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RESUMO

A obesidade e suas complicacfes sdo observadas com frequéncia crescente e em idades cada
vez mais precoces. O aumento de sindromes relacionadas ao excesso de peso pode estar
relacionado com as recentes mudangas na alimentagdo, no estilo de vida e/ou no meio
ambiente. Entre os fatores ambientais, destaca-se o papel de contaminantes ambientais
capazes de atuar como desreguladores endocrinos (DEs). A atividade dos DEs pode ocorrer
por Varios mecanismos, e um mecanismo bem caracterizado € a atuacdo sobre os receptores
nucleares. O fluoreno, o naftaleno, o nonilfenol e a procimidona s&o contaminantes
ambientais caracterizados como DEs e a que a populacéo esta em constante exposi¢cdao. Com o
objetivo de investigar a capacidade obesogénica desses compostos, foi avaliada a sua
atividade sobre dois receptores chave da adipogénese, o receptor gama ativado por
proliferadores peroxissomais (PPARYy) e receptor alfa de glicocorticoide (GRa), por meio do
ensaio de gene repérter. Foi avaliado também seu potencial adipogénico em cultura de
células, em pré-adipécitos murinos 3T3-L1 e em células mesenquimais murinas C3H10T1/2,
tratados durante 10 dias com os DEs, desde o periodo da inducdo da diferenciacéo
adipocitaria, e avaliados quanto ao acumulo lipidico intracelular ou a expressdo do RNAm do
gene que codifica a proteina ligadora de acidos graxos adipocitaria, um marcador de adipdcito
maduro. Nenhum dos DEs investigados apresentou efeito sobre a atividade transcricional do
PPARy ou GRo. Foi observado baixo potencial adipogénico do nonilfenol em pré-adipécitos
3T3-L1 induzidos a se diferenciar com meio completo (inibidor de fosfodiesterase,
dexametasona e insulina) ou meio incompleto (insulina), e baixo potencial adipogénico do
fluoreno, naftaleno e procimidona em pré-adipécitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar com
meio incompleto. Estes dados sugerem o baixo potencial adipogénico dos quatro compostos

estudados, por vias independentes da acdo do PPARy ou GRa.

Palavras chave: obesidade, desreguladores enddcrinos, receptor gama ativado por
proliferadores peroxissomais, receptor de glicocorticoide, fluoreno, naftaleno, nonilfenol,

procimidona.



ABSTRACT

Obesity and its complications are observed with increasing frequency and at younger ages.
The increase in the incidence of overweight-related syndromes may be associated with the
recent changes in diet, lifestyle and/or the environment. Among the environmental factors, are
environmental contaminants able to act as endocrine disruptors (EDs). EDs can act by several
mechanisms, and one of their well-characterized actions is on nuclear receptors. Fluorene,
naphthalene, nonylphenol and procymidone are environmental contaminants characterized as
EDs and to which the population is constantly exposure. In order to investigate the
obesogenic activity of these compounds, we investigated their action on two adipogenesis-
related nuclear receptors, peroxisome proliferator-activated gamma (PPARy) and
glucocorticoid receptor alpha (GRa), by reporter gene assays. We also evaluated their
adipogenic activity in cell culture, using both 3T3-L1 murine preadipocytes cells and
C3H10T1/2 murine mesenchymal cells, treated for 10 days with the EDs, since the period of
adipocyte differentiation induction. Adipogenesis was assessed by intracellular lipid
accumulation and by the expression of adipocyte fatty acid binding protein gene transcript,
which is a marker of mature adipocytes. None of EDs investigated affected the transcriptional
activity of PPARy or GRa. Nonylphenol had a weak adipogenic activity in 3T3-L1
preadipocytes induced to differentiate in complete medium (phosphodiesterase inhibitor,
insulin and dexamethasone) or incomplete medium (insulin), whereas fluorene, naphthalene
and procymidone exhibited weak adipogenic activity in 3T3-L1 preadipocytes induced to
differentiate with incomplete medium. Taken together, these data suggest that the four DEs

investigated have a low adipogenic potential by PPARY or GRa-independent pathways.

Keywords: obesity, endocrine disruptors, activated receptor gamma peroxisome proliferator,

glucocorticoid receptor, fluorene, naphthalene, nonylphenol, procymidone.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DA LITERATURA

1.1 OBESIDADE

Segundo a Organizagdo Mundial da Saude (World Health Organization - OMS), a
obesidade é definida como o acimulo anormal ou excessivo de gordura, que apresenta risco
para a saude. A medida bruta da obesidade na populacdo, contudo, é dada pelo indice de
massa corporal (IMC), obtido por meio da divisdo do peso (em quilogramas) pelo quadrado
da altura (em metros). Valores de IMC entre 25 e 29,9 kg/m? indicam sobrepeso e, acima de
30 kg/m?, obesidade (WHO, 2015).

A obesidade é uma doenca complexa, com dimensdes fisicas, sociais e psicoldgicas
graves, que afeta praticamente todas as idades e grupos socioecondémicos, e ameaca
sobrecarregar ambos 0s paises desenvolvidos e em desenvolvimento. A epidemia da
obesidade ndo é restrita a sociedade industrializada; nos paises em desenvolvimento, estima-
se que mais de 115 milhdes de pessoas sofrem de problemas relacionados com a obesidade.
Em 1995, havia uma estimativa de 200 milhdes de adultos obesos no mundo inteiro e 18
milhdes de criangas com menos de cinco anos com sobrepeso. A partir de 2000, o nimero de
adultos obesos aumentou para mais de 300 milhdes (WHO, 2015).

Estimativas globais da OMS (2015) indicaram que, em 2014, mais de 1,9 bilhdes de
adultos, com 18 anos ou mais, estavam acima do peso. Destes, mais de 600 milhGes eram
obesos. No geral, cerca de 13% da populacdo mundial adulta, sendo 11% dos homens e 15%
das mulheres, eram obesos em 2014. Entre adultos com 18 anos ou mais, 38% de homens e
40% de mulheres, estavam acima do peso. A projecdo é de que, em 2025, cerca de 2,3 bilhGes
de adultos estejam com sobrepeso e mais de 700 milhdes, obesos. O numero de criangas com
sobrepeso e obesidade no mundo poderia chegar a 75 milhdes, caso ndo haja mudancas
(WHO, 2015).

Segundo o Sistema de Vigilancia de Fatores de Risco e Protecdo para Doencas
Crbnicas por Inquérito Telefonico do Ministério da Saude (Vigitel, 2014), o numero de
brasileiros acima do peso é cada vez maior. O excesso de peso atinge 52,5% da populacdo
adulta do Pais. Em 2005, essa taxa era de 43%, 0 que representa um crescimento de 23% no
periodo de nove anos. O indice de excesso de peso na populacdo masculina é de 56,5% contra
49,1% entre as mulheres. A proporcdo de pessoas com mais de 18 anos com obesidade no
Brasil é de 17,9% (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).
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A prevaléncia da obesidade e suas complicacOes estdo aumentando e ocorrendo em
idades mais jovens. Embora ainda seja pouco esclarecido, o aumento de sindromes
relacionadas ao excesso de peso pode estar relacionado com as recentes mudangas na
alimentacéo, no estilo de vida e no meio ambiente (KAROUTSOU; POLYMERIS, 2012). O
excesso de peso e a obesidade estdo ligados a mais mortes no mundo do que o baixo peso. A
obesidade constitui um risco importante para doencas graves, incluindo diabetes mellitus,
doenca cardiovascular, hipertensao arterial e acidente vascular cerebral, além de certas formas
de cancer. As suas consequéncias para a saude vao desde o aumento do risco de morte
prematura até condi¢des cronicas graves, que reduzem a qualidade de vida global (WHO,
2015). No Brasil, isso corresponde a 72% dos 6bitos (MINISTERIO DA SAUDE, 2015).

A obesidade se desenvolve quando a ingestdo de energia excede 0 gasto energético,
gerando balan¢o energético positivo e 0 armazenamento do excesso de energia na forma de
gordura corporal. Este desbalanco entre ingestao e gasto de energia ocorre devido ao aumento
da disponibilidade de alimentos altamente energéticos, as mudancas do ambiente e da prética
de atividade fisica, que podem criar um ambiente "obesogénico”. Embora o consumo
energético deva exceder o gasto de energia para resultar em ganho de peso, e ambientes
"obesogénico"” sejam permissivos para que isso ocorra, eles nem sempre sdo necessarios ou
suficientes para causar obesidade. O individuo pode se tornar obeso na auséncia de um
ambiente "obesogénico”, assim como ndo necessariamente se torna obeso em um ambiente
"obesogénico”, sugerindo que outros fatores podem desencadear a obesidade
(DHURANDHAR; KEITH, 2014).

Fisiologicamente, a obesidade resulta do aumento do tamanho e do nimero das células
do tecido adiposo, os adipécitos (QUEIROZ et al., 2009). O tecido adiposo € constituido por
adipdcitos, matriz do tecido conjuntivo, inervacdes, células do estroma vascular e células do
sistema imune, funcionando como uma unidade integrada, tornando o tecido adiposo um
verdadeiro 6rgdo enddcrino metabolicamente ativo (FRAYN et al., 2003; KERSHAW;
FLIER, 2004).

O aumento do conhecimento a respeito da biologia do tecido adiposo fez com que ele
deixasse de ser visto como um reservatorio passivo para armazenamento de energia. Em 1987,
0 tecido adiposo foi identificado como principal local onde ocorre o metabolismo dos
esteroides sexuais (SIITERI, 1987) e onde ocorre a producdo de adipsina, fator endocrino
relacionado a obesidade (FLIER et al.,, 1987). Em 1994, a leptina foi identificada e
caracterizada, estabelecendo o tecido adiposo como um 6érgdo endocrino (ZHANG et al.,

1995). Estes e outros conhecimentos fizeram do tecido adiposo um sitio reconhecido por
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expressar e secretar uma variedade de peptideos bioativos, como as adipocinas, com ac¢fes
locais (autdcrinas/parécrinas) e sistémicas (endocrinas) (KERSHAW; FLIER, 2004).

O tecido adiposo também expressa inimeros receptores que permitem responder aos
sinais aferentes do sistema enddcrino tradicional e do sistema nervoso central (SNC). Além
das fungdes bioldgicas necessarias para armazenar e liberar energia, o tecido adiposo possui
uma maquinaria metabolica que permite uma comunicagdo com 6rgéos distantes, incluindo o
SNC. Assim, o tecido adiposo é integralmente envolvido na coordenacdo de uma variedade de
processos biologicos, incluindo metabolismo de energia, funcdo neuroenddcrina e funcao
imunolégica (KERSHAW; FLIER, 2004).

Na obesidade, ocorre a hipertrofia dos adipécitos e também o acimulo de macro6fagos
nos depdsitos de tecido adiposo (WEISBERG et al., 2003; TORDJMAN et al., 2012). Este
processo é observado predominantemente nos depdsitos de tecido adiposo visceral,
diferentemente dos depositos de tecido adiposo subcutaneo, onde este fenédmeno ndo é
observado (TORDJMAN et al., 2012). Estudos in vitro e ex vivo tém demonstrado que as
substancias secretadas pelos macrofagos influenciam negativamente o adipdcito, promovendo
proliferacdo, inflamacdo e um estado pré-fibrético dos pré-adipdcitos, bem como um estado
de resisténcia a insulina nos adipécitos maduros (DALMAS; CLEMENT.; GUERRE-MILLO.,
2011). Os linfdcitos, as células citotoxicas naturais (natural killer) e os mastdcitos sdo
encontrados no parénquima do tecido adiposo e nos depositos de fibrose que se acumulam em
individuos obesos (DIVOUX et al., 2010).

Uma vez que a ativacdo dos macrofagos e a infiltracdo no tecido adiposo € iniciada,
acredita-se que a resposta inflamatdria mediada pelos macréfagos possa prejudicar a agdo da
insulina nos adipdcitos. Os macréfagos, apds a ativacdo, secretam varias citocinas e
quimiocinas, tais como TNF-a, IL-1, IL-6 e MCP-1, que sdo conhecidas por causar resisténcia
a insulina em adipdcitos (GRIMBLE, 2002; XU et al., 2003). Estas citocinas ativam mais
macrofagos, aumentando a producdo e a secrecdo de mais citocinas. Consequentemente, a
sinalizacdo da insulina nos adipdcitos torna-se cada vez mais prejudicada, levando a lipdlise
massiva, a necrose e a resisténcia insulinica sistémica (XU et al., 2003; KERSHAW; FLIER,
2004).

A funcdo endocrina do tecido adiposo é reforcada pelas consequéncias metabdlicas
adversas de sua disfuncdo, seja por excesso de tecido adiposo ou deficiéncia deste
(KERSHAW; FLIER, 2004). O excesso do tecido adiposo, em particular no compartimento
visceral, esta associado com a resisténcia a insulina, hiperglicemia, dislipidemia, hipertenséo e

estados pro-trombatico e pro-inflamatdrios (GRUNDY et al., 2004).
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A ocorréncia da obesidade esta associada a outras doencas, que compartilham como
mecanismo fisiopatoldgico a resisténcia a insulina e que compde a sindrome metabdlica, cuja
prevaléncia atinge proporcdes epidémicas (GRUNDY et al., 2004; KERSHAW; FLIER,
2004). Embora a interacdo entre fatores genéticos, alimentacdo e outros fatores
comportamentais sejam considerados importantes fatores causais, ainda é dificil compreender
como eles poderiam produzir muitas dessas disfun¢des metabdlicas. Recentemente, o papel do
ambiente tem sido foco de grande atencdo, na medida em que se observa que a concentracdo
de determinadas substancias sintéticas no ambiente coincidiu com o aumento da incidéncia da
obesidade. Estas substancias tém sido implicadas no comprometimento de muitos dos
mecanismos envolvidos no controle do peso (BAILLIE-HAMILTON, 2002).

1.2 DESREGULADORES ENDOCRINOS

Ao longo das ultimas décadas, foi relatado que certos contaminantes ambientais
liberados por atividades antrdpicas representam uma "nova" ameaca epigenética a saude do
ecossistema. Estes produtos quimicos podem imitar hormdnios naturais, desencadear acdo
oposta a dos horménios enddgenos ou mesmo alterar a sintese e a excre¢cdo de hormonios. Em
razdo destes efeitos, eles foram chamados de desreguladores endocrinos (DE)
(KAROUTSOU; POLYMERIS, 2012). O Programa Internacional em Seguranca Quimica
(International Programme on Chemical Safety, IPCS) define os DE como uma substéncia
exdgena ou uma mistura de substdncias que altera a funcdo do sistema enddcrino e,
consequentemente, gera efeitos adversos para a saude de um organismo intacto, de seus
descendentes ou (sub) populacées (WHO, 2015).

O sistema enddcrino é complexo, envolvendo varios 6rgdos que contribuem para uma
resposta regulatéria multifacetada. Tal complexidade dificulta a compreensdo dos
mecanismos especificos por meio dos quais os DE exercem sua atividade sobre este sistema
(KAROUTSOU; POLYMERIS, 2012). Recentemente, varias interacGes entre o tecido
adiposo e os DE foram descritas, sugerindo que o tecido adiposo tenha um papel significativo
na cinetica e na toxicidade desses compostos (KIM et al., 2011). Estas substancias séo
armazenadas no tecido adiposo e podem ser passadas para os descendentes na fase de
desenvolvimento, através da placenta ou do ovo (ELOBEID; ALLISON, 2008).

