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RESUMO

Introducdo: O nonilfenol (NP) ¢ um produto de sintese gerado durante a degradagdo dos
etoxilatos de alquilfenol, sendo utilizado pelas indistrias como tensoativo, solubilizante e
emulsificante para produgdo de produtos de uso doméstico, cosméticos e agricolas. Os
residuos industriais sdo dispersados no sistema de esgoto e, por ndo haver tratamento
adequado, o NP polui o solo, ar, 4gua e alimentos. O NP ¢ classificado como um
desregulador endocrino e estd relacionado com o desenvolvimento da obesidade. Em estudos
prévios com animais foi observado que o NP promove a diferenciacdo de adipocitos e
promove resisténcia a insulina, quando a exposi¢do ocorre durante os periodos precoces da
vida. O presente estudo visou avaliar o efeito da exposi¢do de camundongos alimentados
com dieta hiperlipidica ao NP sobre a homeostase da glicose, em um cendrio de
predisposicdo a obesidade e diabetes. Métodos: O estudo foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animal do IB/UnB. Foram utilizados 30 camundongos C57BL/6 fémeas,
com 4 semanas de idade. Os animais foram alimentados com dieta hiperlipidica e foram
divididos aleatoriamente em 5 grupos de 6 animais cada, de acordo com os tratamentos. Um
grupo recebeu apenas dgua (controle) e os outros quatro receberam, respectivamente, NP 0,5
mg/kg/d da 6* a 20* semanas, NP 2,5 mg/kg/d da 6* a 20* semanas, NP 0,5 mg/kg/d da 14* a
20" semanas ou NP 2,5 mg/kg/d da 14* a 20* semanas. O NP foi administrado na dgua de
beber. A glicemia de jejum foi aferida na 14* e 20" semanas, o teste de tolerancia a glicose
foi realizado na 14 e 18* semanas e o teste de tolerancia a insulina foi realizado na 18*
semana. Os resultados foram comparados por andlise de variancia (ANOVA), teste Neuman-
Keuls, e a significancia considerada se p <0,05. Resultados e conclusdo: Foi observado que
a exposi¢do de camundongos fémeas, alimentadas com dieta hiperlipidica, ao NP desde o
inicio da vida adulta (6" semana) até a 20 semana de vida, ou somente durante a vida adulta

14* a 20” semanas) ndo alterou de forma significativa a glicemia de jejum, tolerncia a
g g J€)



glicose ou sensibilidade a insulina. Desta forma, a exposi¢do cronica ao NP, nas
concentragdes testadas, ndo influenciou negativamente a homeostase da glicose. Embora
estudos em cultura de células e estudos in vivo em que a exposi¢do ao NP ocorreu durante o
periodo fetal tenham sugerido o efeito obesogénico e diabetogénico do NP, o presente estudo
indicou que a exposi¢do fora do periodo critico de desenvolvimento ndo apresentou este
efeito. Estudos adicionais sdo necessarios para investigar o mecanismo de acdo do NP em

diferentes periodos da vida.

Palavras-chaves: Nonilfenol, desregulador enddcrino, homeostase da glicose.



ABSTRACT

Introduction: Nonylphenol (NP) is a synthetic product generated during the degradation of
alkylphenol ethoxylates, being used by the industries as a surfactant, solubilizer and
emulsifier to produce household, cosmetic and agricultural products. Industrial waste is
dispersed in the sewage system and, because of inadequate treatment, NP contaminates soil,
air, water and food. NP is classified as an endocrine disrupter and is related to the
development of obesity. In previous animal studies it was observed that NP promotes the
differentiation of adipocytes and promotes insulin resistance when exposure occurs during
the early stages of life. The present study aimed to evaluate the effect of exposure high fat
diet-fed mice to NP on glucose homeostasis, in a scenario of predisposition to obesity and
diabetes. Methods: The study was approved by the Ethics Committee on Animal Use from
IB / UnB. Thirty female C57BL/6 mice, at 4 weeks of age, were used. The animals were fed
a high fat diet and randomly divided into 5 groups of 6 animals each, according to the
treatments. One group received only water (control) and the other four received,
respectively, NP 0.5 mg / kg / d from the 6™ to the 20" weeks, NP 2.5 mg / kg / d from the
6" to the 20™ weeks, NP 0.5 mg / kg / d from the 14™ to the 20" week or NP 2.5 mg / kg / d
from the 14™ to the 20" week. NP was given in drinking water. Fasting glucose was
measured at the 14™ and 20™ weeks, the glucose tolerance test was performed at the 14™ and
18"™ weeks, and the insulin tolerance test was performed at the 18" week. The results were
compared by analysis of variance (ANOVA), Neuman-Keuls test, and significance
considered if p <0.05. Results and conclusion: exposure of female mice fed a high fat diet to
NP from early adulthood (6™ week) to the 20™ week of life, or only during adulthood (14"
to 20" weeks) did not significantly change fasting blood glucose levels, glucose tolerance or
insulin sensitiviry. Thus, chronic exposure to NP, at the concentrations tested, did not affect

negatively glucose homeostasis. Although studies in cell culture and in vivo studies in which



NP exposure occurred during the fetal period have suggested the obese and diabetogenic
effect of NP, the present study indicated that exposure outside the critical developmental
period did not exhibit this effect. Further studies are needed to investigate the mechanism of

action of NP at different periods of life.

