga de

glicose.
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Para investigar o efeito do nonilfenol, administrado em diferentes doses e durante
diferentes periodos, sobre a sensibilidade & insulina, foi realizado o teste de tolerancia
insulinica. Nao houve diferenca da glicemia dos animais nos diferentes grupos, em resposta a
insulina, sugerindo que o nonilfenol ndo modificou a acdo da insulina em promover a
captacdo de glicose nos tecidos chave de acdo da insulina. A observagdo de melhora da
tolerdncia a glicose na auséncia de alteracdo da sensibilidade a insulina poderia sugerir efeito

favoravel do nonilfenol sobre a funcéo secretoria da célula beta pancreatica.

N&o foram observadas também modificacbes do perfil lipidico, em particular da
concentracdo sérica de colesterol total, colesterol HDL, colesterol LDL e triglicerideos. Esses
resultados sugerem que o nonilfenol, nas doses e periodos de tempo testados, ndo influencia o
metabolismo lipidico analisado por estes marcadores, e € consistente com a auséncia de
alteracOes observadas no peso corporal e na glicemia de jejum, além da auséncia de impacto

negativo sobre a tolerancia a glicose.

A determinacdo da concentracdo sérica de enzimas hepéticas transaminases (ALT e
AST) ndo evidenciou alteracGes significativas nos grupos tratados com nonilfenol em relagédo
ao grupo controle, embora tenha sido observada tendéncia de aumento da concentracdo de
AST em todos os grupos tratados com o DE estudado. Também ndo foi observada alteragéo
da massa do figado, em relacdo ao peso corporal, nos grupos tratados com nonilfenol. As
enzimas hepaticas representam importantes indicadores de dano hepatocelular (MARTIN et
al., 1981; MILLER & GONCALVES, 1999; ALHABORI et al., 2002), de modo que a
tendéncia de aumento da concentracdo sérica de AST nos grupos que receberam o nonilfenol
pode sugerir efeito hepatotoxico, ainda que discreto. Em concordancia com este achado, a
analise histoldgica do figado sugeriu aumento do acumulo lipidico. Embora a causa mais
comum de deposicdo hepética de lipideos seja a sindrome metabdlica, que inclui a obesidade
e o diabetes mellitus tipo 2 (ambos ndo observados neste estudo), pode ser também secundaria

a fatores ambientais toxicos (KNEEMAN et al., 2012), como é o caso do nonilfenol.

Em um estudo prévio, foi observado que o nonilfenol, administrado nas doses de 2, 10
e 50 mg/kg/d, durante 30 dias, a ratos Sprague-Dawley machos, induziu esteatose hepatica,
acompanhada de aumento da concentracdo sérica de enzimas hepéticas e perfil de expressao
génica no figado indicativo de acimulo lipidico, apoptose e estresse oxidativo (KOUROUMA
et al., 2015). Embora os dados do presente estudo tenham sugerido também que o nonilfenol é

capaz de induzir esteatose hepatica, ndo foi observado aumento significativo da concentracao
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sérica de transaminases. E possivel que esta diferenca entre o presente estudo e o estudo de
(KOUROUMA ET AL., 2012) se deva as diferentes doses de nonilfenol administradas (0,25

mg/kg/d vs 2, 10 e 50 mg/kg/d), ou mesmo as diferencas do periodo do tratamento.

Estudos prévios sugeriram o potencial nefrotoxico do nonilfenol. Foi observado que o
nonilfenol (2 mg/kg/d, por 24 semanas) foi capaz de acentuar as lesdes renais induzidas por
adenina em ratos Wistar (YEN et al., 2012A; YEN et al., 2012B), e que este DE (25 mg/kg/d,
50 dias), administrado também a ratos Wistar, foi capaz de induzir estresse oxidativo renal
(KORKMAZ et al., 2011). O presente estudo ndo foi desenhado para avaliar o efeito do
nonilfenol sobre o rim e as doses utilizadas foram consideravelmente inferiores as utilizadas
nos estudos prévios descritos. Nao foi observada alteracdo da massa renal, sugerindo auséncia
de dano renal crénico significativo. Entretanto, esta conclusdo é limitada pela auséncia de

outras avaliagdes relacionadas a fungéo renal.