Os DE podem ser encontrados no ambiente por ocorréncia natural, como 0s

fitoestrogenos, compostos com atividade estrogénica mais fraca que a dos estrogénios
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endogenos, e estar presentes nos grdos, em alguns fungos, nas gramineas, nas ervas, nos
legumes e nas frutas. Podem, também, ser encontrados no ambiente por fontes
antropogénicas, como € 0 caso dos compostos organicos sintéticos, sintetizados a partir do
carbono, do hidrogénio, do nitrogénio e do cloro (ELOBEID; ALLISON, 2008). Este é 0 caso
do éter difenil polibromado (PBDE), dietilestilbestrol (DES), bisfenol A (BPA), pesticidas
organofosforados (dicloro-difenil-tricloroetano, DDT), dioxinas, bifenilos policlorados
(PCBs), alguns organoclorados, retardadores de chama polibromados, perfluorados, ftalatos,
hidrocarbonetos aromaticos policiclicos, alquilfenois, metais pesados, solventes e alguns
produtos domeésticos, como produtos de limpeza, purificadores de ar, tinturas de cabelo,
cosmeéticos e protetores solares (ELOBEID; ALLISON, 2008; DE COSTER; VAN
LAREBEKE, 2012). Alguns desses compostos sdo resistentes a degradacdo quimica e
bioldgica, sendo denominados Poluentes Organicos Persistentes (POP), a maioria deles
também classificada como DE (ELOBEID; ALLISON, 2008; VALENTINO et al., 2013).

Os humanos e os animais sdo expostos aos DE por varias vias, incluindo a ingestéo,
inalacdo, injecdo, contato transdérmico e transporte transplacentario (DE COSTER; VAN
LAREBEKE, 2012). O contato direto com esses compostos pode ocorrer por meio dos
inseticidas, herbicidas, fungicidas e fumigantes. O contato indireto, por sua vez, pode ocorrer
por meio da ingestdo de agua ou de alimentos contaminados. Os DE entram no ambiente
através de varias fontes (ELOBEID; ALLISON, 2008), e também podem ser encontrados nos
residuos industriais (DE COSTER; VAN LAREBEKE, 2012; REGNIER; SARGIS, 2014).

Na Figura 1, sdo apresentados esquematicamente as fontes, vias de exposicéo e alvos dos DE.
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Fontes:

Residuos industrias,
agricultura, produtos
farmacéuticos,
fitoquimicos, produtos de
consumo.

Vias de Exposicéo:
Dérmica, placentéria, inalagdo,
ingestao.

Alvos Metabdlicos:
Tecido adiposo, pancreas, figado,
musculo esquelético e cérebro.

Efeitos Fisiopatolégicos:
Obesidade, resisténcia insulinica,
hipertensdo arterial, diabetes,

dislipidemias.

Figura 1 - Fontes e vias de exposicao, alvos metabdélicos e consequéncias fisiopatolégicas dos DE.
Adaptada de: Neel; Sargis (2011).

Em geral, as atividades hormonais dos DE podem ocorrer por varios mecanismos,
diretos e indiretos. Os DE podem atuar em vias que levam a alteracdo da formacdo de
sinapses neuronais (SHINOMIYA; SHINOMIYA, 2003), afetando a liberagdo de substancias
produzidas pelo cérebro que, por sua vez, se ligam aos receptores nucleares (ELOBEID;
ALLISON, 2008). Podem também atuar em vias enzimaticas envolvidas na biossintese e
metabolismo de esteroides, e em varios outros mecanismos que convergem sobre o sistema
enddcrino (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009). O mecanismo aparentemente mais
comum € a atuacdo dos DE sobre os receptores nucleares, por meio de acdo agonista ou
antagonista (ELOBEID; ALLISON, 2008; DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009).

Muitos DE sdo caracterizados como ligantes de receptores nucleares envolvidos na
biologia do tecido adiposo, mais especificamente na diferenciacdo do adipdcito a partir de
precursores e na funcdo dos adipdcitos maduros (Figura 2). Entre estes receptores, destacam-
se o0s receptores ativados por proliferadores peroxissomais (PPAR), receptor de horménio
tireoidiano (TR), receptores X do figado (LXR), receptor farsenoide X (FXR), receptores alfa
relacionado ao estrogénio (ERRa), receptores retinoide X (RXR) e receptores de
glicocorticoides (GR). Tais receptores sdo considerados alvos potenciais para regulacdo da

adipogénese e, potencialmente, de vias metabolicas envolvidas no desenvolvimento da
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obesidade (SARGIS et al., 2010). E possivel que a modulacio da atividade destes receptores
nucleares pelos DE explique, pelo menos em parte, seu efeito obesogénico.

Segundo a “hipdtese dos obesogénicos ambientais”, os contaminantes ambientais com
atividade desreguladora endocrina contribuiriam para o desenvolvimento da obesidade e dos
disturbios metabolicos a ela associados. Em particular, ao fenotipo inflamatério do tecido
adiposo nesta condi¢do, com aumento da secrecdo de citocinas pro-inflamatdrias e diminuicao
das citocinas anti-inflamatdrias, e resultante diminuicdo da sensibilidade a insulina
(GREGOR; HOTAMISLIGIL; 2011; VALENTINO et al. 2013).

Acumulo de
Adipocitos Maduros d
=S DEs . 1tos 1 gordura
-"\\&".-5 disfuncionais >
Sindrome
Pré-adipocitos metabdlica

Figura 2 - Inducédo da diferenciacdo de pré-adipdcitos em adipécitos maduros pelos desreguladores endécrinos.
Os desreguladores enddcrinos tém a capacidade de induzir o acimulo de lipideos no interior dos adipdcitos e
influenciar a funcdo do adipdcito maduro, com impacto potencial sobre o desenvolvimento de complicagdes
metabolicas relacionadas a obesidade.

Adaptado de: Mogi; lwai; Horiuchi (2006).

Ha varios estudos que evidenciam a associa¢do entre a exposi¢do a DE e a ocorréncia
de doencas humanas, como neoplasias malignas (cancer de mama, de préstata e de testiculo),
0 diabetes, a obesidade e a diminui¢do da fertilidade (DE COSTER e VAN LAREBEKE,
2012). Um dos primeiros compostos sintéticos a ter sua atividade desreguladora enddcrina
caracterizada foi o dietilestilbestrol (DES), o primeiro estrogénio artificial. No estudo
realizado por Laitman (2002), foi observada reducdo da fertilidade de mulheres expostas ao
DES durante vida intrauterina. Além disso, os filhos de mulheres expostas ao DES durante a
gestacdo apresentaram aumento da prevaléncia de anomalias urogenitais, e as mulheres
expostas a0 DES na vida adulta (mdes) apresentaram um risco aumentado de

desenvolvimento de cancer de mama.
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Outro composto quimico considerado modelo de DE, o bisfenol A (BPA), é um
componente do plastico, que induz alteragdes nos padrdes de diferenciacdo e de proliferacéo
celular, e no tamanho da prostata. Tais alteracdes, por sua vez, estdo associadas a um aumento
do risco do cancer de prostata (MAFFINI et al., 2006). Estudos realizados ex vivo, com pré-
adipdcitos 3T3-L1 obtidos de camundongos Swiss, e in vivo sugeriram a relagdo entre 0 BPA
e a obesidade. Ele é capaz de induzir a diferenciacdo dos pré-adipdcitos 3T3-L1 em adipdcitos
maduros e de acelerar a diferenciacdo induzida pela insulina. (MASUNO et al., 2002).
Estudos in vivo, realizados com filhotes de ratas Sprague-Dawley expostas ao BPA,
apresentaram aumento do peso corporal apds 0 nascimento, que continuou até a idade adulta
(RUBIN et al., 2001; ELOBEID; ALLISON, 2008). Esta mesma correlagéo entre a exposicao
ao BPA e excesso de peso foi observada em humanos. Recentemente, Li et al. (2013)
observaram a correlagdo entre a concentracdo urinaria de BPA e 0 excesso de peso em
criangas em idade escolar, em Shanghai, na China. Os autores observaram, entre as meninas,
uma relacdo dose-resposta entre 0 aumento da concentragdo urinaria de BPA e o aumento do
risco do excesso de peso, sugerindo o potencial obesogénico do BPA.

Os ftalatos, utilizados sobretudo em plasticos PVC, também ja foram relacionados a
alteragbes endocrinas. Em estudos realizados com roedores, foram observados efeitos
adversos relacionados a exposi¢do aos ftalados, de curto e longo prazo. Entre estes efeitos,
destacam-se alteracdes da concentracdo de insulina sérica, da glicemia, do contetdo hepético
de glicogénio, de T3 (triiodotironina), de T4 (tiroxina), de TSH (hormonio estimulante da
tireoide) e do cortisol circulantes (HEUDORF; MERSCH-SUNDERMAN; ANGERER,
2007). Em outro estudo, realizado a partir de dados do National Health and Nutrition
Examination Survey (NHANES) de americanos adultos, mostrou-se correlagdo entre as
concentracdes urinarias dos metabdlitos do ftalato e obesidade abdominal e resisténcia a
insulina (STAHLHUT et al., 2007).

Outro DE conhecido é o tributilestanho (TBT), um agente antifingico, que se mostrou
capaz de desregular a adipogénese em cultura de células (GRUN; BLUMBERG, 2006;
TABB; BLUMBERG, 2006). Foi observado que o TBT induz a diferenciacdo dos pré-
adipécitos 3T3-L1 em adipdcitos maduros, e também ativa dois receptores nucleares
importantes na adipogénese, o PPARy e o RXR; estes efeitos foram observados em
concentracdes de 10 nM e 100 nM do TBT, que sdo ambientalmente relevantes, e podem
implicar seu potencial adipogénico em mamiferos (KERSTEN, 2002; GRUN et al., 2006;
TABB; BLUMBERG, 2006; ELOBEID; ALLISON, 2008). Em experimentos realizados in
vivo, foi observado que a exposicdo prolongada ao TBT durante a vida fetal pode resultar em
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aumento da gordura corporal e estar envolvida no desenvolvimento da obesidade ap6s o
nascimento (GRUN et al., 2006; ELOBEID; ALLISON, 2008).

Uma caracteristica peculiar e comum aos desreguladores endocrinos é a auséncia de
relacdo linear entre a dose/concentracdo de exposicdo e a ocorréncia ou intensidade de seus
efeitos. E observado que qualquer nivel de exposicdo, desde infinitamente baixo a alto, pode
causar anomalias enddcrinas ou reprodutivas, principalmente se ocorrer durante uma janela de
exposicdo critica do desenvolvimento (SHEEHAN et al., 1999). Além disso, doses baixas
podem exercer efeitos mais acentuados do que doses mais elevadas, e os DE podem
apresentar curvas dose-respostas ndo tradicionais, tais como em U invertido ou curvas em
forma de U ( DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009; BELCHER et al., 2014).

Neste estudo, foi investigado o potencial adipogénico, em cultura de células, de 4 DE,

o fluoreno, o naftaleno, o nonilfenol e a procimidona.

1.2.1 FLUORENO E NAFTALENO

Os hidrocarbonetos aromaticos policiclicos (polycyclic aromatic hydrocarbon, PAH)
sdo uma familia de compostos toxicos ambientais, persistentes e lipofilicos, que se originam a
partir da combustdo incompleta de materiais organicos (IARC, 2010). Essa combustdo
incompleta dos materiais organicos pode ocorrer em altas temperaturas (500-800°C) ou em
temperaturas um pouco mais baixas (100-300°C), durante longos periodos, resultando na
producdo dos PAH (HARITASH; KAUSHIK, 2009).

Os PAH possuem dois ou mais anéis aromaticos fundidos. Os PAH de baixo peso
molecular, com dois ou trés anéis aromaticos, sdo emitidos na fase gasosa, e 0s PAH de alto
peso molecular, com cinco ou mais anéis, sdo emitidos na fase solida, na forma de particulas
(SCINICARIELLO; BUSER, 2014). A medida que aumenta o peso molecular do PAH, sua
solubilidade em agua diminui, os pontos de fusdo e de ebulicdo aumentam, e a pressdo de
vapor diminui (HARITASH; KAUSHIK, 2009). As estruturas dos dois PAH investigados

neste estudo, o fluoreno e o naftaleno, estdo apresentadas na Figura 3.
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Fluoreno Naftaleno

Figura 3 - Estrutura quimica do fluoreno e do naftaleno.
Fonte: PubChem (2015)

Eles ndo se degradam facilmente em condi¢fes naturais e, assim, apresentam potencial
de bioacumulacdo. Estdo presentes em todos os componentes do meio ambiente. Embora
sejam os principais poluentes do ar, o solo atua como fonte depositéria final desses produtos
quimicos. Depois de depositados no ambiente, o destino pode ser a volatilizacdo, a foto-
oxidacdo, a oxidacdo quimica, a adsor¢do em particulas do solo, a lixiviacdo e a degradacédo
microbiana (HARITASH; KAUSHIK, 2009). Por estarem presentes no ambiente, a
intensidade de exposicdo aos PAH pode ser mensurdvel em atmosferas urbanas, na superficie
da 4gua, nos sedimentos, no solo, nas plantas e até mesmo na populacdo e em diferentes
organismos, como os peixes (WANG et al., 2013).

As fontes de exposicdo aos PAH sdo varias, entre elas o carvao, a queima de
combustiveis, o fogdo a lenha, as carnes grelhadas e carbonizadas, a farinha contaminada, 0s
produtos de panificagdo, os alimentos processados e em conserva, a fumacga do cigarro
(WANG et al., 2013), o ar poluido pelo trafego pesado de veiculos, as fontes industriais e o
contato com o ar, a agua ou o solo perto de depésitos que possuem residuos perigosos. Assim,
eles estdo amplamente presentes em nosso ambiente (HUANG et al., 2006;
SCINICARIELLO; BUSER, 2014).

O tabaco ¢ a principal fonte de exposicdo humana aos PAH. Goldman et al. (2001)
mediram a concentracdo dos PAH em amostras de tecido pulmonar de individuos fumantes e
ndo fumantes. A soma das concentracdes de PAH foram maiores em fumantes, havendo uma
correlagéo positiva entre o tabagismo e a concentragéo deste DE.

Os PAH séo identificados como toxicos, com potencial mutagénico, carcinogénico e
desregulador do sistema enddcrino (BOSTROM et al., 2002; PEIFFER et al., 2013). Eles
aparecem em misturas complexas e estdo entre as primeiras substancias associadas com o
desenvolvimento de tumores em seres humanos e em outros mamiferos expostos

experimentalmente. Alguns compostos pertencentes a classe dos PAH, como o 7,12-
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dimetilbenz[a]antraceno (DMBA) e 3-metilcolantreno (3MC) foram utilizados como
compostos modelo para o estudo dos mecanismos moleculares de cancer de mama em ratas
Sprague-Dawle. Os tumores mamarios induzidos por PAH sdo predominantemente
estrogénio-dependentes (SANTODONATO, 1997).

O principal produto metabdlico dos PAH sdo os PAH-hidroxilados, que séo
estruturalmente semelhantes ao estrogénio (WENGER et al., 2009). Este aspecto é consistente
com dados de estudos que mostraram a capacidade dos PAH em atuar desregulando vias
mediadas pelo estrogénio, por meio de acao anti-estrogénica ou estrogénica (OHURA et al.,
2010; SIEVERS et al., 2013). Alguns PAH-hidroxilados, ainda, apresentam efeitos anti-
androgénicos (VINGGAARD; HNIDA; LARSEN, 2000) e atuam como antagonistas do TR
(SUN et al., 2008).

