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RESUMO

A obesidade afeta grande parte da populacdo mundial, tornando-se um fator de risco
para doencas como hipertensdo, doencas cardiovasculares e diabetes tipo 2. Além da
alimentacdo, fatores genéticos e estilo de vida, a obesidade pode estar associada a
exposicdo de poluentes quimicos capazes de funcionar como desreguladores
endacrinos (DE). O cloreto de tributilestanho (TBTC) caracterizado como DE é capaz
de ativar os receptores nucleares PPARy e RXR, promovendo a adipogénese. Neste
contexto, este estudo investigou os efeitos diretos do TBTC no metabolismo de
camundongos C57BI/6 submetidos a dieta normolipidica ou dieta hiperlipidica. Os
camundongos alimentados com dieta normolipidica foram tratados com TBTC -
diluido na 4gua de beber, nas concentracbes de 1, 5, ou 25 pg/Kg, e apresentaram
tendéncia de maior ganho de massa corporal com o tratamento de TBTC na
concentragdo de 5 pg/kg. Os animais alimentados com a dieta hiperlipidica e induzidos
a hiperglicemia foram tratados com rosiglitazona 10 mg/Kg ou GQ-16 40 mg/Kg
(ambos compostos sensibilizantes de insulina), ou TBTC nas concentragdes de 1 ou
5 pg/kg. Os animais tratados com rosiglitazona e GQ-16 apresentaram 0s niveis
glicémicos reduzidos, porém o mesmo nédo foi observado para os animais tratados
com TBTC. Nao houve diferenca estatistica significante entre os grupos no que se
refere as massas do tecido adiposo branco e ao consumo de 4gua e dieta, tanto nos
animais alimentados com a dieta normolipidica quanto hiperlipidica. No tecido adiposo
marrom dos animais alimentados com a dieta hiperlipidica, o grupo tratado com
rosiglitazona apresentou um aumento na massa enquanto o grupo tratado com GQ-
16 apresentou uma reducdo na massa quando comparados ao controle. Neste mesmo
tecido, rosiglitazona e TBTC 5 pg/kg, na analise morfolégica, mostraram um maior
acumulo de lipidios. Também foi observado no tecido hepatico dos animais
alimentados com dieta hiperlipidica, uma maior quantidade de gotas lipidicas nos
hepatdcitos dos grupos tratados com rosiglitazona e TBTC 5 ug/Kg. Estes resultados
sugerem que o TBTC na concentracao de 5 pug/kg pode induzir esteatose hepatica em
camundongos C57BI/6.

Palavras-chave: obesidade, desreguladores endocrinos, cloreto de tributilestanho,
PPAR, tecido adiposo.



ABSTRACT

Obesity affects large part of the world's population, becoming a risk factor for diseases
such as hypertension, cardiovascular disease and type 2 diabetes. In addition to diet,
genetic factors and lifestyle, obesity may be associated with exposure of chemical
pollutants, capable of functioning as endocrine disrupters (ED). Tributyltin chloride
(TBTC) characterized as ED can activate nuclear receptors PPARy and RXR,
promoting adipogenesis. In this context, this study investigated the direct effects of
TBTC on the metabolism of C57BIl/6 mice submitted to the normolipid diet or
hyperlipidic diet. The mice fed a normolipid diet were treated with TBTC - diluted in the
drinking water - at concentrations 1, 5, or 25 pg/Kg, showing a trend of greater body
mass gain with TBTC treatment at 5 ug/Kg. Animals fed with hyperlipidemic diet and
hyperglycemia-induced were treated with rosiglitazone 10 mg / kg or GQ-16 40 mg/Kg
(both insulin sensitizing compounds), or TBTC at concentrations of 1 or 5 pg / kg.
Animals treated with rosiglitazone and GQ-16 had reduced glycemic levels, but this
was not observed for the animals treated with TBTC. There was no statistically
significant difference between the groups related with the masses of white adipose
tissue and the consumption of water and diet, both in animals fed with normolipid diet
and hyperlipid. In brown adipose tissue of the animals fed with hyperlipid diet, the
rosiglitazone group showed a mass increase while the group treated with GQ-16
presented a mass reduction when compared to the control. In this same tissue,
rosiglitazone and TBTC 5 ug / kg in the morphological analysis, showed a greater lipid
accumulation. A higher amount of lipid droplets in the hepatocytes of the rosiglitazone
and TBTC 5 ug / kg treated groups, was also observed in the hepatic tissue of the
animals fed with hyperlipid diet. These results suggest that TBTC at 5 ug / kg
concentration may induce hepatic steatosis in C57BIl / 6 mice.

Keywords: obesity, endocrine disrupters, tributyltin chloride, PPAR, adipose tissue.
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1 INTRODUCAO

Os efeitos dos poluentes ambientais sobre a saide humana e de outros animais
€ uma grande preocupacado mundial. Estima-se que a producao global de compostos
quimicos sintéticos tenha aumentado de 1 milh&o para 400 milhées de toneladas entre
a década de 1930 e os dias atuais (1). Estas substancias, em sua maioria,
apresentam influéncia ainda desconhecida sobre os sistemas biolégicos, porém varias
de suas propriedades como lipossolubilidade, estabilidade quimica, toxicidade,
persisténcia e bioacumulacdo as tornam potenciais fontes de danos aos organismos

Vivos, mesmo em baixas concentracoes (2, 3).

Estudos recentes mostram que muitos destes compostos considerados
poluentes ambientais agem como desreguladores enddcrinos, 0s quais correspondem

a qualquer substancia que estimula ou diminui o efeito de acdes hormonais (4-6).

As primeiras evidéncias da relacdo entre o aumento do nivel de certas
substancias quimicas no ambiente e 0 aumento da incidéncia da obesidade surgiram
ha pouco mais de uma década (7). Desde entdo, varios estudos foram realizados
mostrando que uma série de compostos quimicos sdo capazes de induzir a
adipogénese e contribuir para o desenvolvimento da obesidade, dislipidemia,
resisténcia a insulina e diabetes tanto em modelos animais (8, 9) quanto em humanos
(10-12).

Entre os poluentes ambientais mais amplamente distribuidos na natureza estéo
0s organoestanicos (13, 14). Esses compostos sdo formados por um atomo de
estanho diretamente ligado a um determinado numero de grupos organicos e,

dependendo do numero destes, sdo denominados tri, di ou monoestanhos (13).

7

Entre os organoestanicos, o mais estudado é o cloreto de tributilestanho
(TBTC) (15), utilizado principalmente na fabricagdo do PVC e que possui efeito
obesogénico e indutor da resisténcia a insulina e diabetes (16-18).

O mecanismo pelo qual o TBT induz a adipogénese é a ativacao do receptor
nuclear ativado por proliferadores peroxissomais gama (PPARYy), regulador chave da
diferenciacdo e funcédo do tecido adiposo branco (TAB) (17, 19), embora o efeito

PPARYy independente também ja tenha sido demonstrado (18, 20).
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Dentre os compostos de TBT, um dos mais utilizados € o cloreto de
tributilestanho (TBTC), muito usado como agente dessecante em Varios tipos de

indUstria e que tem apresentado uma importante contaminacdo ambiental (21).

Nesta dissertacdo foi avaliado como o cloreto de tributilestanho (TBTC)
influencia no metabolismo de camundongos C57BI/6, quando alimentados com dieta
normolipidica ou hiperlipidica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Os desreguladores endocrinos (DE) sdo compostos exdgenos que causam
efeitos adversos no sistema hormonal de seres humanos e de outros animais (22).
No meio ambiente, mesmo em concentracdes baixas acabam exercendo efeitos

deletérios na saude da populacdo em geral (23).

Os mecanismos envolvidos nesses efeitos sao diversos, incluindo modificacao
na sintese, liberacdo, transporte, metabolismo, ligacdo, acdo ou eliminacdo de
hormonios naturais responsaveis pela manutencao da homeostase e pela regulacédo

de processos de desenvolvimento (23).

Os DE abrangem muitas classes de produtos quimicos, hormonios sintéticos,
constituintes vegetais, pesticidas, varios compostos utilizados na industria de plasticos
e nos produtos de consumo, subprodutos industriais e principalmente poluentes.
Muitas vezes sdao amplamente dispersos no ambiente. Alguns s&o persistentes,
permanecem por um longo tempo no meio ambiente, sem sofrer degradacao, sendo

por esse motivo denominados poluentes organicos persistentes (POPs)(24).

Alguns desses DE estdo sendo implicados na fisiopatogénese da obesidade.
Uma grande lista de poluentes quimicos esta sendo investigada como envolvidos na
epidemia de obesidade que acomete todo o mundo. Alguns exemplos de poluentes
guimicos relacionados com obesidade humana incluem o0s organoclorados
persistentes (bifenil policlorado — PCB, diclorodifenildicloroetieno — DDE,
hexaclorobenzeno — HCB, betaexaclorocicloexano BHCH, oxiclordano — OC,
dibenzodioxinas policloradas — PCDD e dibenzofuranos policlorados — PCDF), bifenil

polibromado semipersistente, e os ftalatos néo persistentes e bisfenol A — BPA (25).

A exposicdo aos DE pode ocorrer por meio da dieta, ar, pele e 4gua, visto que
esses desreguladores podem estar presentes nos alimentos e bebidas que as

pessoas consomem, medicamentos administrados, pesticidas  utilizados na
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agricultura e cosméticos que sao utilizados (26) A Figura 1 ilustra as principais fontes
de exposicdo humana aos DE.

*Agricultura  *Residuos industtiais 'i
*Fitoguimicos *Produtos farmacéuticos

*Produtos de consumo

*Dérmica *Inalagdo *Placentiria *ingestdo @ @ E%Z;;

*Tecido Adiposo ~ *Pancreas *Figado
*Cérebro *Musculo esquelético
Efeitos fisiopatolodi

*Qbegsidade  *Resisténcia insulinica *Diabetes
*hipertensao *Dislipidemias

Figura 1. Fontes, vias de exposi¢do, alvos metabolicos e efeitos fisiopatologicos de desreguladores
enddcrinos. Adaptado de (27)

A primeira associagdo entre contaminantes ambientais e o aumento da
incidéncia de obesidade no mundo moderno foi proposto pelo estudo de Baillie-
Hamilton em 2002. Seus resultados mostraram uma correlacdo positiva entre o
aumento na quantidade de produtos quimicos langcados no meio ambiente e
crescimento da obesidade nos Estados Unidos da América (7). Posteriormente, em
2009 e 2010, outros estudos também associaram o ganho de massa corporal e
exposicao a DE (28-30) inclusive estudos experimentais sugerem que a exposicao de
roedores a alguns DE como bisfenois, organoestanicos e ftalatos sdo capazes de

induzir um aumento da massa corporal (31-34).

Um dos grupos de pesquisadores que vem se destacando na investigacao da
importancia dos DE no desenvolvimento da obesidade € o do Prof. Bruce Blumberg

da Universidade da Califérnia em Irvine. Seus estudos chamam a atencdo para os
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efeitos obesogénicos dos compostos organoestanicos, classificados como poluentes
organicos persistentes (POP) e, denominados por Blumberg como obesogénicos
ambientais (4, 16, 17, 32, 35-37).

Além desses compostos estarem relacionados com a obesidade, ha também
uma preocupacdo quanto a associacdo dos DE com alguns distlrbios metabdlicos,
incluindo diabetes tipo 2, sindrome metabdlica, doencas cardiovasculares e até

algumas formas de cancer (5, 6, 38, 39).

2.2 ORGANOESTANICOS

Os organoestanicos sdo substancias compostas por um atomo de estanho
ligado diretamente a um ou mais grupos organicos (13). Eles estéo entre os quimicos
ambientais mais amplamente distribuidos (13) (14), havendo mais de 800
organoestanicos conhecidos (40). Ao combinar-se com cloro, enxofre ou oxigénio sédo
formados compostos inorganicos, utilizados para pastas de dente, perfumes, sabéao,
agentes colorizadores, aditivos de comida e tintas, entre outros produtos (41).

Esses compostos podem apresentar uma ou mais ligacbes estanho-carbono,

apresentando como formula geral “RnSnXsn”, sendo R um grupo alquil (grupos
funcionais monovalentes derivados dos alcanos ou cicloalcanos) ou aril (grupo
funcional monovalente derivado de um anel aromatico), e X um anion, tal como cloreto,

oxido, hidréxido ou outro grupo funcional, o n pode variar de 1 a 4 (42).

O numero de ligacbes Sn-C apresenta uma grande importancia nas
propriedades dos organoestanicos, levando a uma variedade enorme de aplicagdes.
Os compostos mono-organoestanicos (n=1) tem baixa toxicidade, e 0 seu uso € para
agentes a prova d’agua, para materiais celuldsicos, assim como retardantes de fogo
para tecidos de 1a (43). Tanto os mono (n=1) quanto os dissubstituidos (n=2) sao
utilizados como estabilizadores de PVC e precursor do filme de éxido de estanho
utilizado em vidro. Os compostos dissubstituidos tem alto poder estabilizante para o

PVC, conferindo maior resisténcia a luz e ao calor (42).
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Os compostos trissubstituidos (n=3) sdo o0s que apresentam a maxima
atividade bioldgica, tendo importancia como biocidas, e 0os mais conhecidos séo os

tributilestanho (TBT) e o trifenilestanho (fungicida e anti-incrustante) (43).

Os compostos tetrassubstituidos (n=4) por sua vez, ndo apresentam atividade
biolégica significativa, sendo usados como intermediérios nas sinteses quimicas, e
utilizados na aplicagdo comercial como precursores para outros compostos

organoestanicos (13).

A degradacao dos compostos organoestanicos ocorre por meio da reducao dos
grupos funcionais R, com a desbutilagdo/desfenilacdo, conforme apresentado na
Figura 2. Dessa forma, ocorre a transformacéao do tri(butil/fenil) estanho a di(butil/fenil)
estanho, e na sequéncia para mono(butil/fenil)estanho, chegando a reducéo final a
estanho inorganico. Os principais fatores atuantes nessa transformacéo séo os fatores
abidticos como a radiacao UV, radiacdo gama e temperatura e os fatores biéticos
como a biodegradacéo bacteriana (44).

j_\ o~
f 1\ xzsn\/\’/ XS SN

Tributilestanho (TEBT) Dibutilestanho (DBT) Monobutilestanho (MBT)
Snx Sn;
Trifenilestanho (TFT) Difenilestanho (DFT) Monofenilestanho (MFT)

Figura 2. Tributilestanho e trifenilestanho e seus respectivos produtos de desbutilacdo e desfenilagéo.