Keywords: Nonylphenol, endocrine disruptor, glucose homeostasis.
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I. INTRODUCAO

1.1. Sistema Endocrino

O sistema endocrino ¢ um conjunto de 6rgdos que permitem o fluxo de informagdes
entre diferentes células, tendo como principais fung¢des: garantir a reprodu¢do, promover o
crescimento, desenvolvimento e homeostasia do organismo. Em uma resposta endocrina,
participam dessa transmissdo de informagdes a célula secretora, sendo esta responséavel pela
sintese e secrecao de hormonios, e a célula alvo que € a responsével pelo reconhecimento do
hormonio e por desempenhar fungdes em resposta a esse estimulo hormonal. Desta forma,
hormonios sdo mensageiros quimicos produzidos e secretados pelas glandulas endocrinas e
que ao serem liberados na corrente sanguinea, exercem fungdes para atender as necessidades

do organismo (CURI e FILHO, 2009; GHISELLI, 2007).

A secre¢@o de hormonios ¢ influenciada por fatores hormonais, neurais, ambientais
e nutricionais. A secre¢do regulada dos hormodnios ¢ de suma importdncia para o
funcionamento celular. As principais glandulas endocrinas sao a glandula pineal, glandula
hipofise, glandula tireoide, glandulas paratireoides, timo, glandulas suprarrenais, ilhotas

pancredticas, ovarios e testiculos (DANGELO e FATTINI, 2013; MOLINA, 2014).

O hipotdlamo ¢ uma pequena area situada abaixo do tdlamo e uma de suas funcdes
¢ o controle do sistema enddcrino. Ele estd intimamente associado a hipofise, sendo esta uma
glandula localizada na fossa hipofisial do osso esfenoide e ¢ anatomicamente dividida em
duas partes: adenohipoéfise e neurohipdfise. O hipotdlamo possui corpos neuronais dispostos
em nucleos, que permite a conexdo dos neurdnios hipotalamicos com as demais regides do

cérebro. Dentre esses nucleos hipotaldmicos encontram-se neurénios do tipo neuro-
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hormonal, sendo estes capazes de sintetizar neuropeptidios que funcionam como horménios

(DANGELO e FATTINI, 2013; MOLINA, 2014).

Os neurdnios mais importantes para intermediagdo das fungdes enddcrina do
hipotdlamo sdo os magnocelulares e parvicelulares. Os neurdnios magnocelulares sdo
responsaveis por produzir os hormdnios ocitocina e vasopressina que sdo armazenados e
secretado pela neurohipdfise. Enquanto que os neurdnios parvicelulares liberam neuro-
hormoénios hipotaldmicos que atuam emitindo sinais inibitorios ou estimulantes para a
adenohipdfise para produgdo e liberagdo de hormdnios adrenocorticotréfico (ACTH),
tireoestimulante (TSH), foliculo estimulante (FSH), luteinizante (LH), hormoénio do
crescimento (GH) e prolactina. Com isso a adenohipofise ¢ regulada por mecanismo de
retroalimentagdo, envolvendo a concentracio de hormdnio no sangue e dos sinais que

chegam no hipotdlamo (DANGELO e FATTINI, 2013; MOLINA, 2014).

Os hormonios diferem entre si quanto a sua estrutura quimica, podendo ser
hidrossoliiveis ou lipossoluveis. Os hormdnios hidrossoluveis sdo os mais prevalentes,
constituidos majoritariamente de hormonios proteicos. Por possuirem caracteristicas polares,
esses hormdnios ndo interagem com a membrana da célula, sendo necessario que os
receptores fiquem localizados na membrana da célula para que a ligacdo hormdnio-receptor
ocorra no meio extracelular e os mesmos deslocam-se facilmente no sangue e intersticio. Os
hormonios lipossoluveis sdo constituidos por moléculas precursoras com estrutura lipidica,
grande parte a partir do éster de colesterol. Devido a essa propriedade lipossoluvel esses
hormdénios movimentam-se com dificuldade no sangue, fazendo-se necessario o auxilio de
proteinas carreadoras que sdo responsaveis em ajudar o deslocamento desses hormonios pelo
sangue. Os receptores das células alvo desses hormdnios sdo do tipo intracelulares, pois os

mesmos interagem com facilidade com a membrana da célula tornando-se rapidamente
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disponivel no meio intracelular para realizar ligacdo hormonio-receptor (CURI e FILHO,

2009).

Dentre os diversos tipos de hormdnios que atuam para controlar e manter as fungdes
fisioloégicas do organismo, temos hormodnios estrogeno e progesterona que possuem
importantes fun¢des para manuten¢do do ciclo menstrual e na gravidez da mulher, visto que
a desregulacdo na sintese ou liberagdo desses hormonios geram problemas para a satde,
como perda de massa 0ssea e aumenta a probabilidade de cancer de colo de utero (HANG,
et al. 2011; PARDINI, 2013). Outro exemplo sdo os hormonios tireoidianos, tiroxina (T4) e
tri-iodotironina (T3) que atuam no metabolismo de carboidratos, gorduras e proteinas e na
regulacdo do crescimento. A deficiéncia da fun¢do hormonal tireoidiana pode levar ao

comprometimento mental e diminui¢do do metabolismo (HANG, et al. 2011).