Alguns estudos relacionaram os PAH também com a obesidade. Estudo in vivo com
camundongos em idade adulta expostos a diferentes concentragdes de PAH mostraram
aumento do actimulo lipidico no tecido adiposo, além de aumento da expressdo do PPARy e
de alguns genes envolvidos na sintese de acidos graxos (JIN et al., 2014). Em outro estudo
também envolvendo camundongos expostos ao PAH, Irigaray et al. (2006) observaram o
comprometimento da lipélise no tecido adiposo e 0 aumento do ganho de peso e da massa
gorda nesses animais. Em um estudo transgeracional, com filhotes de camundongos fémeas
expostas na gravidez a diferentes concentragdes de PAH, foi observado, no tecido adiposo,
aumento da expressio do RNAm dos genes que codificam o PPARYy, a proteina alfa de
ligacdo ao acentuador CCAAT (C/EBPa), a cicloxigenase tipo 2 (Cox2), a sintase de acido
graxo (FAS) e a adiponectina. Todos sdo genes envolvidos na diferenciacdo de adipdcitos, na
sensibilidade a insulina e na lipogénese (YAN et al., 2014).

No NHANES, foram coletadas amostras de urina da populacdo dos Estados Unidos
entre 0s anos de 2001 e 2002 e aproximadamente 100% das amostras de urina coletadas
apresentaram metabolitos de naftaleno e de fluoreno (LI et al., 2008). Este dado indica que
esses dois compostos estdo em contato direto com a populagdo, por meio da ingestdo, da
inalacdo e da absor¢do cutanea. A principal via de exposicdo ao naftaleno é a inalatoria, e a
exposicdo ocorre a partir da poluicdo ambiental. As principais vias de exposi¢do ao fluoreno
sdo a ingestdo (alimentos contaminados) e a inalatoria (LI et al., 2008).

O fluoreno é um dos PAH abundantes no ar e pode contribuir para alteracdes
neurocomportamentais. Em estudos envolvendo ratos Wistar machos adultos expostos ao
fluoreno, foram observados distlrbios comportamentais relacionados a ansiedade (PEIFFER
etal., 2013).
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O naftaleno é um micropoluente comum na agua potavel, no solo, no ar e nos
alimentos (SAMANTA; SINGH; JAIN, 2002), e é um constituinte do diesel e do cigarro. O
naftaleno presente na atmosfera € sujeito a reacOes de degradacdo induzidas
fotoquimicamente, fazendo com que particulas degradadas do naftaleno figuem acumuladas
no ambiente. Ele pode ser encontrado em grande concentragdo no ar, elevando o grau de
exposicdo da populagdo por meio da inalagdo, uma vez que a liberacéo desta substancia se da
a partir da combustdo de combustiveis e pela fumaca de cigarro (PREUSS; ANGERER,;
DREXLER, 2003).

E considerado um composto quimico toxico e com potencial carcinogénico (PREUSS;
ANGERER; DREXLER, 2003). Liga-se covalentemente a moléculas no figado, rins e tecido
pulmonar, aumentando assim a sua toxicidade. Ele é também um inibidor da respiracdo
mitocondrial. O envenenamento agudo pelo naftaleno em humanos pode conduzir a anemia
hemolitica e a nefrotoxicidade. Além disso, foram observadas altera¢fes oftalmoldgicas em
trabalhadores expostos por via cutanea ao naftaleno (SAMANTA,; SINGH; JAIN, 2002).

Recentemente, Scinicariello e Buser (2014) analisaram amostras de urina coletadas de
criancas com idade entre 6 e 11 anos, entre os anos de 2001 e 2006, como uma forma de
avaliar a exposicdo pré-natal a essa classe de DE, uma vez que consideraram que a presenca
de PAH na urina, nesta faixa etéria, representaria resultado de exposi¢do durante a vida fetal.
A partir dos dados cedidos pelo NHANES a respeito destas criancas, eles associaram a
concentracdo urinaria dos metabdlitos de PAH, dentre eles metabdlitos do fluoreno e do
naftaleno, com o IMC e a medida da circunferéncia abdominal. Os autores observaram uma
associacdo positiva entre os PAH e a obesidade nessas criangas, sugerindo a exposi¢édo

precoce a estes compostos e sua possivel relagdo com o desenvolvimento de excesso de peso.

1.2.2 NONILFENOL

Os etoxilatos de alquifenois (alkylphenol ethoxylates - APE) sdo uma classe de
tensoativos ndo idnicos amplamente usados na fabricacdo de detergentes, plasticos, tintas,
cosméticos e pesticidas. O nonilfenol é um produto da degradacdo microbiana do e nonilfenol
entoxilato (NPE), o membro mais predominante dos tensoativos APE (HAO et al., 2012).
Depois do seu uso, o0 NPE pode ser descartado em ambiente aquatico, onde a cadeia de
polietoxilato € quebrada durante o tratamento anaerdbico de aguas residuais €, assim, o NPE é

transformado em nonilfenol. O nonilfenol pode ser encontrado nas &guas dos rios, na dgua
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para consumo, nos peixes, nos alimentos envolvidos por plasticos e em materiais de
poliestireno (MASUNO et al., 2003). Possui baixa solubilidade em &gua e foi identificado
como o metabolito mais critico dos APE devido a sua resisténcia a biodegradacédo, sua
capacidade de bioacumulacdo e a sua toxicidade.

Na estrutura quimica do nonilfenol ha um anel de fenol, que é semelhante ao do 17p-
estradiol. Os efeitos estrogénicos do nonilfenol foram documentadas em uma série de estudos
in vivo e in vitro (YANG et al., 2015). Estudos in vivo e in vitro mostraram que o tratamento
com nonilfenol suprimiu a secrecao de testosterona pelas células de Leydig (GONG ; HAN,
2006; WU et al., 2010) e prejudicou a espermatogénese. Outro estudo com células de Sertoli
(linhagem TM4) mostrou que o nonilfenol pode influenciar a expressdo de alguns genes
nessas células, como o que codifica o receptor de estrogénio beta (ER-B), o receptor de
progesterona (PR), o receptor de androgénio (AR) e o receptor hormonio foliculo estimulante
(FSHR) (LIU et al., 2014).

Figura 4 - Estrutura do nonilfenol.
Fonte: PubChem (2015).

Masuno et al. (2002) observaram o efeito de nonilfenol sobre a proliferacdo celular e a
formacdo de adipdcitos em culturas de células 3T3-L1 totalmente diferenciadas. Os seus
resultados indicaram que nonilfenol foi capaz de estimular a proliferacdo de células 3T3-L1,
porém inibiu a diferenciagdo de adipocitos. Contrariando os resultados encontrados por
Masuno e colaboradores, Hao et al. (2012) observaram que o nonilfenol foi capaz de induzir a
diferenciacdo de adipdcitos murinos 3T3-L1 de forma dose-dependente. Estes mesmos
autores mostraram, in vivo, que a exposi¢cdo aguda ao nonilfenol aumentou a expressao de
marcadores de lipogénese e adipogénese no tecido adiposo. Eles ainda sugeriram que a

exposicao perinatal ao nonilfenol pode aumentar a incidéncia de obesidade no periodo pos-
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natal. Outro estudo com animais comprovou 0s achados transgeracionais de Hao et al., na
medida em que mostrou que a exposic¢ao ao nonilfenol no periodo fetal ou pos-natal precoce,
pode induzir o aparecimento de alteracdes no tecido adiposo e levar a obesidade. Além disso,
esse efeito pode ser percebido por varias geracdes (Zhang et al., 2014).

Como mencionado anteriormente, o nonilfenol é amplamente presente no ambiente.
Em 2009, um estudo envolvendo mulheres do sul da Espanha investigou a presenca de
residuos de nonilfenol em 20 amostras de tecido adiposo, e a encontrou em 100% delas
(LOPEZ-ESPINOSA et al., 2009).

1.2.3 PROCIMIDONA

Os fungicidas dicarboximidas tém sido utilizados na agricultura ha cerca de 20 anos
como uma das principais formas de controle de patdgenos nas culturas, particularmente da
Botrytis cinérea, principal agente causador do mofo cinzento nas uvas (HOSOKAWA et al.,
1993).

A procimidona (Figura 5) é um fungicida dicarboximida estruturalmente relacionado
com o fungicida bem caracterizado vinclozolina (OSTBY et al., 1999). E um composto
quimico utilizado para matar e inibir o crescimento de fungos nas plantacdes agricolas, na
madeira, nos plasticos, nas piscinas e em outros materiais. Ele é usado para controlar as
pragas fungicas no cultivo de hortaligas, plantas ornamentais, tubérculos, frutas, girassois e
também no tratamento de sementes p6s-colheita (RADICE et al., 2004)

Figura 5 - Estrutura quimica da procimidona, pertencente a familia de fungicidas dicarboximidas.
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Fonte: PubChem.(2015).
A procimidona, assim a vinclozolina, outro membro da familia dos fungicidas

dicarboximida, apresenta atividade anti-androgénica in vivo. Os metabolitos da vinclozolina,
M1 e M2, se ligam aos receptores de andrdgenos (AR) dos mamiferos e agem como
antagonistas, inibindo a expressdo de genes andrdégeno-dependentes in vivo e in vitro por meio
da inibicdo da ligacdo do AR ao DNA (KELCE et al., 1994; GRAY; KELCE, 1996). A
procimidona tambeém apresentou atividade anti-androgénica in vitro e in vivo. In vitro, a
procimidona agiu como antagonista de AR inibindo ativacdo da transcrigdo induzida pela
diidrotestosterona (DHT), o metabdlito ativo da testosterona, importante no desenvolvimento
do seio urogenital e da genitalia externa (OSTBY, 1999). In vivo, a exposic¢do a procimidona
foi associada a malformacdo dos 6rgdos sexuais, como atrofia e fibrose da prdstata,
hipospadias e também presenca de mamilos nos machos e reducdo da distancia anogenital.
Além disso, a exposicdo perinatal a procimidona reduziu a virilizagdo e induziu a feminizacéao
de ratos machos (GRAY; KELCE, 1996; WOLF et al., 1999).

A procimidona apresenta estrutura molecular semelhante a da flutamida, um anti-
androgénico ndo esteroidal sintético, usado no tratamento de céncer de prostata ou em
algumas doencas causadas pelo excesso de andrégenos. (IMPERATO-MCGINLEY et
al.,1992; HOSOKAWA et al., 1993; WOLF et al., 1999). Em 2003, um estudo realizado por
Nilleman e colaboradores confirmou o efeito anti-androgénico da procimidona e sua
capacidade de induzir malformacdo dos érgdos reprodutivos em animais. Eles mostraram,
ainda, a capacidade da procimidona em aumentar as concentracdes circulantes de FSH e LH
em animais. O FSH é o hormonio foliculo estimulante e 0 LH é o horménio luteinizante;
concentragOes circulantes aumentadas desses hormonios sugerem que a procimidona
antagoniza o0s receptores centrais de andrégenos, bloqueando o mecanismo de
retroalimentacdo negativa da testosterona sobre o hipotalamo e a hip6fise (NILLEMAN et al.,
2002). Além de possuir atividade anti-androgénica, a procimidona apresenta efeito
estrogénico (RADICE et al, 2002).

Na Tabela 1, estdo descritas as principais caracteristicas dos compostos investigados

neste estudo.
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Tabela 1 - Fonte de exposicdo e efeitos desreguladores enddcrinos do fluoreno, naftaleno, nonilfenol e

procimidona.
Compostos Fluoreno Naftaleno Nonilfenol Procimidona
Familia Hidrocarbonetos Hidrocarbonetos Etoxilatos de Fungicida
aromaticos aromaticos alquifenois dicarboximida
policiclicos policiclicos
Utilizacdo Fabricacdo de Fabricacdo de Fabricacdo de PlantacGes
cigarro e em cigarro e em detergentes, agricolas, na
combustiveis combustiveis plasticos, tintas, madeira, plasticos,
cosméticos e piscinas, cultivo de
pesticidas hortalicas, plantas
ornamentais,
tubérculos, frutas,
girassois e no
tratamento de
sementes pds-
colheita
Fontes de Ar, 4gua, solo, Ar, agua, solo, Agua, alimentos, Alimentos, contato
exposicdo de alimentos alimentos contato com a pele  com a pele
humanos
Principal Estrogénica Estrogénica Estrogénica, Anti-androgénica
atividade adipogénica, anti-

androgénica

1.3 RECEPTORES NUCLEARES

Os receptores nucleares séo membros de uma superfamilia de fatores de transcri¢do

regulados por ligantes; estes ultimos tém em comum a caracteristica de serem pequenas

moléculas lipofilicas (GRUN; BLUMBERG, 2007). Eles regulam a expressdo de gene com

papel critico alvo no desenvolvimento e nas vias de sinalizacdo hormonais homeostaticas

(SARGIS et al.,, 2010), incluindo aquelas envolvidas na reproducdo, desenvolvimento e
metabolismo energético (ROBINSON-RECHAVI; ESCRIVA GARCIA; LAUDET, 2003).
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Todos os membros dessa superfamilia tém caracteristica estrutural semelhante, com
organizacdo em dominios funcionais (Figura 5), a saber (i) 0 dominio amino-terminal (A/B),
(if) o dominio de ligacdo ao DNA (DBD, dominio C), (iii) a regido de dobradica (hinge,
dominio D) e (iv) o dominio de ligacdo ao ligante (LBD, dominio E) (GUAN et al., 2005).

NH2-Terminal DBD H LBD

Figura 6 - Estrutura primaria dos receptores nucleares. Representacdo de seus dominios funcionais: (i) NH2-
terminal: dominio A/B amino-terminal, (ii) DBD: dominio de ligagdo ao DNA (C), (iii) H: regido de dobradica
(D), (iv) LBD: dominio de ligacéo ao ligante (E).

Adaptado de: Barra et al (2004).

Quando um ligante com atividade agonista se liga ao receptor nuclear, ocorre uma
modificagdo na conformacdo da estrutura do receptor desencadeando uma cascata de eventos
gue termina com a ativacdo da transcricdo de genes alvo regulados positivamente pelo
receptor ativado. Essa cascata de eventos envolve a dissociacdo de complexos correpressores
e 0 recrutamento de complexos coativadores, 0 que entdo recruta a maquinaria de transcrigéo
basal (Figura 7) (GUAN et al., 2005). Muitos compostos lipofilicos, como os DE, possuem a
capacidade de se ligar especificamente a esses receptores nucleares podendo interferir na
ligacdo do ligante enddgeno e na via de sinalizacdo do receptor (CASALS-CASAS; FEIGE;

DESVERGNE, 2008).

Dominio de
ativacdoda
transcri¢ao

. coativadores

HN = ligante
DBD“ ) El *
COOH emento Transcri¢do de genesalvo
Proteinas responsivo
Receptor . . . . Receptor
S inibitorias g
inativo ativo
U
_,_..__;‘;,\ . < N« «_?:\L.";"“

Figura 7 - Receptor nuclear na sua forma inativa (ndo ligada), interagindo com complexos correpressores, e ativa
(ligada), interagindo com coativadores (parte superior). A ligagdo do ligante com atividade agonista ao LBD
modifica a sua conformacao, especificamente da hélice 12 (em azul), que adota uma posi¢do mais proxima do
restante do LBD.

Adaptado de: ALBERTS et al. (2002).
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H& dois membros desta superfamilia de receptores que sdo cruciais para a
diferenciacdo dos adipdcitos, o receptor ativado por proliferadores peroxissomais y (PPARY) e
o receptor de glicocorticoide (GR) (GREGOIRE; SMAS; SUL., 1998; SARGIS et al., 2010).