X = espécie anidnica (ex. cloreto, 6xido, hidroxido) (45).

Conforme referido anteriormente, 0s compostos organoestanicos sao utilizados

em uma grande variedade de industrias, provocando assim um grande impacto sobre



22

0 meio ambiente. A Figura 3 mostra esquematicamente as vias pelas quais 0s

organoestanicos entram no meio ambiente, associados ao seu uso comercial (42).

As formas como 0s organoestanicos podem entrar no organismo Sao por meio
da ingestao, inalacdo ou contato dérmico. O trimetilestanho, de cadeia organica curta,
por exemplo, apresenta alta toxicidade e tem boa absorgao pelo trato gastrointestinal
(14). A excrecgao varia de acordo com o0 composto organico, mas geralmente ocorre
predominantemente através das fezes (46). A presenca de organoestanicos no
homem foi demonstrada na urina de individuos que estavam altamente expostos a
esses compostos (47). Também foram encontrados organoestanicos no sangue total
de pescadores finlandeses e suas familias, que foi associado ao consumo de peixe

contaminado com organoestanicos. (48)
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Figura 3. Possiveis meios de entrada de compostos organoestanicos no ambiente. Adaptado de (42)

2.2.1 Tributilestanho (TBT)

O comprometimento do meio ambiente pela presenga do TBT comecgou a ser

identificado em 1976 quando foi descrito que a presenca de particulas inorganicas na

agua estaria envolvida no desaparecimento de ostras na costa da Inglaterra. Dez anos

depois, em 1987, Gibbs et al., observaram que esse fendbmeno estava sendo causado
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pela contaminacdo dessas aguas pelo TBT, que era usado como pintura anti-
incrustante dos barcos, extremamente eficaz e relativamente econdmico na década
de 70 (49, 50).

O mecanismo pelo qual o TBT promoveu o desaparecimento das ostras foi
descoberto posteriormente, quando foi mostrado que o TBT interfere na diferenciacao
morfofisioldgica sexual de gastrépodes, favorecendo o desenvolvimento de caracteres
sexuais masculinos, tais como pénis e canal deferente em fémeas, impedindo a

reproducao das espécies, esse fendmeno foi denominado de imposex (51-53).

Baixas concentracdes de TBT (< 0,5 ng Sn/L) para o molusco Nucella lapillus,
foram suficientes para iniciar o processo do imposex, enquanto concentracoes
maiores do que 2ng Sn/L causaram ma formacéao do sistema genital feminino, levando
a interrupcdo hormonal e posterior faléncia reprodutiva, e a longo prazo, poderia levar
a sua extin¢ao, devido a auséncia da reproducao (53). O mecanismo pelo qual o TBT
induz o imposex estd associado ao aumento na concentracdo da testosterona
causado pela inibicdo da citocromo P-450 aromatase, enzima responsavel pela

conversao da testosterona em estradiol-17p (54, 55).

A medida que foram compreendidas as propriedades dos compostos
organoestanicos, aumentaram os estudos mostrando a associagdo do seu uso e a
diminuicao das espécies marinhas (51). Assim, a proibi¢céo do seu uso foiiniciada em
1982 na Francga, em 1987 no Reino Unido e mundialmente, entre o final dos anos 80

e inicio dos anos 90.

A Organizacdo Maritima Internacional (IMO), devido a elevada toxicidade do
TBT, recomendou a proibicdo global do uso de compostos organoestanicos como
pintura anti-incrustante, no inicio de janeiro de 2003, com o objetivo de estabelecer o
banimento completo até janeiro de 2008 (56). Nos EUA, a Agéncia Federal de
Administracdo em Seguranca e Saude Ocupacional estabeleceu o limite para
exposi¢do ocupacional, de 0,1 mg/m?2 de ar(41). No Brasil, o Conselho Nacional do
Meio Ambiente (CONAMA) publicou uma resolu¢cdo em 2005 que estabelece niveis
maximos de TBT permitidos nas aguas, sendo 0,063 pg/L nas aguas doces destinadas
ao consumo humano, 2,0 pg/L nas destinadas a pesca ou cultivo de organismos para
fins de consumo, 0,01 uyg/L nas aguas salinas destinadas a recreagao de contato

primario e pesca e 0,37 pg/L nas destinadas a navegacgao e pesca (57).
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O TBT também tem sido associado ao ganho de massa corporal. Estudos in
vitro e em roedores sugerem que o TBT modifica a programacdo metabdlica
possuindo um efeito obesogénico assim como também pode interefir no apetite. Em
ratos fémeas, a exposicao ao TBT ocasionou um aumentou na ingestéo de alimentos
mas ndo houve aumento da massa corporal, divergentemente, os ratos machos
expostos ao TBT n&o tiveram aumento na ingestédo de alimentos mas tiveram aumento
de massa corporal (58). Em camundongos, foi relatado que o TBT pode resultar em
obesidade e esteatose hepdtica, induzir a ocorréncia de resisténcia a insulina e a
leptina (34).

Estudos mostraram que o TBT pode promover o acumulo de lipidios no
modelo de células murina 3T3-L1, perturbando os reguladores chaves da
adipogénese (15, 32). Ensaios de diferenciacdo em adipdcitos, na presenca de
coquetel indutor adipogénico [insulina, dexametasona e isobutilmetilxantina (IBMX)],
e marcados com a coloragdo 6leo vermelho O, mostraram que o TBT induziu o

acumulo de lipidios semelhante a rosiglitazona (17) e troglitazona (59).

E interessante observar que os efeitos mais significativos do TBT foram
melhor evidenciados em estudos transgeracionais (transmissao das alteracdes as
geracdes seguintes) (60-62). Animais que foram expostos ao TBT no periodo pré-
natal transmitiram efeitos de adipogénese aos seus descendentes. Chamorro-Garcia
et al., 2013, trataram camundongos fémeas gravidas com TBT na 4gua de beber e
observaram que, os camundongos das 3 geracdes subsequentes (F1, F2 e F3)
obtiveram aumentos consideraveis na massa adiposa branca e também no tamanho

e numero de adipacitos (16).

Enquanto existem estudos que relacionam a presenca de outros
desreguladores, como ftalatos, no organismo humano e a obesidade, mostrando uma
associacdo positiva entre a presenca do desregulador na urina e maiores indices de
Massa Corporal (IMC) e Circunferéncia da Cintura (WC) (63), ndo foram encontradas
referéncias que relacionam TBT em niveis plasmaticos, séricos e urinarios com a

obesidade humana.

Um dos mecanismos propostos para o efeito obesogénico do TBT é seu efeito
agonista sobre o receptor activado por proliferador de peroxissoma gama (PPARYy) e
do seu parceiro de heterodimerizagéo, o receptor retinoide X (RXR) (17, 19, 36, 64-
66).
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2.3 RECEPTORES NUCLEARES

Os receptores nucleares (RN) sdo uma classe de proteinas encontradas nas
células que atuam no nucleo regulando a transcricdo génica e consequentemente a
homeostase, reproducdo, desenvolvimento e metabolismo. Eles possuem a
capacidade de ligar-se ao DNA funcionando como fatores de transcricao ativados por
ligante (67). Quando o ligante acopla-se ao receptor, induz neste uma mudanca
conformacional que modula a atividade transcricional. Esses ligantes sdo moléculas
hidrofébicas que podem ser derivados de retinoides, &cidos graxos, colesterol,
horménios e vitaminas lipofilicas, bem como os antibiéticos, xenobidticos e drogas

sintéticas (68).

Os receptores nucleares apresentam uma estrutura primaria dividida
basicamente em cinco regides que estdo esquematizadas na Figura 4. A regiao
amino-terminal ou A/B é a regido mais variavel entre os RN e contém um dominio de
ativacdo independente do ligante chamado de AF-1, seu tamanho também é variavel,
desde menos de 50 a mais de 500 aminoacidos. A regiao C, mais conservada, €
composta pelo DBD (DNA-binding domain) que é responsavel pela especificidade de
ligagéo do receptor ao DNA e podem ser chamadas de “dedos de zinco”. Entre os
dominios C e E, encontra-se uma regido menos conservada (dominio D) que se
comporta como uma articulacdo flexivel promovendo o efeito de dobradica no
receptor. A regidao do carboxi-terminal (dominio E) contém o LDB (ligand-binding
domain) que € responsavel por muitas fungdes, principalmente induzidas pelo ligante,
nomeadamente a AF-2 tem a funcao de transativagcdo. Os RN podem ou nao conter
uma ultima regido denominada dominio F, cuja sequéncia é extremamente variavel e

a funcéo é desconhecida (67, 69).
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Figura 4. Organizacao estrutural e funcional dos receptores nucleares. A regido N-terminal de A-B tem
a funcgédo de transativagdo denominada AF-1. O dominio de ligacdo ao DNA (DBD; regido C) é a regiao
mais conservada do dominio e codifica dois médulos de dedo de zinco. O dominio de ligacédo ao ligante
(LBD; regiédo E) € menos conservada e medeia a ligacao do ligante. A regido D é considerado como
uma dobradica. A regido F ndo esté presente em todos os receptores e a sua fun¢éo é desconhecida.
Adaptado de (69)

2.3.1 Receptores Ativados por Proliferador de Peroxissoma (PPAR)

Os receptores ativados por proliferador de peroxissoma (PPARS) pertencem a
superfamilia de RN. Os PPARs sdo dependentes de fatores de transcricdo que
regulam a expresséo do gene-alvo. Cada receptor liga-se ao DNA em seu elemento
responsivo ao PPAR (PPRE) que é uma regido regulatoria ou promotora de genes-
alvos. Ao ligar-se ao DNA para regular a transcricdo, o PPAR dimeriza-se com o
receptor retinoide X (RXR) (70). O heterodimero PPAR e RXR ligado ao DNA recruta
coativadores ou moléculas/complexos correpressores promovendo a ativacdo ou

repressao da transcri¢cdo génica (71).
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Figura 5. Mecanismos de transcrigdo genética de PPAR. No estado inativado, PPAR interage com o
correpressor, inibindo assim o processo de transcri¢cdo. Depois da ligagéo do ligante exdgeno (farmaco)
ou ligante enddgeno (&cidos graxos, prostaglandinas, etc.) com o PPAR, este € ativado e
heterodimeriza com RXR e recruta coativadores facilitando a transcri¢céo de varios genes. Adaptado de
(72).

Foram identificadas trés isoformas, PPARy, PPARa e PPARd que sao
transcritas por genes distintos. Essas isoformas da familia PPAR, estdo claramente
envolvidas na regulacao sistémica do metabolismo lipidico e atuam como "sensores"
para acidos graxos. Estes receptores regulam um amplo conjunto de genes de forma
coordenada (70, 73).

O receptor-a ativado por proliferador de peroxissoma (PPARa) foi o primeiro
sensor genético para gorduras e foi identificado em 1990, devido a sua capacidade de
ligar substancias quimicas conhecidas por induzir proliferacdo do peroxissoma. Estas
organelas contribuem para a oxidacdo de acidos graxos, e sua proliferacdo pode
resultar em hepatomegalia e carcinogénese em roedores (74). Como alvo terapéutico,
evidéncias experimentais sugerem que a ativagao de PPARa atenua ou inibe vérios
mediadores de danos vasculares, incluindo lipotoxicidade, inflamacéo, geragéo de
espécies reativas de oxigénio, disfuncdo endotelial, angiogénese e trombose e,
portanto, pode influenciar as vias de sinalizacéo intracelular que levam a complicagcbes

microvasculares (75).

O receptor - d ativado por proliferador de peroxissoma (PPARJ) também
denominado PPARB ou PPARPB/ &, ¢é a principal isoforma de PPAR no musculo

esquelético e um importante regulador do metabolismo de &acidos graxos (76). E
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expresso em diversos tecidos, inclusive em células adiposas e endoteliais (77). O
PPARS esta envolvido em diversos processos biolégicos, como o metabolismo de
lipidios e glicose, diferenciacao celular, proliferacdo e apoptose, regulacdo imune, e

tumorigénese (77).

Os receptores - y ativados por proliferador de peroxissoma (PPARYy) regulam
genes importantes na diferenciacéo e varios processos metabdlicos, especialmente a
homeostase de glicose (70). O PPARYy é expresso no tecido adiposo branco e marrom,
0 intestino grosso e baco. Sendo sua expressdo mais alta nos adipdcitos, ele
desempenha um papel fundamental na regulacdo da adipogénese, do balanco
energético e biossintese de lipidios (78).

2.3.1.1 PPAR gama

O PPAR-y é o regulador principal do armazenamento de lipidos no tecido
adiposo onde também promove a diferenciacdo de adipdcitos, detectando a
disponibilidade de lipidios e adaptando programas de expresséo génica apropriados.
O gene do PPARy é transcrito em trés RNAs mensageiros, PPARyl, PPARYy2 e
PPARY3. As proteinas produzidas a partir dos RNAs mensageiros de PPARyl e
PPARy3 sao idénticas, enquanto o produto de PPARy2 contém 28 aminoéacidos
adicionais na regiao NH2-terminal (79). As duas isoformas de proteinas PPARy1 e
PPARy2 foram detectados tanto em camundongos quanto em humanos. Em todos os
tecidos analisados, PPARy2 foi muito menos abundante do que PPARy1 (80). A
isoforma PPARYy2 esta mais expressa principalmente no tecido adiposo enquanto que
a isoforma PPARYy1 é expressa em quase todas as células (79, 81). Ambas as formas
de PPARy1 e PPARYy2 séo essenciais para o desenvolvimento do tecido adiposo e o
controle da sensibilidade a insulina (78). J4 o PPARy3 foi expresso no tecido

adiposo, no epitélio do célon e macréfagos humanos (82).