Além dos hormonios anteriormente citados, temos a insulina, glucagon, epinefrina,
glicocorticoide e hormdnio do crescimento (somatotrofina) que possuem importantes
funcdes endocrinas, sendo uma delas a manuten¢do da homeostase da glicose. O glucagon ¢é
um hormonio secretado pelo pancreas em situagdes de baixa concentragdo de glicose no
sangue que atua promovendo a glicogendlise e gliconeogénese. A epinefrina, quando
liberada pelo sistema nervoso simpatico, atua em conjunto com o glucagon retirando a
glicose das reservas energéticas para promover a elevag¢do da glicemia. A somatotrofina e
glicocorticoides também atuam promovendo a redugdo da captacdo e utilizagdo da glicose e
promovendo aumento da gliconeogénese. Desta forma, a insulina ¢ o principal hormdnio
regulador da glicose quando os niveis glicEmicos estdo elevados, enquanto que o glucagon,
em conjunto com outros hormonios, atua em situagdes de glicemia baixa, sendo este um

sistema dindmico com o objetivo de manter a homeostasia da glicose (HANG, et al. 2011).

1.2.Homeostase da Glicose
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O pancreas ¢ um 6rgdo que possui funcdo exdcrina (suco pancredtico) e fungao
endocrina (insulina e glucagon). Em sua estrutura had presenca de aglomerados celulares
denominado de ilhotas pancreaticas. Dentre os tipos celulares que formam as ilhotas
pancredticas, encontram-se as células do tipo o, que sdo responsaveis pela producio e
secrecdo de glucagon e as células do tipo f responsaveis pela producdo e secre¢do de insulina

(DANGELO e FATTINI, 2013; CURI e FILHO, 2009).

A insulina ¢ um hormonio anabdlico e sua secrecdo ¢ regulada pela quantidade de
glicose transportada para dentro das células . A glicose entra na célula  através de um
transportador facilitador de glicose (GLUT2). Apds sua entrada, a glicose ¢ fosforilada pela
glicoquinase, produzindo glicose-6-fosfato que entra no ciclo de Krebs liberando ATP. O
ATP liberado atua bloqueando os canais de Katp, fazendo com que ocorra o aumento da
concentragio de K" do meio intracelular, levando a uma despolarizacio da membrana da
célula que leva a abertura dos canais de Ca®". A entrada de Ca®" faz com que a insulina seja
liberada das vesiculas de armazenamento para fora da célula (CURI e FILHO, 20009;

GOODMAN e GILMAN, 2012).

O receptor da insulina ¢ uma proteina de estrutura heterotetramérica composta de
duas subunidades a e duas subunidades f; as subunidades o inibem a atividade de tirosina
quinase das subunidades . A ligacdo da insulina a subunidade o leva a uma mudanca
conformacional do receptor, permitindo que a subunidade B adquira atividade quinase e
levando a autofosforilacdo do receptor, tornando-o receptor ativo. A partir da ativagdo do
receptor de insulina ocorre uma cascata de fosforilagao de proteinas intracelulares, como os
substratos dos receptores de insulina (IRS) e proteinas contendo o dominio SH2 (Src
Homology 2) (Shc). Essas proteinas interagem com efetores através de seus dominios SH2

ativando vias intracelulares, como GTPase, MAPK e ERK, amplificando e estendendo a
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cascata de sinalizagdo. A fosfatidilinositol-3-cinase (PI3K) ¢ ativada através da interagdo
com proteinas IRS, gerando o fosfatidilinositol 3, 4, 5- trifosfato (PIP3) que, por sua vez,
acaba ativando a quinase Akt (proteina quinase B). Com ativacdo da Akt ha a translocagdo
do transportador de glicose 4 (GLUT4) para a membrana plasmadtica, permitindo a entrada
de glicose na célula. Ao entrar na célula a glicose ¢ fosforilada por uma familia de
hexoquinases em glicose-6-fosfato (CARVALHEIRA, et al. 2002; GOODMAN e

GILMAN, 2012).

Insulina Receptor de

insulina

it

Glicose

Pl (3)K
v
GLUT4 § «—— Akt aPKC

¥
p70™ GSK3

MAPK
\ ‘
X / ‘
Metabolismo de glicose Crescimento e Expressao génica
Sintese de glicogénio lipideos e proteinas diferenciagdo inespecifica

Expresséo génica especifica celular

Figura 1 Vias de sinaliza¢do da insulina. (CARVALHEIRA, et al. 2002)

A homeostase da glicose ¢ um processo que envolve diversos Orgdos e estd
relacionada com a tolerancia que o organismo tem a glicose. Desta forma, as células f sdo
de extrema importancia para manter esse processo funcionando, visto que regulam a
quantidade de insulina que serd secretada para realizar a captagdo de glicose nos 6rgaos alvos
(figado, tecido adiposo e musculo esquelético) no estado poés-prandial e para regular a

quantidade de glicose produzida pelo figado durante o periodo de jejum (CURI e FILHO,
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2009; GOODMAN e GILMAN, 2012). Assim, se ocorrer alteragdo em algum desses
processos responsaveis por manter homeostase, haverd um desequilibrio, e
consequentemente, o individuo poderd apresentar distirbios fisiopatologicos como o

Diabetes.