Ha trés subtipos de PPAR, o0 PPARa, -y e o -6/B. Eles estdo distribuidos de formas
diferentes nos tecidos e apresentam diferentes papéis fisioldgicos (ZOETE; GROSDIDIER,;
MICHIELIN, 2007). Os PPAR séo receptores orfaos (MICHALIK et al., 2006) e para regular
a transcricdo, formam um heterodimero com o0 RXRa e esse complexo, por sua vez, se liga ao
elemento responsivo do PPAR na regido reguladora do gene alvo (DIAMANTI-
KANDARAKIS et al., 2009).

O PPARa ¢ expresso predominantemente no figado, nos rins, no coracdo e no
musculo. E importante na absorcdo e na oxidacdo dos acidos graxos, e no metabolismo das
lipoproteinas. Entre seus ligantes exdgenos, destacam-se os fibratos, utilizados no tratamento
da hipertrigliceridemia. O PPARS ¢ expresso na maioria dos tipos celulares, em especial no
figado, no intestino, no rim, no tecido adiposo abdominal, no musculo esquelético e nos
tecidos que estdo envolvidos no metabolismo lipidico. Nao apresenta, até o0 momento, ligante
sintético utilizado na pratica clinica (WILLSON et al., 2000; MICHALIK et al., 2006).

O PPARYy, por sua vez, ¢ expresso em abundancia no tecido adiposo, no intestino
grosso e nos macrofagos. Ele € o alvo molecular de uma classe de drogas antidiabéticas
sensibilizadores de insulina, as glitazonas, como a rosiglitazona, a pioglitazona e a
troglitazona (WILLSON et al., 2000; ZOETE; GROSDIDIER; MICHIELIN, 2007). A
troglitazona foi retirada do mercado por se associar a hepatotoxicidade significativa (YKI-
JARVINEN, 2004) e a rosiglitazona, a aumento do risco de infarto do miocardio (NISSEN;
WOLSKI, 2007). A pioglitazona ainda é comercializada, embora tenha sido associada a
aumento do risco de cancer de bexiga (COLMERS et al.,2012).

O PPARy ¢ o principal receptor nuclear responsavel pela regulacdo da adipogénese.
Ele é expresso principalmente no tecido adiposo e quando ativado promove a diferenciacdo
dos adipécitos e a inducdo de enzimas lipogénicas. Além disso, ele contribui para a
manutencdo da homeostase metabdlica por meio da ativacdo da transcricdo dos genes
responsaveis pelo balanco energético (KNOUFF; AUWERX, 2004) e repressdo de genes
relacionados ao processo inflamatorio observado na resisténcia insulinica (TAVARES;
HIRATA; HIRATA, 2007; SEMPLE; CHATTERJEE; O'RAHILLY, 2006).

Os glicocorticoides, agonistas enddgenos do GR, desempenham um papel fundamental
para a regulacdo de uma variedade de processos fisiologicos, dentre eles a modulagdo do

sistema imune, a manutencdo das concentracOes de eletrélitos, da pressao arterial, da funcgéo
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cerebral e da regulacdo da proliferacédo e diferenciacdo celular (ODERMATT et al., 2006). O
GR possui duas isoformas a o ¢ a 3; a isoforma beta ¢ incapaz de ligar-se aos glicocorticoides
e de ativar a transcricdo génica (FARIA; LONGUI, 2006).

A atividade do GR ocorre, pelo menos, em trés niveis: (i) recrutamento dos fatores da
maquinaria geral de transcricdo; (ii) modulacdo da acdo dos fatores de transcricédo,
independentemente da ligagdo ao DNA; e (iii) modulagdo da estrutura da cromatina,
permitindo a ligacdo de outras proteinas reguladoras ao DNA (MCEWAN; WRIGHT,;
GUSTAFSSON, 1997; FARIA; LONGUI, 2006). Na auséncia de ligacdo ao glicocorticoide,
0 GR encontra-se inativo no citoplasma, estabilizado por um complexo proteico denominado
proteinas do choque térmico (heat shock proteins; hsp). (FARIA; LONGUI, 2006).

Apbs a ligacdo do glicocorticoide, o GR dissocia-se do complexo com as hsp, forma
homodimeros com outras moléculas do receptor ativado, transloca-se para o nucleo, interage
com o elemento responsivo aos glicocorticoides na sequéncia reguladora de seus genes-alvo,
bem como com fatores de transcri¢do e, assim, modula a expressdo do gene-alvo (FARIA;
LONGUI, 2006). O GR é expresso em varios tecidos periféricos, incluindo tecidos chave para
a regulacdo do metabolismo energético, como o figado, muasculo esquelético e tecido adiposo.
Seus ligantes sintéticos incluem os glicocorticoides sintéticos, como a dexametasona, e seu
principal uso clinico decorre de sua atividade anti-inflamatéria e imunossupressora (PEEK et
al., 2012).
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2 OBJETIVO
2.1 OBJETIVO GERAL

Investigar o potencial adipogénico do fluoreno, naftaleno, nonilfenol e procimidona
em cultura de células.
2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
* Investigar o efeito do fluoreno, naftaleno, nonilfenol e procimidona sobre a viabilidade de
células HeLa, por meio do ensaio de reducdo do MTT (brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-

2,5-difeniltetrazolio).

» Investigar a atividade agonista e antagonista do fluoreno, naftaleno, nonilfenol e

procimidona nos receptores PPARy e GRa.

* Investigar o efeito do fluoreno, naftaleno, nonilfenol e procimidona sobre a diferenciacéo de

pré-adipdcitos murinos 3T3-L1 em adipocitos, em cultura de células.

« Investigar o efeito do fluoreno, naftaleno, nonilfenol e procimidona sobre a diferenciacédo de

células mesenquimais murinas C3H10T1/2 em adipdcitos, em cultura de células.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 REAGENTES

Os reagentes utilizados neste estudo estdo apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Descricdo da massa molecular e do fabricante dos reagentes utilizados neste estudo.

Reagente Massa molecular Empresa fabricante
Fluoreno 166,22 Sigma-Aldrich®
Naftaleno 128,17 Sigma-Aldrich®
Nonilfenol 220,35 Sigma-Aldrich®
Procimidona 284,14 Sigma-Aldrich®
Rosiglitazona 357,43 Sigma-Aldrich®
Dexametasona 392,46 Sigma-Aldrich®
Isometilbutilxantina 222,24 Sigma-Aldrich®
Insulina 5807,57 Sigma-Aldrich®
Lipofectamina - Invitrogen®
Oleo Vermelho O 408,49 Sigma-Aldrich®
MTT 335,43 Sigma-Aldrich®

3.2 CULTURA DE CELULAS

Neste estudo, foram utilizadas células HelLa para os ensaios de gene reporter e células

3T3-L1 e C3H10T1/2 para os ensaios de adipogénese.

As células HelLa foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle Medium) contendo 2 nM de glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de

estreptomicina e 10% de soro fetal bovino, em placas de 150 mm para cultura de células

(Corning®), e mantidas a 37°C e com 5% de CO..
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3.3 ENSAIO DE VIABILIDADE CELULAR

O ensaio de reducdo do brometo de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-
difeniltetrazolio) é amplamente utilizado para a avaliacdo da viabilidade celular. O MTT em
solucdo aquosa apresenta coloracdo amarelada e, quando reduzido por acdo de desidrogenases
mitocondriais e por agentes redutores produzidos como resultado do metabolismo de células
ativas, forma um complexo insoltvel de coloracdo azul-violeta, que sdo os precipitados ou
cristais de formazan. Como apenas células vidveis e metabolicamente ativas sdo capazes de
reduzir o MTT em formazan, a quantidade de formazan formada é diretamente proporcional a
viabilidade celular. (STOCKERT et al., 2012).

Células HelLa foram cultivadas em meio de cultura DMEM, em placas de 96 pocos (3
x 10* células por poco) e mantidas durante 24 horas em incubadora a 37° C e 5% de CO,.
Depois desse periodo, foram tratadas com DMSO (veiculo, controle negativo) ou
concentragdes crescentes dos DE fluoreno, naftaleno, nonilfenol e procimidona (10"?M a 10°
%M, com diferenca de concentracdo de dez vezes a cada concentracdo neste intervalo) e
mantidas em incubadora a 37° C e 5% de CO,. Um grupo de células ndo recebeu tratamento, e
a 3 pocos da placa foi adicionado somente meio de cultura (branco). Apés 24 horas, 0 meio de
cultura foi cuidadosamente aspirado e foram adicionados, a cada poco, 80 uL de meio de
cultura e 8 uL de solucdo de MTT a 5 mg/mL. As células foram entdo mantidas em
incubadora durante 4 horas a 37° C e 5% de CO,. Depois disso, foram adicionados 80 uL de
isopropanol acidificado a cada poco e os cristais formados foram homogeneizados até sua
solubilizacdo completa. A quantidade de formazan formada foi medida por meio da leitura da
absorbancia no comprimento de onda de 570 nm, em leitor de microplacas (espectrofotdmetro
da marca Shimadzu). Trés experimentos foram realizados em triplicata. A viabilidade celular
foi determinada da seguinte forma:

(i) Do valor das absorbancias obtidos nas amostras contendo células (ndo tratadas,
tratadas com veiculo ou com os DEs), foi subtraido o valor da absorbancia obtido
no branco (apenas meio de cultura);

(i)  Foi calculado o valor médio da absorbancia de cada triplicata;

(ili)) O valor médio da absorbéancia nas triplicatas tratadas com veiculo ou DEs foi
dividido pelo valor médio da absorbancia na triplicata sem tratamento (apenas

meio de cultura). O resultado foi expresso em percentual de viabilidade celular em
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relagdo ao grupo que ndo recebeu tratamento, em que se considerou haver
viabilidade celular de 100%.

3.4 ENSAIO DE GENE REPORTER

Para a avaliacdo da atividade dos compostos estudados nos receptores PPARy e GRa.,
foi utilizado o ensaio de transfec¢do por lipofectamina. A lipofectamina é uma formulacao de
moléculas lipidicas capazes de formar vesiculas lipidicas, os lipossomos, em ambiente
aquoso. Os lipossomos, por sua vez, apresentam capacidade de envolver o DNA plasmidial,
facilitando a entrada do material genético dentro da célula, o que permite, assim, sua
replicacdo ou expressdo no meio intracelular.

Para o ensaio de gene reporter, células HeLa foram semeadas em placas de 48 pocos e
mantidas em cultura até que atingissem a confluéncia de aproximadamente 70%. Em seguida,
foi realizada a transfeccdo dos vetores de expressdao do LBDPPARy-DBDGAL4 ou do GRa
humanos e do plasmideo repdrter da luciferase com seus respectivos elementos responsivos
(GALsx-Luc e GRE-Luc), utilizando o reagente Lipofectamine ® 2000 (Invitrogen), seguindo
as instrucdes do fabricante. Para tanto, foram utilizados 300 ng de DNA plasmidial por poco,
na proporcdo de 1:4 entre o vetor de expressao do receptor nuclear e o elemento responsivo
(60 ng do vetor de expressdo do receptor + 240 ng do plasmideo reporter contendo o elemento
responsivo do receptor). Sendo assim, foram utilizadas as seguintes quantidades de
plasmideos: 60 ng de LBDPPARYy-DBDGAL4 + 240 ng de GALsx-Luc e 60 ng de GRa. + 240
ng de GRE-Luc.

Apb6s 6 horas de incubacdo das células com a lipofectamina misturada ao DNA
plasmidial, foram adicionados os tratamentos. Para investigacdo da atividade agonista nesses
receptores nucleares, os tratamentos consistiram em:

(i) veiculo (controle negativo, DMSO);

(i) ligantes com atividade agonista conhecida nos dois receptores, como controles
positivos (rosiglitazona na concentracdo de 10 M, agonista do PPARYy; dexametasona na
concentracdo de 10”° M, agonista do GRo);

(iii) DE estudados em concentragdes crescentes, de forma a elaborar uma curva
concentragdo-resposta.

As concentragdes crescentes dos DE foram selecionadas a partir dos resultados do
ensaio de viabilidade celular (reducdo do MTT). As concentracfes do fluoreno, do naftaleno e
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da procimidona utilizadas foram de 10** M a 10 M (crescentes, nesta faixa, em intervalos de
10 vezes). O nonilfenol foi utilizado em concentragdes variando entre 10> M a 10®° M
(também crescentes nesta faixa, em intervalos de 10 vezes).

Ap0s 24 horas do tratamento com o veiculo ou os ligantes, as células foram lisadas
com tampéo apropriado e foi adicionado o substrato da luciferase, a luciferina (Promega®). A
luciferase catalisa a conversdo da luciferina em oxiluciferina e nesta reacdo é gerada luz. A
quantidade de luz gerada, proporcional a atividade da enzima, pode ser detectada por um
luminémetro, de forma que a medida da atividade da luciferase foi realizada em lumindmetro
(Turner®). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos 2
Vezes.

As concentracdes crescentes dos DE foram selecionadas a partir dos resultados do
ensaio de viabilidade celular (reducdo do MTT). As concentracGes do fluoreno, do naftaleno e
da procimidona utilizadas foram de 10** M a 10*M (crescentes, nesta faixa, em intervalos de
10 vezes). O nonilfenol foi utilizado em concentracdes variando de 102 M a 10> M (também
crescentes nesta faixa, em intervalos de 10 vezes).

Para testar o antagonismo dos DE estudados no PPARy, as células foram tratadas da
seguinte forma, durante 4 horas, com DMSO, naftaleno (10° M e 10 M), nonilfenol (10° e
10"°M) e procimidona (10° e 10“*M). Depois desse periodo, as células foram tratadas com
rosiglitazona 10°M. Nesta etapa, 0 grupo tratado com DMSO foi dividido em dois subgrupos:
um subgrupo foi mantido com o tratamento com DMSO e o outro recebeu rosiglitazona 107
M.

Apds 24 horas do tratamento com o veiculo ou os ligantes, as células foram lisadas cm
tampdo apropriado e foi adicionado o substrato da luciferase, a luciferina (Promega). A
luciferase catalisa a conversdo da luciferina em oxiluciferina e nesta reacdo é gerada luz. A
quantidade de luz gerada, proporcional a atividade da enzima, pode ser detectada por um
lumindmetro, de forma que a deteccdo da atividade da luciferase foi realizada em
lumindmetro (Turnerd). Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos
pelo menos 3 vezes. Nos ensaios de agonismo e antagonismo, foi calculada a taxa de ativacéo
do receptor por meio da divisdo entre a atividade de luciferase no grupo tratado com
compostos (rosiglitazona, dexametasona ou DE) e no grupo tratado com veiculo (DMSO).
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3.5 ENSAIO DE ADIPOGENESE EM CULTURA DE CELULAS

O processo de adipogénese € avaliado com o estudo de alguns tipos celulares que
podem ser induzidos, em cultura, a diferenciar-se em adipocitos. O primeiro e melhor
caracterizado modelo de adipogénese é a linhagem celular 3T3-L1, uma subcepa da linhagem
3T3 do camundongo Swiss, comprometida com a diferenciacdo adipocitaria (GREEN;
MEUTH, 1974). Os pré-adipdcitos 3T3-L1, cultivados em condi¢des habituais, apresentam a
morfologia de fibroblastos. Quando tratados com substancias que iniciam a cascata
transcricional envolvida na adipogénese, adotam o formato arredondado, e em cinco dias
iniciam acUmulo de lipideos, que aparecem como goticulas intracelulares, um fenotipo
compativel com o do adipécito diferenciado. As substancias capazes de induzir a adipogénese
séo a isometilbutilxantina (IBMX, um inibidor de fosfodiesterase que aumenta a concentragao
intracelular de AMP ciclico), a dexametasona (um agonista do GR) e a insulina.