O PPARYy pode regular a sintese de acidos graxos por diferentes mecanismos.
Um mecanismo da-se pelo controle da expressao de enzimas lipogénicas tais como
dessaturase 1 estearoil-CoA. Além disso, PPARy promove a esterificacdo de acidos

graxos em triglicerideos por regulacdo direta do promotor de glicerol quinase. O
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PPARy também regula a expressao de proteinas da familia perilipina, envolvidas na
organizacao estrutural de goticulas lipidicas (79).

O PPARYy é essencial para que ocorra a diferenciagao de adipdcitos tanto in
vitro como in vivo (83, 84). In vitro, células 3T3- L1 (pré-adip6cito murino néo
diferenciado), foram tratadas com um coquetel indutor [insulina, dexametasona e
isobutilmetilxantina (IBMX)] para promover a diferenciacdo e durante esse processo
foi observado um aumento progressivo da expressao de PPARYy. In vivo, foi analisada
a expressao de PPARy em alguns tecidos de camundongos (baco, intestino, figado,
rim, coracao, testiculo, cérebro e adiposo branco) e uma expressao significativa foi

encontrada apenas no tecido adiposo branco (85).

Confirmando a importancia do PPARy no processo de adipogénese, Barak
et al., 1999, mostraram que camundongos com mutacdo no locus do PPARYy,
apresentavam deficiéncia em todas as formas de tecido adiposo, caracterizando um
quadro de lipodistrofia. A auséncia de tecido adiposo em mutantes recém-nascidos
comprometeu os processos fisiologicos orquestrados por PPARy e
consequentemente a vida desses animais (86). Em humanos foi relatado 3 geracdes
de uma familia canadense, em que os individuos que apresentavam lipodistrofia
parcial, tinham mutag&o no gene PPARY enquanto que a mutagéo estava ausente nos
membros normais da familia (87). Outros trabalhos também associaram a mutagéo

no gene do PPAR a lipodistrofia parcial (88, 89).

A adipogénese regulada por PPAR gama envolve a participacdo de outros
fatores de transcricdo como proteinas de ligacdo ao amplificador - alfa (C/EBPa) que
é da familia CCAAT (citosina/citosina/adenosina/adenosina/timidina) (90). O PPARy
em parceria com o C/EBPa, regulam a expressdo de um complexo de genes que
resulta no acumulo de lipideos contribuindo para o fenétipo do adipdcito. Dentre estes
genes, alguns exemplos sédo o glicerofosfato desidrogenase, acido graxo sintase,
acetil CoA carboxilase, enzima malica, Glut 4, o receptor de insulina e aP2 (a proteina
de ligacdo a acidos graxos que é seletiva de adipdcitos). Ao decorrer deste processo,
as gotas carregadas de lipidos comeg¢am a se acumular no citoplasma e tornam-se

bastante grandes e, muitas vezes, se unem umas as outras (91).

Estudos com modelos de camundongos tém mostrado um papel de regulacéao
do PPARy bem como C/EBPa, C/EBPB e C/EBP® do tecido adiposo in vivo.

Camundongos transgénicos knockout para C/EBPa - / - , aos 7 dias de idade,
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apresentam auséncia de gordura branca perirenal e epididimal. A auséncia de tecido
adiposo branco em muitos depdsitos, mas com elevados niveis de lipidos séricos
mostram que C/EBPa é necessaria para o desenvolvimento in vivo deste tecido (92).
Em outro estudo, camundongos transgénicos knockout para C/EBPB -/- e C/EBPS
-/ - mas com a com expressao normal de C/EBPa e PPARy, mostraram sobrevivéncia
de apenas 15%. Contudo, 0s animais sobreviventes apresentaram a adipogénese
prejudicada, mostrando que C/EBPa, C/EBPB e C/EBP® tém um papel sinérgico na
diferenciacéo terminal de adipdcitos in vivo (93).

Ao contrario do receptor do horménio tiroidiano (TR) que se liga
especificamente a triiodotironina (T3) (94, 95), o PPARYy liga-se a diferentes moléculas
como derivados de acidos graxos poli-insaturados de cadeia longa, como
sensibilizadores de insulina (tiazolidinadiona, troglitazona, etc) (96) e outros
compostos como prostaglandinas (97, 98). Contudo, o ligante endégeno com alta
afinidade responsavel pela regulagao da atividade de PPARYy néo foi identificado (90).
A capacidade do PPARYy de ligar-se a diferentes compostos é explicada em parte por
apresentar um bolso de ligacdo (binding pocket) maior que a grande maioria dos

receptores nucleares (99).

Os agonistas de PPARYy tém sido utilizados para o tratamento de pacientes com
diabetes mellitus tipo 2 (96). Uma classe de compostos denominados tiazolidinadionas
(TZDs), foi largamente utilizada e se mostrou eficaz no tratamento de diabetes mellitus
tipo 2. Troglitazona, pioglitazona e rosiglitazona foram utilizadas para o controle
glicémico desses pacientes. Troglitazona e rosiglitazona foram retiradas do mercado
em funcdo dos efeitos adversos (100). A troglitazona por hepatotoxicidade e a

rosiglitazona por apresentar risco cardiovascular (101).

Alguns mecanismos pelo qual agonistas de PPARy melhoram o controle do
diabetes esta relacionado principalmente ao aumento da sensibilidade a insulina. Essa
sensibilidade pode ser por meio do aumento da expresséo da adiponectina, que atua
como sensibilizador, estimulando a oxidagdo de acidos graxos em proteina quinase
ativada por AMP (AMPK), como também pela inibicdo de alguns fatores como
citocinas inflamatorias presentes no tecido adiposo como o fator de necrose a (TNF-
a) e interleucina-6 (IL-6) (102). Outro mecanismo pelo qual o PPARYy ativado por
agonistas melhora a sensibilidade insulinica, € o acimulo dos &cidos graxos no tecido

adiposo e diminuicdo da concentracdo plasmética e do transporte para o musculo.
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Como consequéncia dessa diminuicdo de acidos graxos no musculo, tem-se a
sensibilidade a insulina aumentada (103). Esses mecanismos de agédo fazem com que

o PPARYy seja um alvo farmacolégico no tratamento do diabetes.

Embora eficientes no aumento da sensibilidade insulinica, os agonistas totais
de PPARy como as tiazolidinadionas (TZDs) apresentam efeitos colaterais como
ganho de massa, edema e perda 0ssea, além do aumento do risco de mortalidade
cardiaca, 0 que tornou necessaria a busca por moduladores seletivos com efeitos

secundarios reduzidos (100).

Bruning e colaboradores mostraram que os compostos MRL-20, MRL-24,
NnTZDpa, SR145, SR147 e 0 BVT.13, em ensaios de transativacdo, comportaram-se
como agonista parciais de PPARy (104). Outro composto sintético, o GQ-16 (5-(5-
bromo-2-metoxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil)tiazolidina-2,4-diona) mostrou
atividade em PPARy. Amato et al., 2012, realizaram ensaios de transfeccéo e gene
reporter, mostrando que o GQ-16 é um agonista especifico e parcial de PPARy. Nesse
mesmo estudo, em ensaios de diferenciacdo de adipdcitos, o GQ-16 apresentou
potencial adipogénico reduzido quando comparado a rosiglitazona, tanto em pré-
adipécitos murinos (3T3-L1) quanto em células mesenquimais (C3H10T1/2) (105). In
vivo, esses resultados foram confirmados por Coelho e colaboradores, que
alimentaram camundongos com dieta hiperlipidica (60% kcal de gordura) e trataram
com veiculo (Tween®-20 diluido em salina 0,25%) rosiglitazona (4mg/kg/d) ou GQ-16
(40 mg/kg/d) por gavagem durante duas semanas. Ao final do tratamento, observaram
que o GQ-16 reduziu o ganho de massa induzido pela dieta e a massa do tecido
adiposo epididimal, a glicemia em jejum e os niveis de triglicerideos no figado (106).
Esses dados sugerem que agonistas parciais de PPARy promovem a sensibilizagéo
a insulina sem os efeitos desfavoraveis que parecem estar associados ao agonismo

completo.

2.3.2 Receptor retinoico X

Os receptores retinoico X (RXRS) séo receptores nucleares que atuam como

fatores de transcricdo dependentes de ligantes (107). O RXR desempenha um papel
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central nas vias de sinalizacdo reguladas por receptores nucleares, devido a sua
parceria heterodimera obrigatéria com quase um terco dos membros da familia e além

disso, os RXRs podem atuar como homodimeros (108).

O RXR tem a capacidade de heterodimerizar outros membros da superfamilia
de receptores nucleares, incluindo receptores de acido retindico (RAR), receptores do
hormonio tireiodeano (TR), Receptores da vitamina D (VDR), Receptores ativados por
proliferador de peroxissoma (PPAR), Receptores hepatico X (LXRs), receptor
farnesoide X (FXR), receptor pregnano X (PXR), e receptores androstanos
constitutivos (CARs)(109). Essa habilidade do RXR de se heterodimerizar com

diferentes receptores, denominou-se “receptor promiscuo” (110, 111).

O RXR pode ser codificado em trés subtipos de proteina (RXRa, B e y) sendo
gue cada uma destas € expressa durante o desenvolvimento, e no organismo adulto
em padrdes distintos. Foi mostrado também que o acido retindico 9-cis é um ligante
de alta afinidade ao RXR. (112) Inclusive em 1990, Kliewer et al., mostraram que a
exposicao simultanea do acido retindico 9-cis a ambos os receptores (PPAR-RXR)
resultavam em uma inducdo sinérgica da expressdo génica, fornecendo uma
evidéncia do um papel fisiolégico para o &cido retindico 9-cis na modulagdo do
metabolismo lipidico (113).

Na heterodimerizacdo do RXR e PPAR, o receptor PPAR permite a ativagao
por ligantes especificos de RXR tornando-se um parceiro “permissivo”. Essa interagao
forma uma base de sinalizacao para a transcricdo que pode ser importante no controle
de programas complexos de expressao génica do PPAR (114). Porém, muitos outros
receptores nao esteroides também formam heterodimeros com RXR, e a analise
estrutural atual sugere a possibilidade de muitos tipos diferentes de interacdo dominio-
dominio tanto dentro de um Unico polipéptido como através dos parceiros
heterodiméricos (115), dessa forma, apresenta um leque de possibilidades de
mecanismos mediados pelo RXR.

Apesar dos retindides (agonistas seletivos de RXR) terem sido estudado
como como uma opg¢ao potencial para o tratamento da sindrome metabdlica, podem
provocar efeitos secundarios indesejaveis tais como hipertriglicerimia e supressao do

eixo do hormonio da tirdide (116).
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Foi demonstrado, em ensaios ex-vivo, que o TBT se ligava com alta afinidade
ao LDB dos trés subtipos de RXR (a, B e y) (117). Outros estudos também
demonstraram que o TBT é um agonista total de RXR sugerindo que os efeitos desse

organoestanico pode ser mediado também por meio desse receptor (19, 32, 118).

2.3.3 Tributilestanho (TBT) e Receptores Ativados por Proliferador de

Peroxissoma gama (PPARYy)

Estudos in vitro demonstraram que o TBT em concentragdo nanomolar (100
nM) ativa o receptor PPARYy. Ensaios de transativacdo e gene reporter realizados em
células JEG-3 (células de coriocarcinoma) mostraram que o TBT ativou PPARy em
dose dependente. A ativacdo do PPARY pelo TBT foi menor que a rosiglitazona, visto
qgue o TBT ativou aproximadamente 38% da ativacdo da rosiglitazona (65). Nessa
mesma concentracdo de TBT, Grum et al., 2006, em ensaio de transativagdo em
células Cos7 (fibroblastos do rim de primata) encontraram a mesma ativacéo do TBT
em torno de 30% da ativacao da troglitazona (32). Esses achados conferem ao TBT
um carater de agonista parcial, visto que sua ativacdo € menor quando comparada a

agonistas totais de PPARY.

A ligacdo do TBT ao PPARYy foi demonstrada em ensaios de cristalografia.
Harada et al., 2015, utilizando cristalografia de raios X e espectroscopia de massa em
conjunto com ensaios de atividade apresentaram uma estrutura, na qual o TBT liga-
se no PPARy no sitio de ligacdo, o mesmo utilizado por outros agonistas totais. E
interessante observar que o TBT faz uma ligacéo idnica, ndo-covalente, com o atomo
de enxofre da cisteina (Cys 285) localizada na hélice 3 do PPARYy. Diante disto, foram
realizados ensaios de transativacao utilizando as células JEG-3 com uma mutacéo no
PPARYy, onde a cisteina Cys285 foi substituida por alanina. A mutacdo C285A aboliu
o efeito do TBT, mostrando que a interacao especifica entre o residuo da cisteina e o
atomo de estanho é essencial para a activacdao de PPARYy por esse organoestanico
(119).
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De forma semelhante aos agonistas de PPARy, o TBT também induz
adipogénese em células 3T3 — L1. Células 3T3 — L1 foram tratadas com TBT em dois
meios de diferenciacdo, um meio de diferenciacdo completo que incluia um coquetel
indutor (IBMX, dexametasona e insulina) e um meio de diferenciacdo incompleto que
ndo possuia IBMX e dexametasona. O acumulo lipidico foi confirmado pela coloragéo
com oOleo vermelho O. O TBT em meio de diferenciagdo completo promoveu a
diferenciacdo de adipdcitos assim como a rosiglitasona, enquanto que no meio de
diferenciacéo incompleto, a adicdo de TBT induziu a diferenciacao adipocitaria menor
que a rosiglitasona, porém maior que o veiculo. (118). Outro estudo utilizou a
troglitazona como controle, que se mostrou um indutor fraco na auséncia do coquetel
indutor. Mesmo assim, os resultados com o TBT foram semelhantes, na auséncia do
coquetel indutor, o TBT promoveu uma maior diferenciacdo de adipécitos quando
comparado ao veiculo e na presenca do coquetel indutor, promoveu diferenciacéo

semelhante a da troglitazona (32).