1.3.Diabetes

O diabetes ¢ um grupo de doengas metabolicas onde ha desregulacdo na secregdo da
insulina, acdo da insulina ou ambos. Esses disturbios metabolicos levam a hiperglicemia,
que em condi¢des cronicas pode causar danos, disfun¢do e falha de diferentes o6rgaos,
principalmente olhos, rins, nervos, coracdo e vasos sanguineos (AMERICAN DIABETES
ASSOCIATION, 2014).

Os principais tipos de diabetes sdo os diabetes tipo 1 e tipo 2. O diabetes tipo 1
caracteriza-se por uma resposta autoimune que leva a perda progressiva de células p nas
ilhotas pancreatica. O diabetes tipo 2 ¢ uma doenga multifatorial que resulta,
predominantemente, de resisténcia e secrecdo deficiente da insulina (AMERICAN
DIABETES ASSOCIATION, 2014; ZIMMET, et al. 2001).

Estima-se que atualmente, a populagdo mundial com diabetes seja da ordem de 415
milhdes de pessoas e deva atingir 642 milhdes em 2040. O diabetes tipo 2 ¢ o que possui
maior incidéncia correspondendo a 90 — 95% de todos os casos de diabetes, porém a
incidéncia do diabete tipo 1 vem aumentando, principalmente na populacdo infantil com
menos de cinco anos de idade. No Brasil estima-se que 14,3 milhdes de pessoas possui o
diabetes e at¢ 2040 esse numero deve aumentar para 23,3 milhdes de pessoas (SOCIEDADE
BRASILEIRA DE DIABETES, 2017-2018).

O tecido adiposo ¢ um 6rgdo que possui importante fun¢io para o armazenamento de

energia e na secre¢do de fatores proteicos e ndo proteicos que atuam no proprio tecido
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adiposo ou em outros orgaos, sendo esses fatores denominados adipocinas. As adipocinas
estdo relacionadas com o desenvolvimento de doencas como aterosclerose, hipertensdo
arterial, resisténcia a insulina e diabetes tipo 2 (HERMSDORFF, et al. 2004).

A obesidade ¢ definida como ganho em excesso de gordura corporal relacionado a
massa magra (OLIVEIRA, et al. 2003), sendo uma doenga complexa que afeta todas as
idades, racas, sexo e grupos socioecondmicos, com repercussdo psicoldgica e social. Na
obesidade, os niveis de gordura armazenado estdo elevados o que leva ao aumento de
expressdo de adipocinas. Desta forma, a obesidade e o sobrepeso contribuem para o
desenvolvimento de doencas cronicas como o diabetes tipo 2, doencas coronariana,
hipertensdo arterial, problemas respiratérios e até com surgimento de algumas formas de

cancer (HERMSDOREFF, et al. 2004; NEWBOLS, 2010).

1.4 Desreguladores enddcrinos

Desreguladores enddcrinos (DE) sdo substancias exdgenas que conseguem interferir
com a atividade do sistema enddcrino, por exemplo por interagcdo com receptores endocrinos,
causando alteragdes na fun¢do endocrina, tendo como consequéncia efeitos adversos sobre
a reprodug¢do, desenvolvimento, sistema neurologico e imunoldgico, em um organismo, sua
descendéncia ou mesmo uma subpopulacio de organismos. Essas substincias sdo
encontradas em concentragdes baixas no meio ambiente (ordem de pg. L' e ng. L), mas
mesmo em pequenas concentragdes conseguem causar efeitos adversos a saide humana e
animal (BILA et al. 2007; QUEIROS, et al. 2006). Os mecanismos de a¢do pelo quais os DE
atuam ainda ndo foram totalmente elucidados, mas tem-se teorias a respeito deles (Figura 1)

(QUEIROQS, et al. 2006):

e Mimetismo/ agonista: em que os DE atuam produzindo atividade hormonal

semelhante & do hormdnio produzido endogenamente;
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e Bloqueio/ antagonista: em que o composto atua interferindo com o funcionamento
normal do hormdnio enddgeno, através do bloqueio de seu receptor;
e Trigger ou desencadeador: compostos se ligam ao receptor desencadeando uma

resposta normal, mas em um tempo inadequado.

Hormone Hormone
] J i »
5= - ‘ - vr“c o~ m.,
\ Celll o Coll . o ‘
Cel R. / Receptor \ Receptor
o EMector ENector!
ENector o
Agonistic Response inhibited
Response effect (Antagonistic Effect)
(a) (b) ()

Figura 2 Representagdo de possiveis mecanismos de ag@o dos desreguladores enddcrinos.
(a) agdo hormonal fisiologica; (b) desergulador enddcrino com agdo agonista; (c)
desregulador endocrino com agdo antagonista. (BIRKETT, J.W. LESTER, J. N. 2003)

1.4 .Nonilfenol

No meio ambiente encontram-se diversos tipos de desreguladores enddcrino, entre
eles tem-se o grupo de substancias alquilfenodis (AP). Desta forma, os AP sdo um grupo de
substancias que, em sua estrutura, tém um grupamento fendlico ligado a uma cadeia
carbOnica, sendo amplamente utilizados para produ¢ado de alquilfendis etoxilados (APE). Os
APE, por possuirem estrutura anfifilica, sdo classificados como substancias surfactantes
(SILVA, et al. 2007). A partir do processo de alquilagdo dos APE sao formados o nonilfenol
(NP) (Figura 2) e a adicao de grupos etoxi ao NP gera o nonilfenol etoxilado (NPE) que
representa, dentre os compostos da classe dos APE, o composto mais produzido e utilizado

pelas industrias (CARLISLE, et al. 2009; MAO, et al. 2012).