N&o foram observadas alteracBes da massa cardiaca no presente estudo, que também
nédo foi desenhado para avaliar potenciais efeitos do nonilfenol sobre o coracdo. N&o foram
encontrados estudos prévios, in vivo, que avaliassem o efeito deste DE sobre a estrutura ou
funcdo cardiacas. Estudos ex vivo, envolvendo cultura de midcitos (GAO et al., 2015) ou
coragdes isolados (WANG et al., 2013), entretanto, descreveram efeitos cardiotoxicos do

nonilfenol.

A auséncia de efeitos do nonilfenol sobre a massa de 6rgdos e tecidos analisados no
presente estudo, assim como a observacdo de que os animais tratados com este DE néo
apresentaram reducdo do consumo de dieta ou agua, sugerem que o tratamento durante 14
semanas (com as doses de 0,05 e 0,25 mg/kg/d) ou 6 semanas (com a dose de 0,25 mg/kg/d)
ndo tenha apresentado toxicidade significativa. E pouco provavel, assim, que a auséncia do
efeito obesogénico do nonilfenol observada no presente estudo tenha sido devida a sua
toxidade. Como mencionado anteriormente, as doses utilizadas foram selecionadas a partir de
estudo prévio em que camundongos fémeas foram expostas ao nonilfenol desde o 12° dia de
gestacdo até o 7° dia de lactacdo (HAO et al., 2012), e foram inferiores as utilizadas em
estudos que investigaram a toxicidade do nonilfenol (NAGAO et al., 2001; GREEN et al.,
2003). Além disso, embora ndo avaliado objetivamente, ndo foram observadas caracteristicas

gue sugerissem comprometimento dos animais.

Em sintese, nossos dados sugerem que a exposi¢do ao nonilfenol fora do periodo de

desenvolvimento ndo apresente efeito obesogénico. O nonilfenol ndo induziu ganho de peso
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de camundongos tratados com as doses de 0,05 e 0,25 mg/kg/d desde o desmame até a vida
adulta (por um total de 14 semanas), ou com a dose de 0,25 mg/kg/d durante a vida adulta por
um total de 6 semanas). O tratamento com a maior dose (0,25 mg/kg/d) induziu, apés 12
semanas, melhora da tolerancia a glicose administrada por via intraperitoneal, em animais
alimentados com dieta normolipidica, sem modificar a sensibilidade insulinica avaliada pelo
teste de tolerancia a insulina e sem modificar o perfil lipidico. Além disso, o tratamento com
0,25 mg/kg/d de nonilfenol foi capaz de reduzir a massa adiposa subcutanea inguinal e,
independentemente da dose ou periodo de tratamento, o nonilfenol foi capaz de induzir

acumulo lipidico no figado e tecido adiposo marrom.

A reducdo da massa adiposa subcutanea, aléem do acumulo lipidico no figado
(esteatose hepatica) e também no tecido adiposo marrom, séo associados a obesidade visceral,
resisténcia insulinica, dislipidemia e hiperglicemia (WAJCHENBERG, 2010). Embora, no
presente estudo, tenha sido observada reducdo da massa adiposa inguinal (subcutanea) e
acumulo lipidico no figado e tecido adiposo marrom interescapular, ndo foram observadas
alteragBes metabdlicas desfavordveis. De forma inesperada, foi observada melhora da
tolerancia a glicose apds 12 semanas de tratamento com nonilfenol na dose de 0,25 mg/kg/d.
A auséncia de alteracdes metabdlicas significativas pode ser devida as baixas doses utilizadas
em um modelo animal alimentado com dieta normolipidica, sem a presenca de condicdes
adicionais que determinem alteragbes metabélicas. E possivel, assim, que a administracio
destas mesmas doses de nonilfenol a modelos murinos de obesidade e sindrome metabdlica

resulte em impacto metabodlico desfavoravel.