Células mesenquimais também podem ser induzidas a se diferenciar em cultura. A
linhagem de células mesenquimais C3H10T1/2 foi isolada de embrifes de camundongos C3H
com 14 a 17 dias, e apresenta morfologia de fibroblastos em cultura. Essa linhagem é
funcionalmente semelhante a células tronco mesenquimais e também pode ser induzida a
diferenciar-se em adipdcitos em resposta ao tratamento com a combinacdo de dexametasona,
IBMX e insulina (OTTO; LANE, 2005).

Cada componente da combinacdo dexametasona, IBMX e insulina ativa vias celulares
especificas, importantes para a diferenciacdo adipocitaria. A dexametasona ativa o fator de
transcricdo C/EBP, e a IBMX inibe fosfodiesterases de nucleotideos ciclicos, o que resulta
em aumento dos niveis intracelulares de AMPc e ativacdo do fator de transcri¢io C/EBPS. O
C/EBPf e o C/EBPJ, por sua vez, induzem a transcricado do C/EBPa e do PPARY. A insulina
contribui para a diferenciacdo de adipdcitos por ativar a expressdo de genes especificos desse
tipo celular, como o que codifica a sintese de AG, a proteina ligadora de AG (FABP), a
leptina e a adiponectina (ROSEN et al., 2000). A mistura dexametasona, IBMX e insulina
constitui um forte indutor de adipogénese para as células 3T3-L1, j& comprometidas com a
diferenciacdo adipocitéria. Estas celulas podem ser induzidas a se diferenciar também com
tratamento apenas com insulina; 0 meio indutor contendo insulina, mas ndao IBMX e
dexametasona, é considerado um indutor menos acentuado da diferenciagdo adipocitéaria.

Os experimentos foram realizados com ambas as linhagens celulares, pré-adipécitos
3T3-L1 e células mesenquimais C3H10T1/2, que foram cultivadas em placas de 150 mm para

cultura de células (Corning®), em meio DMEM contendo soro neonatal bovino a 10%, até
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sua subconfluéncia. Depois disso, as células foram plaqueadas em placas de 12 pocos até sua
confluéncia. Dois dias depois de observada a confluéncia, foram induzidas a se diferenciar em
adipdcitos.

As células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em adipocitos com insulina (10
mg/mL), durante 4 dias , e as células C3H10T1/2, com 0,5 nM de IBMX, 1 pg/mL de insulina
e 1 uM de dexametasona também durante 4 dias. Em seguida, foram mantidas com 1 pg/mL
de insulina por 6 dias. Durante todo periodo, foram cultivadas em meio DMEM contendo soro
fetal bovino a 10% e submetidas a tratamentos com veiculo (DMSO, controle negativo),
rosiglitazona (controle positivo) ou os DEs testados, nas concentracbes em que ndo se
mostraram citotoxicos:

(i) fluoreno: 10™*% a 10* M, com intervalos de 10 vezes;

(i) naftaleno: 10™? a 10 M, com intervalos de 10 vezes;

(iii) nonilfenol: 102 a 10®° M, com intervalos de 10 vezes;

(iv) procimidona: 102 a 10™* M, com intervalos de 10 vezes.

A adipogénese foi avaliada pela coloracdo com o corante de lipideos neutros 6leo
vermelho O.

A partir dos experimentos realizados com 9 concentragfes dos DEs testados e
analisados por meio da coloragio com o oOleo vermelho O, foram selecionadas 3
concentracfes de cada DE, correspondentes aos resultados de maior acimulo lipidico. Estas
concentracdes foram entdo utilizadas para uma segunda etapa de ensaios de diferenciacgéo,
conduzidos de acordo com 0 mesmo protocolo acima descrito, em placas de 6 pocos. Ao final
do periodo de diferenciacéo, as células foram coradas com o 6leo vermelho O para a obtencéao
de fotografias, ou 0 RNA total foi extraido para a quantificacdo da expressdo do RNAm da
proteina ligadora de acidos graxos adipocitaria (aP2 ou FABP, fatty acid binding protein), um
marcador de adipdcitos diferenciados.

Foram realizados 3 ensaios de diferenciacdo de adipdcitos independentes com cada

uma das linhagens celulares.

3.5.1 Coloracéo por o6leo vermelho O

Apos o periodo de diferenciacdo, as células foram lavadas com tampdo PBS duas
vezes e fixadas com formaldeido 4% em tampédo PBS, durante 40 minutos. Apos a fixacéo,

foram lavadas duas vezes com agua destilada e mais duas vezes com tampéao PBS e entdo



46

coradas com solucéao de 6leo vermelho O (0,5% em isopropanol 60%) durante 1 hora. Apos a
coloracdo, foram lavadas em é&gua corrente e fotografadas com magnificacdo de 20 e de 10
vezes. As células foram consideradas diferenciadas quando apresentassem goticulas de

lipideos, evidenciadas na cor vermelha.

3.5.2 Avaliacédo da expressdo do RNAmM da FABP-A

Para a avaliacdo da expressdo do RNAmM do gene que codifica a FAPB-A, foi extraido
0 RNA total das células 3T3-L1 e C3H10T1/2 induzidas a se diferenciar em adip6citos na
presenca dos controles ou dos diferentes DE, e realizada a reagdo em cadeia de polimerase
(PCR, polymerase chain reaction) com a utilizagcdo do kit Power SYBR® Green RNA-to-
CT™ 1-Step kit (Applied Biosystems), que permite a realizacdo, em uma Unica etapa, da
transcricao reversa do RNA mensageiro em DNA complementar e a PCR quantitativa.

A extracdo do RNA total das células foi realizada com o reagente TRIzol®
(Invitrogen), de acordo com as recomendagdes do fabricante. Para isso, 0 meio de cultura das
celulas foi descartado e as placas lavadas 2 vezes com PBS e mantidas sobre o gelo. Foi
acrescentado 1 mL de TRIzol a cada poco da placa de 6 pocos. E em seguida, as células foram
removidas com o auxilio de uma micropipeta e a suspensdo de células em Trizol foi
transferida para tubos de 1,5 mL e mantida a temperatura ambiente durante 5 minutos. Depois
disso, os tubos foram centrifugados a 14000 rpm, por 10 minutos, a 4°C, para remocao de
debris celulares, que formaram um pellet. O sobrenadante foi entdo transferido para outros
tubos de 1,5 mL, e foram adicionados 200 uL de cloroférmio (Sigma Aldrich). A mistura foi
entdo homogeneizada em agitador de tubos (vortex) e incubada por 3 minutos a temperatura
ambiente. Foi entdo realizada centrifugacao para separacéo das fases (14000 rpm, 15 minutos,
4°C). A fase aquosa (que ocupa a posi¢do superior apos o centrifugacéo), que contem 0 RNA
total, foi transferida para novos tubos de 1,5 mL, aos quais foram adicionados 500 uL de
isopropanol (J.T.Baker®) para precipitacdo do RNA. Os tubos foram incubados durante 10
minutos a temperatura ambiente e entdo centrifugados a 14000 rpm, por 10 minutos, a 4°C).
O pellet formado foi lavado com etanol (J.T.Baker®) a 75% (v/v), novamente centrifugado
(9000 rpm, 5 minutos, 4°C), seco a temperatura ambiente e ressuspendido em 50 uL de &gua
milli-Q estéril tratada com 0,1% (p/v) de dietilpirocarbonato (DEPC) (Sigma Aldrich). As

amostras foram armazenadas em freezer a 80°C negativos até 0 momento do uso.
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A quantificacdo e o grau de pureza das amostras de RNA total foram determinados no
espectrofotdbmetro NanoVue Plus (GE Healthcare Life Sciences), com a utilizacdo de 1 uL
das amostras. A quantificacdo foi realizada no comprimento de onda de 260 nm e expressa em
mg/mL. O grau de contaminacdo por proteinas foi verificado por meio da razdo entre os
comprimentos de onda 260 nm e 280 nm; as razdes entre 1,7 e 2,2 foram consideradas
adequadas com relacao a pureza.

A integridade do RNA total foi verificada por eletroforese em gel de agarose a 1%
(p/v) em tampdo TBE 1x (Tris-borato-EDTA). O gel foi corado com brometo de etideo (0,5
mg/mL em &gua destilada) e examinado sob luz ultravioleta (UV) a fim de se avaliar a
qualidade das subunidades 28s e 18s do RNA ribossomal. As amostras consideradas
satisfatorias (pureza e integridade adequadas) foram tratadas com DNAse | (Sigma-Aldrich)
com o objetivo de eliminar possiveis contamina¢fes com DNA gendmico. Para tanto,
aliquotas contendo 1 pug de RNA total foram tratadas com 1 unidade de DNAse | (Sigma
Aldrich) durante 15 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, a enzima foi inativada com
uma solucdo contendo EDTA (50 mM). Esse procedimento foi feito de acordo com o
protocolo do fabricante da enzima.

Depois de tratado com DNAse, o RNA foi utilizado para determinacdo da expressao
relativa de FABP-A em cada uma das amostras. Como mencionado anteriormente, foi
utilizado o kit Power SYBR® Green RNA-to-Ct 1-Step (Applied Biosystems), em que as
reacOes de transcricdo reversa e em cadeia da polimerase sdo realizadas sequencialmente e
sem necessidade de manipulacdo das amostras entre elas (dai a denominagdo do kit de “1-
Step™). O produto de amplificacdo de cada amostra foi determinado pela utilizacdo do SYBR
Green, um fluoroforo que se intercala na dupla fita de DNA e, quando excitado por luz, emite
fluorescéncia, de forma que a intensidade do sinal fluorescente é diretamente proporcional a
quantidade do produto de amplificacdo na amostra, a cada ciclo da PCR. O sinal fluorescente
é detectado por um detector no equipamento de PCR e, ao final da reacdo, é possivel
determinar o Ct (cycle threshold / ciclo limiar), que corresponde ao numero de ciclos de
reacao necessarios para a amplificacdo tornar-se exponencial.

As reacOes foram preparadas em placas de 96 pocos (MicroAmp Optical, Applied
Biosystems), para volume final de 10 uL por reagéo, da seguinte forma: 0,08 uL de Mix da
enzima transcriptase reversa, RT (125x), 5 uL de Mix Power SYBR® Green RT-PCR (2x), 0,2
uL de cada primer (concentragdo inicial de 5 uM) e 5 ng de RNA e 4gua livre de RNAse e

DNAse (para completar o volume para 10 uL). Uma reacdo sem amostra de RNA (controle
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negativo) e sem transcriptase reversa foi realizada para cada par de primer, a fim de se
verificarem possiveis contaminacgdes. Foram utilizados os primers especificos para 0 DNAc
do gene que codifica a FABP-A e o gene referéncia Gapdh, cujas sequéncias estdo descritas

na Tabela 3.

Tabela 3 - Sequéncia dos primers utilizados na PCR em tempo real.

Gene Primer forward Primer reverse

Fabpa 5’-ACACCGAGATTTCCTTCAAAC-3° 5 -CCATCTAGGGTTATGATGCTCTTCA-3’
Gapdh  5’AAGGGCTCATGACCACAGTC-3’ 5’-CAGGGATGATGTTCTGGGCA-3’

As reacbes foram conduzidas no equipamento  Applied Biosystems
StepOnePlus™Real-Time PCR Systems e os dados obtidos foram analisados com o programa
Software StepOne v2.1. As condic¢des da reagdo foram: 30 minutos a 48°C para realizagdo da
reacao de transcricdo reversa; 10 minutos a 95°C para ativacdo da enzima DNA polimerase;
40 ciclos de 95°C por 15 segundos para desnaturacdo e 60°C por 1 minuto para anelamento e
extensdo. Em seguida, foi realizada a curva de desnaturacdo dos produtos de reacdo para
determinacdo da especificidade do produto, por meio da avaliacdo da Tm (temperatura de
desnaturacdo), que representa a temperatura em que 50% do produto de PCR encontra-se
desnaturado. A Tm é especifica para cada sequéncia de DNA amplificada e, assim, permite a
determinacéo da especificidade do produto da reacéo.

Depois de finalizadas as reacgdes, foram obtidos os valores de Ct relativos a cada uma
das amostras (tratadas com veiculo, controle positivo ou DES). Os valores de Ct nas reac6es
de amplificacdo do DNA complementar do gene que codifica a FABP-A (gene alvo) foram
normalizados em funcdo dos valores obtidos nas reagfes em que foi amplificado o DNA
complementar do gene referéncia (Gapdh), por meio da subtracdo do Ct do gene alvo pelo Ct
do gene referéncia (ACt). A quantificagdo relativa da expressdo do DNA complementar do
gene que codifica a FABP-A foi feita utilizando-se 0 método de comparacdo de Ct ou AACt,
segundo o qual a expressdo relativa do gene corresponde ao valor obtido pela férmula
aritmética 2 ™' onde AACt = ACt amostras - ACt caiibrador, € O calibrador corresponde as

amostras tratadas com veiculo.



49

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados do ensaio de viabilidade celular foram apresentados como média + erro
padrdo da média (EPM) da viabilidade celular das células tratadas com os DE testados em
relacdo as células tratadas com veiculo (em termos percentuais). Os resultados dos ensaios de
gene repdrter foram apresentados como média + EPM da taxa de ativacao da transcri¢cdo dos
grupos tratados com o controle positivo ou com os DE, em relacdo ao grupo tratado com
veiculo (controle). O teste estatistico empregado, nos dois casos, foi a anélise de variancia
(ANOVA), seguida da comparagdo multipla de Newman-Keuls.

Os resultados da expressao relativa do gene que codifica a FABP-A ou aP2 também
foram apresentados como média + EPM da expressdo nos grupos tratados com o controle
positivo ou com os DE, em relacdo ao grupo tratado com veiculo (controle) e para
comparacao entre grupos foi empregado o teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.

Todas as andlises foram realizadas por meio da utilizacdo do programa GraphPad
Prism versdo 5.0 para Windows. O critério de significancia para todas as anélises foi o valor p
<0,05.



50

3 RESULTADOS

4.1 EFEITO DO FLUORENO, NAFTALENO, NONILFENOL E PROCIMIDONA SOBRE
A VIABILIDADE CELULAR

Primeiramente, foi investigada a viabilidade de células HelLa tratadas com
concentracdes crescentes do fluoreno, naftaleno, nonilfenol e procimidona para definir as
concentragdes dos compostos que ndo comprometessem a viabilidade celular e, assim,
pudessem ser utilizadas nos proximos experimentos. Os resultados da viabilidade celular em
resposta as diferentes concentracfes dos compostos estudados estdo apresentados na Figura 8.
Apdbs 24 horas de tratamento, nenhuma das concentracdes testadas de fluoreno, de naftaleno e
procimidona comprometeu a viabilidade celular. Entretanto, foi observada reducéo acentuada
da viabilidade celular em resposta as duas maiores concentracdes testadas de nonilfenol (10
Me 103 M).
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Figura 8 - Ensaio de viabilidade celular. Células Hela tratadas com veiculo ou concentragGes crescentes de (A)
fluoreno, (B) naftaleno, (C) nonilfenol e (D) procimidona e avaliadas quanto a capacidade de reducdo do MTT a
formazan. Viabilidade celular determinada como valor percentual em relacdo ao grupo que ndo recebeu
tratamento, considerado como viabilidade celular de 100%. Dados apresentados como média + EPM de trés
experimentos independentes realizados em triplicata.
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4.2 INVESTIGACAO DO EFEITO DO FLUORENO, DO NAFTALENO, DO
NONILFENOL E DA PROCIMIDONA SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL DO
PPARY

Todos os quatro DE foram investigados quanto a sua capacidade de ativar o PPARy,
fator de transcricdo envolvido no processo de adipogénese. Para isso, células HeLa foram
cotransfectadas com o vetor quimérico contendo o LBD do PPARy fusionado ao DBD do
fator de transcricdo de leveduras GAL4 e um plasmideo contendo a sequéncia do reporter
luciferase dirigida por 5 cdpias do elemento responsivo ao GAL4 (GALsx-Luc). O fator de
transcricdo GAL é exclusivo de leveduras e, assim, ndo é ativado por receptores endégenos de
células de mamiferos. Desta forma, permite avaliar o efeito de compostos teste sobre o LBD
do PPARYy isoladamente.