Apos seu uso, os residuos industriais contendo APE sdo descartados no sistema de
tratamento de esgoto, onde sofrem degradacdo microbiana. Durante o processo de

biotransformacao, os APE formam intermediarios de degradacgdo, entre esses intermediarios
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encontra-se 0 Nonilfenol (NP) (WARHURST, 1994). O NPE, quando nas estagdes de
tratamento de esgoto, também sofre metabolizacdo microbiana, sendo degradado em NP
(MAQO, et al. 2012). Devido a falta de tratamento dos residuos industriais, o NP contamina
o solo, ar, alimentos e agua, sendo que o mesmo se acumula nos sedimentos dos rios e,
devido a sua estrutura lipofilica, fica retido no tecido adiposo de animais expostos

(GUENTHER, et al. 2002; MAO, et al. 2012; AZEVEDO 2001).

O NPE possui ampla aplicabilidade industrial, sendo utilizado como detergente,
dispersante, emulsificante e solubilizante. Também ¢ utilizado na producdo de produtos
agricolas, produtos domésticos e produtos de uso cosmético (KNEZ, 2014; SILVA, et al.
2007; WARHURST, 1994). A principal via pela qual os humanos sdo expostos ao NP ¢ pela
via oral, mas também pode-se sofrer contamina¢do pela via transdérmica e inalatéria

(WILSON, et al. 2001).

C9H19

Figura 3 Estrutura molecular do Nonilfenol (NP) (WHO. Disponivel em:
http://www.who.int/ipcs/publications/en/ch3.pdf?ua=1. Acesso em: 2017)

O estrogeno produzido endogenamente esta relacionado com desenvolvimento e
funcionamento dos o6rgdos do trato genital feminino, dos tecidos neuroenddcrinos e da

glandula mamaria, sendo que seu papel na reproducdo abrange desde a puberdade e
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manutencdo do ciclo menstrual até a gravidez e lactacdo. Todos esses efeitos sdo mediados

pela ligac@o ao seu receptor, receptor de estrogeno (ER) (SONNENSCHEIN, et al. 1998).

O NP ¢ considerado um desregulador endocrino com atividade estrogénica
(SHELBY, et al. 1996; SONNENSCHEIN, et al. 1998; ZOELLER, et al. 2012). Os
principais efeitos sobre o organismo incluem diminui¢ao da produgdo de esperma, aumento
da incidéncia de cancer no testiculo e cancer de prostata no sexo masculino e aumento da
incidéncia de cancer de mama e endometriose no sexo feminino. Além disso, pode levar a
infertilidade e alteracdes da funcdo da tireoide, em ambos os sexos (MENDES, 2002;

QUEIROS, et al. 2006).

Estudo com experimento in vitro usando células murinas mostrou que o NP, mesmo
em dose baixa promove a diferenciacdo de adipdcitos e expressao do receptor ativado por
proliferadores de peroxissomas gamma (PPARy), sendo este um receptor nuclear
responsavel pela regulacdo da homeostase da glicose e metabolismo lipidico. (HAO, et al.
2012; TAVARES, et al. 2007). Nesse mesmo estudo, porém em experimentacdo in vivo
utilizando camundongos prole de fémeas que foram expostas desde o 12° dia de gestagdo até
o 7° dia de lactacdo ao NP (camundongos de 8 semanas de idade), observou-se que o NP em
diferentes concentragdes promove aumento do ganho de peso, massa gorda, colesterol total
e aumento nos niveis de glicose, além de induzir expressdo de genes relacionados a

adipogénese e lipogénese no tecido adiposo (HAO, et al. 2012).

JUBENDRADASS et al. (2010) ao estudar o efeito do NP administrado por 7 dias
em ratos fémeas adultos, observou que o NP atuava como um desregulador da homeostase
da glicose provocando hiperinsulinemia e hipoglicemia nos ratos tratados. Mas ao realizar
outro estudo utilizando ratos Wistar adultos verificou que o NP, quando administrado nas

doses de 15, 150 e 1500 pg/kg por 45 dias, ou seja, por um maior periodo, levou a um
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aumento significante da glicose e insulina plasmatica (JUBENDRADASS, et al. 2011).
ZHANG, et al. (2014) avaliou os efeitos do NP sobre ratos Wistar fémeas prenhas, ratos
machos Wistar e proles geradas pelas fémeas. A partir dos estudos de ZHANG, et al. (2014),
observou-se que houve aumento do peso corporal dos ratos tratados com NP e que o NP
atuou na adipogénese dos ratos que foram diretamente expostos ao NP, sendo que essas

alteracdes foram transmitidas para as geragdes seguintes.

