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Resumo 

SHIMADA, A.L.B. Estudo experimental da exposição ao PCB126 sobre a 
indução de Diabetes mellitus tipo II. 152 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de 
Ciências Farmacêuticas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 
 
A exposição ambiental aos poluentes orgânicos persistentes tem recebido amplo 
destaque na literatura recentemente devido à extensa associação entre o 
desenvolvimento de doenças metabólicas, obesidade e/ou diabetes mellitus, e a 
presença destes poluentes, principalmente os organoclorados, como as bifenilas 
policloradas (PCBs), no organismo. Por outro lado, os mecanismos de ação destes 
poluentes é controverso devido à elevada quantidade de representantes destas 
classes, gerando diversidade de protocolos de exposição e escassez de estudos 
experimentais. Por isto, foi objetivo deste trabalho elucidar os mecanismos de ação 
tóxica do PCB126, nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corpórea, em ratos 
Wistar machos, durante quinze dias, expostos por instilação intranasal. O procotolo 
de exposição empregado foi caracterizado e considerado suficiente para causar 
toxicidade, uma vez que foram observadas alterações no sistema imune, 
metabolismo e em parâmetros relacionados à gênese do diabetes mellitus. A 
caracterização da exposição foi determinada pela quantificação da concentração de 
PCB126 no fígado e pulmão (CG/MS) e pelo aumento da expressão do receptor aril 
hidrocarboneto (AhR) no rim, fígado, pulmão e tecido adiposo (Western Blot). O 
efeito imunossupressor do PCB126 foi evidenciado pelo comprometimento da 
produção de células na medula óssea e, consequentemente, no número de células 
totais no sangue circulante. Adicionalmente, foi evidenciada a interferência do 
poluente na via de ativação mediada por receptores acoplados à proteína G 
(GPCRs), principalmente em neutrófilos, alterando importantes funções destas 
células, como a expressão de moléculas de adesão, geração de espécies reativas 
de oxigênio e migração. Entre as alterações metabólicas observadas, destacamos o 
aumento dos níveis de triglicerídeos e colesterol sérico, aumento da liberação de 
ácidos graxos livres; aumento da atividade da enzima hepática gama glutamil 
transferase; aumento da resistência à insulina e aumento da geração de óxido nítrico 
pelas ilhotas de Langerhans, dados estes, possivelmente relacionados ao 
comprometimento das células beta (β) pancreáticas, confirmados pelo aumento da 
expressão de GLUT4 no tecido adiposo, aumento da concentração de insulina sérica 
e aumento do estresse oxidativo nas ilhotas de Langerhans. Em conjunto, os dados 
obtidos destacam importantes alterações causadas pela exposição intranasal ao 
PCB126, evidenciando a participação do poluente na gênese do diabetes mellitus do 
tipo II. 

 
Palavras-chave: Poluentes orgânicos persistentes; bifenilas policloradas; PCB126; 
resistência à insulina; diabetes. 
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Abstract 

SHIMADA, A. L. B. Experimental study of PCB126 exposure on induction of 
Diabetes mellitus type II. 152 f. Thesis (Doctorate) – School of Pharmaceutical 
Sciences, University of Sao Paulo, Sao Paulo, 2015. 
 
The environmental exposure to persistent organic pollutants has been widely 
highlighted in recent literature due to the extensive association between the 
development of metabolic diseases, obesity and/or diabetes mellitus, and presence 
of these pollutants, especially organochlorines such as polychlorinated biphenyls 
(PCBs) in organism. Moreover, the mechanisms of action of these pollutants are 
controversial due to the high number of PCBs congeners, diversity of exposure 
protocols and lack of experimental studies. Therefore, the aim of this study was to 
elucidate the mechanisms of PCB126’s toxic action at doses of 0.1; 1 or 10 µg/kg 
body weight in male Wistar rats exposed by intranasal instillation for 15 days. The 
established exposure procotol was characterized and considered sufficient to cause 
toxicity since changes were observed in the immune system, metabolism and in 
parameters related to the pathogenesis of diabetes mellitus. Characterization of 
exposure was determined by quantifying the concentration of PCB126 in liver and 
lung (GC-MS) and by the increased expression of aryl hydrocarbon receptor (AhR) in 
kidney, liver, lung, and adipose tissue (Western blot). The immunosuppressive effect 
of PCB126 was evidenced by impairment of cell production in the bone marrow and 
thus the total number of cells in the circulation. In addition, the interference of the 
pollutant in the activation pathway mediated by G-protein coupled receptors (GPCRs), 
in particular in neutrophils, was observed by changing important functions of these 
cells such as the expression of adhesion molecules, reactive oxygen species 
generation, and migration. Among the metabolic changes observed, we highlight the 
increased levels of triglycerides and serum cholesterol, increased release of free fatty 
acids; increased gamma glutamyl transferase hepatic enzyme activity; increased 
insulin resistance and increased generation of nitric oxide by the islets of Langerhans, 
these data possibly related to the impairment of beta cells (β) pancreatic function, 
suggested by the increased expression of GLUT4 in adipose tissue, increased serum 
insulin concentration and increased oxidative stress in the islets of Langerhans. 
Altogether, these results highlight important changes caused by intranasal exposure 
to PCB126, suggesting participation of the pollutant in the genesis of diabetes 
mellitus type II.  

 
Key-words: Persistent organic pollutants; polychlorinated biphenyls; PCB126; insulin 
resistance; diabetes. 
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PBS    Solução fostato salina 
PCB126  Bifenila policlorada no. 126 
PCB52  Bifenila policlorada no. 52 
PCBs    Bifenilas policloradas  
PCDDs   Policloridrato dibenzo-p-dioxinas  
PCDFs   Policloridrato dibenzofurano 
pCIP    p300/CBP-interacting protein 
PCR    Proteína C reativa 
PE    Ficoeritrina 
PECAM-1  Platelet endotelial cell adhesion molecule-1 
PerCP   Proteína piridina clorofila 
pg   Picogramas 
PHA   Hidrocarbonetos policíclicos aromáticos 
PI   Iodeto de propídeo 
PMA   Phorbol-12-myristate-13-acetate 
PMNs   Células polimorfonucleares 
Pol II   RNA Polymerase-II 
POPs   Poluentes orgânicos persistentes  
ppb    Partes por bilhão 
ppm   Partes por milhão 
PS2   Gastrointestinal Trefoil Protein-pS2  
Rb   Retinoblastoma 1 
RelA    NF-KappaB subunit 
rpm   Rotações por minuto 
RPMI    Roswell Park Memorial Institute medium 
SHP   Small Heterodimer Partner 
sICAM-1  Soluble intercellular adhesion molecule-1 
SIM    Monitoramento de íon selecionado 
SMRT Silencing Mediator for Retinoic Acid and Thyroid Hormone 

Receptor 
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Sp1    Transcription Factor SP1 
sPECAM-1  Soluble platelet endothelial cell adhesion molecule-1  
SPME   Solid phase micro extraction 
SRC1   Steroid Receptor Coactivator-1 
SSC    Side scatter 
SUMO1  Small Ubiquitin Related Modifier-1  
sVCAM-1  Soluble vascular cell adhesion molecule-1 
T3    Tri-iodotironina 
T4   Tetraiodotironina 
TBP   TATA-binding protein 
TBS   Tris-buffered saline 
TBS-T   TBS-Tween 
TCDD   2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina 
TEF    Fator de equivalência tóxica 
TEQ    Equivalente tóxico 
TIF2   Transcriptional Intermediary Factor-2 
TLR4   Toll like receptor 4 
TNF    Fator de necrose tumoral 
TSH    Hormônio estimulante da tireoide 
UI   Unidade internacional 
V   Volts 
VLDL   Lipoproteína de densidade muito baixa 
XRE   Região responsiva à xenobióticos  
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1 Introdução 

1.1 Poluentes orgânicos persistentes (POPs) e bifenilas policloradas (PCBs) 

 Os poluentes orgânicos persistentes (POPs) são compostos liberados no 

ambiente por fontes antropogênicas ou naturais e, devido à sua natureza hidrofóbica 

e resistência à degradação proteolítica, química ou biológica permanecem intactos 

por períodos excepcionalmente longos de tempo no meio ambiente (EL-SHAHAWI 

et al., 2010; EVERETT et al., 2011; MREMA et al., 2012; VAN DER BERG et. al., 

1998). Assim, estes compostos têm recebido grande atenção, uma vez que se 

concentram na cadeia alimentar, podendo ser encontrados em alimentos, solo, água 

potável e em matrizes biológicas, como o leite (MALISCH; KOTZ, 2014; MREMA et 

al., 2013; ROSNER; MARKOWITZ, 2013). 

 Os POPs podem ser classificados didaticamente em intencionais ou não-

intencionais, de acordo com sua fonte de produção (EL-SHAHAWI et al., 2010; 

TIEMANN, 2008). Os POPs intencionais são aqueles produzidos pela ação humana, 

como as substâncias químicas utilizadas na indústria ou para combater pragas, a 

saber: aldrin, endrin, clordano, diclorodifeniltricloretano (DDT), dieldrin, heptacloro, 

mirex, toxafeno, hexaclorobenzeno e bifenilas policloradas (PCBs) (EL-SHAHAWI et 

al., 2010; TIEMANN, 2008). Por outro lado, os POPs não intencionais são 

subprodutos indesejáveis provenientes da atividade vulcânica, combustão ou de 

processos químicos, como por exemplo, as dioxinas, como o policloridrato dibenzo-

p-dioxina (PCDDs) e o policloridrato dibenzofurano (PCDFs) (EL-SHAHAWI et al., 

2010; TIEMANN, 2008). 

Dentre os exemplos de POPs citados, os PCBs são de grande relevância 

devido a sua ampla produção e utilização comercial entre 1929 e 1977, 

principalmente no setor elétrico, como fluidos dielétricos isolantes para 

transformadores e capacitores elétricos e para equipamentos hidráulicos, como 

lubrificantes (CASTRO-JIMÉNEZ; GONZALES, 2011; ERICKSON; KALEY, 2011; DE 

AZEVEDO E SILVA et al., 2007; PENTEADO; VAZ, 2001). Além disso, foram 

empregados em muitos produtos utilizados diretamente pela população ou pela 

indústria, tais como colas, tintas, ceras, plásticos e praguicidas (CASTRO-JIMÉNEZ; 

GONZALES, 2011; ERICKSON; KALEY, 2011). A produção global de PCBs foi 

estimada em 1.324 milhões de toneladas entre 1930 e 1993 (CASTRO-JIMÉNEZ; 

GONZALES, 2011; ERICKSON; KALEY, 2011). Entre os principais países 

produtores de PCBs estão os Estados Unidos, China, Japão, Rússia, França, Itália e 
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Alemanha, que produziram formulações contendo uma mistura complexa com até 

103 diferentes congêneres de PCBs (CASTRO-JIMÉNEZ; GONZALES, 2011; 

ERICKSON; KALEY, 2011). No Brasil, este produto recebeu o nome de Ascarel® 

(Monsanto, St. Louis, MO, EUA), produto importado principalmente dos Estados 

Unidos e da Alemanha (CASTRO-JIMÉNEZ; GONZALES, 2011; ERICKSON; 

KALEY, 2011). 