Para investigacdo da capacidade agonista dos desreguladores enddcrinos, as células
foram tratadas com concentragdes crescentes de fluoreno, naftaleno, nonilfenol e
procimidona, ou com concentracdes crescentes de rosiglitazona (controle positivo). Como
esperado, a rosiglitazona induziu, de forma concentracdo-dependente, a atividade
transcricional do PPARy (Figura 9). O fluoreno, naftaleno, nonilfenol e a procimidona foram
testados até a concentragdo méaxima em que ndo comprometeram a viabilidade celular (Figura

9) e ndo apresentaram atividade agonista no PPARy (Figuras 9, 10, 11 ¢ 12).
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Figura 9.- O fluoreno ndo apresenta atividade agonista em PPARy. Células HelLa cotransfectadas com o
plasmideo contendo a construcdo LBDPPARYy-DBDGAL4 e o plasmideo repérter GAL4s,-Luc e tratadas com
veiculo (DMSO), concentracBes crescentes de rosiglitazona ou fluoreno durante 24 horas e, em seguida,
coletadas para avaliacdo da atividade da luciferase. Dados expressos como média + EPM da taxa de ativacdo da
transcricdo em relacdo ao veiculo (DMSO), de 2 experimentos independentes realizados em triplicata. *
significativamente diferente (p < 0,05) do veiculo (DMSO), por andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste
de Newman-Keuls.
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Figura 10 - O naftaleno ndo apresenta atividade agonista em PPARy. Células Hela cotransfectadas com o
plasmideo contendo a construcdo LBDPPARy-DBDGAL4 e o plasmideo reporter GAL4s,-Luc e tratadas com
veiculo (DMSO), concentragdes crescentes de rosiglitazona ou naftaleno durante 24 horas e, em seguida,
coletadas para avaliacdo da atividade da luciferase. Dados expressos como média + EPM da taxa de ativacéo da
transcricdo em relagdo ao veiculo (DMSO), de 2 experimentos independentes realizados em triplicata. *
significativamente diferente (p < 0,05) do veiculo (DMSO), por anélise de variancia (ANOVA) seguida do teste

de Newman-Keuls.
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Figura 11 - O nonilfenol ndo apresenta atividade agonista em PPARy. Células HelLa cotransfectadas com o
plasmideo contendo a construcdo LBDPPARy-DBDGAL4 e o plasmideo repérter GAL4s,-Luc e tratadas com
veiculo (DMSO), concentragBes crescentes de rosiglitazona ou nonilfenol durante 24 horas e, em seguida,
coletadas para avaliacdo da atividade da luciferase. Dados expressos como média + EPM da taxa de ativacdo da
transcricdo em relagdo ao veiculo (DMSQ), de 2 experimentos independentes realizados em triplicata. *
significativamente diferente (p < 0,05) do veiculo (DMSO), por anélise de variancia (ANOVA) seguida do teste

de Newman-Keuls.
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Figura 12 - A procimidona ndo apresenta atividade agonista em PPARy. Células HeLa cotransfectadas com o
plasmideo contendo a construgdo LBDPPARYy-DBDGAL4 e o plasmideo repérter GAL4s,-Luc e tratadas com
veiculo (DMSO), concentracdes crescentes de rosiglitazona ou procimidona durante 24 horas e, em seguida,
coletadas para avaliagdo da atividade da luciferase. Dados expressos como média £ EPM da taxa de ativacdo da
transcricdo em relagdo ao veiculo (DMSO), de 2 experimentos independentes realizados em triplicata. *
significativamente diferente (p < 0,05) do veiculo (DMSO), por analise de variancia (ANOVA) seguida do teste
de Newman-Keuls.

Os resultados apresentados nas Figuras 10, 11 e 12 sugeriram leve reducdo da taxa de
ativacdo da transcricdo em resposta ao tratamento com as maiores concentracfes de naftaleno,
nonilfenol e procimidona, respectivamente. Para determinar se estes DE apresentavam
atividade antagonista no PPARYy, foi realizado o0 ensaio de antagonismo do receptor, em que
se investigou a capacidade da concentracdo mais elevada de cada composto, testada no ensaio
de agonismo, de reduzir a ativacdo da transcricdo mediada pela rosiglitazona. Nao foi
observada atividade antagonista de nenhum dos 3 compostos (Figura 13).
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Figura 13 - O naftaleno, nonilfenol e procimidona ndo apresentam atividade antagonista em PPARy Células
HelLa cotransfectadas com o plasmideo contendo a construcdo LBDPPARy-DBDGALA4, tratadas com
rosiglitazona 10 uM durante 8 horas e, em seguida, com veiculo (DMSQ) ou com as concentra¢des de naftaleno,
nonilfenol ou procimidona indicadas durante 24 horas, e lisadas para determinacdo da atividade da luciferase.
Dados apresentados como média = EPM de dois experimentos independentes realizados em triplicata. *
significativamente diferente do veiculo (DMSO) pela andlise de variancia (ANOVA) seguida do teste de
Newman-Keuls. Naf: naftaleno; proci: procimidona; nonil: nonilfenol.

Esses resultados, em conjunto, mostraram que o fluoreno, naftaleno, nonilfenol e
procimidona ndo possuem atividade agonista em PPARY. E, ainda, que o naftaleno, nonilfenol

e procimidona ndo exercem atividade antagonista neste receptor.

4.3 INVESTIGACAO DA ATIVIDADE DO FLUORENO, NAFTALENO, NONILFENOL
E PROCIMIDONA SOBRE A ATIVIDADE TRANSCRICIONAL DO GRa

A maioria dos DE possui capacidade de se ligar a diversos receptores nucleares.
Considerando que no processo de adipogénese ha varios receptores envolvidos, foi
investigado se os DE estudados apresentavam atividade em outro receptor chave da
diferenciagdo de adipdcitos, o GRa. Para isso, células HeLa foram cotransfectadas com vetor
de expressdao do GRa humano e o gene reporter luciferase dirigido pelo elemento responsivo
ao GRo (GRE-Luc), e tratadas com veiculo, concentracOes crescentes de dexametasona
(controle positivo) ou dos DE, estas Ultimas definidas a partir do ensaio de viabilidade celular
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(Figura 8). Como esperado, a dexametasona induziu a atividade transcricional do GRa de
forma concentragcéo-dependente. N&o foi observada atividade agonista do fluoreno (Figura
14), naftaleno (Figura 15), nonilfenol (Figura 16) ou procimidona (Figura 17) no GRa.
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Figura 14 - O fluoreno ndo apresenta atividade agonista em GRa. Células Hela cotransfectadas com vetor de
expressdo do GRa humano e com o gene reporter luciferase dirigido pelo elemento responsivo ao (GRE-Luc) e
tratadas com veiculo (DMSO), dexametasona (controle positivo) ou fluoreno, durante 24h, e em seguida lisadas
para determinacdo da atividade de luciferase. Dados expressos como média + EPM da taxa de ativagdo da
transcricdo em relacdo ao veiculo DMSO, de 2 experimentos independentes realizados em triplicata. *
Significativamente diferente do veiculo pela andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-
Keuls.
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Figura 15 - O naftaleno ndo apresenta atividade agonista em GRa. Células HeLa cotransfectadas com vetor de
expressdao do GRa humano e com o gene reporter luciferase dirigido pelo elemento responsivo ao (GRE-Luc) e
tratadas com veiculo (DMSO), dexametasona (controle positivo) ou naftaleno, durante 24h, e em seguida lisadas
para determinacdo da atividade de luciferase. Dados expressos como média + EPM da taxa de ativagdo da
transcricdo em relagdo ao veiculo DMSO, de 2 experimentos independentes realizados em triplicata. *
Significativamente diferente do veiculo pela andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-
Keuls.
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Figura 16 - O nonilfenol ndo apresenta atividade agonista em GRa. Células HeLa cotransfectadas com vetor de
expressdo do GRa humano e com o gene reporter luciferase dirigido pelo elemento responsivo ao (GRE-Luc) e
tratadas com veiculo (DMSQ), dexametasona (controle positivo) ou nonilfenol, durante 24h, e em seguida
lisadas para determinac&o da atividade de luciferase. Dados expressos como média = EPM da taxa de ativagdo da
transcricdo em relacdo ao veiculo DMSO, de 2 experimentos independentes realizados em triplicata. *
Significativamente diferente do veiculo pela andlise de varidncia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-
Keuls.
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Figura 17 - A procimidona ndo apresenta atividade agonista em GRa. Células HeLa cotransfectadas com vetor
de expressdo do GRa humano e com o gene repdrter luciferase dirigido pelo elemento responsivo ao (GRE-Luc)
e tratadas com veiculo (DMSO), dexametasona (controle positivo) ou procimidona, durante 24h, e em seguida
lisadas para determinacdo da atividade de luciferase. Dados expressos como média = EPM da taxa de ativagdo da
transcricdo em relacdo ao veiculo DMSO, de 2 experimentos independentes realizados em triplicata. *
Significativamente diferente do veiculo pela andlise de variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-
Keuls.
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4.4 EFEITOS DO FLUORENO, NAFTALENO, NONILFENOL E PROCIMIDONA SOBRE
A ADIPOGENESE EM CULTURA DE CELULAS

A atividade dos DE estudados foi avaliada também em um contexto fisiologico,
representado pela diferenciacdo, em cultura, de pré-adipécitos ou células mesenquimais em
adipdcitos. Foi realizado, inicialmente, rastreamento da adipogénese em cultura com a
utilizacdo de células mesenquimais murinas C3H10T1/2, induzidas a se diferenciar em
adipdcitos com a exposicdo a combinacdo IBMX, dexametasona e insulina, e avaliadas, ao
final do periodo de diferenciacdo, quanto ao acumulo lipidico intracelular pela coloragdo com
6leo vermelho O. Estas células foram tratadas, durante todo o periodo de diferenciacdo, com
as 9 concentracdes de fluoreno, naftaleno, nonilfenol e procimidona que ndo comprometeram
a viabilidade celular (Figura 8). Nas Figuras 18 a 21, sdo apresentados os resultados obtidos
nas maiores concentracfes de cada um dos 4 compostos. Foi observado apenas discreto
acumulo lipidico intracelular nas células tratadas com nonilfenol, sobretudo na concentracéo
de 107 M (Figura 20).

O mesmo experimento foi realizado na linhagem de pré-adipocitos 3T3-L1 (Figuras
22 a 25). Foi observado aumento do acumulo lipidico intracelular em resposta as maiores
concentragdes testadas do nonilfenol (Figura 24), porém ndo em resposta ao fluoreno (Figura
22), naftaleno (Figura 23) ou procimidona (Figura 25).
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1. N#o diferenciado 2. DMSO 3. Rosiglitazona 10°M
4. Fluoreno 107" M 5. Fluoreno 10° M 6. Fluoreno 10° M

Figura 18 - Efeito do fluoreno sobre a adipogénese em células mesenquimais C3H10T1/2. Dois dias apés a
confluéncia, células C3H10T1/2 foram induzidas a se diferenciar em adipécitos com 1 uM de dexametasona, 0,5
mM de IBMX, e 1 pg/mL de insulina por quatro dias e, em seguida, mantidas em meio contendo 1 ug/mL de
insulina. Durante o periodo de cultivo, foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (1 uM) ou
concentragdes crescentes de fluoreno. Apo6s 10 dias, foram coradas com dleo vermelho O e observadas por
microscopia (aumento de 20X).

3. Rosiglitazona 10°M

1. Néo diferenciado

4. Naftaleno 107 M 5. Naftaleno 10°M 6. Naftaleno 10° M
Figura 19 - Efeito do naftaleno sobre a adipogénese em células mesenquimais C3H10T1/2. Dois dias apés a
confluéncia, células C3H10T1/2 foram induzidas a se diferenciar em adip6citos com 1 uM de dexametasona, 0,5
mM de IBMX, e 1 ug/mL de insulina por quatro dias e, em seguida, mantidas em meio contendo 1 ug/mL de
insulina. Durante o periodo de cultivo, foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (1 uM) ou
concentragdes crescentes de naftaleno. Apds 10 dias, foram coradas com 6leo vermelho O e observadas por
microscopia (aumento de 20X).
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4. Nonilfenol 107" M 5. Nonilfenol 10°M 6. Nonilfenol 10°M

Figura 20 -. Efeito do nonilfenol sobre a adipogénese em células mesenquimais C3H10T1/2. Dois dias apds a
confluéncia, células C3H10T1/2 foram induzidas a se diferenciar em adip6citos com 1 uM de dexametasona, 0,5
mM de IBMX, e 1 pg/mL de insulina por quatro dias e, em seguida, mantidas em meio contendo 1 ug/mL de
insulina. Durante o periodo de cultivo, foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (1 uM) ou
concentragdes crescentes de nonilfenol. Apds 10 dias, foram coradas com 6leo vermelho O e observadas por
microscopia (aumento de 20X).

1. N#o diferenciado 2. DMSO 3. Rosiglitazona 10°M
4. Procimidona 107 M 5. Procimidona 10°M 6. Procimidona 10° M

Figura 21 - Efeito da procimidona sobre a adipogénese em células mesenquimais C3H10T1/2. Dois dias ap6s a
confluéncia, células C3H10T1/2 foram induzidas a se diferenciar em adip6citos com 1 uM de dexametasona, 0,5
mM de IBMX, e 1 pg/mL de insulina por quatro dias e, em seguida, mantidas em meio contendo 1 ug/mL de
insulina. Durante o periodo de cultivo, foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (1 uM) ou
concentragdes crescentes de procimidona. Apés 10 dias, foram coradas com 6leo vermelho O e observadas por
microscopia (aumento de 20X).
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1. Nao diferenciado 2. DMSO 3. Rosiglitazona 10°M 4. Fluoreno 10" M
5. Fluoreno 10'°M 6. Fluoreno 10° M 7. Fluoreno 10 M 8. Fluoreno 10" M

-6 -5
9. Fluoreno 10° M 10. Fluoreno 10° M 11.Fluoreno 10* M 12. Fluoreno 103 M

Figura 22 — Efeito do fluoreno sobre a adipogénese em pré-adipocitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar em adip6citos com meio completo. Dois dias apds a confluéncia,
células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em adipdcitos com 1 pM de dexametasona, 0,5 mM de IBMX, e 1 pg/mL de insulina por quatro dias e, em seguida, mantidas
em meio contendo 1 pg/mL de insulina. Durante o periodo de cultivo, foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (1 pM) ou concentragdes crescentes de fluoreno.
Apos 10 dias, foram coradas com 6leo vermelho O e observadas por microscopia (aumento de 20X).
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1.Nao diferenciado 2. DMSO 3. Rosiglitazona 10°M 4. Naftaleno 10" M
5. Naftaleno 10'°M 6. Naftaleno10” M 7. Naftaleno10® M 8. Naftaleno10”’ M
9. Naftaleno 10° M 10. Naftaleno 10° M 11. Naftaleno 10* M 12. Naftaleno 10> M

Figura 23 — Efeito do naftaleno sobre a adipogénese em pré-adipocitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar em adip6citos com meio completo. Dois dias ap6s a confluéncia,
células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em adipdcitos com 1 uM de dexametasona, 0,5 mM de IBMX, e 1 pg/mL de insulina por quatro dias e, em seguida, mantidas
em meio contendo 1 pg/mL de insulina. Durante o periodo de cultivo, foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (1pM) ou concentragBes crescentes de naftaleno.
Apos 10 dias, foram coradas com 6leo vermelho O e observadas por microscopia (aumento de 20X).
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1. Nao diferenciado 2. DMSO 3. Rosiglitazona 10°M 4. Nonilfenol 10" M
5. Nonilfenol 10! M 6. Nonilfenol 10°° M 7. Nonilfenol 10° M 8. Nonilfenol 10® M
9 Nonilfenol 107 M 10. Nonilfenol 10° M 11. Nonilfenol 10° M 12. Nonilfenol 10*M

Figura 24 — Efeito do nonilfenol sobre a adipogénese em pré-adipdcitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar em adipécitos com meio completo. Dois dias apés a confluéncia,
células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em adipdcitos com 1 uM de dexametasona, 0,5 mM de IBMX, e 1 ug/mL de insulina por quatro dias e, em seguida, mantidas
em meio contendo 1 pg/mL de insulina. Durante o periodo de cultivo, foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (1 uM) ou concentragdes crescentes de nonilfenol.
Apos 10 dias, foram coradas com 6leo vermelho O e observadas por microscopia (aumento de 20X).