Recentemente, foi investigado o efeito da exposicdo ao NP, desde o desmame até a
vida adulta, sobre a massa corporal, adiposidade e homeostase da glicose, em camundongos
Swiss machos alimentados com dieta normolipidica. Ndo foram observadas mudancas
significativas na massa corporal e glicemia de jejum (DIAS, 2015). Devido a abundancia do
NP no ambiente, estudos que melhor caracterizem seus efeitos no organismo fazem-se
necessarios. E visto que o NP possui atividade sobre o sistema enddcrino, como sua ligago
ao receptor de estrégeno, mas os efeitos da exposi¢cdo prolongada a esse desregulador sdo

pouco conhecidos.

A obesidade ¢ uma das comorbidades mais prevalentes no Brasil € no mundo, sendo
amplamente relacionada como fator de predisposi¢ao ao desenvolvimento de diversas outras
doengas, como, por exemplo, o diabetes. Foi verificado em diversos estudos in vivo ¢ in vitro
que o NP promove aumento da diferenciacdo de adipécitos. E em alguns estudos pode-se
notar que o NP altera a glicemia. Nenhum dos estudos publicados, para nosso conhecimento,
mostrou os efeitos da exposicdo animal ao NP em um ambiente que favorece o
desenvolvimento de comorbidades, como a obesidade. Desta forma, faz-se de interesse
popular e cientifico a caracterizac¢do destes efeitos. Com isso, este estudo teve o objetivo de
investigar os efeitos da exposi¢ao ao nonilfenol, desde o desmame até a vida adulta, sobre a

homeostase da glicose em camundongos alimentados com dieta hiperlipidica.



22

I1. DESENVOLVIMENTO

2.1. Materiais e métodos

Consideracdo Etica

Os experimentos deste projeto estio de acordo com os principios éticos de
experimentagio animal e foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso Animal (CEUA)

da UnB (ANEXO I).

Animais, dietas e Nonilfenol

Foram adquiridos 30 camundongos C57BL/6 fémeas com 4 semanas de idade que,
apos a chegada ao biotério da Faculdade de Ciéncias da Saude da UnB, passaram por uma
semana de adaptagdo ao novo ambiente antes de ser iniciado o protocolo experimental. Na
5* semana de vida, os animais foram divididos aleatoriamente em 5 grupos de 6 animais
cada, de acordo com o tratamento e controle, e foram mantidos em temperatura média de
25°C e ciclos claro-escuro fixos (12/12 horas). Os camundongos foram alimentados com
dieta hiperlipidica (60% do contetdo caldrico representado por lipideos) obtidos pela
empresa Pragsolucdes — SP, oferecida na forma de pellet. A dieta e a dgua potavel (filtrada)
foram oferecidas ad libitum. Os grupos de animais foram identificados de forma que os 5
grupos receberam (i) grupo 1: apenas dgua (controle negativo), (ii) grupo 2: NP 0,5 mg/kg/d
da 6* a 20 semanas de vida, (iii) grupo 3: NP 2,5 mg/kg/d da 6* a 20 semanas de vida, (iv)
grupo 4: NP 0,5 mg/kg/d da 14* 4 20* semanas de vida e (v) grupo 5: NP 2,5 mg/kg/d da 14*
a 20" semanas de vida (Tabela 1). A escolha para as doses administradas foi baseada em

estudos prévios (AZEVEDO, et al. 2001; CARLISLE, et al. 2009; HAO, et al. 2012;
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JUBENDRADASS, et al. 2012; JUBENDRADASS, et al. 2010; MAO, et al. 2012;

NAYLOR, et al. 1992).

TRATAMENTO TEMPO DE TRATAMENTO
GRUPO 1 Controle negativo (apenas agua) -
GRUPO 2 NP 0,5 mg/kg/d 6" — 20" semanas de vida
GRUPO 3 NP 2,5 mg/kg/d 6* — 20* semanas de vida
Controle negativo (apenas agua) 6" — 13" semanas de vida
GRUPO 4
NP 0,5 mg/kg/d 14* — 20 semanas de vida
Controle negativo (apenas agua) 6" — 13" semanas de vida
GRUPO 5
NP 2,5 mg/kg/d 14* — 20 semanas de vida

Tabela 1 Representagdo esquematica do tratamento com NP no delineamento experimental.

O NP foi obtido da empresa Sigma-Aldrich, na forma de solugdo, com densidade de
0,937 g/mL. Foi administrado na 4gua potavel dos animais, sendo que a determinagdo da
concentra¢do adicionada a 4gua foi de acordo com o peso do animal (em g), no dia em que
era realizada a troca da dgua, e de acordo com a ingestao hidrica média diaria calculada com

os resultados de ingestdo hidrica dos 7 dias anteriores ao dia da troca (em mL).

Glicemia de jejum

Entre a 5* e 20* semana de vida, foram avaliados o consumo alimentar, ingestao
hidrica e peso corporeo trés vezes por semana. A glicemia de jejum foi aferida na 14 e na
20* semana de vida, com a utilizacdo do glicosimetro (Accuchek Performa, Roche), no

periodo da manha, apos jejum noturno de 12 horas.