No intuito de comprovar que o efeito adipogénico do TBT é dependente de
PPARYy, foram realizados ensaios em que células 3T3-L1 foram tratadas com um
antagonista de PPARy (GW9662). Nesse contexto, tanto o TBT quanto a rosiglitazona
mostraram reduzido potencial adipogénico, sugerindo que o TBT e a rosiglitazona
exercem atividade adipogénica via ativagdo do PPARYy (17).

Apesar de estar bem definido o efeito adipogénico do TBT em experimentos
in vitro e ex-vivo e em animais expostos ao TBT in utero, o efeito direto do TBT na
adipogénese de animais ainda é matéria controversa. He et al., em 2014 demostraram
que ratos machos, mas nédo as fémeas, quando tratados com TBT apresentaram
aumento na massa corporal. Por outro lado, ao investigar a ingestao de alimentos, os
resultados foram opostos ao ganho de massa, enquanto os animais machos tratados
com TBT apresentaram menor ingestdo de alimentos, as fémeas tiveram aumento
significativo da ingestdo caldrica (58). Em outro estudo, camundongos machos
tratados com TBT apresentaram ganho de massa corporal associado a aumento dos
niveis plasmaticos de insulina, resistina e leptina, sugerindo uma resisténcia a
insulina. Contudo o mesmo estudo ndo descreveu presenca de hiperglicemia, seja em
jejum ou durante a sobrecarga de glicose (34). Considerando que o TBT € um agonista
parcial de PPARYy e total de RXR, poderiamos questionar se a exposicdo ao TBT

ocasionaria uma sensibilizac&o a insulina com um aumento na adipogénese, de forma
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semelhante ao que ocorre com outros agonista de PPARY. Nesse pressuposto, n0sso
trabalho visa investigar os efeitos diretos do TBT em camundongos submetidos a dieta

normolipidica ou dieta hiperlipidica.

3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar o efeito do TBTC sobre variaveis metabdlicas e perfil glicolipidico de

camundongos C57BI/6 submetidos a dieta normolipidica ou hiperlipidica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Investigar o efeito do TBTC sobre a massa corporal de camundongos C57BI/6.

- Investigar o efeito do TBTC sobre a tolerancia a glicose e ingestdo alimentar de
camundongos C57BI/6.

- Avaliar histologicamente os efeitos do TBTC sobre os tecidos adiposo marrom,
branco inguinal e epididimal (visceral) de camundongos C57BI/6 alimentados com
dieta hiperlipidica.

- Investigar os efeitos do TBTC sobre os tecido hepético avaliando a presenca de

esteatose em camundongos C57BI/6 alimentados com dieta hiperlipidica.
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4 METODOS

4.1 MATERIAIS E REAGENTES

Rosiglitazona obtida da Cayman Chemicals (CAS [122320-73-4], EUA)

GQ-16 (5-(5-bromo-2-metdxi-benzilideno)-3-(4-metil-benzil) tiazolidina-2,4-
diona) cedido pelo Professor Ivan da Rocha Pitta da Universidade de Pernambuco

Cloreto de tributilestanho TBTC (Cdd. T50202, Sigma-Aldrich, Brasil).
Isoflurano (BioChimico®)

Alcool etilico absoluto P.A. (CAS [64-17-5], Dinamica, Brasil)

Xilol (CAS [1330-20-7], Dinamica, Brasil)

Parafina (CAS [8012-95-1], Dinamica, Brasil)

4.2 ESTUDO IN VIVO

4.2.1 Consideracdes éticas

Os experimentos propostos neste trabalho estdo de acordo com os principios
éticos em experimentacao animal e foram planejados seguindo a Legislacédo Brasileira
(Lei Federal n° 11.794/2008) e a Diretriz Brasileira para o cuidado e a utilizagdo de
animais para fins cientificos (DBCA 2013) e foram aprovados pela Comisséo de Etica
no Uso Animal (CEUA) da Universidade de Brasilia, UnbDoc numero 141737/2013
adendo datado 24/02/2015. (Anexo A e B)
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4.2.2 Modelo animal e dieta

Neste trabalho, o modelo de estudo utilizado foi 0 camundongo Mus musculus
dalinhagem C57BI/6. Todos os individuos dessa linhagem séo praticamente idénticos,
devido a dezenas de geracdes de consanguinidade (acasalamentos entre irméaos e
irmas) e sdo homozigéticos na maioria dos locus genéticos (120). Além disso, estudos
demonstram que eles possuem predisposi¢cao para desenvolver diabetes e acumulo
de gordura e colesterol (121, 122), o que os torna um modelo adequado para os

experimentos realizados nesta pesquisa.

Foram utilizados, no total, 41 camundongos machos, isogénicos, obtidos do
Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo.
Durante todo o periodo do experimento, os animais foram mantidos em
microisoladores, em estante ventilada (Alesco, SP, Brasil) com ar filtrado e
temperatura constante de 25° C com ciclo claro/escuro a cada 12 horas (escuro entre

19:00 h e 7:00 h). A dieta e 4gua fornecidas foram de livre acesso (ad libitum).

As dietas utilizadas foram fornecidas pela empresa Pragsolugdes, SP (AIN-
93G) normolipidica (10% do total de energia representados por lipideos) e hiperlipidica
(60% do total de energia representados por lipideos) (Anexo C e D).

4.2.3 Delineamento experimental

Nesse estudo avaliou-se o potencial efeito do TBTC em camundongos
alimentados com dois diferentes tipos de dieta, normolipidica e hiperlipidica. As
concentracdes do TBTC utilizadas em ambos os casos, foram baseadas em estudos
gue utilizaram o mesmo composto. Enquanto, Penza et al., utilizaram fémeas e
machos de camundongos C57BI/6, Zuo et al., 2011 utilizaram somente camundongos
machos KM (34, 123).



39

4.2.3.1 Administragdo do TBTC

4.2.3.1.1 TBTC na agua

A diluicdo do composto (TBTC) foi realizada no Laboratério de Farmacologia
Molecular (FARMOL). Sabendo que o ganho de massa e a ingestdo dos animais
poderiam variar ao longo do tempo, foram realizados célculos semanalmente, levando
em consideracdo a massa corporal média dos animais e a ingestdo de agua naquele
periodo. Para exemplificar, na 162 semana, realizamos o célculo de forma a obter a
concentracdo de 1 pug por quilo (massa do animal) por dia. Considerando a massa
média do animal de 30 g, cada animal deveria ingerir 0,030 pg do TBTC por dia. Dado
que cada animal consome em média 2,0 mL de 4gua, a concentracdo de TBTC na
agua deveria ser de 0,015 pg/mL. Para obter esta concentracdo foram realizadas
diluicbes seriadas a partir de uma solucdo estoque. Para o calculo das outras
concentracdes de TBTC 5 e 25 pg/Kg baseou-se na memoria de calculo utilizada para
a concentracdo de TBTC 1 pg/Kg, obtendo-se, respectivamente, a concentracéo de
TBTC na agua de 0,075 pg/mL (TBTC 5 pg/Kg) e 0,375 pug/mL (TBTC 25 ug/Kg) a

partir da solucdo estoque.

4.2.3.1.2 TBTC na dieta

A incorporacdo dos compostos (TBTC, rosiglitazona e GQ-16) a dieta foi
realizada pelo fabricante da dieta. Os compostos foram enviados para o fabricante
com as especificacdes detalhadas para a incorporacéo Os calculos foram realizados
considerando a massa corporal média e o consumo médio de dieta de camundongos
na 192 semana de vida, alimentados com o mesmo tipo de dieta (considerando

estudos anteriores realizados no FARMOL).

Considerando-se uma massa corporal de 37 gramas, para se atingir o consumo
diario de 1 pg por quilo (massa do animal), cada animal deveria ingerir 0,037 pg do
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composto diariamente. Dado que cada animal consome em média 2,5 g de dieta por
dia, conclui-se que 1kg de dieta deveria conter 14,8 ug de TBTC. Para o calculo dos
outros compostos (TBTC 5 pg/Kg, rosiglitazona 10 mg/Kg, GQ-16 40 mg/Kg) baseou-
se na memoria de calculo utilizada para a concentracdo de TBTC 1 ug/Kg, substituindo
cada concentracdo para definir a massa diaria ingerida de cada composto. Desse
modo, obteve-se, respectivamente, para cada quilo de dieta, 74 ug de TBTC (5 pg/Kg),
148 mg de rosiglitazona(10 mg/Kg) e 592 mg de GQ-16(40mg/Kg)

4.2.3.2 Dieta normolipidica

Nesse modelo experimental, 16 animais foram divididos aleatoriamente em
grupos de 4 animais e alojados em gaiolas individuais. Eles foram alimentados com
dieta normolipidica desde a chegada ao biotério, com 4 semanas de vida até a
eutanasia, que ocorreu na 212 semana de vida. O tratamento consistiu na
administracdo do composto TBTC diluido na agua de beber, da 92 semana de vida até

a eutanasia.

A opcao pela administracdo do TBTC na agua foi para mimetizar a exposi¢cao
humana, uma vez que varios estudos mostraram a presenca desse composto na agua
de rios e lagos (124-126).

Os grupos de estudo e os respectivos tratamentos foram os seguintes:
Grupo 1 — Controle: ofertada somente agua filtrada.

Grupo 2 — TBTC 1 pg/Kg de massa corporea por dia.

Grupo 3 — TBTC 5 pg/Kg de massa corporea por dia.

Grupo 4 —-TBTC 25 ug/Kg de massa corpérea por dia.
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4.2.3.3 Dieta hiperlipidica

Nesse modelo experimental, investigou-se o potencial efeito do TBTC em
camundongos com hiperglicemia induzida por dieta hiperlipidica, comparando-o com
outros agonistas de PPARYy, rosiglitazona e GQ-16. Resultados ainda ndo publicados
do nosso grupo de pesquisa apontaram que em células, semelhante a rosiglitazona,
o TBTC possui efeito repressor de genes relacionados a inflamacao, obesidade e
resisténcia a insulina, de modo que a investigacao do potencial efeito do TBTC nesse

contexto mostrou-se muito interessante.

Além disso, embora a administracdo do TBTC na agua, realizada na primeira
etapa do estudo, ndo tenha alterado a ingestéo hidrica dos animais, comparados aos
gue receberam somente agua, nessa segunda etapa, o TBTC assim como os demais

compostos avaliados, foram incorporados a dieta.

A dieta também é uma possivel fonte de contaminac¢éo dos seres humanos pelo
TBTC (127). Além disso, a incorporacao do TBTC a dieta apresentou como vantagem
técnica a reducdo da manipulacdo do composto pelos pesquisadores, além da
significativa diminuicdo do volume de TBTC gerado como residuo, uma vez que o
volume preparado semanalmente era aproximadamente 66 vezes maior que 0O

consumido pelos amimais.
Os grupos de estudo e os respectivos tratamentos foram os seguintes:
Grupo 1 — Controle: ofertada apenas a dieta hiperlipidica.

Grupo 2 — Dieta hiperlipidica acrescida de rosiglitazona 10 mg/Kg de massa
corporea por dia.

Grupo 3 — Dieta hiperlipidica acrescida de GQ-16 40 mg/Kg de massa corpoOrea

por dia.

Grupo 4 — Dieta hiperlipidica acrescida de TBTC 1 pug/Kg de massa corporea

por dia.

Grupo 5 — Dieta hiperlipidica acrescida de TBTC 5 ug/Kg de massa corporea
por dia.
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4.2.4 Avaliacdo da massa corporal, consumo de dieta, ingestdo hidrica e
glicemia de jejum

Durante todo o periodo, foram avaliados a massa corporal, 0 consumo de dieta
e ingestdo hidrica de todos animais, trés vezes por semana. A glicemia capilar, nos
camundongos alimentados com dieta normolipidica, foi avaliada somente ao final do
tratamento, na 212 semana de vida. J& nos animais alimentados com dieta
hiperlipidica a glicemia foi aferida na 162 semana de vida, antes do inicio do
tratamento, quando foi constatada hiperglicemia induzida pela dieta, na 172, 182, 202
e 222 semanas de vida.

No momento da afericdo da glicemia os animais estavam em jejum (agua e
dieta) de 12 a 14 horas. A coleta do sangue foi realizada por meio de puncgéo de veia
da cauda e para a mensuracao foi utilizado o aparelho Accu-Chek Performa (Roche).

4.2.5 Eutanésia e coleta de sangue e tecidos

Ao final do tratamento, os animais foram eutanasiados seguindo as diretrizes
sugeridas pela Associacdo Americana de Medicina Veterinaria (AVMA, 2013) (128).

No momento da eutanasia os animais estavam em jejum de 12 a 14 horas,
privados apenas de dieta. A inconsciéncia foi induzida por anestesia pelo isoflurano e
imediatamente ap0s a percepcdo da perda dos sentidos, os animais foram
decapitados com guilhotina. As amostras de sangue foram coletadas do tronco,
centrifugadas a 4000 rpm e 4°C durante 15 minutos e armazenadas em freezer a -
80°C para posterior determinacéo do perfil lipidico. Os animais foram colocados sobre

0 gelo e dissecados para inspecao e coleta dos tecidos.

Foram coletados, tanto dos animais alimentados com dieta normolipipida
guanto dos que receberam dieta hiperlipidica, os tecidos adiposos branco subcutaneo

inguinal, branco visceral epididimal e o tecido adiposo marrom interescapular, o
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coracao, figado, rins e testiculos. O tecido adiposo branco retroperitoneal também foi
coletado dos animais alimentados com dieta hiperlipidica.

Todos os tecidos e orgados foram pesados individualmente, com excecdo do
figado dos animais alimentados com dieta normolipidica. Fragmentos dos tecidos
adiposos e do figado foram fixados em paraformaldeido 4% para o preparo posterior
de laminas histolégicas e o restante dos tecidos e os demais oOrgdos foram
armazenados em nitrogénio liquido e posteriormente armazenados em freezer a -
80°C.