Na década de 80, a produção e o uso de PCBs foram interrompidos em 

muitos países, mas infelizmente, atualmente ainda existem países onde o controle 

dos PCBs não é rigoroso ou o processo de destruição e remoção dos mesmos não é 

totalmente eficiente (DE AZEVEDO E SILVA et al., 2007; HASSOUN; PERIANDRI-

STEINBERG, 2010). Pensando na contaminação ambiental causada por esses 

poluentes, a Convenção de Basiléia (1992) e a Convenção de Estocolmo (2001), 

discutiram e aprovaram a redução e/ou eliminação da liberação e despejo de POPs.  

Adicionalmente, a contaminação de ambientes fechados vem sendo 

recentemente considerada uma importante e negligente fonte de contaminação pois 

a presença de PCBs em materiais de construção, como em calafetagem ao redor de 

janelas e juntas de expansão tem contribuido para as altas concentrações 

encontradas (BRÄUNER et al., 2011; HARRAD et al., 2006; JAMSHIDI et al., 2007). 

A legislação brasileira estabeleceu em 1981 a proibição da fabricação, 

comercialização, uso e descarte de PCBs ou produtos contaminados com PCBs 

para o ambiente em todo território nacional (BRASIL, 1981). Por outro lado, permitiu 

que os equipamentos já instalados no país continuassem em funcionamento até que 

fossem substituídos ao término de sua vida útil. Adicionalmente, a legislação 

brasileira estabeleceu orientações para o manuseio, embalagem, rotulação, 

armazenagem e transporte de PCBs e seus resíduos em território nacional (BRASIL, 

1993; 2012), permitindo em 1994, a exportação de resíduos e produtos contendo 

PCBs para sua correta eliminação (CONAMA, 1994; DE AZEVEDO E SILVA et al., 

2007; PENTEADO; VAZ, 2001). 

Segundo o Ministério do Meio Ambiente, produtos contendo PCBs são todos 

os materiais que apresentam quantidades maiores que 50 mg/kg de PCBs (Brasil 

Projeto PNUD BRA/08/G32). A Eletrobrás estima que em 1981, o total de PCBs 

importado e em estoque no Brasil era de aproximadamente 100.000 toneladas 

(Brasil Projeto PNUD BRA/08/G32). De acordo com informações de empresas 

credenciadas responsáveis pelo descarte destes resíduos, 30.000 toneladas foram 
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processadas desde então, permanecendo um total de 70.000 toneladas de produtos 

contendo PCBs no país (Brasil Projeto PNUD BRA/08/G32). Desta forma, embora 

haja consenso sobre os cuidados na manipulação destes agentes, a legislação 

ainda não coibiu a possível exposição humana ocupacional e/ou ambiental a estes 

poluentes.  

Os PCBs constituem uma classe de 209 congêneres (AZEVEDO E SILVA et 

al., 2007; PENTEADO; VAZ, 2001), que recebem uma nomenclatura especial 

adotada pela IUPAC (International Union of Pure and Aplied Chemistry) pela posição 

e presença de 1 a 10 átomos de cloro em sua estrutura bifenila (Figura 1). A 

presença dos grupamentos clorados é relevante para sua toxicidade, uma vez que 

definem seu potencial para ativação metabólica ou detoxificação e afinidade para 

receptores celulares (AZEVEDO E SILVA et al., 2007; PENTEADO; VAZ, 2001). Os 

PCBs podem ser encontrados em conformações espaciais diferentes, sendo que os 

PCBs tipo-dioxina são aqueles que possuem estrutura “coplanar” (ou seja, não 

apresentam átomos de cloro em posição orto) semelhante ao 2,3,7,8-

tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), apresentam capacidade de ligação ao receptor 

aril hidrocarboneto (AhR) e exibem toxicidade semelhante às dioxinas (CASTRO-

JIMÉNEZ; GONZALES, 2011; CHEN, 2010; GUYOT et al., 2012; HASSOUN; 

PERIANDRI-STEINBERG, 2010; LAI et al., 2010; PENTEADO; VAZ, 2001). Os 

PCBs tipo-dioxina são 12, a saber, PCB77, 81, 105, 114, 118, 123, 126, 156, 157, 

167, 169 e 189 (CASTRO-JIMÉNEZ; GONZALES, 2011; CHEN, 2010; HASSOUN; 

PERIANDRI-STEINBERG, 2010; LAI et al., 2010; PENTEADO; VAZ, 2001).  

 

 

 

 

 

Figura 1: Estrutura molecular das bifenilas policloradas (PCBs) 

O PCB126 (Figura 2) também conhecido como 1,1-N-bifenil, 3,3-N,4,4-N,5-

pentacloro-(9CI) ou 3',4,4',5-pentaclorobifenila (CAS 57465-28-8), se apresenta na 

forma branca sólida, com massa molecular de 326.42 g/mol e fórmula molecular 

C12H5Cl5. Entre suas características físico-químicas podemos destacar o ponto de 

fusão de 160 °C a 161 °C e a temperatura de ebulição de 381 ºC (National 

Toxicology Program, NTP, 2006). A 25 °C, a solubilidade do PCB126 em água é de 
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1,03 x 10-3 mg/L e sua pressão de vapor é de 2,96 x 10-7 Pa (N/m2) (NTP, 2006;). 

Além disso, apresenta coeficiente de partição octanol-água (Log Kow) de 6,89, o que 

indica sua natureza lipofílica (NTP, 2006). Em temperaturas da ordem de 400 ºC a 

1000 ºC em presença de oxigênio, os PCBs oxidam-se parcialmente, gerando 

compostos da classe dos PCDDs e PCDFs (NTP, 2006).  

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Estrutura química do PCB126 

O PCB126 foi escolhido como objeto deste estudo, por ser considerado o 

PCB tipo-dioxina mais tóxico, uma vez que apresenta maior similaridade aos efeitos 

biológicos causados pelo TCDD, incluindo teratogênese, imunossupressão, e a 

promoção de tumores, afetando principalmente a pele, o fígado e o sistema nervoso 

(ATSDR, 2000). Além disso, o PCB126 é o responsável por 40 a 60% da potência 

tóxica total dos PCBs que possuem atividade tipo-dioxina (NTP, 2006).  

Uma vez que grande parte das substâncias organocloradas apresenta um 

mecanismo comum de ação, no caso, a ligação ao receptor AhR (CONSONNI et al., 

2012; GUYOT et al., 2012; NTP, 2006; SERDAR et al., 2014), a exposição humana 

aos POPs é normalmente calculada levando-se em consideração a exposição global 

das substâncias tipo-dioxina ou, das misturas destas substâncias (CONSONNI et al., 

2012). Assim, a avaliação do risco pode ser um processo complexo, já que podemos 

estar expostos a uma mistura variável de compostos tipo-dioxina e não somente a 

uma única substância isoladamente (CONSONNI et al., 2012). Para tanto, 

calculamos o equivalente tóxico (TEQ) total da exposição, onde além de, mensurar a 

concentração de cada substância, se deve saber o valor do fator de equivalência 

tóxica (TEF) equivalente, uma vez que o TEQ é definido como a soma dos produtos 

da concentração de cada composto do grupo em uma amostra multiplicado pelo seu 

TEF (CONSONNI et al., 2012; NTP, 2006). 

O TEF de uma substância é um cálculo de potência relativa, onde o TCDD é 

considerado a substância mais tóxica dentre os POPs, sendo utilizado como 
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substância tóxica de referência e apresenta o valor de TEF igual a 1,0 (NTP, 2006). 

O valor de TEF do PCB126, por sua vez, é calculado normalizando sua toxicidade 

em relação ao composto indicador, e apresenta valor de TEF igual a 0,1 (NTP, 2006). 

Desta forma, determinar para estes poluentes a dose limite de exposição, ou 

seja, a dose abaixo da qual a probabilidade de um indivíduo exposto responder é 

zero, acaba sendo uma tarefa complexa. No Brasil, de acordo com a Instrução 

normativa nº 11, de 22 de maio de 2012, do Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA), os limites de referência para soma de PCBs de acordo com 

o Plano Nacional de Controle de Resíduos Biológicos em Produtos de Origem 

Animal, é de 200 μg/g de gordura em carne, 100 μg/L no leite, 15 μg/kg no peixe de 

cultivo e 10 μg/kg em ovos. Já para os PCBs presentes no meio ambiente, o 

Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) prevê valores máximos permitidos 

de 0,5 µg/L para a soma dos PCBs 28, 52, 101, 118, 138, 153 e, 180, presente na 

água para consumo (CONAMA, 2008).  

Por outro lado, a legislação brasileira não determina os limites de exposição 

seguros para exposição aos PCBs no ambiente ocupacional. Como referência, 

podemos nos basear em limites internacionais sugeridos pela ACGIH (American 

Conference of Governamental Industrial Hygienists) ou pela OSHA (Occupational 

Safety and Health Administration), em que o valor do TLV-TWA (Threshold Limit 

Values-Time weight avarage) estabelecido é de 1 mg/m3 para a mistura de 

congêneres de PCBs conhecida como Aroclor 1242 (42% de cloração) e de 0,5 

mg/m3 para o Aroclor 1254 (54% de cloração), determinado para uma jornada de 

trabalho de 40 horas semanais, cinco dias por semana, oito horas por dia, valores 

estes baseados na prevenção de injúrias no fígado em trabalhadores expostos aos 

PCBs (ATSDR, 2000). Adicionalmente, estas instituições preveem que a 

concentração total que não pode ser ultrapassada em nenhum momento durante a 

jornada de trabalho (TLV-STEL) é 2 mg/m
3
 e 1 mg/m

3
, respectivamente (ATSDR, 

2000). Vale ressaltar que estes limites se referem não somente à exposição por via 

inalatória, mas também pela via cutânea, incluindo exposição a membranas 

mucosas, os olhos e o contato direto com a pele (ATSDR, 2000). 

Uma vez que o transporte pelo ar é o principal mecanismo para a dispersão 

global destes compostos (ABB et al., 2010; BRÄUNER et al., 2011; DE AZEVEDO E 

SILVA et al., 2007; HAZRATI; HARRAD, 2006; 2007; HASSOUN; PERIANDRI-

STEINBERG, 2010; MREMA et al., 2012), muitos autores têm destacado que são 
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necessários estudos aprofundados em relação aos efeitos de POPs, incluindo dos 

PCBs, em ambientes fechados para se compreender o estabelecimento e 

agravamento de doenças respiratórias. Vale ressaltar que os dados da literatura 

sobre exposição inalatória a estes poluentes emergentes são escassos e limitados 

(ANNAMALAI; NAMASIVAYAM 2015; HU et al., 2010; HULIN et al., 2012; 

ROBERTSON; LUDEWIG, 2011). 