Teste de tolerdncia a glicose

Na 17* semana fez-se o teste de tolerancia a glicose em todos os animais, apds jejum

de 6 horas, porém sem restricdo de acesso a dgua. Foi coletada amostra de sangue para
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determinagdo da glicemia basal (tempo zero). Em seguida, os animais receberam solugdo de
glicose na dose de 1 g/kg de peso corporal, por via intraperitoneal. As amostras de sangue
da cauda foram coletadas apos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos e analisadas no glicosimetro

(Accuchek Performa, Roche).

Teste de Tolerancia a insulina

Na 18* semana realizou-se o teste de tolerancia a insulina em todos os animais, apds
jejum de 4 horas, sem restricdo de agua. As amostras de sangue foram coletadas da cauda
para determinagdo da glicemia basal (tempo zero). Em seguida, os animais receberam por
via intraperitoneal uma dose Unica de solu¢do de insulina regular (Lilly), de 1 Ul/kg. A
amostras de sangue da cauda foram coletadas apos 15, 30, 60, 90 e 120 minutos e analisadas

no glicosimetro (Accuchek Performa, Roche).

Os animais foram eutanasiados ao final da 20* semana de idade, seguindo as
diretrizes sugeridas pela Associagdo Americana de Medicina Veterinaria e pelo Conselho
Federal de Medicina Veterinaria (AMERICAN VETERINARY MEDICAL

ASSOCIATION, 2013; CONSELHO FEDERAL DE MEDICINA VETERINARIA, 2013)

Analise Estatistica

Os dados obtidos relativos a teste de tolerancia a glicose e teste de tolerancia a insulina
foram expressos como média e erro padrdo da média de cada grupo de tratamento. Para
comparagdo das medias entre os grupos, foi utilizada a andlise de variancia (ANOVA two-
way), seguida da comparacao multipla de Bonferroni. Para dados ndo-paramétricos foi usado
o teste Kruskal-Wallis seguido pelo pos-teste Dunn. Foi verificada a presenga de outliers

com a utilizacdo do teste de Grubb. Todas as analises foram realizadas com a utilizagdo do
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programa GraphPad Prism versdo 5.0 para Windows. O critério de significancia para todas

as analises foi o valor p < 0,05.

2.2 .Resultados

Glicemia de Jejum

Na 14* semana de vida, foi aferida a glicemia de jejum, e foi possivel observar que
os grupos tratados com NP nas concentragdes de 0,5 mg/kg/d ou 2,5 mg/kg/d por 9 semanas
ndo apresentaram mudangas significativas na glicemia quando comparados com 0s grupos
controles (veiculo e os grupos que receberiam NP posteriormente, a partir da 14 semana de

vida, nas concentragdes de 0,5 mg/kg/d e 2,5 mg/kg/d) (Figura 4).

14* semana de vida
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Figura 4 Glicemia de jejum. A exposi¢do ao NP 0,5 mg/kg/d e 2,5 mg/kg/d por 9 semanas ndo alterou

significativamente a glicemia de jejum quando comparado com os demais grupos.

Quando avaliada a glicemia de jejum na 20 semana de vida dos camundongos, os
grupos tratados com NP por 14 semanas, nas concentragdes de 0,5 mg/kg/d e 2,5 mg/kg/d,
ou por 6 semanas, nas concentracdes de 0,5 mg/kg/d e 2,5 mg/kg/d, ndo apresentaram

modificacdo significativa da glicemia, quando comparados ao grupo controle (Figura 5). Ou
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seja, o NP ndo modificou a glicemia de jejum apods exposi¢do iniciada em periodo precoce

da vida até a vida adulta, ou somente durante a vida adulta.

20* semana de vida
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Figura 5 Glicemia de jejum. A exposi¢do ao NP nas doses de 0,5 mg/kg/d e 2,5 mg/kg/d por 14 semanas, ou
0,5 mg/kg/d e 2,5 mg/kg/d por 6 semanas ndo alterou significativamente a glicemia de jejum quando comparado

com o veiculo.

Tolerancia a glicose

Na 17* semana de vida os camundongos foram submetidos ao teste de tolerancia a
glicose. Foi possivel observar que os grupos tratados com NP nas doses de 0,5 mg/kg/d e 2,5
mg/kg/d, tanto no periodo precoce da vida até a vida adulta, quanto somente durante a vida
adulta, apresentaram tendéncia de diminuicdo da glicemia no tempo de 30 minutos apds
submissao a uma sobrecarga de glicose (Figura 6), quando comparados ao grupo controle.
Com isso, 0s animais expostos ao NP por um periodo de 12 ou 3 semanas, nas doses de 0,5
mg/kg/d e 2,5 mg/kg/d, apresentaram uma tendéncia de diminui¢do da glicose no tempo de

30 minutos, ou aumento de tolerancia a glicose.
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Figura 6 Teste de tolerancia a glicose. Os animais expostos ao NP desde periodo precoce da vida até a vida
adulta ou somente na vida adulta, nas doses de 0,5 mg/kg/d ou 2,5 mg/kg/d apresentaram tendéncia de

diminuigdo da glicemia no tempo de 30 minutos ap6s exposicdo a sobrecarga intraperitoneal de glicose.