4.2.6 Processamento dos tecidos para analise histoldgica

4.2.6.1 Fixagao de tecidos

Apls a coleta, os tecidos foram imediatamente armazenados em tubos
contendo solucgéo fixadora (paraformaldeido 4% v/v em PBS, recém-preparada). Os
fragmentos de tecido adiposo branco visceral epididimal, tecido adiposo branco
subcutaneo inguinal e tecido adiposo marrom interscapular foram mantidos nessa
solucéo fixadora até o processamento. Ja os fragmentos de figado foram mantidos no
paraformaldeido 4% por 24 horas e entéo transferidos para outra solucao fixadora,
solugdo de Bouin (75 mL de &cido picrico, 25 mL de formol, 5 mL de &acido acético)
por 4 horas, e a seguir, foram lavados em solucdo de &lcool etilico 50% (v/v) até a
retirada do excesso do Bouin e depois conservados em alcool etilico 70% (v/v) até o

Seu processamento.

4.2.6.2 Desidratacao, diafanizacao e inclusdo em parafina

O processo de inclusdo do tecido na parafina foi realizado manualmente. Os
fragmentos dos tecidos foram transferidos para cassetes tradicionais e submetidos a
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desidratacdo em alcool em concentragfes crescentes progressivas: 1 hora em cada
concentracdo (alcool 30, 50, 70, 80 e 90% -v/v e finalmente 2 vezes em 4&lcool
absoluto). Apés a desidratacdo, os tecidos passaram pela diafanizacéo e inclusao na

parafina por imerséo (banho) nas seguintes solucdes e respectivos tempos:

v" 1 banho na solucéo de alcool absoluto e xilol 50% (v/v) por 1 hora.
v' 2 banhos em xilol absoluto por 1 hora cada.
v" 1 banho em xilol e parafina 50% (v/v) fundida na estufa a 60°C por 30 minutos

v" 3 banhos em parafina a 60°C por 1 hora cada.

Apbs 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 pinca 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).

4.2.6.3 Corte no micrétomo

Antes da microtomia, para evitar enrugamento do tecido durante o corte, 0s
tecidos incluidos em blocos de parafina permaneceram 30 minutos a -20°C. Os blocos
com os fragmentos de figado e tecido adiposo foram cortados no micr6tomo com
espessura de 5 uym e 7 pm, respectivamente. Os fragmentos obtidos foram
transferidos para banho-maria (40°C), distendidos com o auxilio de uma pinca e
aderidos em laminas. As laminas foram transferidas para estufa a 60°C por

aproximadamente 2 horas e depois armazenadas a temperatura ambiente.
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4.2.6.4 Coloragao com hematoxilina-eosina

Antes de iniciar a etapa de coloracédo das laminas com hematoxilina e eosina,
as mesmas foram colocadas na estufa a 60 °C para a desparafinizagéo por 30 minutos
e em seguida, foram imersas nos seguintes banhos de reidratagao:

v 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)

agua corrente por 3 minutos

AR N N N N S

agua destilada (1 banho)

Em seguida as laminas foram imersas em solucédo de hematoxilina de Harris (5
mg hematoxilina, 50 mL de alcool absoluto, 100 mg de alimen de potassio, 2,5 g de
oxido vermelho de mercurio, 1000 mL de agua destilada) por 2 minutos as amostras
de figado e 5 minutos as de tecido adiposo.

Posteriormente as laminas foram lavadas em agua corrente para retirada do
excesso de hematoxilina, mergulhadas em agua destilada e imersas rapidamente em
alcool &cido (&cido cloridrico 1% em alcool 70%) e novamente lavadas em agua
destilada, seguindo para a coloracéo por eosina. Para imersdo em eosina, as laminas
foram inicialmente imersas em solugcéo Scott (Leica Biosystems, Alemanha), lavadas
em agua corrente e em agua destilada. Apoés retirada o excesso de agua destilada, as
laminas foram imersas em eosina alcodlica 1% por 1 minuto. Em seguida, as laminas
foram imersas em alcool etilico 95%-v/v (3 banhos sendo 1 minuto cada) e a seguir
em alcool etilico absoluto (6 banhos de 1 minuto cada). Para finalizacdo do processo

de coloracéo, as laminas foram imersas em xilol (3 banhos de 1 minuto cada).

Apoés secagem, a montagem das laminas foi realizada utilizando-se 0 meio
sintético Entellan e laminula. (Entellan new, Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). As

imagens dos cortes de tecidos foram capturadas por um scaner (ScanScope® CS
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System) com aumento de 10 vezes e as imagens foram processadas no programa

Aperio Image Scope v.12.2.2.5015.

4.3 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados no programa estatistico Graph Pad Prism 5.0.
Todos os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). A
andlise de variancia de um fator (one way ANOVA) ou a analise de variancia de dois
fatores (two-way ANOVA) seguida do pos-teste de Bonferroni foram utilizadas para
comparar as médias entre multiplos grupos em relacédo ao tratamento ao longo do

tempo. O nivel de significancia adotado foi p< 0,05.
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5 RESULTADOS

Neste trabalho foram utilizados dois modelos experimentais nos quais
camundongos C57BI/6 foram alimentados com dieta normolipidica ou hiperlipidica e

tratados ou ndo com TBTC.

5.1 AVALIACAO DA MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS ALIMENTADOS
COM DIETA NORMOLIPIDICA E TRATADOS COM TBTC

A avaliacdo do ganho de massa corporal dos camundongos alimentados com
dieta normolipidica e tratados durante 13 semanas, da 92 a 212 semana de vida, com
TBTC diluido na agua mostrou que essa variavel nao foi diferente dos animais que
receberam agua sem TBTC (controle) (Figura 6A e 6B). Os resultados foram
semelhantes para os animais tratados com TBTC nas concentracdes de 1, 5 ou 25
pg/Kg/dia.

Analisando somente o periodo de tratamento com o TBTC, néo foi observada
diferenca estatisticamente significante no ganho de massa corporal (diferenga entre a
massa corporal da 212 semana e da 9% semana de vida) entre 0s grupos
experimentais, embora os animais que receberam TBTC na concentracéo de 5 pg/Kg
tenham apresentado uma tendéncia de maior ganho (Figura 6B). Assim, 0s animais
controle apresentaram um ganho de massa de 7,57 1,199, enquanto O0s
camundongos tratados com TBTC nas doses de 1, 5 ou 25 pg/Kg/dia apresentaram
um incremento corporal de 7,82 +0,87g; 8,84 +0,299g e 7,26 0,979 respectivamente
(p = 0,641).
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Figura 6. Massa corporal dos camundongos alimentados com dieta normolipidica (A) Massa corporal
da 52 a 212 semana de vida. (B) Ganho de massa corporal durante o tratamento (92 até a 21® semana
de vida). Os camundongos foram alimentados com dieta normolipidica da 52 & 212 semana de vida e
tratados com agua (controle) ou com TBTC (1, 5 ou 25 pug/Kg) na dgua de beber da 92 até a 212 semana
de vida (n = 4). Nao houve diferenca entre os grupos. Dados apresentados como média + EPM. (Analise
de variancia (ANOVA) de dois fatores para figura 6A e um fator para figura 6B) Figura 6A p=0,6488 e
Figura 6B p=0,6418).
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5.2 AVALIACAO DA INGESTAO DE DIETA E INGESTAO HIDRICA DOS
ANIMAIS ALIMENTADOS COM DIETA NORMOLIPIDICA

Com o objetivo de verificar se o tratamento com o TBTC poderia influenciar a
ingestao de agua ou de dieta, o consumo dos animais tratados com dieta normolipidica
foi mensurado trés vezes por semana. Foi observado que ndo houve diferenca
estatisticamente significante no consumo de agua e dieta entre o grupo controle e 0s
tratados com TBTC diluido na agua (Figuras 7A e 7B). Estes resultados mostram que
a ingestdo do TBTC nas trés concentracfes (1, 5 ou 25 pg/Kg/dia) ndo alterou
significativamente o consumo de dieta e agua, quando comparado aos animais que

beberam somente agua (controle).

A diluicdo do TBTC na agua foi realizada semanalmente. Analisando os dados
dispostos individualmente por animal na Tabela 1, depreende-se que a quantidade de
agua ingerida pelos animais foi em média proxima as concentracdes desejadas de
TBTC. Na Tabela 1 foram utilizados os dados de massa e consumo diério de cada
animal na 162 semana de vida para exemplificar a forma de controle do consumo do

TBTC nas trés concentracoes (1, 5 ou 25 pg/Kg/dia), conforme o programado.

Tabela 1- Dados da ingestao hidrica individual diaria de cada concentracao de TBTC.
Médias apresentadas com Erro Padrdo da Média (EPM)

Consumo Concentragao
Objetivo . hidrico Massa do animal Mas_sa €1y UL (n9) deTB?I'C
do estudo 2uine diario (9) e em 1 mL ingerido por
(Kg) de 4gua
(mL) kg de massa
M1G2 1,44 27,01 0,03701 0,800
M2G2 2,61 31,63 0,03163 1,238
TBTC — "M3G2 1,89 29,27 0,02927 _ 0,015 ug 0,969
1ug/Kg  —aGa 2,06 30,38 0,03038 1,017
média 2,00 0,24 29,57 0,98 0,02957 1,014 +0,090
M1G3 1,67 31,09 0,03109 4,029
M2G3 1,33 32,35 0,03235 3,083
5T;ZT/}(<:g M3G3 2.22 30,34 0,03034 0,075 ug 5.488
M4G3 1,72 30,69 0,03069 4,203
média 1,74+0,18 31,11 0,44 0,03112 4,182 £0,495
M1G4 1,83 29,66 0,02966 23,137
BTG M2G4 2,61 28,93 0,02893 33,832
25 uglKg _M3G4 2,06 27,82 0,02782 0,375 g 27,768
M4G4 2,06 30,43 0,03043 25,386

média 2,14 +0,16 29,21 +0,55 0,02921 27,473 £2,303
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Figura 7. Consumo de dieta e dgua dos camundongos alimentados com dieta normolipidica. (A)
Consumo de dieta (B) Consumo de agua. Os camundongos foram alimentados com dieta
normolipidica da 52 até a 212 semana de vida e tratados somente com agua (controle) ou com TBTC
(1, 5 ou 25 pg/Kg) na 4gua de beber da 92 até a 212 semana de vida (n = 4). N&ao houve diferenca entre
os grupos. Dados apresentados como média = EPM. (Andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores.
Figura 7A p=0,3042 e Figura 7B p=0,6785.
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5.3 AVALIACAO DA GLICEMIA EM JEJUM DOS ANIMAIS ALIMENTADOS
COM DIETA NORMOLIPIDICA

A glicemia capilar dos animais alimentados com dieta normolipidica foi aferida
somente no final do tratamento, na 192 semana de vida. Como é possivel observar na
Figura 8, ndo houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos tratados
com o TBTC e o grupo controle. Assim, 0s animais controle apresentaram na 192
semana uma glicemia no valor de 94,25 15,34 mg/dL enquanto que os camundongos
tratados com TBTC nas doses de 1, 5 ou 25 pg/Kg/dia apresentaram glicemia capilar
de 110,00 £5,34 mg/dL; 94,50 £8,70 mg/dL e 88,00 £4,06 mg/dL, respectivamente
(p=0,3054).
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Figura 8. Glicemia dos camundongos alimentados com dieta normolipidica. Glicemia em jejum aferida
na 192 semana de vida dos camundongos. N&o houve diferenca entre os grupos. Dados apresentados
como média £ EPM. (Andlise de variancia (ANOVA) de um fator) (p = 0,3054)
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5.4 AVALIACAO DA MASSA DOS TECIDOS ADIPOSOS E ORGAOS DOS
ANIMAIS ALIMENTADOS COM A DIETA NORMOLIPIDICA

ApoOs a eutanasia, os animais foram dissecados e os tecidos adiposos brancos
subcutaneo inguinal, visceral epididimal, e tecido adiposo marrom interescapular
foram coletados e pesados. Além dos tecidos adiposos, foram coletados coracéo, rins
e testiculos. Foi observado que ndo houve diferenca estatisticamente significante
entre 0s grupos mostrando que o tratamento ndo interferiu na massa do Tecido
Adiposo Branco (TAB) (Figura 9). Os 6rgdos foram pesados e também né&o
apresentaram diferenca estatisticamente significante entre 0os grupos controle e
tratados com TBTC nas concentracdes de 1, 5 ou 25 pg/Kg/dia. Os valores da razéo
da massa do orgao (tecido em mg) dividido pela massa corporal do animal (g), bem

como a probabilidade de significancia (p) estdo representados na tabela 2.

Tabela 2 - Valor de p e massa dos tecidos e 6rgaos dos camundongos alimentados
com dieta normolipidica. Médias apresentadas com Erro Padréo da Média (EPM).

TAB TAB TAM Inter
inguinal Epididimal  escapular Coracgao Rins Testiculos

Valor de
p

p = 0,5045 p=03021 p=0,9886 p=0,3624 p = 0,0667 p = 0,2800

mg/g de mg/g de mg/g de mg/g de mg/g de mg/g de
massa massa massa massa massa massa

CONTROLE 13,35+2,77 36,28 +1,66 4,63+0,84 4,35+0,13 9,59 +0,35 5,68 0,31

TBTC1ug/Kg  1302+1,92 3238%2,13 4404047 4,33+0,19 11,02+0,33 6,20 +0,41

TBTCS5ug/Kg  17,11+0,95 36.69%2,79 4524026 4,83+0,35 9,80+0,56 5,48 +0,21

TBTC 25 ug/Kg 1447 +2,08 3224146 4641044 4,26+0,22 10,77 +0,31 6,33 +0,39
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Figura 9. Massa dos tecidos e 6érgdos dos camundongos alimentados com dieta normolipidica. (A)
Tecido Adiposo Branco (TAB) Inguinal, (B) Tecido Adiposo Branco (TAB) Epididimal, (C) Tecido
Adiposo Marrom (TAM) interescapular, (D) Coragéo, (E) Rins, (F) Testiculos. Grupos de n=4 animais.
N&o houve diferenca entre os grupos. Dados apresentados como média + EPM. Andlise de variancia
(ANOVA) de um fator Figura 9A p = 0,5045; Figura 9B p = 0,3021; Figura 9C p = 0,9886; Figura 9D p
= 0,3624; Figura 9E p = 0,0667 e Figura 9F p = 0,2800.