Em adultos, a via oral compreende uma importante via de exposição, 

representando cerca de 90% do total de contaminação, enquanto que a via inalatória 

e dérmica são as principais vias de exposição ocupacional a estes compostos 

(MREMA et al., 2012; RUZZIN et al., 2010; TIEMANN, 2008). Estudos no Brasil têm 

demonstrado que homens e mulheres da região da grande São Paulo apresentam 

altas concentrações de PCBs no soro (NOGUEIRA et al. 1987; WASSERMANN et 

al., 1976). Adicionalmente, os autores verificaram uma diferença entre as 

concentrações encontradas em homens (0,7417 ppm) e em mulheres (1,0748 ppm), 

e sugerem uma diferença na alimentação entre eles (NOGUEIRA et al. 1987). Vale 

ressaltar que não há dados disponíveis no Brasil em relação à concentração 

encontrada na atmosfera ou ainda, de efeitos tóxicos decorrentes desta via de 

exposição.  

Após a fase de exposição, os PCBs são bem absorvidos pelo trato 

gastrointestinal, e uma vez absorvidos, são transportados primeiramente pelo 

sistema linfático, pelos quilomícrons, sendo assim distribuídos por todo o organismo 

(ATSDR, 2000; NTP, 2006; WHO, 2000). No sangue, a distribuição está 

principalmente relacionada às lipoproteínas, lipídios do soro e uma menor fração à 

albumina e componentes celulares (ATSDR, 2000; NTP, 2006; WHO, 2000). O 

padrão de distribuição é determinado pela estrutura, características físico-químicas 

do componente e a sua ligação ao citocromo P4501A2 (NTP, 2006). Os principais 

sítios de distribuição da substância em ratos, nos primeiros dias de exposição são o 

fígado, o tecido adiposo e em uma quantidade menor, a pele e a glândula tireoide 

(ATSDR, 2000; NTP, 2006; WHO, 2000). Em humanos, os principais sítios de 

distribuição são o fígado e os músculos (ATSDR, 2000; NTP, 2006; WHO, 2000)  

Assim, o primeiro sítio de metabolismo dos PCBs geralmente ocorre no fígado 

pela hidroxilação e conjugação com ácido glicurônico e sulfato (ATSDR, 2000; NTP, 

2006; WHO, 2000). Geralmente, os PCBs com mais de cinco átomos de cloro são 

menos susceptíveis a hidroxilação e apresentam maior tempo de meia vida (ATSDR, 
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2000; NTP, 2006; WHO, 2000). A biotransformação dos PCBs começa com a 

oxigenação dependente de citocromo P450, onde se predomina a formação de 

metabólitos hidroxilados (OH-PCBs), ocorrendo hidroxilação por inserção direta em 

posição meta ou ainda, pode ocorrer formação de um óxido intermediário (ATSDR, 

2000; NTP, 2006; WHO, 2000). 

Alguns dos OH-PCBs formados são persistentes no organismo, enquanto que 

outros sofrem reação de conjugação com o ácido glicurônico ou sulfato, o que 

aumenta a sua hidrossolubilidade e facilita a excreção pela bile (ATSDR, 2000; NTP, 

2006; WHO, 2000). Já os óxidos intermediários, podem formar os PCBs metil 

sulfonados (MeSO2-PCBs), que tendem a se acumular no organismo (ATSDR, 2000; 

NTP, 2006; WHO, 2000). Tipicamente, os congêneres menos clorados são 

rapidamente metabolizados e excretados, enquanto os congêneres altamente 

clorados são metabolizados lentamente, tendendo a se depositar principalmente no 

tecido adiposo, mas também na pele, fígado, rim, músculos e pulmão (ATSDR, 

2000; NTP, 2006; WHO, 2000;). 

A excreção dos PCBs é dependente da taxa de metabolismo a produtos 

polares. A maioria dos PCBs apresenta um perfil de eliminação bifásico, ou seja, um 

acentuado declínio inicial e um declínio subsequente lento e dependente de sua 

estrutura (ATSDR, 2000; NTP, 2006; WHO, 2000). Os metabólitos de todos os 

congêneres são eliminados primeiramente pela bile e fezes (ATSDR, 2000; NTP, 

2006; WHO, 2000). Entretanto, uma pequena parte (<5%) pode ser eliminada na 

urina, principalmente os congêneres pouco clorados (ATSDR, 2000; NTP, 2006; 

WHO, 2000). 

Como já mencionado, dependendo da localização e quantidade de átomos de 

cloro na molécula, alguns POPs apresentam a habilidade de se ligar a um receptor 

citosólico conhecido como AhR (GUYOT et al., 2012; SERDAR et al., 2014). O 

TCDD, comumente conhecido como dioxina, é o mais bem caracterizado membro 

deste grupo, e exibe uma alta capacidade de ligação a este receptor (CHOPRA et al., 

2012; GU et al., 2000; GUYOT et al., 2012; LAI et al., 2010; NTP, 2006; 

STOCKINGER et al., 2011). 

O AhR é uma proteína encontrada no citosol de todas as espécies de 

invertebrados e vertebrados como um complexo multimérico composto de 

chaperonas (proteína de choque térmico hsp90, p23, e proteína associada AhR), e 

atua como um fator de transcrição ativado por ligante, onde após a ligação inicial do 
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agonista, há a ativação do receptor e subsequente translocação para o núcleo, onde 

acontece a heterodimerização com a proteína nuclear transportadora de AhR 

(ARNT). No núcleo, o complexo heterodímero formado, agonista-AhR-ARNT, se liga 

a uma sequência específica do DNA, conhecida como DRE/XRE (sequência de 

elementos responsivos a xenobióticos) que ativa a transcrição de genes específicos, 

tais como enzimas do complexo do citocromo (CYP) P450, como CYP1A1 e 

CYP1A2, do repressor AhR (AhRR), a expressão de enzimas de fase I ou II do 

metabolismo, de enzimas envolvidas na proliferação, na regulação do ciclo celular e 

na apoptose, entre outras, que em conjunto, constituem um mecanismo plausível 

para explicar a toxicidade e a carcinogenicidade destas substâncias ligantes 

(CHOPRA et al., 2012; GU et al., 2000; GUYOT et al., 2012; LAI et al., 2010; NTP, 

2006; STOCKINGER et al., 2011). A figura 3 ilustra a via de sinalização mediada 

pela ativação do AhR.  

Recentemente, tem sido descrito que outros compostos, como substâncias 

endógenas, também apresentam capacidade de ligação ao AhR. Além de 

xenobióticos, como os descritos até o momento, compostos como os polifenóis, 

quercitina, resveratrol, subprodutos do metabolismo do triptofano, ácido 

araquidônico, leucotrienos, e produtos da degradação do heme ativam o AhR, 

induzindo ativação da resposta por vias alternativas (GUYOT et al., 2012; NTP, 

2006). Tais vias alternativas incluem a interação do receptor AhR com fatores de 

transcrição envolvidos com a resposta celular, como por exemplo, o NF-κB e o 

receptor de estrógeno (BEISCHLAG et al., 2008; CASADO et al., 2010; 

STOCKINGER et al., 2014). Esta constatação, juntamente com estudos com animais 

nocaute para AhR indicam um papel fisiológico desse receptor, uma vez que a falta 

do receptor AhR em camundongos indica um fenótipo de resistência à toxicidade da 

dioxina, infertilidade, anormalidades no fígado e coração, atraso no desenvolvimento 

e maior sensibilidade a infecções (GUYOT et al., 2012). 

Desta forma, a toxicidade do PCB126 é manifestada por lesões de pele, 

alterações imunes, anormalidades no sistema reprodutivo, aumento do risco de 

desenvolvimento de doenças cardiovasculares e do fígado, e diabetes (EVERETT; 

THOMPSON, 2014; LIND et al., 2004). No ano de 2013, a IARC (International 

Agency for Research on Cancer) classificou o PCB126 como carcinogênico para 

humanos (Grupo 1), com base na extensa evidência de carcinogenicidade mediada 

pelo receptor AhR (LAUBY-SECRETAN et al., 2013).  
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Figura 3: Modelo da via de sinalização da dioxina. 

Retirado de: QIAGEN© 2009 QIAGEN, all rights reserved 
Siglas PAH: hidrocarbonetos policíclicos aromáticos; TCDD: 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina; HSP90: heat 
shock protein 90; AHR: receptor aril hidrocarboneto; XRE: região responsiva à xenobióticos; AHRR: repressor do 

receptor aril hidrocarboneto; ARNT: fator de transcrição do receptor aril hidrocarboneto; AIP: Proteína de 
interação do receptor aril hidrocarboneto; SRC1: Steroid Receptor Coactivator-1; SHP: Small Heterodimer 
Partner; SMRT: Silencing Mediator for Retinoic Acid and Thyroid Hormone Receptor; COUPTFI: Chicken 
Ovalbumin Upstream Promoter-Transcription Factor-1; CYP1A1: Cytochrome P450 Family-1 Subfamily-A 
Polypeptide-1; CYP1A2: Cytochrome P450 Family-1 Subfamily-A Polypeptide-2; CYP1B1: Cytochrome P450 
Family-1 Subfamily-B Polypeptide-1; RelA: NF-KappaB subunit; BRG1: Brahma-Related Gene-1; Sp1: 
Transcription Factor SP1; PS2: Gastrointestinal Trefoil Protein-pS2; SUMO1: Small Ubiquitin Related Modifier-1; 
NEDD8: Neural precursor cell Expressed, Developmentally Down-regulated-8; ESR: Estrogen Receptor; Pol II: 
RNA Polymerase-II; BTE: basic transcription element; TIF2: Transcriptional Intermediary Factor-2; Cath-D: 
Cathepsin D; Rb: retinoblastoma 1; c-Myc: Avian myelocytomatosis virus oncogene cellular homolog; pCIP: 
p300/CBP-interacting protein; p300: a histone acetyltransferase; TBP: TATA-binding protein; ERAP140: estrogen 
receptor associated protein. 

 

A carcinogenicidade dos PCBs pode ser verificada pela exposição a 

congêneres individuais, mistura binária de congêneres, misturas comerciais e ainda, 

por misturas formadas no ambiente. Isoladamente, principalmente o PCB126 e o 

PCB118, em estudos realizados por dois anos em ratos, induziram desenvolvimento 
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de tumor benigno e maligno no fígado, pulmão e mucosa oral, indicando assim, 

evidência suficiente de indução de carcinogenicidade em animais de 

experimentação (LAUBY-SECRETAN et al., 2013). 