Tolerdncia a insulina

Na 18* semana de vida os camundongos foram submetidos ao teste de tolerancia a
insulina. Foi observada tendéncia de diminuicao da glicemia dos animais expostos a dose de
2,5 mg/kg/d, durante os dois periodos de tratamento, nos tempos de 45, 60 e 90 minutos,
quando comparado com o grupo controle ¢ com os demais grupos tratados. Também foi
possivel observar que o grupo exposto ao NP na dose de 0,5 mg/kg/d, por maior periodo de
tempo, apresentou tendéncia de aumento na glicemia no tempo de 45 minutos, quando

comparado com os outros grupos (Figura 7).
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Insulina [1U/Kg] - 18" semanas de vida
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Figura 7 Teste de tolerancia a insulina. Animais expostos ao NP 2,5 mg/kg/d desde etapas precoces da vida
até a vida adulta ou somente da vida adulta apresentaram tendéncia de diminuig¢do da glicemia. Os animais
expostos ao NP 0,5 mg/kg/d desde etapas precoces da vida até a vida adulta apresentam tendéncia de aumento

da glicemia no tempo de 45 minutos.

2.3. Discussdo

O NP ¢ um desregulador enddcrino que possui acdo sobre receptores de estrogeno
(KWACK, et al. 2002). O estrégeno esta envolvido em diversas fungdes no organismo.
Existem dois tipos de receptor nuclear de estrogeno: receptor de estrogeno alfa (ER-a) e
receptor de estrogeno beta (ER-B), sendo estes expressos em muitos tecidos e Orgaos,
inclusive nas ilhotas pancreaticas (PATERNI, et al. 2014). Dentre essas fungdes, o estrogeno
apresenta atividade sobre a homeostase da glicose. Estudos mostram que o estrogeno
aumenta a secre¢do de insulina pelas células B, regula o metabolismo lipidico e melhora o
quadro diabético em ratos (AHMED, et al. 2012; HEINE, et al. 2000; STEVENSON, et al.

1994).
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O mecanismo pelo qual o estrogeno atua na homeostase da glicose envolve os
receptores de estrogeno presente na membrana das células B, sendo este distinto dos
receptores de estrogenos nucleares, ou receptores de estrogeno nucleares. Desta forma, o
estrogeno se liga ao receptor, que ao entrar na célula libera um mensageiro intracelular que
acaba atuando em sinergia com a glicose inibindo os canais de Katp. Ao inibir os canais de
Kartp, a concentragdo de célcio intracelular aumenta, levando a despolarizacdo da membrana
e consequentemente levando a secrecdo de insulina (NADAL, et al. 1998; NADAL, et al.
2000; NADAL, et al. 2004). Este mecanismo de secrecdo de insulina via receptores de
estrogeno, ndo ocorre somente com estrogeno endogeno. ADACHI, et al. (2005) avaliaram
o efeito da exposicao prolongada de células pancreaticas ao NP, onde usaram antagonista de
receptor de estrogeno nuclear e antagonista de enzima importante para transcricdo génica
para analisar se a secre¢ao de insulina era via receptor nuclear de estrégeno ou receptor de
membrana. Os resultados mostraram que o NP induz a secre¢do de insulina via receptores

nucleares de estrogeno (ADACH]I, et al. 2005).

O principal objetivo deste estudo foi mostrar o efeito da exposi¢do de camundongos
ao NP, do desmame até a vida adulta, em um ambiente com predisposi¢ao para obesidade,
sobre a homeostase da glicose. Os resultados mostraram que a exposi¢@o cronica ao NP, nas
concentragdes de 0,5 mg/kg/d ou 2,5 mg/kg/d, durante 14 semanas ou 6 semanas, ndo
influenciam negativamente a homeostase da glicose (Figuras 5-7). Uma hipdtese para que
os resultados ndo tenham apresentado significancia, foi possivelmente a a¢ao estrogénica do
NP que possa ter mascarado seus efeitos sobre a homeostase da glicose. Como descrito por
ADACHLI, et al. (2005), o NP pode atuar sobre receptores de estrogeno presente no pancreas,
onde promove a liberacdo de insulina e como consequéncia leva a melhora do quadro
glicémico dos camundongos. Ou seja, o NP a0 mesmo tempo que atua como obesogénico e

desregulador da glicose, ele também atua promovendo a melhora desse quadro devido sua
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atividade estrogénica. E importante tragar esse paralelo, pois varios estudos relatam o efeito
do NP como desregulador da homeostase da glicose. Com isso, os resultados apresentados
contrastam com os dados dos estudos realizados em cultura de células e estudos in vivo, onde
conseguem mostrar o efeito obesogénico e diabetogénico do NP durante os periodos mais
precoces da vida e durante a vida adulta (HAO, et al. 2012; JUBENDRADASS, et al. 2010;

JUBENDRADASS, et al. 2011; ZHANG, et al. 2014).

2.4.Conclusdo

Como conclusdo pode-se dizer que o presente estudo indica que a exposicao fora do
periodo critico de desenvolvimento ndo apresenta efeito significativo sobre a homeostase da
glicose. Desta forma, estudos adicionais sao necessarios para investigar o efeito da exposi¢ao
a diferentes doses de NP sobre a homeostase da glicose e 0 mecanismo pelo qual o NP atua

sobre a homeostase da glicose em diferentes periodos da vida no organismo.
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