1. Nao diferenciado 2. DMSO 3. Ros1g11tazona 4. Procimidona 10" M
5. Procimidona 10'°M 6. Procimidona 10° M 7. Procimidona 10®* M 8. Procimidona 107 M
9. Procimidona 10°M 10. Procimidona 10° M 11. Procimidona 10 M 12. Procimidona 10> M

Figura 25 — Efeito da procimidona sobre a adipogénese em pré-adipocitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar em adipdcitos com meio completo. Dois dias ap6s a confluéncia,
células 3T3-L1 foram induzidas a se diferenciar em adipdcitos com 1 pM de dexametasona, 0,5 mM de IBMX, e 1 pg/mL de insulina por quatro dias e, em seguida, mantidas
em meio contendo 1 pg/mL de insulina. Durante o periodo de cultivo, foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (1 puM) ou concentracdes crescentes de
procimidona. Apés 10 dias, foram coradas com éleo vermelho O e observadas por microscopia (aumento de 20X).
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A mistura IBMX, dexametasona e insulina representa um potente estimulo para a
indugdo da adipogénese em cultura (NTAMBI; YOUNG-CHEUL, 2000). Desta forma,
compostos com atividade adipogénica fraca podem néo ter seu efeito facilmente observado.
Considerando-se que o fluoreno, naftaleno e nonilfenol ndo apresentaram atividade
adipogénica, evidenciada pelo acimulo intracelular de lipideos, em pré-adipécitos 3T3-L1 ou
células mesenquimais C3H10T1/2 induzidos a se diferenciar com IBMX, dexametasona e
insulina, pré-adipocitos 3T3-L1 foram induzidos a diferenciar-se em adipocitos de forma
menos potente, com a utilizacdo apenas de insulina a 10 pug/mL, e mantidos em meio
contendo insulina a 5 pg/mL. Para estes experimentos, foram utilizadas as 3 maiores
concentragOes testadas de fluoreno e procimidona, as 3 maiores concentracdes anteriores a
maior concentracdo de naftaleno testadas (com a maior concentracdo foram observados
precipitados no meio de cultura), e as 3 concentracbes em que o nonilfenol induziu maior
acimulo intracelular de lipideos nos ensaios anteriores, de 10” M, 10° M e 10" M (Figuras 26
e 29).

Observou-se discreto aumento do acimulo intracelular de lipideos em pré-adipécitos
3T3-L1 tratados com fluoreno (Figura 26) e naftaleno (Figura 27), ambos na concentracdo de
107" M, em relagdo as células tratadas com veiculo. Os pré-adipécitos tratados com nonilfenol
também apresentaram aumento do acumulo intracelular de lipideos, nas 3 concentracGes
testadas, em relagcdo ao grupo tratado com veiculo (Figura 28), e comparavel ao das células
tratadas com rosiglitazona (Figura 28). Nas células tratadas com procimidona, observou-se
também discreto acimulo lipidico intracelular nas concentracdes de 107 M e 10 M, porém

ndo na concentracio de 10° M (Figura 29).
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1. Nao diferenciado 2. DMSO 3.Rosiglitazona 10°M

4. Fluoreno 107 M 5. Fluoreno 10°M 6. Fluoreno 10° M

Figura 26 - Efeito do fluoreno sobre a adipogénese em pré-adip6citos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar com
meio incompleto. Dois dias ap6s a confluéncia, as células foram induzidas a se diferenciar em adipdcitos com 10
ug/mL de insulina por quatro dias e, em seguida, mantidas em meio contendo 5 pg/mL de insulina. Durante o
periodo de cultivo, foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (1 uM) ou fluoreno nas concentracées
indicadas. Apds 10 dias, foram coradas com 6leo vermelho O e observadas por microscopia (aumento de 20X).
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10°M
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4. Naftaleno 107 M 5. Naftaleno 10°M 6. Naftaleno 10° M

Figura 27. Efeito do naftaleno sobre a adipogénese em pré-adipdcitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar com
meio incompleto. Dois dias ap6s a confluéncia, as células foram induzidas a se diferenciar em adip6citos com 10
png/mL de insulina por quatro dias e, em seguida, mantidas em meio contendo 5 pg/mL de insulina. Durante o
periodo de cultivo, foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (1 uM) ou naftaleno nas concentragées
indicadas. Apds 10 dias, foram coradas com 6leo vermelho O e observadas por microscopia (aumento de 20X).
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Figura 28 - Efeito do nonilfenol sobre a adipogénese em pré-adipécitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar com
meio incompleto. Dois dias ap06s a confluéncia, as células foram induzidas a se diferenciar em adipécitos com 10
ug/mL de insulina por quatro dias e, em seguida, mantidas em meio contendo 5 pug/mL de insulina. Durante o
periodo de cultivo, foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (1 uM) ou nonilfenol nas concentragGes
indicadas. Apds 10 dias, foram coradas com 6leo vermelho O e observadas por microscopia (aumento de 20X).

1. Néo diferenciado

4. Procimidona 107 M 5. Procimidona 10° M 6. Procimidona 10° M
Figura 29 - Efeito da procimidona sobre a adipogénese em pré-adipdcitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar com
meio incompleto. Dois dias ap6s a confluéncia, as células foram induzidas a se diferenciar em adip6citos com 10
png/mL de insulina por quatro dias e, em seguida, mantidas em meio contendo 5 pg/mL de insulina. Durante o

periodo de cultivo, foram tratadas com veiculo (DMSO), rosiglitazona (1 uM) ou procimidona nas concentragées
indicadas. Apds 10 dias, foram coradas com 6leo vermelho O e observadas por microscopia (aumento de 20X).
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A adipogénese em cultura foi avaliada também pela determinac&o de um marcador do
adipocito maduro, a expressdo do RNAm do gene que codifica a proteina ligadora de acidos
graxos adipocitaria (Fabpa). Nas células mesenquimais C3H10T1/2 induzidas a se diferenciar
em adipocitos na presenca de rosiglitazona ou dos 4 DE estudados, foi observado aumento
significativo da expressdo de Fabpa no grupo tratado com rosiglitazona, porém ndo em
resposta ao tratamento com fluoreno, naftaleno, nonilfenol ou procimidona (Figura 30).
Observou-se, contudo, tendéncia ndo significativa de aumento da expressao de Fabpa nas

células induzidas a se diferenciar na presenca do nonilfenol a 107M.
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Figura 30. Expressao relativa de Fabpa em células mesenquimais C3H10T1/2. Células C3H10T/2 induzidas a se
diferenciar em adipocitos com IBMX 0,5 mM, dexametasona 1 pM e insulina 1 pg/mL durante dias, e mantidas
com insulina 1 pg/mL durante 6 dias. Ao final deste periodo, foi extraido o RNA total para determinagdo da
expressdo relativa de Fabpa, normalizado para Gapdh (gene referéncia). Dados expressos como média + EPM
de 2 experimentos independentes. * p < 0,05 vs DMSO, pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.
FLU: fluoreno; NAF: naftaleno; NONIL: nonilfenol; PROC: procimidona.

Nos pré-adipocitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar em adipdcitos na presenca dos

diferentes compostos testados, foi observado aumento da expressdo do RNAm da proteina
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ligadora de &cidos graxos adipocitaria em resposta ao tratamento com a rosiglitazona (Figura
31). Foi observada também tendéncia de aumento da expressdo deste transcrito nas células
tratadas com naftaleno 10 °M (Figura 31).
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Figura 31. Expressao relativa de Fabpa em células 3T3-L1. Pré-adipdcitos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar em
adipocitos com insulina 10 pg/mL durante dias, e mantidas com insulina 5 pg/mL durante 6 dias. Ao final deste
periodo, foi extraido o0 RNA total para determinagdo da expressdo relativa de Fabpa, normalizado para Gapdh
(gene referéncia). Dados expressos como média + EPM de 2 experimentos independentes. * p < 0,05 vs DMSO,
pelo teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. FLU: fluoreno; NAF: naftaleno; NONIL: nonilfenol;
PROC: procimidona.
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4 DISCUSSAO

Os DE sdo amplamente encontrados no ambiente e apresentam potenciais efeitos
adversos para a saude humana, incluindo reducdo da fertilidade, aumento da incidéncia e
progressdo de algumas doengas, como obesidade, diabetes e alguns tipos de céncer. Sua
atividade sobre diversos aspectos do sistema enddcrino, em especial os receptores hormonais,
faz com que sejam considerados hormdnios ambientais ou compostos enddcrinos ativos
(YANG et al., 2015). As fontes de exposicao aos DE sdo diversas e variam amplamente em
todo o mundo (DIAMANTI-KANDARAKIS et al., 2009).

A associacdo entre a exposicdo aos DE e a ocorréncia de obesidade e distlrbios
metabolicos a ela associados despertou o interesse pela definicdo dos mecanismos envolvidos
nesta associacdo. Entre eles, destaca-se o efeito destes compostos sobre receptores nucleares
chave da adipogénese e seu efeito sobre a diferenciacdo e funcdo do adipécito, uma vez que
este tipo celular apresenta papel central no desenvolvimento da obesidade. Neste estudo,
investigamos o potencial obesogénico do fluoreno, naftaleno e procimidona, por meio da
avaliacdo de seus efeitos nos receptores nucleares PPARy e GRa e de seus efeitos sobre a
adipogénese em cultura. Investigamos também o efeito de outro DE, o nonilfenol, que embora
tenha sido descrito como obesogénico in vivo, ndo foi investigado, para nosso conhecimento,
quanto a sua capacidade de atuar no PPARy. Para tanto, foram utilizados os ensaios de gene
reporter e de diferenciacao de adipdcitos.

A diferenciacdo do pré-adipocito em adipdcito é um processo altamente controlado.
Fatores de transcrigdo adipogénicos, incluindo o PPARy, 0 GRa, a proteina ligadora do
elemento regulado por esteroides 1c (SREBP-1c) e as C/EBPs (C/AAT enhancer binding
proteins) desempenham papel chave na complexa cascata transcricional da adipogénese. O
ajuste do controle da expressdo génica de adipdcitos por proteinas C/EBP envolve homo e
heterodimerizagdo entre as isoformas C/EBPa, C/EBPB e C/EBPo. Cada isoforma tem um
padrdo de expressao temporal e espacial distinto durante a diferenciacdo dos adipécitos. A
ligagdo ao C/EBPa ativa os promotores de varios genes dos adipocitos incluindo dos genes
que codificam a proteina ligadora de &cidos graxos adipocitaria ou aP2, estearoil-CoA
dessaturase-1(SCD1), transportador de glicose tipo 4 (GLUT-4), fosfoenolpiruvato
carboxiquinase (PEPCK), leptina e o receptor de insulina (GREGOIRE; SMAS; SUL, 1998).
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O C/EBP-5 tem sua expressdo aumentada ex vivo pelos glicocorticoides, o que
contribui para a formagdo de heterodimeros de C/EBP-56-C/EBP-B que, por sua vez, podem
aumentar a expressdo do PPARy (GREGOIRE; SMAS; SUL, 1998).

Os ensaios de adipogénese foram feitos com duas linhagens celulares murinas, as
células mesenquimais C3H10T1/2 e os pré-adipocitos 3T3-L1. As células multipotentes
C3H10T1/2, quando apropriadamente induzidas em cultura com agentes hormonais
(dexametasona, insulina e IBMX), tornam-se comprometidas a diferenciarem-se em
adipdcitos. Os pre-adipocitos murinos 3T3-L1 representam uma linhagem comprometida com
a diferenciagdo adipocitaria e mimetizam fielmente o processo de adipogénese in vivo quando
adequadamente estimulados, dando origem a células que possuem praticamente todas as
caracteristicas bioguimicas e morfoldgicas dos adipocitos maduros in vivo. Ambas as
linhagens, quando confluentes e submetidas a inducdo hormonal, sofrem expansao clonal
mitética e depois expressam coordenadamente genes caracteristicos de adipécitos
diferenciados (MADRUP; LANE, 1997).

O nonilfenol, um composto da classe dos alquilfenois, tem atraido atencdo pela sua
prevaléncia no ambiente e seu potencial de toxicidade. Em ratos expostos ao nonilfenol, é
observado estresse oxidativo em Orgdos como péancreas e figado (JUBENDRADASS;
D'CRUZ; MATHUR, 2011; JUBENDRADASS; D'CRUZ; MATHUR, 2012), além de
alteracbes comportamentais em atividade de campo aberto em sua prole, sugerindo que ele
seja capaz de afetar o desenvolvimento do SNC (FERGUSON et al., 2000). O nonilfenol
também atua como DE, devido a sua capacidade de agir de forma semelhante ao estrogénio.
Ele mimetiza a acdo horménio natural 17p-estradiol no receptor estrogénico e compete com o
hormdnio enddgeno pela ligacdo ao receptor (YANG et al., 2015).

Mais recentemente, foi caracterizado também o potencial obesogénico do nonilfenol.
Hao et al. (2012) observaram que a exposicao de camundongos C576BL/6J ao nonilfenol no
periodo perinatal induziu ganho ponderal, aumento da massa adiposa, perfil lipidico
desfavoravel e aumento da glicemia no periodo pds-natal. Estes mesmos autores mostraram
gue o nonilfenol, em combinacdo com a insulina, induz a diferenciacdo de pré-adipocitos
3T3-L1 em adip6citos maduros nas concentracGes de 10°M e 10°M, porém ndo em
concentracdes mais elevadas. Masuno et al. (2003), entretanto, observaram que o tratamento
com nonilfenol (5 e 10 pg/mL) apos a inducédo da diferenciagdo (com IBMX, dexametasona e
insulina) resultou em aumento da proliferagdo de adipdcitos 3T3-L1 porém inibicdo de sua
diferenciacdo. Pereira-Fernandes et al. (2013) observaram, na mesma linhagem celular,

inibicdo da adipogénese em célula expostas ao nonilfenol isoladamente durante 10 dias e em
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células expostas ao nonilfenol durante dois dias (inducdo) e & combinacdo de nonilfenol e
insulina durante 8 dias.