A toxicidade dos PCBs sobre o sistema imune tem sido relatada, mas é 

controversa na literatura, pois a depressão e a estimulação do sistema imune têm 

sido descritas e associadas como efeito tóxico decorrente da exposição em longo 

prazo aos PCBs, em estudos in vivo e in vitro (DUFFY-WHRITENOUR et al., 2010; 

HORVÁTHOVÁ et al., 2011; SERDAR et al., 2014; LEVIN et al., 2005; LEIJS et al., 

2009)  
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1.2 Diabetes mellitus 

Diabetes mellitus (DM) é conhecida como uma desordem metabólica de 

múltipla etiologia caracterizada por hiperglicemia crônica associada a distúrbios no 

metabolismo de carboidratos, lipídios e proteínas, decorrentes de uma produção 

e/ou ação deficiente da insulina, um hormônio regulador do metabolismo energético 

(World Health Organization, WHO, 1999).  

O DM é uma doença que gera enormes preocupações de saúde pública, uma 

vez que, impõe uma pesada carga econômica aos sistemas de saúde. Os gastos 

destinados ao tratamento e prevenção do diabetes e suas complicações foram 

orçados, nos Estados Unidos, em 612 bilhões de dólares em 2014 (IDF, 2013). No 

Brasil, estudo de Bahia e colaboradores (2011) mostrou que os gastos anuais do 

Sistema Único de Saúde (SUS) podem chegar a US$ 3.199 dólares por paciente, 

incluindo custos diretos e indiretos do DM. A Federação Internacional de Diabetes 

(IDF) estimou a população com diabetes no Brasil em 2013 em cerca de 11,6 

milhões de pessoas (IDF, 2013). Dessa forma, chega-se a valores próximos aos 25 

bilhões de dólares gastos no país em 2011 com essa doença. Estimativas indicam 

que o DM aumentará 60% na América do Sul e América Central em 2035, a qual 

totalizará 592 milhões de pessoas no munto (IDF, 2013), de forma a multiplicar por 

dois ou três os custos com a doença. Contudo, esses valores se apequenam diante 

do impacto que essa doença causa aos indivíduos (cegueira, amputações, 

transplantes renais e morte) e consequentemente, a suas famílias. 

Segundo a American Diabetes Association (ADA; 2015), o DM pode ser 

classificado em quatro tipos, a saber: diabetes do tipo I (DM1), diabetes do tipo II 

(DM2), outros tipos específicos de diabetes (induzida por medicamentos, 

endocrinopatias, entre outros) e diabetes gestacional.  

Os critérios adotados para diagnóstico do DM são: valores de hemoglobina 

glicada (A1C) superior a 6,5%; glicemia de jejum (pelo menos oito horas) maior ou 

igual a 126 mg/dL (7,0 mmol/L); e glicemia pós-prandial de 2 horas igual ou superior 

a 200 mg/dL (11,1 mmol/L) durante teste oral de tolerância à glicose, com a 

utilização de uma carga de 75 g de glicose em água (ADA, 2015). 

 O DM1, ou também conhecido como diabetes mellitus insulino-dependente, é 

responsável por 5-10% dos casos de DM. É caracterizada pela destruição 

autoimune de células β do pâncreas que leva a uma deficiência absoluta na 

secreção de insulina. A destruição autoimune de células β é relacionada a múltiplas 
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predisposições genéticas e inúmeros fatores ambientais, mas que ainda são pouco 

definidos (ADA, 2015). 

 O DM2, por sua vez, acomete cerca de 90-95% dos casos de diabetes e 

acontece devido à combinação de resistência à ação da insulina e uma resposta 

compensatória inadequada de secreção da mesma. Embora não exista uma 

etiologia conhecida, o risco de desenvolver este tipo de DM aumenta com a idade, 

obesidade e sedentarismo (ADA, 2015; FONSECA, 2009). Maior destaque para o 

DM2 será dado adiante, enquanto os demais tipos de diabetes não serão abordados 

neste trabalho.  

 A hiperglicemia crônica (igual ou superior a 200 mg/dL) pode levar a algumas 

complicações, especialmente dos olhos, rins, nervos, coração e vasos sanguíneos. 

Dessa forma, pacientes com DM ocasionalmente apresentam perda de visão, 

nefropatia, neuropatia periférica, com risco de amputações, e neuropatia autônoma, 

sendo que esta última alteração leva a sintomas nos tratos gastrointestinal, 

geniturinário e cardiovascular. Além disso, os pacientes podem apresentar um 

aumento na incidência de doença cardiovascular aterosclerótica e cerebrovascular, 

além de hipertensão e anormalidades no metabolismo lipoprotéico, o que pode levar 

a óbito (ADA, 2015; FONSECA, 2009). 

Por estas razões, é de suma importância que o diagnóstico precoce e o 

acompanhamento do paciente sejam efetivos (ADA, 2015). Pacientes que 

apresentam níveis de A1C entre 5,7% e 6,4%, glicemia em jejum de 100-125 mg/dL 

(5,6-6,9 mmol/L) e/ou glicemia de 140-199 mg/dL (7,8-11,0 mmol/L), 2 horas após 

teste de tolerância à glicose, são considerados em estágio intermediário da doença, 

ou seja, apresentam alto risco de progressão para desenvolver DM (ADA, 2015; 

FONSECA, 2009). Os fatores associados com a progressão são: ganho de massa, 

idade avançada, altas concentrações de insulina no plasma, dislipidemia, 

hipertensão, diminuição da resposta da insulina à glicose, perda da função da célula 

β e adesão ao tratamento (FONSECA, 2009). 

Além das alterações no metabolismo descritas acima, o DM tem sido descrito 

como uma condição pró-inflamatória, pois as concentrações dos mediadores 

inflamatórios, como a interleucina-6 (IL-6), o fator de necrose tumoral (TNF), a 

proteína C reativa (PCR) e o inibidor do ativador do plasminogênio-1 (PAI-1) estão 

elevados no plasma destes pacientes durante o estado de resistência à insulina, 

podendo estar relacionados com o desenvolvimento e progressão de complicações 
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microvasculares do DM (DANDONA et al., 2004; DONATH et al., 2010; 

HOTAMISLIGIL 2006; KAUL et al., 2010). 

Uma vez que o DM é de incidência crescente no mundo e as causas da 

gênese desta doença ainda não estão totalmente estabelecidas, estudos que visem 

elucidar os mecanismos e agentes indutores do DM, bem como indicadores de 

estados pré-diabéticos precoces, são de grande importância para condução de 

políticas de saúde pública que amenizem o impacto dessa doença (POUR; 

DAGOGO-JACK, 2010; WEST et al., 2010).  

 

1.2.1 Fisiopatologia do DM2 

Para melhor compreensão da fisiopatologia do DM2, precisamos conhecer os 

mecanismos envolvidos com a regulação da homeostase glicêmica. Em condições 

fisiológicas, as concentrações sanguíneas de glicose oscilam em uma faixa estreita. 

Tal fenômeno é imprescindível para garantir oferta adequada de nutrientes aos 

tecidos e a homeostasia, uma vez que a glicose pode regular a transcrição de 

genes, a atividade de enzimas, a secreção de hormônios e a atividade de neurônios, 

já que é a maior fonte de energia para todos os tipos celulares de mamíferos 

(THORENS; MUECKLER, 2010). 

A captação da glicose pelos tecidos é o passo limitante da velocidade da sua 

utilização e/ou armazenamento (DEFRONZO, 2004; LETO; SALTIEL, 2012; 

THORENS; MUECKLER, 2010); assim, a glicose adquire um papel como molécula 

de sinalização no controle da homeostase energética. Na maioria dos tecidos, a 

captação de glicose é controlada pela expressão dos transportadores de glicose 

presentes na superfície celular, o GLUT/SLC2A (DEFRONZO, 2004; LETO; 

SALTIEL, 2012; THORENS; MUECKLER, 2010). GLUTs (glucose transport proteins) 

são uma família de proteínas que possuem aproximadamente 500 aminoácidos e 

apresentam 12 domínios alfa hélices transmembrana (DEFRONZO, 2004; LETO; 

SALTIEL, 2012; THORENS; MUECKLER, 2010). Cada um dos 14 GLUTs descritos 

em humanos tem um papel específico no controle da homeostase, seja por sua 

expressão tecido-restrito, suas características cinéticas, sua especificidade de 

substrato, ou seus mecanismos de regulação da sua expressão na superfície celular 

(DEFRONZO, 2004; LETO; SALTIEL, 2012; THORENS; MUECKLER, 2010).  

As isoformas de GLUT1-4 são as mais bem compreendidas, formando a 

classe I de transportadores de glicose (DEFRONZO, 2004; LETO; SALTIEL, 2012; 
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MACHADO et al., 2006; THORENS; MUECKLER, 2010). O GLUT2 é expresso em 

grandes quantidades em células β pancreáticas, hepatócitos, células epiteliais do 

intestino e rins (THORENS; MUECKLER, 2010). Por outro lado, o GLUT4 é 

predominantemente expresso em adipócitos e células musculares (DEFRONZO, 

2004; LETO; SALTIEL, 2012; MACHADO et al., 2006; THORENS; MUECKLER, 

2010). De forma geral, a maioria dos GLUTs transferem os substratos 

bidirecionalmente, a favor do gradiente de concentração, atravessando-os pela 

membrana de uma forma independente de energia, ou seja, por difusão facilitada 

(LETO; SALTIEL, 2012; MACHADO et al., 2006; THORENS; MUECKLER, 2010). 

A glicose é o principal estímulo para a secreção e síntese de insulina. Outros 

hormônios como as incretinas: glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) e 

glucagon-like peptide-1 (GLP-1) também possuem essa função (GIRARD, 2008). Por 

se tratar do único hormônio hipoglicemiante, a insulina, que é um polipeptídio 

anabólico produzido pelas células β do pâncreas, dispõe de um eficiente sistema de 

controle de síntese e secreção. 

A porção endócrina do pâncreas é composta pelas ilhotas de Langerhans 

(cerca de 1-2% da massa pancreática), uma complexa estrutura celular que regula a 

homeostase de glicose através da liberação balanceada de hormônios na corrente 

sanguínea. As ilhotas de Langerhans são compostas por diferentes tipos de células 

classificadas de acordo com sua secreção, a saber: α (alfa), β (beta), δ (delta), PP 

(produtoras de polipeptídeo pancreático) e ε (épsilon) (ELAYAT et al., 1995). As 

células β, secretoras de insulina, compreendem 50 a 80% do total de células nas 

ilhotas pancreáticas (ELAYAT et al., 1995). As células α representam 15 a 20% das 

células presentes nas ilhotas pancreáticas e são secretoras de glucagon, que é um 

hormônio contra-regulatório da insulina, de fundamental importância para a 

homeostase da glicose, pois estimula a glicogenólise e gliconeogênese (ELAYAT et 

al., 1995; HEPPNER et al., 2010). As células δ são secretoras de somatostatina, que 

no pâncreas, exerce um papel importante na regulação da secreção de insulina e 

glucagon (STROWSKI; BLAKE, 2008). As células PP são secretoras do polipeptídio 

pancreático, que parece ter ação na inibição da secreção pancreática (STANLEY et 

al., 2004). A grelina é secretada pelas células ε no pâncreas e por células da 

mucosa intestinal e gástrica. Apresenta um largo espectro de efeitos biológicos, mas 

no pâncreas, regula a homeostase da glicose por regular a secreção e sensibilidade 

da insulina (OTTO-BUCZKOWSKA; CHOBOT, 2012). 