Existe grande preocupacdo quanto a exposicdo humana a DE ambientais e a
contribuicdo destes para o desenvolvimento de doencas humanas. A identificacdo destas
substancias, de seus efeitos e de seus mecanismos de acdo é fundamental para que se
elaborem estratégias efetivas para minimizar seus efeitos sobre a saude humana visto que €
impossivel ndo ter contato com essas substancias desreguladoras enddcrinas. Quanto ao
nonilfenol, os dados do presente estudo sdo insuficientes para elucidar seu efeito sobre a
homeostase metabolica. Estudos futuros sdo necessarios para melhor explorar os efeitos do
nonilfenol. Idealmente, estes estudos devem investigar os efeitos de diferentes doses e
periodos de exposic¢ao, em modelos de animais saudaveis ou com situacfes que predisponham

a obesidade, a semelhanca do que ocorre em humanos.
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8 CONCLUSAO
Os dados do presente estudo permitem concluir que o nonilfenol, administrado nas
doses de 0,05 mg/kg/d ou 0,25 mg/kg/d, da 6* a 202 semanas de vida, ou na dose de 0,25

mg/kg/d, da 142 a 20* semanas de vida, em relacdo ao grupo controle:

e N&o modificou a massa corporal ou 0 ganho de massa corporal.

¢ N&o modificou a ingestdo de energia.

e Aumentou o consumo hidrico no grupo que recebeu NP na concentracdo de (0,05
mg/kg/d) durante 14 semanas, € ndo nos demais grupos.

¢ N&o modificou a glicemia de jejum.

¢ Na dose de 0,25 mg/kg/d, administrada da 6% a 20* semanas, aumentou a tolerancia a
glicose, e ndo modificou esta varidvel nos grupos que receberam a outra dose testada
ou que foi tratado somente durante a vida adulta.

e Na&o modificou a sensibilidade insulinica.

¢ N&o modificou a concentracdo sérica de AST e ALT, embora tenha havido tendéncia
de aumento em todos os grupos tratados com nonilfenol.

¢ N&o modificou o perfil lipidico.

e N&o modificou a massa de tecido adiposo branco visceral epididimal ou
retroperitoneal.

¢ Na dose de 0,25 mg/kg/d, administrada do desmame a vida adulta ou somente durante
a vida adulta, reduziu a massa de tecido adiposo branco subcutaneo inguinal.

¢ N&o modificou a massa de tecido adiposo marrom interescapular.

¢ N&o modificou a massa do figado, rins e coracao.

e Aumentou o acumulo lipidico no tecido adiposo marrom interescapular, figado e

tecido adiposo branco subcutaneo inguinal.
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ANEXO A
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ANEXO B

Histologia
Preparo de laminas histoldgicas
Fixacdo de tecidos

Fragmentos de tecido adiposo branco visceral (epididimal), tecido adiposo branco
subcutaneo (inguinal) e tecido adiposo marrom (interscapular) coletados foram imediatamente
armazenados em tubos contendo solucdo fixadora (paraformaldeido 4% v/v em PBS, recém-
preparada) até o seu processamento.