Considerando que a administracdo de TBTC n&o modificou nenhum dos
parametros metabdlicos analisados (massa corporal, ingestdo de agua e dieta,
glicemia e adipogénese) nos camundongos submetidos a dieta normolipidica, decidiu-
se investigar se o efeito adipogénico do TBTC poderia surgir nos animais submetidos
a dieta hiperlipidica. Além disso, como nesses animais ja esta bem definido que
rosiglitazona melhora a glicemia, comparou-se o efeito do TBTC com a rosiglitazona
e 0 GQ-16, um agonista parcial que também melhora o controle glicémico desses
animais. Como ter-se-ia que conduzir 5 grupos com 5 animais em cada um, totalizando
25 animais, resolveu-se administrar todas os compostos incorporados a dieta. Para
isso foi solicitado ao fabricante (PRAGSOLUCOES) a mistura de cada um dos

compostos a sua respectiva dieta.



54

5.5 AVALIACAO DA MASSA CORPORAL DOS ANIMAIS TRATADOS COM
TBTC E ALIMENTADOS COM DIETA HIPERLIPIDICA

Todos 0s animais apresentaram um aumento gradativo da massa corporal ao
longo do tempo. Porém, a avaliacdo do ganho de massa corporal dos camundongos
alimentados com dieta hiperlipidica e tratados durante 6 semanas, da 172 a 222
semana de vida, com 0s compostos rosiglitazona 10 mg/Kg, GQ-16 40 mg/Kg ou
TBTC em duas concentracdes (1 e 5 pg/Kg) ndo mostrou diferenca entre os grupos
(Figura 10A).

Os dados sao confirmados quando realizamos a anélise do ganho de massa
corporal durante o periodo de tratamento, mostrando que ndo houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos experimentais. No entanto, os animais
tratados com GQ-16 40 mg/Kg apresentaram um menor ganho quando comparado
aos demais grupos. Enquanto os animais do grupo tratado com rosiglitazona
aumentaram sua massa em 3,67 +0,51 g, TBTC 1 pug/Kg em 3,23 £0,60 ge o TBTC 5
png/Kg em 3,11 £0,50 g, apresentando valores proximos entre si, 0s animais do grupo
tratado com GQ-16 ganhou somente 2,22g +0,51 e 0s animais do grupo controle 4,069
+0,69. Mesmo nédo sendo estatisticamente significante, em comparagao ao controle,
0 grupo tratado com GQ-16 apresentou um ganho de massa corporal
aproximadamente 45% menor. J& na comparac¢ao do grupo tratado com o GQ-16 com

0s demais grupos, este apresentou um ganho de massa 30% menor (Figura 10B).
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Figura 10. Massa corporal dos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. (A) Massa corporal
da 5% a 222 semana de vida. (B) Ganho de massa corporal durante o tratamento da 172 a 222 semana
de vida. Camundongos alimentados com dieta hiperlipidica da 52 a 222 semana de vida e tratados com
rosiglitazona, GQ-16 ou TBTC (1 ou 5ug/Kg), incorporados a dieta (n = 5). Nao houve diferenga entre
os grupos. Dados apresentados como média =+ EPM. (Andlise de variancia (ANOVA) de dois fatores
para a figura 10A e um fator para a Figura 10B). Valor de p Figura 10A p= 0,9579 e Figura 10B
p=0,2469).
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5.6 AVALIACAO DA INGESTAO DE DIETA E INGESTAO HIDRICA DOS
ANIMAIS ALIMENTADOS COM A DIETA HIPERLIPIDICA

Os consumos de dieta e de adgua dos animais tratados com dieta hiperlipidica
foram mensurados trés vezes por semana. N&o foram observadas diferencas
estatisticamente significantes nos consumos de agua e dieta entre os diferentes
grupos de estudo (Figuras 11A e 11B). Estes resultados mostram que a ingestéo da
rosiglitazona 10 mg/Kg, GQ-16 40 mg/Kg ou TBTC em duas concentracdes (1 ou 5
Hg/Kg) ndo alteraram o consumo de agua e dieta quando comparado entre si e aos

animais do grupo controle.
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Figura 11. Consumo de dieta e agua de camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. (A)
Consumo de dieta (B) Consumo de agua. Os camundongos foram alimentados com dieta
hiperlipidica da 52 até a 22% semana de vida e tratados com rosiglitazona, GQ-16 ou TBTC (1 ou 5
Hg/Kg), incorporados a dieta pelo fabricante da 172 a 222 semana de vida (n = 5). Nao houve diferenca
entre os grupos. Dados apresentados como média + EPM. Analise de variancia (ANOVA) de dois
fatores. Valor de p Figura 11A p=0,3042 e Figura 11B p=0,6785.
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Considerando o grafico anterior (Figura 11A) o qual mostra que ndo houve
variacdo quanto a ingestao da dieta, utilizou-se os dados de massa e consumo diario
de cada animal na 192 semana de vida para exemplificar que a ingestdo média dos
animais foi equivalente a dose administrada. Comprovando que os valores obtidos
estdo de acordo com o programado. Os dados estdo dispostos individualmente na
Tabela 3.

Tabela 3. Dados da ingestao individual diaria de TBTC, GQ-16 e rosiglitazona. Médias
apresentadas com Erro Padrdo da Média (EPM).

Consumo Massa do

Objetivo do . Af . ; Composto Mg TBTC
estudo aul dlarlo(cés Bl an(lg;al em 1lkg dieta ingerido
M1G2 2,43 32,45 1,11
M2G2 2,86 44,27 0,96
TBTC
M3G2 2,49 37,88 14,8 ug 0,97
1 ug /Kg
M4G2 2,06 31,41 0,97
M5G2 2,44 38,47 0,94
Média 2,46 0,13 36,9 +2,32 0,99 +0,03
M1G3 2,5 34,90 5,30
M2G3 2,49 34,90 5,28
TBTC
M3G3 2,65 39,18 74 ug 5,00
5 g /Kg
M4G3 2,13 33,38 4,72
M5G3 2,44 34,27 5,27
Média 2,44 +0,08 35,33 £1,00 5,12 +0,11
mg GQ-16/Rosi
ingerido
M1G4 2,33 34,07 40,48
GO -16 M2G4 2,57 37,67 40,39
Q- M3G4 2,09 26,93 592 mg 45,94
40mg/kg
M4G4 2,45 39,07 37,12
M5G4 2,29 35,99 37,67
Média 2,35+0,08 34,75%2,12 40,32 +1,56
M1G5 2,93 36,18 11,98
Rosial M2G5 2,36 31,15 11,21
osiglitazona ~y;3 =5 201 36,83 148 mg 11,69
10 mg/Kg
M4G5 2,42 32,27 11,10
M5G5 2,94 42,42 10,26

Média 2,71 +0,29 35,77 £1,99 11,25 +0,29
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5.7 AVALIACAO DA GLICEMIA EM JEJUM DOS ANIMAIS ALIMENTADOS
COM A DIETA HIPERLIPIDICA

A glicemia capilar foi aferida na 162 semana (antes de iniciar o tratamento) e
nas 172, 182, 202 e 222 semanas de vida. Na figura 12, sdo mostradas as glicemias na
162,172 e 222 semana de vida. Na glicemia aferida na 16® semana de vida, como era
esperado, 0s animais apresentavam hiperglicemia e nao houve diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (Figura 12A). Ap6s uma semana de
tratamento observou-se que tanto a rosiglitazona quanto o GQ-16 diminuiram o0s
niveis glicémicos, embora a reducdo promovida pelo GQ-16 ndo tenha sido
estatisticamente significante. A rosiglitazona foi capaz de reduzir a glicose em
aproximadamente 42% enquanto que o GQ-16 reduziu aproximadamente 15%
guando comparados a glicemia basal (Figural2B). Em contrapartida, os animais
tratados com TBTC 1 ug/Kg e 5 pg/Kg ndo apresentaram reducao significativa da
glicemia (162,00 +14,36 mg/dL e 137,00 +2,21 mg/dL, respectivamente) quando
comparados aos animais do grupo controle (159,2 15,84 mg/dL). Um cenario
semelhante foi observado ao final do tratamento, na 222 semana de vida, quando 0s
animais do grupo controle apresentaram uma glicemia capilar no valor de 162 £10,24
mg/dL enquanto os animais tratados com rosiglitazona, GQ-16, TBTC 1 pg/Kg e 5
Mg/Kg apresentaram glicemia de 109,5 £7,96 mg/dL; 120,5 +3,68 mg/dL; 149,8 +14,31
mg/dL e 149,6 £12,66 mg/dL, respectivamente (p = 0,0210) (Figura 12C).
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Figura 12. Glicemia dos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. (A) Glicemia em jejum
aferida na 162 semana de vida, antes de iniciar o tratamento. (B) Glicemia em jejum aferida na 172
semana de vida, ap6és uma semana de tratamento. (C) Glicemia em jejum aferida na 222 semana de
vida, ao término do tratamento. Dados apresentados como média £ EPM. Andlise de variancia (ANOVA)
de um fator seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 vs controle. Figura 12A p = 0.7239, Figura 12B p
=0,0158 e Figura 12C p = 0,0210.

5.8 AVALIACAO DA MASSA DOS TECIDOS ADIPOSOS E ORGAOS DOS
ANIMAIS ALIMENTADOS COM DIETA HIPERLIPIDICA

A avaliacdo da massa dos Tecidos Adiposos Brancos (TAB) ndo apresentou
diferenca significativa entre os grupos mostrando que o tratamento néo interferiu na

massa desses tecidos (Tabela 4). Foram coletados e pesados os tecidos adiposos
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brancos subcutaneo inguinal, retroperitoneal e visceral epididimal. Apesar de as
massas do TAB epididimal dos animais tratados com TBTC 1 e 5 ug/Kg apresentarem
valores respectivamente, de 51,57 5,46 e 54,49 £2,48 mg/g, e serem maiores que a
massa do TAB do grupo controle (48,61 +3,76 mg/g), essa diferenca nao foi
significativa. Também foi coletado e pesado o Tecido Adiposo Marrom interescapular
(TAM) que apresentou diferenca estatisticamente significante com valor de p <0,05
(Tabela 4). Os animais tratados com rosiglitazona apresentaram a massa de TAM
aproximadamente 39% maior que a do controle, enquanto os animais tratados com
GQ-16 apresentaram a massa de TAM aproximadamente 48% menor que o controle.
O tratamento com TBTC apesar de ndo apresentar diferenga significativa, mostrou
uma tendéncia de diminuicdo da massa do tecido marrom interescapular na
concentracdo de 5 ug/Kg (Figura 13). Os valores da razdo da massa do 6rgéao (tecido
em mg) dividido pela massa corporal do animal (g), bem como a probabilidade de
significancia (p) estéo representados na Tabela 4 e os dados dos 6rgéos na Tabela 5.

Tabela 4. Valor de p e massa dos tecidos dos camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica. Médias apresentadas com Erro Padrdo da Média (EPM).

TAM Inter
TAB inguinal  TAB Retroperioneal TAB Epididimal escapular
Valor de p p =0,1075 p =0,8459 p =0,4209 p <0,05
mg/g de
massa mg/g de massa mg/g de massa mg/g de massa
CONTROLE 38,04 +2,80 23,47 2,25 48,61 +3,76 6,69 +0,29
Rosiglitazona
24,31 +4,37 19,94 +3,30 42,28 +2,61 10,97 0,52
10 mg/Kg
GQ-16 40 mg/Kg 26,91 +4,12 19,86 +3,31 39,21 +5,36 3,43 +0,41
TBTC 1 ug/Kg 27,36 +4,02 23,18 42,12 51,57 +5,46 5,66 +0,41

TBTC 5 ug/Kg 33,32 +1,35 19,86 3,30 54,49 +2,48 4,68 +0,50
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Tabela 5. Valor de p e massa dos 6rgdos dos camundongos alimentados com dieta
hiperlipidica. Médias apresentadas com Erro Padréo da Média (EPM).

Coracéo Figado Rins Testiculos
Valor de p p=0,1382 p=0,1719 p =0,6642 p=0,7329
mg/g de massa mg/g de massa mg/g de massa mg/g de massa
CONTROLE 3,57 £0,15 43,51 £3,17 8,83 0,34 4,49 +0,28
Rosiglitazona

4,18 +0,18 31,79 £1,34 8,97 0,44 4,61 +0,29

10 mg/Kg

GQ-16 40
3,70 +0,22 35,06 +2,61 8,39 10,42 5,44 0,34

mg/Kg

TBTC 1 pg/Kg 3,33 0,05 35,91 +4,08 8,63 £0,40 4,88 +0,16

TBTC 5 pg/Kg 3,21 0,09 33,18 +1,38 9,14 0,19 4,64 +0,27
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Figura 13. Massa dos tecidos e 6rgaos dos camundongos alimentados com dieta hiperlipidica. (A)
Tecido Adiposo Branco (TAB) Inguinal, (B) Tecido Adiposo Branco (TAB) Retroperitoneal, (C) Tecido
Adiposo Branco (TAB) Epididimal. (D) Tecido Adiposo Marrom (TAM) interescapular, (E) Coracéo, (F)
Figado, (G) Rins, (H) Testiculos (n=5). O TAM (D) apresentou um aumento no grupo tratado com
rosiglitazona e uma reduc¢do no grupo tratado com GQ-16. Nos demais tecidos e érgaos nao houve
diferenca significativa. Dados apresentados como média + EPM. Andlise de varidncia (ANOVA) de um
fator seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 vs controle. Figura 13A p = 0,1075, Figura 13B p = 0,8459,
Figura 13C p = 0,4209, Figura 13D p = 0,0981, Figura 13E p = 0,1382, Figura 13F p = 0,1719, Figura
13G p = 0,6642 e Figura 13H p = 0,7329.
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5.9 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DO TECIDO
ADIPOSO DOS ANIMAIS ALIMENTADOS COM DIETA HIPERLIPIDICA

A andlise histologica foi realizada apenas dos tecidos dos animais alimentados
com dieta hiperlipidica. Foram analisados os tecidos adiposos branco inguinal, branco

epididimal e marrom interescapular e tecido hepatico.