33 

 

A síntese de insulina inicia-se com seu precursor, a pré-pró-insulina, no 

retículo endoplasmático, com sua consequente conversão em pró-insulina, que será 

transportada para o complexo de Golgi, onde será empacotada em grânulos 

secretórios imaturos localizados próximos a membrana celular (BAILYES et al., 

1997; HOU et al., 2009). Nestes grânulos, a pró-insulina sofre uma clivagem 

proteolítica, formando insulina e C-peptídeo, que serão estocados em vesículas 

intracelulares até que estímulos apropriados causem sua exocitose e secreção 

(HOU et al., 2009). Durante o processo de maturação dos grânulos, a insulina é 

cristalizada com zinco e cálcio formando grânulos maduros que podemos diferenciar 

em duas populações intracelulares, os de liberação rápida (RRP) e os de reserva 

(DEFRONZO, 2004; HOU et al., 2009).   

Como já mencionado, nas células β pancreáticas, a entrada da glicose é 

garantida por um transportador de alta capacidade e baixa afinidade, o GLUT2 

(MACHADO, 2006). Após sua entrada, a glicose é fosforilada em glicose-6-fosfato 

pela ação principalmente da enzima glicoquinase, sendo a seguir direcionada à 

glicólise, etapa que consome 90% da glicose transportada ao interior da célula β e 

responsável pela geração de piruvato (GRODSKY; BENNETT, 1963). A elevação da 

concentração intracelular de glicose-6-fosfato promove a elevação da produção de 

ATP (adenosina trifosfato), o fechamento de canais de K+ sensíveis a ATP (KATP), 

levando à despolarização da membrana, e a abertura de canais voltagem-

dependentes para o Ca2+, permitindo o influxo de Ca+2 e exocitose das vesículas 

contendo insulina (MCTAGGART et al., 2010).  

A liberação da insulina ocorre em duas fases. Na primeira fase, os grânulos 

RRP estão associados com a membrana plasmática e liberam insulina rapidamente 

de uma maneira cálcio-dependente (HOU et al., 2009). Na segunda fase da 

secreção de insulina, os grânulos de reserva devem sofrer um deslocamento para a 

membrana plasmática, requerendo aumento do cálcio intracelular, através do 

fechamento dos canais KATP, como anteriormente mencionado (HOU et al., 2009). 

Estudos recentes têm demonstrado que a liberação de óxido nítrico (NO) é 

importante na regulação da secreção de insulina pelas células β em resposta à 

elevação dos níveis de glicose (ECKERSTEN; HENNINGSSON, 2012; 

NUNEMAKER et al., 2007).  

Uma vez liberada, a insulina apresenta efeitos imediatos em diferentes 

tecidos periféricos. Suas ações são mediadas através da ligação ao receptor de 
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insulina (IR), uma proteína de membrana distribuída em praticamente todos os 

tecidos, principalmente no tecido adiposo, fígado, coração, pulmão e músculos 

(BAILYES et al., 1997; DEFRONZO, 2004). Após ativação, o IR promove a 

fosforilação do substrato do receptor de insulina intracelular (IRS), criando sítios de 

reconhecimento para moléculas que possuem domínios com homologia a Src 2 

(SH2) (HOU et al., 2009). A enzima fosfoinositídeo-3-quinase (PI 3-quinase) é um 

dos principais alvos de fosforilação pelo IRS e responsável por grande parte dos 

efeitos metabólicos da insulina via ativação da proteína quinase B, também 

conhecida como AKT (proteína quinase B) e quinase-1 dependente de 

fosfoinositídeo (PDK1) (KASUGA, 2006). 

Os tecidos sensíveis à insulina, como fígado, músculos e adipócitos, sob 

estímulo hormonal, são capazes de aumentar aguda e intensamente a capacidade 

de transportar glicose. Nestes órgãos, a insulina estimula a translocação do 

transportador GLUT4 para a membrana celular e a captação de glicose (MACHADO, 

2006; LETO; SALTIEL, 2012). Em condições basais, 10% dos receptores GLUT4 se 

encontram na membrana citoplasmática, e 90% em vesículas intracelulares (LETO; 

SALTIEL, 2012). Como já mencionado, após ligação da insulina ao seu receptor 

(IR), ocorre fosforilação do IRS, ativando por sua vez a AKT (HOU et al., 2009; 

MCTAGGART et al., 2010). A AKT é a conexão central da sinalização da insulina 

com a regulação da mobilização de GLUT4, pois ativa pequenas GTPases (TBC1D4 

e RGC) que estão envolvidas na translocação e direcionamento das vesículas de 

armazenamento intracelulares de GLUT4 para a membrana celular (LETO; SALTIEL, 

2012). Ainda não está elucidada a participação da AKT em outras etapas da 

mobilização, como a endocitose, a triagem e a formação de vesículas de 

armazenamento (LETO; SALTIEL, 2012). Além disso, a insulina apresenta efeitos 

imediatos que incluem o aumento da síntese de proteínas, triglicerídeos e 

glicogênio, a inibição do processo de gliconeogênese, a glicogenólise, a lipólise e a 

proteólise (JOSHI et al., 2007; LETO; SALTIEL, 2012). 

A resistência insulínica é uma condição onde há incapacidade de resposta 

tecidual às concentrações circulantes da insulina, consequentemente diminuindo as 

ações do hormônio nos tecidos-alvo (KASUGA, 2006; MATTHAEI et al., 2000). 

Como resposta, as células β pancreáticas passam a secretar quantidade elevada de 

insulina a fim de compensar a hiperglicemia (BUTLER et al., 2003; KASUGA, 2006; 

PRENTKI; NOLAN, 2006). O aumento da capacidade secretória nesta fase pode ser 
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resultado do aumento do número de células β nas ilhotas e/ou aumento da 

habilidade das células β em sintetizar/secretar insulina (PRENTKI; NOLAN, 2006). 

Após este período compensatório, a sobrecarga sofrida pelas células β pode levar à 

sua falência, e podemos visualizar significante redução de seu volume como 

resultado de exacerbação da apoptose (BUTLER et al., 2003; KASUGA, 2006).  

Os mecanismos envolvidos no comprometimento progressivo das células β 

durante a evolução do DM2 não estão bem esclarecidos, porém acredita-se que as 

células β durante o período de compensação são expostas a mudanças metabólicas 

associadas com a obesidade. Desta forma, fatores comumente associados à 

obesidade, como liberação de adipocinas (leptina, adiponectinas, resistina, TNF, 

proteína quimioatraente de monócitos-1; MCP-1), liberação de ácidos graxos livres, 

de espécies reativas de oxigênio, disfunção mitocondrial, e formação de produtos 

finais de glicação avançada (AGEs), podem ser possíveis indutores da falência das 

células β (KASUGA, 2006).  

Os adipócitos e tecido adiposo exercem um papel importante na patogênese 

da resistência à insulina associada à obesidade. Como mencionado, nestes casos, a 

liberação de adipocinas e inflamação acabam por estar intimamente relacionadas 

entre si (KASUGA, 2006). O TNF parece contribuir indiretamente para a resistência à 

insulina, promovendo a lipólise dos adipócitos e/ou inibição da diferenciação. Ainda, 

promove a fosforilação alternativa do receptor de insulina, prejudicando o transporte 

de GLUT4 para a membrana em tecido adiposo e músculo (BAKER et al., 2013). 

Diante do exposto, fica evidente que o DM2 representa o estágio final de uma 

síndrome progressiva e crônica causada pela combinação de resistência insulínica e 

comprometimento da função pancreática (MATTHAEI et al., 2000). Entre os 

principais fatores de risco para desenvolvimento da doença estão os fatores 

ambientais e genéticos. A exposição aos poluentes ambientais e a prevalência da 

doença está bem associada em estudos epidemiológicos, mas não totalmente 

elucidadas quanto aos mecanismos de ação, assim, no tópico a seguir abordarmos 

a relação entre o desenvolvimento do DM e a exposição aos PCBs. 

 

1.3 Interação entre exposição aos PCBs e desenvolvimento de DM 

A literatura, a partir de 2010, tem relatado estudos que demonstram uma 

correlação positiva entre a exposição a poluentes ambientais, obesidade e DM. 

Estes quadros de doenças se intensificam com o aumento da concentração 
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plasmática destes poluentes, em especial dos POPs, entre eles, os PCBs (FIERENS 

et al., 2003; JONES et al., 2008; SCHELL et al., 2010; LEE et al., 2011; 2014; 

PERSKY et al., 2012; SILVERSTONE et al., 2012; ROOS et al., 2013; TAYLOR et 

al., 2013; WU et al., 2013; TANG et al., 2014; GHOSH et al., 2014; JAACKS; 

STAIMEZ, 2015; SUAREZ-LOPEZ et al., 2015). Uma explicação plausível para as 

associações encontradas é que o DM causa uma desregulação no metabolismo 

lipídico, prejudicando a distribuição e a eliminação de compostos lipofílicos, como as 

dioxinas e PCBs. Ademais, se após o diagnóstico de DM, os pacientes reduzirem 

sua massa por restrição alimentar, pode haver aumento da concentração de POPs 

no tecido adiposo restante (RIGNELL-HYDBOM et al., 2007a, 2009b).  

Lee e colaboradores, em 2011, encontraram relação entre a exposição 

simultânea a diferentes congêneres de PCBs e o desenvolvimento de obesidade, 

dislipidemia e resistência à insulina, precursores comuns do DM2 e doenças 

cardiovasculares. Por outro lado, Persky e colaboradores (2012) relataram que a 

exposição aos PCBs está positivamente relacionada à diabetes, mas não há 

associação da exposição com resistência à insulina ou com alterações nos níveis de 

outros hormônios endógenos, como T3 (tri-iodotironina), T4 (tiroxina), TSH 

(hormônio estimulante da tireoide) e hormônios sexuais, em homens e mulheres. 