No presente estudo, o efeito adipogénico em cultura do nonilfenol foi investigado em
dois modelos, o dos pré-adipécitos 3T3-L1 e o das células mesenquimais C3H10T1/2.
Quando estas linhagens foram induzidas a se diferenciar com um estimulo potente, a mistura
de um inibidor de fosfodiesterase (IMBX), dexametasona e insulina, foi observado aumento
do acumulo lipidico intracelular nas céelulas 3T3-L1 e, em menor intensidade, nas células
mesenquimais. Estes dados caracterizaram o nonilfenol como um DE com atividade
adipogénica fraca numa linhagem celular ja comprometida com a diferenciacdo adipocitaria, e
sdo semelhantes aos dados de Hao et al. (2012). E possivel que a inducdo da adipogénese por
meio de estimulo potente tenha dificultado a identificacdo de efeito adipogénico fraco do
nonilfenol, uma vez que neste protocolo de inducdo as células tratadas com veiculo
apresentam aumento do acumulo lipidico intracelular, sugestivo da diferenciacdo adipocitéria,
superior ao de células ndo induzidas a se diferenciar. Para excluir esta possibilidade, as
células 3T3-L1 foram induzidas com estimulo menos potente, apenas com insulina em
concentracdo elevada. Com este protocolo, foi observado aumento mais acentuado do
acumulo lipidico intracelular em resposta ao tratamento com nonilfenol.

A adipogénese em células C3H10T1/2 induzidas a se diferenciar em adip6citos com
meio completo (IMBX, dexametasona e insulina) e em pré-adipécitos 3T3-L1 induzidos com
meio incompleto (insulina) foi avaliada também pela expressdo do transcrito do gene que
codifica um marcador do adip6cito maduro, a proteina ligadora de acidos graxos adipocitéria,
apos o periodo de 10 dias. Observamos aumento de cerca de duas vezes de sua expressao nas
células mesenquimais tratadas com 10°M de nonilfenol, porém nido foi observada
modificacdo nas células 3T3-L1. E possivel que a cinética de expressdo deste transcrito seja
diferente entre as duas linhagens estudadas, ao longo do processo de diferenciacdo em
adip6cito, e que sua expressdo ocorra de forma mais acentuada em um periodo mais tardio da
adipogénese. Isto explicaria a maior inducao deste transcrito nas células mesenquimais, porém
necessitaria ser comprovado por meio de experimentos que investigassem a cinética da
expressao de Fabpa em resposta ao tratamento com compostos adipogénico conhecidos e o
nonilfenol nas duas linhagens celulares (MACDOUGALD; LANE, 1995).

Nossos resultados foram semelhantes aos de Hao et al. (2012), em que foi utilizado o
mesmo protocolo de indugdo da diferenciacdo adipocitéria (apenas insulina) e em que a
exposicdo ao nonilfenol ocorreu desde a inducgdo da diferenciacdo. Entretanto, os resultados

contrastam com os de Masuno et al. (2003), descritos anteriormente. E possivel que essa
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diferenca se deva aos diferentes periodos de exposi¢do ao nonilfenol. No presente estudo, a
exposicdo ocorreu desde o0 momento da inducdo, ao passo que no estudo de Masuno et al.
(2003) as células 3T3-L1 foram expostas somente apds a inducdo com IBMX, dexametasona
e insulina e no estudo de Pereira-Fernandes et al. (2013), durante a indu¢@o porém na auséncia
de outros estimulos para diferenciagdo. A influéncia do periodo de exposigdo a um estimulo
adipogénico, no decorrer do processo de diferenciacdo adipocitaria, ja foi sugerida em estudos
envolvendo outros DEs. Phillips et al. (1995) observaram gue a exposi¢do ao organoclorado
TCDD (2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina) antes ou durante a inducdo da adipogénese em
pré-adipocitos 3T3-L1 inibiu a adipogénese, ao passo que a exposicao apos a inducdo ndo
apresentou efeito sobre a diferenciacdo adipocitaria. Biemann et al. (2012) expuseram células
mesenquimais murinas C3H10T1/2 ao BPA ou ao DEHP (ftalatos de di-2-etilexila)
anteriormente a inducdo, durante a inducdo ou ao final do periodo de diferenciacdo em
adipdcitos e observaram que o BPA inibiu a adipogénese em células expostas somente no
periodo anterior a inducdo e que o DEHP aumentou a adipogénese somente em células
expostas durante o periodo de inducéo.

Para explorar os possiveis mecanismos envolvidos no efeito adipogénico do
nonilfenol, foi investigado seu efeito sobre a atividade transcricional do PPARy ¢ do GRa, por
meio do ensaio de gene repdrter. Estes dois receptores nucleares foram selecionados por
representarem fatores criticos na cascata transcricional da adipogénese (LOWE;
O'RAHILLY; ROCHFORD, 2011) e porque 0s receptores nucleares constituem alvos
importantes dos DE.

O PPARy esta envolvido em diversos processos fisiologicos, principalmente no
metabolismo de lipideos e na resposta inflamatéria. Este aspecto o tornou um alvo atraente
para estudo acerca da fisiopatologia da obesidade. A capacidade de armazenamento de
lipideos a partir da ativagdo do PPARY ¢ decorrente do aumento da expressdo de genes que
codificam proteinas que participam da sintese e armazenamento lipidico, como a proteina
ligadora de &cidos graxos (FABP-A ou aP2) (SEMPLE; CHATTERJEE; O'RAHILLY, 2006).
Os glicocorticoides, por meio da sinalizacdo via receptor de glicocorticoides, também sdo
implicados no desenvolvimento da obesidade (BJORNTORP; ROSMOND, 2000).

Neste estudo, ndo foi observado efeito do nonilfenol no PPARY e no GRa. E possivel
que o efeito adipogénico deste DE, observado neste estudo, seja devido a acdo em outros
fatores ou vias envolvidos na diferenciacdo adipocitaria. De fato, o efeito de outros DE sobre
a adipogénese foi caracterizado como decorrente de vias independentes do PPARy ou GRa,

como a ativacdo do receptor estrogénico (OHLSTEIN et al., 2014) e da via da
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fosfatidilinositol 3-quinase e proteina quinase B ou Akt (MASUNO et al., 2005), no caso do
BPA, e do receptor aril hidrocarboneto, no caso das bifenilas policloradas (ARSENESCU et
al., 2008; GADUPUDI et al., 2015).

A mesma investigacdo foi realizada para os outros trés compostos, o fluoreno, o
naftaleno e a procimidona. Esses ultimos foram selecionados para o estudo devido ao seu
elevado grau de exposicdo humana e por ndo haver dados na literatura que correlacionem
esses DE com a obesidade por meio de estudos pré-clinicos ou clinicos.

O fluoreno e o naftaleno pertencem a mesma familia dos PAH. S&o originados a partir
da combustdo incompleta de materiais organicos e estdo amplamente distribuidos no
ambiente, a partir da poluicdo do ar da fumaca do cigarro. Assim, 0 grau de exposi¢édo
humana a esses compostos é elevado (LI et al., 2008; JIN et al., 2014). Alguns estudos
demonstraram a capacidade dos PAH em atuar como DE em processos dependentes do
estrogénio (OHURA et al., 2010; SIEVERS et al., 2013). Além disso, em estudos
observacionais é observada a associacdo entre a exposicdo a PAH e a ocorréncia de obesidade
em humanos. Scinicariello e Buser (2014) identificaram associacdo entre a concentracao
urinaria de metabolitos de PAH totais e do naftaleno e a presenca de aumento do indice de
massa corporal, circunferéncia abdominal e presenca de obesidade entre criangas entre 6 e 11
anos e adolescentes. Kim et al. (2014) observaram a mesma associacdo entre a exposicdo a
PAH totais e a ocorréncia de obesidade em individuos entre 6 e 18 anos. A relacdo de
causalidade entre estes dois aspectos e 0s eventuais mecanismos envolvidos na associagéo,
entretanto, ndo foram explorados em ensaios envolvendo cultura de células.

O fluoreno e o naftaleno, neste estudo, mostraram-se indutores fracos da diferenciacao
adipocitaria, avaliada pelo acimulo lipidico intracelular e pela expressdo do transcrito Fabpa,
nas células comprometidas com adipogénese (pré-adipdcitos murinos 3T3-L1) e induzidas a
se diferenciar somente em presenca de insulina. Seu efeito ndo foi observado em células
mesenquimais C3H10T1/2. Além disso, ndo induziram a atividade transcricional do PPARy
ou GRa. Esses dados, em conjunto, sugerem seu baixo potencial adipogénico, embora este
aspecto deva ser confirmado in vivo.

A procimidona é um fungicida que vem sendo usado na agricultura ha varios anos
(HOSOKAWA et al., 1993) e esta presente, sobretudo, em produtos preparados com frutas
para consumo humano (OSTBY et al., 1999). Estudos prévios definiram a procimidona como
um anti-androgénico tipico, pois possui a capacidade de inibir competitivamente a ligacéo do

androgénio ao AR, impedindo assim a expressdo de genes regulados pelos androgénios
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(OSTBY et al., 1999). Para conhecimento dos pesquisadores envolvidos neste estudo, ndo ha
descri¢des prévias, clinicas ou pré-clinicas, de sua associagdo com a obesidade.

Neste estudo, ndo foi observado efeito da procimidona sobre a diferenciacdo de pré-
adipdcitos 3T3-L1 ou células mesenquimais murinas induzidos a se diferenciar com meio
completo (IBMX, dexametasona e insulina). As células 3T3-L1 induzidas com meio
incompleto (somente insulina) apresentaram discreto aumento do acumulo intracelular de
lipideos, porém nédo houve modificacdo da expressdo do transcrito Fabpa. Nao foi observado,
ainda efeito sobre a atividade transcricional do PPARy ou GRo. De forma semelhante aos
dados obtidos nos ensaios com o naftaleno e nonilfenol, estes resultados sugerem potencial
adipogénico fraco da procimidona, observado somente em uma linhagem ja comprometida
com a diferenciacdo adipocitaria e induzida a se diferenciar somente com a insulina, por vias
independentes da ativagdo do PPARy ou GRao.

Este estudo buscou investigar o potencial obesogénico do fluoreno, naftaleno,
nonilfenol e procimidona em ensaios celulares. Embora a adipogénese seja um mecanismo
reconhecido dos obesogénicos ambientais (GRUN; BLUMBERG, 2012), a determinacdo da
atividade obesogénica de um DE por meio de ensaios celulares (transativacdo e diferenciacao
de adipdcitos) apresenta uma série de limitagcdes. Os DE podem interferir em qualquer aspecto
da acdo hormonal e os seus mecanismos de agdo sdo ainda muito complexos. Eles podem
ligar-se a receptores de hormonios e exercer agdo agonista ou antagonista, direta ou indireta,
ou podem ligar-se a sitios alostéricos e produzir efeitos inesperados mesmo em concentraces
muito baixas. Podem, ainda, interferir na sintese ou no metabolismo hormonal, eu seu
transporte ou degradacdo (ZOELLER et al., 2012). Desta forma, a atividade obesogénica de
um DE ndo pode ser determinada somente pela investigacdo de seu potencial adipogénico em
cultura de células.

O PPARy e o GRao, investigados neste estudo, constituem fatores de transcricdo
criticos para a adipogénese. Entretanto, ha outras vias em que os DEs podem atuar para
determinar a obesidade. Assim, é possivel que o fraco potencial adipogénico dos compostos
investigados neste estudo possa ser devido a acdo em outras vias que ndo os receptores
estudados nesse trabalho. Os receptores nucleares dos esteroides sexuais também influenciam
0 desenvolvimento do tecido adiposo. Estudos em modelos de delegdo homozigota (knockout)
do receptor alfa de estrogénio (aERKO) e do receptor de androgénio (ARKO) confirmam o
papel dos esteroides sexuais na regulagcdo da hipertrofia e hiperplasia dos adipocitos, bem
como no dimorfismo sexual da distribuicdo de tecido adiposo e na remodelacdo de depdsitos
especificos de tecido adiposo (DANILOVICH et al., 2000; MURATA et al., 2002; HEINE et
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al., 2000; MATSUMOTO et al., 2009). Fisiologicamente, esteroides sexuais, em conjunto
com hormonios peptidicos como o hormdnio do crescimento, mobilizam estoques de lipidios
e antagonizam as acles da insulina e do cortisol no acimulo de lipidios (BLUMBERG;
GRUN, 2009).

Outro mecanismo para justificar a capacidade obesogénica dos DE seria a interferéncia
com 0S mecanismos centrais que coordenam a resposta do organismo as flutuacGes
nutricionais diarias, como 0 eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (HPA). O HPA exerce seu
papel no controle do apetite, e apresenta papel fundamental para prevenir a hiperfagia e
regular a homeostase energética (BLUMBERG; GRUN, 2009). A hiperfagia resultante de
desregulacdo de centros hipotalamicos de controle do apetite seria uma via potencial em que
os DE poderiam atuar para comprometer a homeostase energética (BLUMBERG ;GRUN,
2009).

Uma caracteristica peculiar dos DE séo as curvas dose-resposta ou concentracéo-
efeito ndo monotonicas (BLUMBERG ; GRUN, 2009). Neste estudo, procurou-se testar uma
ampla faixa de concentracfes dos DE investigados, tanto nos ensaios de gene repdrter quanto
nos ensaios de adipogénese. Embora ndo tenha sido observada atividade do fluoreno,
naftaleno, nonilfenol e procimidona no PPARy ou GRo, em geral foi observado efeito
adipogénico fraco nas concentragdes mais elevadas de cada DE.

Em geral, os DE comportam-se como toxicos metabolicos em elevadas concentragoes,
muitas vezes levando a perda de peso ou restricdo de crescimento. Em concentracfes
inferiores, mais semelhantes as resultantes de exposi¢cGes ambientais, estes efeitos podem ser
invertidos. Entretanto, além da concentracdo, deve-se considerar também a influéncia de
outros fatores sobre o efeito dos DE, incluindo tempo de exposicdo, género e predisposicdo
genética. Os efeitos podem demorar a aparecer e variam entre as populacbes. O atraso na
resposta e a dificuldade experimental em estabelecer a causa e o efeito para a associacdo entre
fatores ambientais e ocorréncia de obesidade podem limitar a observacdo do efeito
obesogénico dos DE. O aumento do risco de obesidade devido ao tabagismo materno pré-
natal certamente fornece uma prova-de-conceito de que a desregulacdo em longo prazo da
homeostase metabdlica é relevante (BLUMBERG; GRUN, 2009).
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6 CONCLUSAO

e O fluoreno, naftaleno, nonilfenol e procimidona apresentaram baixo potencial adipogénico

em cultura de células.

e O fluoreno, naftaleno e procimidona ndo comprometeram a viabilidade de células HelLa
nas concentracdes testadas (102 a 10 M); o nonilfenol ndo comprometeu a viabilidade
de células HeLa nas concentragdes de 10™% a 10° M, porém reduziu sua viabilidade na

concentragéo de 10*M.

e O nonilfenol, porém ndo o fluoreno, naftaleno e procimidona, apresentaram efeito
adipogénico fraco em pré-adipdcitos murinos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar, em

cultura, com IBMX, dexametasona e insulina.

e O fluoreno, naftaleno, nonilfenol e procimidona apresentaram efeito adipogénico fraco em

pré-adipdcitos murinos 3T3-L1 induzidos a se diferenciar, em cultura, com insulina.

e O fluoreno, naftaleno, nonilfenol e procimidona ndo induziram a diferenciacdo de células

mesenguimais murinas C3H10T1/2 em adipdcitos, em cultura.

e O fluoreno, naftaleno, nonilfenol e procimidona ndo apresentaram atividade agonista nos

receptores PPARy e GRao.

e O naftaleno, nonilfenol e procimidona ndo apresentaram atividade antagonista nos

receptores PPARY e GRa.
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