Com o intuito de utilizar um critério de validacao e excluir a possibilidade da
avaliacdo sugestionada por parte do pesquisador, foi utilizada uma analise cega
(ocultacdo do nomes do objeto de estudo) feita por 3 alunos do Programa de Pos-
Graduacdo da UNB, escolhidos aleatoriamente. Os alunos foram orientados a
classificar cada imagem de acordo com quantidade e didmetro das vesiculas de
gordura em cada tecido, sem saber quais tecidos ou tratamentos tinham sido
realizados. Os resultados estdo apresentados na Ficha Avaliativa de Tecido
(APENDICE A).

A andlise do tecido adiposo marrom interescapular mostrou maior acumulo
lipidico nos tecidos pertencentes aos grupos tratados com rosiglitazona e com TBTC
5ug/Kg de massa. Enquanto que o TAM dos animais tratados com rosiglitazona
apresentou adipocitos maiores comparado ao grupo controle, o TAM dos animais que
receberam TBTC 5ug/Kg apresentou adipOcitos pequenos, porém mais numerosos.

(Figura 14B e 14E, respectivamente).
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Figura 14. Imagem das laminas histologicas de tecido adiposo marrom interescapular. (A) Controle,
(B) rosiglitazona 10 mg/Kg, (C) GQ 16 40 mg/Kg , (D) TBTC 1ug/Kg e (E) TBTC 5ug/Kg. Coloracao
hematoxilina e eosina. Aumento de 10 vezes e escala de 200um (n = 5).

A analise do tecido adiposo branco inguinal revela que nado ha diferenca entre
0S grupos tratados e o grupo controle, porém observa-se células adiposas
ligeiramente menores no grupo tratado com GQ-16 (Figura 15C) e células adiposas
maiores no grupo exposto a TBTC 5ug/Kg (Figura 15E). O tecido adiposo branco



66

epididimal ndo mostrou diferenca entre os grupos tratados em relacdo ao grupo

controle (Figura 16).
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Figura 15. Imagem das laminas histoldgicas de tecido adiposo branco inguinal. (A) controle, (B)
rosiglitazona, (C) GQ 16, (D) TBTC 1pg/Kg, (E) TBTC 5ug/Kg. Coloracdo hematoxilina e eosina.
Aumento de 10 vezes e escala de 400um. (n =5)
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Figura 16. Imagem das laminas histolégicas de tecido adiposo branco epididimal. (A) controle, (B)
rosiglitazona, (C) GQ 16, (D) TBTC 1ug/Kg, (E) TBTC 5ug/Kg. Coloracdo hematoxilina e eosina.
Aumento de 10 vezes e escala de 400um. (n = 5)
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5.10 AVALIACAO DAS CARACTERISTICAS HISTOLOGICAS DO TECIDO
HEPATICO DOS ANIMAIS ALIMENTADOS COM DIETA HIPERLIPIDICA

No tecido hepético foi observado uma maior quantidade de goticulas lipidicas
nos hepatdécitos, do grupo tratado com rosiglitazona (Figura 17B) e TBTC 5ug/Kg

(Figura 17E), sendo mais acentuado nos animais tratados com TBTC.

Controle

T

TBTC 1 pg/Kg

TBTC 5 pg/Kg

Figura 17. Imagem das laminas histoldgicas de tecido hepatico. (A) controle, (B) rosiglitazona, (C) GQ
16, (D) TBTC 1ug/Kg, (E) TBTC 5ug/Kg. Coloracao hematoxilina e eosina. Aumento de 10 vezes e
escala de 300um. (n = 5)
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6 DISCUSSAO

A obesidade vem tornando-se uma epidemia crescente e global (129) e é um
fator de risco para doencas nado transmissiveis como doencas cardiovasculares,
diabetes, disturbios musculoesqueléticos, assim como de alguns tipos de cancer
(130). Baillie-Hamilton foi a primeira autora a associar o lancamento de produtos
guimicos no meio ambiente e o aumento da incidéncia da obesidade (7), mostrando
gue uma exposicao crénica a estes produtos poderia resultar em uma epidemia de

obesidade e distUrbios a ela associados.

Dentre estes produtos quimicos estdo os desreguladores enddcrinos, que
podem causar doencas metabdlicas, como a obesidade e diabetes (6).
Frequentemente, as pessoas estdo expostas a estes DE e em concentracbes
desconhecidas, portanto o intuito desta dissertacdo foi mimetizar esta possivel
exposigdo. Utilizamos dois modelos experimentais, animais alimentados com dieta
normolipidica ou hiperlipidica e administrou-se um DE, o cloreto de tributilestanho

(TBTC), diluido na agua ou incorporado a dieta.

Nos animais alimentados com a dieta normolipidica administrou-se o TBTC
em 3 concentracdes (1, 5 ou 25 pg/Kg) e nos animais alimentados com a dieta
hiperlipidica foram tratatos com TBTC em 2 concentracdes (1 ou 5 pg/Kg) ou
rosiglitazona 10 mg/Kg ou GQ-16 40 mg/Kg. A rosiglitazona, utilizada como
sensibilizador insulinico, apresenta efeitos desfavoraveis, como ganho de peso (131),
por outro lado o GQ-16 apresenta um agonismo seletivo para o receptor PPARY,
sendo capaz de aumentar o acumulo intracelular de lipidios porém com uma menor
intensidade que a rosiglitazona (105). Utilizou-se o GQ-16 também como controle, por
ser um agonista parcial de PPARy semelhante ao composto TBTC, objeto de

investigagdo neste trabalho.

Estudos relatam que o TBTC ativa o heterodimero RXR/PPARy e promove a
adipogénese (17, 32, 64). O RXR/PPARy desempenha um papel fundamental na
diferenciacdo de adipécitos e armazenamento de energia e €, portanto, uma chave

para o controle do metabolismo do corpo inteiro (73).
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Nossos resultados mostraram que nao houve diferenga estatisticamente
significante entre as massas corporais médias dos camundongos que receberam
diferentes tipos de tratamento quando comparadas a dos animais dos grupos controle,
mas no modelo experimental em que os camundongos foram alimentados com dieta
normolipidica, observou-se uma tendéncia de aumento na massa corporal dos
animais que foram tratados com TBTC, na concentracao de 5 pug/Kg, diluido na agua
de beber. Zuo et al.,, 2011, administraram o TBTC por gavagem em animais
alimentados com dieta padrdo e mostrou um aumento significativo na massa corporal
com a mesma concentragcédo de 5 pg/Kg (34), Penza et al., 2011, determinaram um
valor significativo na razdo de massa de gordura pela massa corporal dos animais, em
uma concentracdo de TBTC 0,5 pug/Kg administrando o TBTC incorporado a dieta
padrao livre de soja (123). Neste trabalho, porém, quando TBTC a 5 pg/Kg foi
administrado incorporado a dieta hiperlipidica, ndo foi observado o mesmo ganho de
massa corporal. Neste modelo experimental, o tratamento com GQ-16 mostrou uma
tendéncia de menor ganho de massa, similar aos resultados apresentados por Coelho
et al., 2016 que administraram o GQ-16 em animais alimentados com dieta
hiperlipidica (106).

No modelo experimental em que os animais foram alimentados com uma dieta
normolipidica e expostos ao TBTC, a glicemia capilar ndo apresentou diferenca entre
0S grupos, sugerindo que por meio dessa forma de administracdo, o TBTC néo
promoveu alteracdo nos niveis glicémicos. Entretanto, no modelo onde os animais
foram induzidos a hiperglicemia por dieta hiperlipidica, e posteriormente iniciado o
tratamento, a rosiglitazona diminuiu significativamente os niveis glicémicos. O GQ-16
apresentou uma tendéncia de diminuicdo, mostrando que nosso controle positivo foi
efetivo, enquanto que o tratamento com o TBTC manteve os niveis semelhantes ao
controle sugerindo que o TBTC nao altera os niveis de glicemia capilar neste modelo
de estudo.

Agonistas totais de PPARYy, como a rosiglitazona e parciais como o GQ-16,
além de promoverem sensibilizac&o a insulina, (105, 132) tem a capacidade de induzir
o “amarronzamento” do tecido adiposo branco, isto €, conferir aos adipécitos brancos

caracteristicas fenotipicas dos adipdcitos marrons (133).

Em relacdo & massa do tecido adiposo marrom interescapular, no nosso

estudo, houve uma diferenca estatisticamente significante entre os animais tratados



71

com rosiglitazona e GQ-16 quando comparados aos animais do grupo controle e uma
tendéncia de diminuigdo nos animais tratados com TBTC 5 pg/Kg. Os animais tratados
com rosiglitazona apresentaram uma massa de TAM maior que 0 grupo controle
enquanto os animais tratados com GQ-16 apresentaram uma massa menor que 0S
animais do grupo controle, estes resultados corroboram com os achados em Coelho
et al. Na andlise morfoldgica cega das laminas, foi possivel observar gotas lipidicas
maiores no TAM dos animais tratados com a rosiglitazona e mais nhumerosas nos

animais tratados com TBTC 5 ug/Kg.

Nos nossos estudos, ndo houve diferenga significativa entre os grupos, na
massa dos tecidos adiposos brancos, mostrando que o tratamento nao interferiu no
aumento da massa dos tecidos, porém Grun et al., 2006, associaram a exposi¢ao in
utero do TBTC a um ganho na massa adiposa do tecido epididimal de

aproximadamente 20% maior que o controle (32).

No tecido adiposo inguinal, na anélise morfolégica, observou-se adipdcitos
ligeiramente menores no grupo tratado com GQ-16, semelhante ao observado por
Coelho et al., 2016 além disso, observaram a expressao de genes termogénicos no
TAB, sugerindo o “amarronzamento” do tecido em decorréncia do tratamento. (106).
Adicionalmente, foi observado também um discreto aumento nos adipdcitos do grupo
exposto ao TBTC 5ug/Kg, sugerindo que o composto TBTC promove maior acumulo
de lipidios e como consequéncia apresenta aumento no tamanho das células

adiposas.

Neste trabalho, ndo foi observada diferenca entre as massas dos testiculos
entre os grupos nos dois modelos experimentais. No trabalho de Chen et al., 2008, os
camundongos foram tratados com TBTC (0,5, 5 ou 50 ug/Kg) por gavagem e, em
concentracdes mais elevadas foi detectada uma reducdo na massa dos testiculos, em
valores absolutos e relativos, além disso, foi observado alteracbes na

espermatogénese dos camundongos tratados com TBTC (134).

A hepatoxidade do TBTC pode ser acarretada pela inibicdo do citocromo P450
fazendo com que ocorra uma diminuigdo do metabolismo hepéatico (135), dessa forma
avaliaram-se a massa e a histologia do tecido hepatico dos animais alimentados com
a dieta hiperlipidica. Nossos resultados ndo mostraram diferenga entre as massas do
tecido hepatico, porém, foi observado uma maior quantidade de gotas lipidicas nos
hepatécitos do grupo tratado com rosiglitazona e mais acentuado no grupo tratado
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com TBTC 5 pg/Kg, sugerindo que a rosiglitazona e o TBTC séo capazes de promover
um maior acumulo de gordura no tecido hepético. Resultados que corroboram com 0s
nossos achados foram descritos por Zuo et al, 2011, que mostraram o
desenvolvimento de esteatose hepatica em camundongos na concentracédo de TBTC
5 ng/Kg (34).

O TBTC, mesmo sendo um agonista parcial de PPARyY, no nosso estudo nao
mostrou os efeitos esperados de um agonista de PPARy como ganho de massa e
reducdo da glicemia. Foi mostrado, in vitro, que o TBTC além de ser agonista de
PPARy também €& um agonista total de RXR (19, 32). Como o RXR pode se
heterodimerizar com outros receptores como TR (receptores de hormanio tireoidiano),
o VDR (receptor da vitamina D) e o RAR (receptor do acido retinoico) (110, 136), o
TBTC poderia estar ativando o RXR quando ele esta heterodimerizado com outros
receptores e desta forma poderia acabar ativando outras vias metabdlicas. O TBTC
também pode ativar ou bloquear a acdo de outros receptores, como observado em
dados preliminares e nédo publicados do Laboratoratério de Farmacologia da
Universidade de Brasilia, que mostram que o TBTC pode ser um antagonista do

receptor PPARaQ, o que poderia ajudar a explicar os nossos resultados.

No nosso estudo ndo foram avaliados efeitos transgeracionais, Chamorro-
Garcia et al., 2013, mostraram resultados de maiores efeitos do TBTC observados
ap0s exposicdo pré-natal, podendo alterar a programacdo do metabolismo em
camundongos das geracdes e predispor células-tronco mesenquimais multipotentes

para se tornarem ceélulas adiposas, chamado de efeito transgeracional (16).

O efeito direto e agudo do TBTC foi investigado no nosso estudo, em animais
alimentados de duas formas diferentes, dieta normolipidica ou hiperlipidica. No estudo
de Zuo et al., 2011, o TBTC foi administrado por gavagem em camundongos Kun Ming
(KM) alimentados somente com dieta padréo, mostrando na concentragéo de TBTC 5
Mg/Kg, um significativo ganho de massa e sugerindo uma resisténcia a insulina (34).
N&o obstante, Zuo ndo descreveu presenca de hiperglicemia, o que nos instigou a
investigar os efeitos do TBTC na glicose, distribuicdo e morfologia do tecido adiposo

dos animais tratados em duas concentragdes distintas.