Fierens e colaboradores (2003), em estudo realizado na Bélgica, encontraram altas 

concentrações dos PCB3, 8, 28, 52, 77, 81, 101, 118, 126, 138, 153, 169, 180, 194, 

206 e 209 no soro de pacientes diabéticos (FIERENS et al., 2003). Adicionalmente, 

Tanaka e colaboradores (2011) mostraram uma correlação positiva entre o PCB146 

e 180 e a prevalência de diabetes, enquanto que com o PCB163/164 e 170 parece 

não haver esta associação, em pacientes japoneses.  

Entre estudos experimentais em animais e estudos populacionais, a literatura 

apresenta alguns dados sobre a relação entre a exposição ao PCB126 e o DM. 

Everett e colaboradores (2007) sugerem que concentrações elevadas de PCB126, 

encontrados no sangue de indivíduos belgas, podem contribuir para o 

desenvolvimento de DM. No entanto, os autores não descartaram a possibilidade de 

estes indivíduos armazenarem maiores concentrações do poluente, uma vez que 

podem apresentar prejuízos no metabolismo e excreção do PCB126.  

Da mesma forma, os dados da literatura com animais de experimentação são 

controversos. O tratamento em ratos, por 13 semanas com PCB126 a 100 ppb, 

associado à dieta, diminuiu os valores de glicose no soro (CHU et al., 1994). Já em 
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2011, Zheng e colaboradores mostraram que a exposição por via oral, por três dias, 

ao PCB126, em camundongos, em concentrações de 0,3 a 30 µg/kg/dia, não alterou 

os valores basais de glicose no soro. Por outro lado, a maior concentração utilizada 

neste estudo elevou a concentração de colesterol. Corroborando os dados obtidos 

em 2004, por Lind e colaboradores, onde o tratamento intraperitoneal em ratas 

ovariectomizadas, de PCB126 na concentração total de 256 µg/kg de massa 

corporal, em um total de doze semanas, não alterou a concentração de glicose 

sanguínea, mas aumentou o colesterol total nos animais expostos.  

Outro mecanismo pelo qual a exposição aos PCBs pode estar envolvida com 

o desenvolvimento do DM é pela alteração da adipogênese (BAKER et al., 2003; 

GADUPUDI et al., 2015). Baker e colaboradores (2013) mostraram que a exposição 

ao PCB77 ou PCB126 levou a alterações nas concentrações de glicose e na 

tolerância à insulina em camundongos e elevação na concentração de TNF no 

tecido adiposo, sugerindo que este tecido é alvo de ação importante destes 

poluentes. Em 2015, Gadupudi e colaboradores reforçam este conceito, ao mostrar 

que a exposição de pré-adipócitos ao PCB126 in vitro reduz a habilidade de 

diferenciação destas células, associada com a inibição do fator de transcrição 

PPARγ, provavelmente causada pela ativação do receptor AhR.  

Por mais que os mecanismos pelos quais as exposições ambientais levam à 

gênese do DM, não esteja totalmente estabelecido, a literatura é unânime em 

afirmar a relação aos efeitos relacionados aos POPs, em especial aos PCBs, 

alegando que a exposição a estes poluentes está relacionada a alterações 

metabólicas e da homeostasia do organismo. 

 

Em conjunto, os dados aqui mostrados abordam dois problemas de saúde 

pública, a poluição e o aumento dos índices de DM na população. Uma vez que a 

literatura relata uma possível associação entre estes parâmetros, estudos 

aprofundados são necessários para a compreensão dos efeitos metabólicos e 

imunológicos causados pelos POPs, que poderiam contribuir para a gênese de 

doenças, dentre elas o DM. 
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2 Objetivos 

Este trabalho foi delineado para investigar, experimentalmente, alterações 

inflamatórias e metabólicas desencadeadas pela exposição in vivo ao PCB126, com 

o intuito de identificar se estas alterações estão envolvidas na gênese do diabetes 

mellitus do tipo II. 

 
3 Material e Métodos 

3.1 Animais 

Ratos Wistar machos, com massa entre 180 e 220 g, foram fornecidos pelo 

Biotério da Faculdade de Ciências Farmacêuticas e do Instituto de Química da 

Universidade de São Paulo. Os animais foram mantidos em biotério antes e durante 

o período de experimentos, sob as seguintes condições: temperatura de 22  2C, 

umidade igual a 55  10%, 15-20 trocas de ar/hora), luminosidade com 12 horas 

luz/12 horas escuro e nutrição com ração comercial e esterilizada pelo método de 

irradiação gama. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com os 

Princípios Éticos de Experimentação Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de 

Experimentação Animal (COBEA). Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética 

no Uso de Animais da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da Universidade de 

São Paulo, com o número de protocolo CEUA/FCF/315 (Ver Anexos, item 8.3). Os 

animais foram anestesiados antes dos ensaios pela injeção intraperitoneal (i.p.) de 

cetamina (88 mg/kg; Vetbrands, Jacareí, SP) associada a xilazina (8 mg/kg; 

Vetbrands, Jacareí, SP) ou de pentobarbital de sódio (Hypnol®, Cristália, São Paulo, 

SP), dependendo do ensaio. Para otimização e redução do uso de animais, foi 

realizada a coleta de maior quantidade possível de amostras em cada procedimento. 

 

3.2 Protocolo de exposição 

Os animais foram expostos ao PCB nº126 (PCB126; 3,3',4,4',5-

pentaclorobifenila) por 15 dias consecutivos nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de 

massa corpórea (solução a 0,0006; 0,006 e 0,06 mg/mL, respectivamente) por 

instilação intranasal forçada com auxílio de uma pipeta automática, em volume 

máximo de 50 µL. Os animais controles receberam a instilação intranasal do veículo, 

solução de cloreto de sódio 0,9% acrescido de 0,5% de dimetilsulfóxido (DMSO), 

este último, utilizado para solubilização do PCB126. O PCB126 foi obtido pela 

AccuStandard (New Haven, CT, EUA). 
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Para a realização do protocolo de exposição, todos os animais foram 

previamente anestesiados pela injeção i.p. de cetamina associada à xilazina. Os 

ensaios foram realizados 5 horas após as últimas exposições, uma vez que 

importantes parâmetros metabólicos foram avaliados. A figura 4 representa uma 

visão simplificada do protocolo de exposição e metodologia empregada neste 

trabalho. 

 

Figura 4: Representação simplificada do protocolo de exposição utilizado neste trabalho. 

 

3.3 Caracterização da exposição 

3.3.1 Pesagem dos animais 

 Todos os animais, após indução de anestesia conforme descrito no item 

anterior, foram diariamente monitorados quanto ao ganho de massa corpórea, com o 

auxílio de uma balança semi-analítica, previamente a cada protocolo de instilação 

intranasal. O dado obtido da massa de cada animal foi utilizado diariamente para 

cálculo do volume da solução de PCB126 a ser administrado. 

 
3.3.2 Consumo de água e ração 

 Para avaliação do consumo de água e ração dos animais expostos ao 

PCB126 ou veículo, a quantidade de ração e a água ingeridas foram quantificadas 
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diariamente em balança semi-analítica e proveta, respectivamente, durante os 15 

dias de tratamento. 

 

3.3.3 Quantificação de PCB126 em amostras biológicas 

 Após as últimas exposições, os animais foram anestesiados com solução de 

cetamina e xilazina e eutanasiados para coleta das amostras de fígado e pulmão, 

para detecção e quantificação dos níveis de PCB126. Para tanto, seguimos a 

metodologia proposta por Poli et al. (2009), utilizando SPME (solid phase micro 

extraction). Aproximadamente 500 mg de tecido foram pesados e homogeneizados 

com 5 mL de solução de cloreto de potássio (KCl) 10%. As análises foram 

conduzidas no modo headspace (HS), empregando-se a técnica de microextração 

em fase sólida (SPME), para extração e concentração do composto-alvo (PCB126) e 

padrão interno (PCB52), seguida da detecção em um cromatógrafo em fase gasosa 

acoplado a um espectrômetro de massas do tipo quadrupolo (GC-MS 5975C INERT 

XL EI/CI, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA). 

Desta forma, utilizando um amostrador automático (GC Sampler 80, Agilent 

Technologies), as amostras foram incubadas a 100 °C e expostas a uma fibra de 

poliacrilato (PA 85 µm; Supelco, Bellefonte, PA, EUA) por 40 min. A dessorção foi 

realizada no injetor, a 280 °C, por 10 minutos. 

A separação foi obtida pelo emprego de uma coluna HP-5MS (30 m x 0,25 

mm x 0,50 m; Agilent Technologies), com a seguinte programação de temperatura 

do forno: de 100 °C a 280 °C, a 30 °C/minuto, e 280 °C mantidos por 5 minutos, com 

um tempo total de corrida de 11 minutos. Gás hélio foi utilizado como gás de arraste, 

a um fluxo constante de 1 mL/minuto. As injeções foram realizadas no modo splitless 

e a temperatura do injetor e da linha de transferência mantidas em 280 °C. A 

ionização foi promovida por impacto de elétrons (EI) a 70 eV e temperatura da fonte 

de íons mantida a 280 °C. 

Os PCBs 126 e 52 foram previamente analisados no modo scan (50-400 m/z), 

para que fossem definidos os tempos de retenção destes compostos. Os espectros 

obtidos foram comparados com a base de dados NIST (National Institute of 

Standards and Technology, Gaithersburg, EUA), para confirmação da identidade dos 

analitos. Posteriormente, a aquisição foi feita no modo SIM (selected-ion monitoring), 

pelo monitoramento dos íons de m/z 222, 292 e 328 para o PCB126 e de m/z 220, 



41 

 

290 e 326 para o PCB52, sendo os íons de m/z 326 e 292 usados como 

quantificadores. 

Foram construídas curvas de calibração em ambas as matrizes, nas 

concentrações de 0,1; 0,5; 1; 5 e 10 ng/g de tecido, para quantificação das amostras 

de pulmão, e 0,1; 1; 25; 50; 100; 150 e 250 ng/g, para amostras de fígado. 

 

3.3.4 Pesagem dos órgãos 

 Após as últimas exposições, os animais foram anestesiados e eutanasiados, 

para coleta das amostras de fígado, baço, rim, tecido adiposo, pulmão e coração, 

para pesagem em balança semi-analítica, o que correspondeu à massa úmida dos 

órgãos. Após a pesagem, o fígado, baço, rim, pulmão e coração foram mantidos 24 

horas em estufa a 60 ºC e pesados novamente, obtendo-se assim a massa seca. 