Fragmentos de figado foram mantidos no paraformaldeido 4% por 24 horas e entdo
foram transferidos para outra solucdo fixadora, Bouin (75 mL de &cido picrico, 25 mL de
formol, 5 mL de &cido acético) por 4 h, lavados varias vezes em solucdo de alcool etilico 50%
(v/v) e depois conservados em &lcool etilico 70% (v/v) até o seu processamento.
Desidratacéo e inclusdo em parafina

Este processo de inclusdo do tecido na parafina foi realizado manualmente, como
descrito a seguir. Para a realizagcdo do processo inclusdo, fragmentos de figado mantidos no
alcool etilico 70% foram transferidos para cassetes tradicionais de histologia. Inicialmente os
cortes de tecidos conservados foram submetidos a desidratacdo em alcoois em concentracdes
progressivas 1 hora em cada alcool (alcool 70% - v/v, alcool 80%-v/v, alcool 90% -v/v e
alcool absoluto [2 banhos]). Os fragmentos de tecido adiposo foram transferidos para cassetes
tradicionais de histologia e antes do banho no alcool 70% (v/v) passaram por banhos de 1
hora em alcoois de 30% (v/v) e 50% (v/v) respectivamente.

Apbs a desidratacdo os tecidos passam pela diafanizacdo por imersdo em solucdo de
alcool absoluto e tolueno (v/v) por 1 hora, seguido por dois banhos de 1 hora em tolueno
absoluto, um banho de 30 minutos em tolueno e parafina a 60°C (v/v) e por ultimo, foram
feitos 3 banhos por uma hora em parafina (Paraplast, Leica Biosystems, Alemanha) fundida
na estufa (60 °C). Apds os 3 banhos de parafina, os cortes de tecidos foram fixados na
parafina em posicao vertical e no fundo da forma, com o auxilio de uma pinga pré-aquecida.

O material parafinizado foi mantido em temperatura ambiente até a realizacdo de
cortes de tecido no micrétomo (Rotary microtome, modelo RM2125, Leica Biosystems,

Alemanha).
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ANEXO C

Coloracédo com hematoxilina-eosina

As laminas foram coradas com hematoxilina-eosina. Para a realizacdo desta etapa, elas
foram imersas em xilol (3 banhos por 2 minutos), alcool etilico absoluto (3 banhos por 2
minutos), alcool etilico 95% (1 banho por 2 minutos), alcool etilico 80% (1 banho por 2
minutos), alcool etilico 70% (1 banho por 2 minutos), alcool etilico 50% (1 banho por 2
minutos), lavadas em agua corrente por 3 minutos, lavadas em &gua destilada e imersas em
solucdo de hematoxilina de Harris por 2 minutos as amostras de figado e 5 minutos as de
tecido adiposo (5 mg hematoxilina, 50 mL de alcool absoluto, 100 mg de alimen de potassio,
2, 5 g de 6xido vermelho de mercurio, 1000 mL de 4gua destilada). Posteriormente as ldaminas
foram lavadas em &gua corrente até tirar o excesso de hematoxilina, mergulhadas em agua
destilada, imersas rapidamente em &lcool &cido (&cido cloridrico 1% em &lcool 70%) e
novamente lavadas em agua destilada.

Para imersdo em eosina, as laminas foram inicialmente imersas em solucdo Scott,
lavadas em agua corrente, lavadas em agua destilada, retirou-se o excesso de dgua destilada e
entdo as laminas foram imersas em eosina alcoolica 1% por 1 minuto. Em seguida as laminas
foram imersas em dalcool etilico 95%-v/v (3 banhos sendo 1 minuto cada), alcool etilico
absoluto (6 banhos de 1 minuto cada). Para finalizacdo do processo de coloracdo, as laminas
foram imersas em xilol (3 banhos de 1 minuto cada). No tecido adiposo, a eosina utilizada é a
eosina aquosa 1% com 0,05 mg de acido fosfotingstico (banho de 5 minuto), lava as laminas
com agua destilada, coloca-as para secar em temperatura ambiente e ja é feita a montagem das
l&minas.

Para a montagem das laminas, ap0s estarem secas as laminas, usou-se meio sintético
Entellan (Entellan new, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) e laminula para finalizagcdo da
mesma e posterior analise microscopica.

As imagens dos cortes de tecidos foram capturadas por uma camera digital acoplada a
um microscopio de luz (Axio imager Al, Zeiss Inc., Jena, Alemanha) com aumento de 10

VEeZes.