Nas condicbes deste estudo, o tratamento com o TBTC ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes quanto ao ganho de massa e
hiperglicemia. Todavia, foi observado um acumulo de lipidios no figado de animais
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alimentados com dieta hiperlipidica. Com o intuito de complementar estes achados foi
colocado como meta quantificar o TBTC absorvido nos tecidos nos tecidos dos
animais, bem como os compostos (GQ-16 e rosiglitazona) utilizados nessa

dissertacéo, como controle.
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7 CONCLUSAO

Os resultados sugerem que o TBTC ndo altera o consumo de dieta e agua,
tanto em animais alimentados com a dieta normolipidica quanto hiperlipidica. Embora
o TBTC néao tenha apresentado diferenca estatisticamente significante em relacdo ao
ganho de massa entre 0s grupos, revelou uma tendéncia de maior ganho de massa
na concentracdo de 5 pug/Kg em animais alimentados com a dieta normolipidica.
Apesar do TBTC néo ter alterado os niveis glicémicos nas duas situacdes, em animais
alimentados com os dois tipos de dietas, o TBTC na concentracao de 5 pug/Kg foi capaz
de promover acumulo de lipidios nos hepatdcitos dos animais alimentados com a dieta
hipelipidica sugerindo que o TBTC é um promotor de esteatose hepética em
camundongos. Apesar de ser um agonista parcial de PPARy, o TBTC ndo melhorou
0s niveis glicémicos dos animais alimentados com a dieta hiperlipidica, ao contrario
de outros agonistas parciais como o0 GQ-16. Para continuar o estudo e complementar
os resultados apresentados nesta dissertacdo, uma perspectiva relevante seria
mensurar a concentracdo do TBTC absorvida nos tecidos dos animais.
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APENDICE - A — FICHA AVALIATIVA DE TECIDO
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ANEXO A — APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO ANIMAL
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APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO ANIMAL

ANEXO B

(ADENDO)
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ANEXO C — DIETA NORMOLIPIDICA

PRAGSOLUGOES

Quantidades produzidas de cada substancia na formula

Pedido
biociéncias A Cliente Sidney Alcantara e Simone Bastista UNB
Data 26/01/2015
Validade 26/04/2015 Em geladeira  25/07/2015 Em freezer
Manipulador
Formula Dieta AIN 93 G
Dose (g ou ml) 24.000 1X
Dose (KgouL) 24,00
‘Cea Prodito Quantidade  Fonecedor  Fator  Lote  Vaidade Quantidade Pesados  Ver
prescrita corregao prod. (g/ml) prod. (g/ml)  OK
qsp e
________ AMDODEMILHO _ _ _ _ _23875000%__ _ _Ingedion_ _ _ _ _1____96052 __131Q"6_ _9.540.000 _9.540000 _ _ __
__________ CASENA __ _ ____2000000%_____MSI______1____173MS1 260715 _ _4.500,000 _4.800000 __ __
‘= === - AMIDODEXTRINZADO  _ _ _ 1320000%_ _ _ _Ingredon_ _ _ _ _1____ 909110 _ 2000218
vmmmmeaa JSACAROSE | __2000000%_ ____BA______1____ 0407 __ 040716 2400000 _ 2400000 _ __ _
________ OLEODESOJA _ __ _ _700000% ____ AMD__ __ _ _1__ __ LROO0908 10/03/2015
- - SELULOSEMICROCRISTAUNA_ _ 500000% _ _ _ _ Famos _ _ __ _1___ D279 30072017 _ 1200000 1200000 ____
o MIXMINERALANS3G_ ___ 350000% __ _PragSougdes  __ _1___ _160115 _ 160116 _ 840000 840000 ____
________ MIXVITANSS  _ ____ 100000% __ _PragSougdes 1 _ ___ 111114 __ 1115 __ 240000 _ 240000 _ ___
mmmmeooolosTNA 03000% _ _ PhamaNesta _ _ _1____130710_ _ 30072015 _ 72000 _ _ 72000 _ ___
. ___ BTARTARATODECOUNA_ _ _ 02500% __ __ Fogion 1 ____1211088 __17M15___ 60000 __ 60000 _ _ __
BHT 0,0014% Oficinallis 1 0,336 0,336
""""""""""" wooota0% T T TTTTT T " %4000 24000
dilucicoes: 1/0000 em sacarose
Manipulado: Aprovado:

Produto destinado a pesquisa. Isento de registro no Ministério da Agricultura Pecuéria e Abastecimento.



ANEXO D - DIETA HIPERLIPIDICA

1) CONTROLE

PRAGSOLUGOES

Quantidades produzidas de cada substancia na formula

Pedido
biociéncias A Cliente Simone Batista UNB
Data 10/08/2015
Validade 09/12/2015 Em geladeira 08/03/2016 Em freezer
Manipulador
Formula Dieta Higerlipidica
Dose (g ou ml) 7.200 Vezes: 1%
Dose (Kg ou L) 7,20
Cod Produto Quantidade Fonecedor Fator Lote Validade Quantidade Pesados ok
prescrita corregdo prod. (g/ml) prod. (g/ml)
asp
AMIDO DE MILHO 15,95000% Ingredion 1 1056717 11/04/17 1.148,400  1.148,400
CASEINA 20,00000% MSI 1 2021T1000  20/07/16 1.440,000 1.440,000
AMIDO DEXTRINIZADO 10,00000% Ingredion 1 1051633 270317 720.000 720,000
SACAROSE 10,00000% GA 1 4041582 23/04/16 720,000 720,000
OLEO DE SOJA 4,00000% Cocamar 1 811512 11/06/2016 288,000 288,000
CELULOSE MICROCRISTALINA  5,00000% Farmos 1 10713146 30/06/18 360,000 360,000
MIX MINERAL AIN 83 G 3,50000% PragSolugoes 1 290715 29/07/16 252,000 252,000
MIX VIT AIN 93 1,00000% PragSolucdes 1 230715 23/07/16 72,000 72,000
L CISTINA 0,3000% Farmos 1 104604 03/06/2018 21,600 21,600
BITARTARATO DE COLINA 0,2500% Farmos 1 3006290 30/07/19 18,000 18,000
BHT 0,0010% Oficinallis 1 0,072 0,072
BANHA 30,0000% Estrela 1 12/02/16 2.160,000 2.160,000
100,00100% 7.200 7.200
dilucicoes: 1/0000 em sacarose
Manipulado Aprovado:

Obs Produto destinado a pesquisa. Isento de registro no Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento
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ANEXO D - DIETA HIPERLIPIDICA

2) ROSIGLITAZONA 10 mg/Kg

Quantidades produzidas de cada substancia na formula

PRAGSOLUGOES

Pedido
biociéncias AV Cliente Simone Batista UNB
Data 10/09/2015
Validade 09/12/2015 Em geladeira 08/03/2016 Em freezer
Manipulador
Formula Dieta Hiperlipidica + Rosiglitazona
Dose (g ou ml) 1.000 Vezes: 1X
Dose (Kgou L) 1,00
Cod Produto Quantidade Fonecedor Fator Lote Vali Quanti Pesadi ok
prescrita corregdo prod. (g/ml) prod. (g/ml)
AMIDO DE MILHO 15,95000% Ingredion 1 1056717 11/04/17 159,500 159,500
CASEINA 20,00000% MSI 1 2021T1000  20/07/16 200,000 200,000
AMIDO DEXTRINIZADO 10,00000% Ingredion 1 1051633 27/03/17 100,000 100,000
SACAROSE 10,00000% GA 1 4041582 23/04/16 100,000 100,000
OLEO DE SOJA 4,00000% Cocamar 1 811512 11/06/2016 40,000 40,000
CELULOSE MICROCRISTALINA  5,00000% Farmos 1 10713146  30/06/18 50,000 50,000
MIX MINERAL AIN 93 G 3,50000% PragSolucoes 1 290715 29/07/16 35,000 35,000
MIX VIT AIN 93 1,00000% PragSolucdes 1 230715 23/07/16 10,000 10,000
L CISTINA 0,3000% Farmos 1 104604  03/06/2018 3,000 3,000
BITARTARATO DE COLINA 0,2500% Farmos 1 3006290 30/07/19 2,500 2,500
BHT 0,0010% Oficinallis 1 0,010 0,010
ROSIGLITAZONA
BANHA 30.0000% Estrela 1 12/02/16 300,000 300,000
100,00100% 1.000 1.000
dilucicoes: 1/0000 em sacarose
Manipulado: Aprovado:

Obs Produto destinado a pesquisa. Isento de registro no Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento.

Fazer diluigdo seriada da Rosiglitazona em sacarose



ANEXO D - DIETA HIPERLIPIDICA

3) GQ-16 10 mg/Kg

Quantidades produzidas de cada substancia na formula

PRAGSOLUGCOES

Pedido
biociéncias A Cliente Simone Batista UNB
Data 10/09/2015
Validade 09/12/2015 Em geladeira 08/03/2016 Em freezer
Manipulador
Formula Dieta Hiperlipidica + QG 16
Dose (g ou ml) 1.000 Vezes: 1%
Dose (Kg ou L) 1,00
Caod Produto Quantidade Fonecedor Fator Lote Validade Quantidade Pesados ok
prescrita correcao prod. (g/ml)
gsp
AMIDO DE MILHO 15,95000% Ingredion 1 1056717 11/04/17 159,500 159,500
CASEINA 20,00000% MSI 1 202171000  20/07/16 200,000 200,000
AMIDO DEXTRINIZADO 10,00000% Ingredion 1 1051633 27/03/17 100,000 100.000
SACAROSE 10,00000% GA 1 4041582 23/04/16 100,000 100,000
OLEO DE SOJA 4,00000% Cocamar 1 811512 11/06/2016 40,000 40,000
CELULOSE MICROCRISTALINA  5,00000% Farmos 1 10713146  30/06/18 50,000 50,000
MIX MINERAL AIN 93 G 3,50000% PragSolucies 1 290715 29/07/16 35,000 35,000
MIX VIT AIN 93 1,00000% PragSolucides 1 230715 23/07/16 10,000 10,000
L CISTINA 0,3000% Farmos 1 104604 03/06/2018 3,000 3,000
BITARTARATO DE COLINA 0,2500% Farmos 1 3006290 30/07/19 2,500 2,500
BHT 0,0010% Oficinallis 1 0,010 0,010
QG 16
BANHA 30,0000% 1 12/02/16 300,000 300,000
100,00100% 1.000 1.000
dilucicoes: 1/0000 em sacarose
Manipulado: Aprovado:

Obs Produto destinado a pesquisa. Isento de registro no Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento.

Fazer diluigdo seriada do QG 16 em sacarose



ANEXO D - DIETA HIPERLIPIDICA

4) TBTC 1 pug/Kg

PRAGSOLUGCOES

Quantidades produzidas de cada substancia na formula

Pedido
biociéncias A Cliente Simone Batista UNB
Data 10/09/2015
Validade 09/12/2015 Em geladeira 08/03/2016 Em freezer
Manipulador
Formula Dieta Hiperlipidica + 100 uL TBT
Dose (g ou ml) 1.000 Vezes: 1X
Dose (Kg ou L) 1,00
Cod Produto Quantidade Fonecedor Fator Lote Validade Quantidade Pesados ok
prescrita corregao prod. (g/mi) prod 0.
asp
AMIDO DE MILHO 15,95000% Ingredion 1 1066717 11/04/17 159,500 158,500
CASEINA 20,00000% MSI 1 202171000  20/07/16 200,000 200,000
AMIDO DEXTRINIZADO 10,00000% Ingredion 1 1061633 27/03/17 100,000 100,000
SACAROSE 10,00000% GA 1 4041582 23/04/16 100,000 100,000
OLEO DE SOJA + 100 uL TBT 4,00000% Cocamar 1 811512 11/06/2016 40,000 40,000
CELULOSE MICROCRISTALINA 5 00000% Farmos 1 10713146  30/06/18 50,000 50,000
MEIX MINERAL AIN 83 G 3,50000% PragSolucoes 1 290715 29/07/16 35,000 35,000
MIX VIT AIN 93 1,00000% PragSolugdes 1 230715 23/07/16 10,000 10,000
L CISTINA 0,3000% Farmos 1 104604 03/06/2018 3,000 3,000
BITARTARATO DE COLINA 0,2500% Farmos 1 3006290 30/07/19 2,500 2,500
BHT 0,0010% Oficinallis 1 0.010 0.010
BANHA 30,0000% Estrela 1 12/02/16 300,000 300,000
100,00100% 1.000 1.000
dilucicoes: 1/0000 em sacarose
Manipulado: Aprovado:

Obs Produto destinado a pesquisa. Isento de registro no Ministério da Agricultura Pecuaria e Abastecimento

Diluir os 100 ulL de TBT nos 40 g de dleo de soja
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ANEXO D - DIETA HIPERLIPIDICA

5) TBTC 5 ug/Kg

Quantidades produzidas de cada substancia na férmula

PRAGSOLUGOES

Pedido
biociéncias A Cliente Simone Batista UNB
Data 10/09/2015
Validade 09/12/2015 Em geladeira 08/03/2016 Em freezer
Manipulador
Formula Dieta Hiperlipidica + 500 uL TBT
Dose (g ou ml) 1.000 Vezes: 1%
Dose (Kg ou L) 1,00
Cod Produto Quantidade Fonecedor Fator Lote Validade Quantidade Pesados ok
prescrita correcao prod. (g/mi) prod. (g/ml)
qsp
AMIDO DE MILHO 15,95000% Ingredion 1 1056717 11/04/17 159,500 158,500
CASEINA 20,00000% MslI 1 202171000  20/07/16 200,000 200,000
AMIDO DEXTRINIZADO 10,00000% Ingredion 1 1051633 27/03/17 100,000 100.000
SACAROSE 10,00000% GA 1 4041582 23/04/16 100,000 100,000
OLEO DE SOJA + 500 uL TBT 4,00000% Cocamar 1 811512 11/06/2016 40,000 40,000
CELULOSE MICROCRISTALINA  5,00000% Farmos 1 10713146 30/06/18 50,000 50,000
MIX MINERAL AIN 93 G 3,50000% PragSolucdes 1 290715 29/07/116 35,000 35,000
MIX VIT AIN 93 1,00000% PragSolucdes 1 230715 23/07/16 10,000 10,000
L CISTINA 0,3000% Farmos 1 104604 03/06/2018 3,000 3,000
BITARTARATO DE COLINA 0,2500% Farmos 1 3006290 30/07/119 2,500 2,500
BHT 0,0010% Oficinallis 1 0,010 0.010
BANHA 30.0000% Estrela 1 12/02/16 300,000 300.000
100,00100% 1.000 1.000
dilucicoes: 1/0000 em sacarose
Manipulado Aprovado:

Obs Produto destinado a pesquisa. Isento de registro no Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento.

Diluir os 500 uL de TBT nos 40 g de dleo de soja