 

3.3.5 Análise da expressão de AhR por Western Blot 

A expressão do receptor AhR foi quantificada em amostras de pulmão, fígado, 

rim, baço, gordura retroperitoneal e ilhotas pancreáticas isoladas (para isolamento 

de ilhotas pancreáticas, consultar o item 3.7.7.1), obtidos dos animais expostos ao 

veículo ou PCB126, pela técnica de Western Blot. O lisado de proteínas utilizado foi 

obtido a partir da coleta de amostras dos animais expostos por instilação ao veículo 

ou ao PCB, nas três doses utilizadas neste trabalho. Assim, após quantificação de 

proteínas no homogenato de tecido, por reagente de Bradford e preparo de amostra 

em tampão Lammelli, o lisado de proteínas foi submetido à eletroforese a 110 V por 

2 horas e 30 minutos. A transferência foi realizada em membrana de nitrocelulose 

por 1 hora e 30 minutos a 110 V, em cuba de transferência. A confirmação da 

transferência foi realizada incubando-se a membrana com solução de Ponceau S. 

Em seguida, a membrana foi lavada com TBS-Tween (TBS-T; Tris-buffered saline) 

0,1% e bloqueada com leite 5%. O anticorpo primário monoclonal mouse anti-AhR 

(1:1.000) foi incubado a 4 ºC, overnight. No dia seguinte, a membrana foi lavada 

novamente com TBS-T e incubada com anticorpo goat anti-mouse (1:30.000), por 45 

minutos. A revelação foi realizada através da metodologia de 

eletroquimioluminescência (ECL) utilizando-se o luminol como substrato e a enzima 

peroxidase (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Os resultados foram analisados 

por densitometria óptica (Scion Image Software, Torrance, CA, EUA). A expressão 
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de β-actina foi utilizada como controle de quantidade protéica.Todos os anticorpos 

utilizados foram adquiridos da Abcam (Cambridge, MA, EUA). 

3.4 Caracterização dos parâmetros hematológicos 

3.4.1 Determinação do leucograma 

 Após as últimas exposições, os animais foram anestesiados e foi realizada a 

coleta do sangue circulante da artéria aorta abdominal, com auxílio de seringas de 

plástico contendo o anticoagulante heparina (5000 UI/mL; Hepamax-S®, Blausiegel, 

Cotia, SP), para determinação da leucometria. A leitura total de células foi realizada 

em hemocitômetro (Herka, Berlin, Alemanha), após a diluição das amostras de 

sangue na proporção de 1:20 (vol:vol) com líquido de Türk. A leitura diferencial foi 

realizada em esfregaços de sangue corados com corante rápido Panótico® 

(Laborclin, Pinhais, Paraná, Brasil), que se baseia no princípio de coloração 

hematológica estabelecida por Romanowsky (HOROBIN, 2011).  

 

3.4.2 Determinação dos parâmetros hematimétricos 

 O sangue total coletado com anticoagulante foi utilizado para quantificação 

dos parâmetros hematimétricos, tais como, hemoglobina, hematócrito e o número 

total de hemácias, utilizando um analisador hematológico automático de uso 

veterinário, o equipamento ABCVet (Horiba ABX, Irvine, CA, EUA). 

 

3.4.3 Determinação do número de células na medula óssea 

 Após as últimas exposições, os animais foram anestesiados e a coleta do 

perfusato medular foi realizada. As células totais da medula óssea foram obtidas por 

meio de lavagem da cavidade femoral com 4 mL de meio de cultura RPMI-1640 

(Vitrocell, Campinas, São Paulo, Brasil). A suspensão celular foi centrifugada a 4 ºC, 

600 g por 10 minutos, e em seguida ressuspensas em 1 mL de meio de cultura. A 

leitura total de células foi realizada em hemocitômetro, após diluição 1:20 (vol:vol) 

com líquido de Türk. Para a caracterização do tipo celular encontrado, foram 

realizados esfregaços corados com solução de May-Grunwald e Giemsa e 300 

células por amostra/animal foram analisadas. 
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3.5 Caracterização dos parâmetros metabólicos  

3.5.1 Determinação do perfil lipídico 

 Após as últimas exposições, os animais foram anestesiados e foi realizada a 

coleta do sangue circulante proveniente da artéria abdominal, coletado com auxílio 

de uma seringa de plástico sem anticoagulante. Em seguida, o soro foi isolado por 

centrifugação (10 minutos, 3500 rpm) e armazenado a -80 ºC para as determinações 

a seguir: 

3.5.1.1 Determinação do colesterol sérico, triglicerídeos e HDL colesterol 

 O colesterol total, triglicerídeo sérico e o HDL (lipoproteína de alta densidade) 

colesterol foram determinados por método enzimático utilizando kits comerciais, de 

acordo com o fabricante (Labtest Diagnóstica S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais, 

Brasil) e quantificados em analisador bioquímico automatizado (Labmax240®, 

Labtest Diagnóstica S.A.).  

 

3.5.1.2 Cálculo da concentração sérica de VLDL colesterol 

 A partir das concentrações séricas de triglicérides, foi calculada a 

concentração de VLDL (lipoproteína de muito baixa densidade) colesterol, utilizando 

o seguinte cálculo (Labtest Diagnóstica S.A.): 

     VLDL colesterol (mg/dL) = triglicerídeos (mg/dL) 

                       5 

3.5.1.3 Cálculo da concentração sérica de LDL colesterol 

 A partir das concentrações séricas de HDL colesterol e VLDL, descritos 

anteriormente, foi possível calcular as concentrações de LDL (lipoproteína de baixa 

densidade) colesterol, utilizando o seguinte cálculo (Labtest Diagnóstica S.A.): 

LDL colesterol (mg/dL) = colesterol total - (HDL colesterol + VLDL colesterol) 

 
3.5.2 Determinação do perfil bioquímico e atividade enzimática do fígado 

 A determinação dos níveis de creatinina, uréia, gama GT, alanina 

aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) e proteínas totais foram 

realizadas no soro coletado dos animais expostos, por método enzimático, utilizando 

kits comerciais, de acordo com a metodologia fornecida pelo fabricante (Labtest 

Diagnóstica S.A.) e quantificados em analisador bioquímico automatizado 

(Labmax240
®
, Labtest Diagnóstica S.A.). 
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3.6 Caracterização dos parâmetros inflamatórios 

3.6.1 Isolamento de neutrófilos circulantes 

A amostra de sangue circulante coletada com anticoagulante foi utilizada para 

o isolamento de neutrófilos. Para tanto, 3 mL de sangue total foi adicionado a 3 mL 

de Histopaque® 1077 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e centrifugado a 400 g 

durante 30 minutos. Após o período de centrifugação, o sobrenadante foi descartado 

e o pellet sofreu lise hipotônica dos eritrócitos restantes com solução de cloreto de 

sódio (0,2% e 1,6%). Em seguida, as amostras foram centrifugadas (600 g, 10 

minutos, 4 ºC) e o sobrenadante descartado.  

Os neutrófilos isolados do sangue circulante foram utilizados para: I) 

avaliação da expressão de TLR4; II) avaliação da expressão de FPR-1; III) 

quantificação do cálcio intracelular; IV) burst oxidativo, ensaios estes realizados em 

citômetro de fluxo (ver item 3.6.3), ou ainda para V) ensaios de quimiotaxia (item 

3.6.4). 

 

3.6.2 Recrutamento de neutrófilos e tratamento in vitro com PCB126 

 Animais não expostos ao veículo ou PCB126 foram utilizados para 

recrutamento de neutrófilos induzido por injeção de glicogênio de ostra 1% no 

peritônio dos animais (MACEDO, 2006). Após 4 horas de indução, os animais foram 

eutanasiados e os neutrófilos foram coletados para determinação da viabilidade 

celular, expressão de moléculas de membrana celular, para indução do burst 

oxidativo e quimiotaxia (ver itens 3.6.3.1 e 3.6.5). Os neutrófilos recrutados foram 

tratados in vitro com PCB126 nas concentrações de 0,1; 1, 100 ou 10.000 nM ou 

veículo (DMSO 0,3%), por 1 hora a 37 ºC, e incubados ou não com os estímulos 

inflamatórios adequados. 

 
3.6.3 Citometria de fluxo 

 Após coleta do sangue circulante com a presença de anticoagulante para 

determinação da leucometria, os leucócitos totais foram aproveitados para 

realização de ensaios utilizando citômetro de fluxo. Para tanto, foi realizada a lise 

osmótica dos eritrócitos em meio hipotônico com solução de cloreto de sódio (0,2% 

e 1,6%), em seguida, as amostras foram centrifugadas (600 g, 10 minutos, 4ºC) e o 

sobrenadante descartado. Após lavagem com solução fosfato salina (PBS: NaCl 154 

mmol/L; NaHPO4 1,9 mmol/L; Na2HPO4 8,1 mmol/L; pH 7,4), 1 x 106 leucócitos totais 



45 

 

foram estimulados com o estímulo inflamatório adequado e, em seguida, incubados 

com os anticorpos específicos para determinação da viabilidade celular ou 

expressão de moléculas de adesão celular (ver itens 3.6.3.1 e 3.6.3.2). 

  Após os períodos de incubação, os leucócitos totais, os neutrófilos 

circulantes isolados, ou ainda, os neutrófilos recrutados e tratados in vitro com 

PCB126 foram analisados em citômetro de fluxo (Becton & Dickinson, San Jose, CA, 

EUA, FACSCanto II). Aproximadamente 10.000 células foram obtidas e somente 

células morfologicamente viáveis foram consideradas aptas para a análise, que foi 

realizada utilizando o software FlowJo 8.7.1 (Treestar, Ashland, OR, EUA). As 

subpopulações celulares nas amostras de sangue total, de polimorfonucleares 

(PMN), que incluem os neutrófilos e eosinófilos, e de células mononucleares 

periféricas do sangue (PBMC), que compreendem os linfócitos e monócitos, foram 

reconhecidos por meio das propriedades FCS (forward scatter) e SSC (side scatter) 

do citômetro de fluxo, que avaliam o tamanho celular e a complexidade interna das 

mesmas, respectivamente. 

 

3.6.3.1 Avaliação da viabilidade celular  

Após incubação com o estímulo inflamatório fMLP (N-formil-metionil-leucil-

fenilalanina, Sigma-Aldrich) a 10-7 mol/L (DE LIMA et al., 2012) ou solução PBS 

(basal), por 1 hora, a 37 °C, a suspensão de leucócitos totais obtida de animais 

expostos in vivo ao PCB126, ou os neutrófilos recrutados e tratados in vitro com o 

poluente, foram novamente centrifugados e ressuspensos em solução PBS para 

incubação com os anticorpos monoclonais anti-anexina V (1:100) conjugado com 

proteína piridina clorofila (PerCP), para avaliar a apoptose, e iodeto de propídeo (PI; 

50 µg/mL), para avaliação da necrose, por 20 minutos, a 4 ºC, na ausência de luz, 

seguido de análise em citômetro de fluxo. A anexina V apresenta a capacidade de 

ligação a fosfatidilserinas, de maneira irreversível e cálcio-dependente, que são 

externalizadas no processo de morte celular programada, ou seja, no processo 

inicial da apoptose, antes que a integridade da membrana celular seja comprometida 

(MELINO et al., 2005). O iodeto de propídeo é um corante impermeável à membrana 

celular íntegra, que tem afinidade por estruturas intracelulares. Uma vez que, a 

necrose é caracterizada por rompimento da membrana celular e liberação do 

conteúdo intracelular, este marcador é amplamente utilizado (ELMORE, 2007). Os 

anticorpos monoclonais foram adquiridos da BD Biosciences (San Jose, CA, EUA). 
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3.6.3.2 Avaliação da expressão de moléculas de adesão  

Após incubação com o estímulo inflamatório fMLP a 10-7 mol/L ou solução 

PBS (basal) por 1 hora a 37°C, a suspensão de leucócitos totais foi novamente 

centrifugada e ressuspensa em solução PBS para incubação com os anticorpos 

monoclonais anti-L-selectina (anti-CD62L; 1:100) e anti-2-integrina (anti-CD18; 

1:100) conjugados com isotiocianato de fluoresceína (FITC), ou anti-PECAM-1 (anti-

CD31; 1:100) conjugado com ficoeritrina (PE), por 20 minutos a 4 ºC, na ausência de 

luz, e analisados em seguida em citômetro de fluxo. Os anticorpos monoclonais 

foram adquiridos da BD Biosciences. 

 

3.6.3.3 Avaliação da expressão de FPR-1  

Após incubação com o estímulo inflamatório fMLP a 10-7 mol/L ou solução 

PBS (basal) por 1 hora, a 37 °C, os neutrófilos isolados do sangue circulante de 

animais expostos in vivo ou os neutrófilos recrutados e tratados in vitro com PCB126 

foram novamente centrifugados e ressuspensos em solução PBS para incubação 

com o anticorpo anti-FPR-1-FITC (1:100; Biorbyt Ltd.; Cowley Road, Cambridge, 

Reino Unido), por 20 minutos a 4 ºC, na ausência de luz, e analisados em seguida 

em citômetro de fluxo. 

 

3.6.3.4 Avaliação da expressão de TLR4 

Após incubação com o estímulo inflamatório LPS 5 µg/mL ou solução PBS 

(basal) por 30 minutos, a 37 ºC, os neutrófilos isolados do sangue circulante de 

animais expostos in vivo ou os neutrófilos recrutados e tratados in vitro com PCB126 

foram novamente centrifugados e ressuspensos em solução PBS para incubação 

com o anticorpo anti-TLR4-PE (1:50; BD Biosciences) por 20 minutos, a 4 ºC, na 

ausência de luz, e analisados em seguida em citômetro de fluxo. 

 

3.6.3.5 Quantificação do burst oxidativo  

 Com o objetivo de mensurar a produção intracelular de espécies reativas de 

oxigênio (EROs) em leucócitos circulantes, foi utilizado o 2`,7`- 

diclorodihidrofluoresceína-diacetato (DCFH2-DA), um composto que ao ser oxidado 

por EROs intracelulares gera o DCF, um composto altamente fluorescente que pode 

ser detectado por citômetro de fluxo (CHEN et al., 2010).  
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 A reação para identificação da produção de EROs intracelular baseia-se na 

conversão de 2`,7`- diclorodihidrofluoresceína-diacetato (DCFH2-DA) para 2`,7`- 

diclorofluoresceína (DCF), ocorrendo da seguinte maneira: a forma diacetato do 

DCFH2-DA-AM é absorvida pelas células, onde as esterases não específicas vão 

quebrá-los em grupos lipofílicos, resultando em um composto diferente do inicial que 

permanece no interior da célula. A oxidação de DCFH pelos EROs converte a 

molécula inicial para DCF que é um composto altamente fluorescente. A nova 

molécula apresenta os comprimentos de onda excitação = 485 nm e emissão = 528 

nm.  

Após isolamento, os neutrófilos do sangue circulante de animais expostos in 

vivo, ou os neutrófilos recrutados e tratados in vitro com PCB126, foram incubados 

in vitro com DCFH-DA (340 µmol/L), por 30 minutos, a 37 ºC (RIBEIRO et al., 2011). 

Após incubação, solução de EDTA (3 mmol/L; 2 mL) foi adicionada para interromper 

a reação. Em seguida, a suspensão de células foi incubada com solução salina 

balanceada de Hanks (HBSS: CaCl2 1,29 mmol/L; NaCl 136,9 mmol/L; KCl 5,36 

mmol/L; MgSO4 0,65 mmol/L; Na2HPO4 0,27 mmol/L; KH2PO4 1,1 mmol/L; D-glicose 

2 mmol/L) ou estímulos, que consistiu em solução de fMLP (10-7 mol/L, 10 minutos, 

37 ºC) ou phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA; 100 ng/mL, 15 minutos, 37 ºC) ou 

lipopolissacarídeo de E. coli (LPS; 5 µg/mL, 10 minutos, 37 ºC), seguido de análise 

em citômetro de fluxo. 

 
3.6.4 Quimiotaxia 

A quimiotaxia in vitro foi realizada utilizando o modelo de câmara de Boyden 

modificado (SHIMADA et al., 2012). Para tanto, 1 x 105 neutrófilos circulantes 

isolados do sangue circulante de animais expostos in vivo, ou os neutrófilos 

recrutados e tratados in vitro com PCB126, foram acondicionados ao compartimento 

superior da câmara Neuroprobe ChemoTx®-111-8™ 96-well plate, separadas do 

compartimento inferior por membranas de policarbonato com poros de 8 μm e 3,2 

mm de diâmetro (Neuroprobe, Leamington Spa, Reino Unido). A migração dos 

neutrófilos foi induzida preenchendo o compartimento inferior com 300 µL de fMLP 

10-7 mol/L ou meio de cultura. A seguir, a câmara foi incubada em estufa a 37 ºC e 

com 5% de CO2 por 2 horas e os neutrófilos migrados foram avaliados em 

hemocitômetro, após diluição em líquido de Türk. 
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3.6.5 Análise da interação leucócito-endotélio por microscopia intravital  

Os animais foram anestesiados após as últimas exposições e o mesentério, o 

pâncreas e o fígado foram expostos, sequencialmente, para análise da interação 

leucócito-endotélio, utilizando a metodologia de microscopia intravital. Para tanto, 

cada órgão foi posicionado sobre uma placa de acrílico com temperatura controlada, 

havendo-se o cuidado de evitar qualquer comprometimento do fluxo sanguíneo. O 

órgão foi mantido úmido durante todo o experimento pela irrigação com a solução de 

Ringer modificado (pH = 7,2-7,4; NaCl 154 nmol/L; KCl 5,6 mmol/L; CaCl2.2.H2O 2 

mmol/L; NaHCO3 6 mmol/L e glicose 5 mmol/L).  

As imagens foram obtidas em microscópio óptico (Axioplan II, Carl-Zeiss 

equipado com objetivas 5,0/0,30x Plan-neofluar ou 10,0/0,25x Achroplan 

(distância/abertura numérica) e com 1,0x; 1,25x ou 1,60x sistema adicional de 

ampliação de imagem (optovar). As imagens foram capturadas em câmera de vídeo 

(ZVS, 3C75DE, Carl-Zeiss) e transmitidas simultaneamente ao computador. Os 

aumentos proporcionados pelas objetivas do microscópio, pelo optovar e pela 

câmera de projeção de imagem conferem ampliação e nitidez suficientes para as 

análises quantitativas no monitor do computador. Com as imagens obtidas foram 

observados e quantificados os efeitos da exposição ao poluente sobre a interação 

leucócito-endotélio na microcirculação. 

Para tanto, foram quantificados os leucócitos rolando e aderidos em vênulas 

pós-capilares (20-30 µm de diâmetro) do mesentério e pâncreas dos animais e 

leucócitos aderidos em sinusóides do fígado dos animais. Leucócitos migrados 

foram contados em área perivascular do mesentério. As quantificações foram 

realizadas em condições basais e/ou após estímulo inflamatório com fMLP 10-7 mol/L, 

em intervalos de 1, 2, 4, 5 ou 10 minutos. Os leucócitos em movimento na periferia 

do fluxo sanguíneo, em contato com o endotélio, foram considerados em 

comportamento de rolamento. Essas células foram observadas individualmente e 

contadas a partir de sua passagem por um ponto fixo selecionado na vênula, 

durante o período de 5 minutos. Foram considerados leucócitos aderidos aqueles 

que permaneceram por pelo menos 30 segundos fixos à parede vascular, em uma 

extensão de 100 m de vaso sanguíneo (DAHLEN et al., 1981; FARSKY et al., 1999; 

2004). A migração leucocitária foi avaliada em área de 2.500 m2. Adicionalmente, 

foi medido o diâmetro das vênulas. 
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3.6.6 Avaliação da expressão de moléculas de adesão solúveis 

 A concentração das moléculas de adesão solúveis vascular cell adhesion 

molecule-1 (sVCAM-1), platelet endothelial cell adhesion molecule-1 (sPECAM-1) e 

intercellular adhesion molecule-1 (sICAM-1) foi determinada no soro, obtido após 

coleta do sangue circulante sem anticoagulante, dos animais expostos ao PCB126 

ou veículo, e quantificadas por reação imunoenzimática (ELISA), utilizando kits 

comerciais adquiridos da empresa MyBioSource (San Diego, CA, EUA). 

 
3.6.7 Determinação de mediadores inflamatórios 

3.6.7.1 Determinação da concentração de citocinas pró-inflamatórias 

A concentração de interleucina (IL)-1β, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF) 

foi determinada no soro ou no homogenato de fígado, pulmão, pâncreas e, gordura 

retroperitoneal obtidos dos animais expostos ao PCB126 ou veículo, por reação 

imunoenzimática (ELISA), utilizando kits comerciais provenientes das empresas BD 

Biosciences ou R&D Systems (Minneapolis, MN, EUA). 

 

3.6.7.2 Determinação indireta da produção de NO  

A concentração de nitrito, NO2
-, foi determinada no homogenato de fígado e 

pulmão utilizando a reação de Griess (TSIKAS, 2005). Adicionalmente, o 

sobrenadante de cultura de ilhotas de Langerhans, que foram coletadas conforme 

descrito no item à frente 3.7.7.1, foi também utilizado para determinação da 

concentração de NO2
-. Em resumo, 100 µL dos sobrenadantes foram adicionados a 

100 µL do reagente de Griess (1% de sulfanilamida com 0,1% de α-naftil 

etilenodiamina; Sigma-Aldrich). Após 10 minutos de incubação em temperatura 

ambiente, a absorbância de cada amostra é determinada em espectrofotômetro com 

comprimento de onda de 550 nm. A concentração de NO2
- das amostras é 

determinada a partir de uma curva padrão de NaNO2. 

 

3.6.8 Proliferação de células do baço 

 Após as últimas exposições, os animais foram eutanasiados e o baço foi 

coletado de forma asséptica e acondicionado em meio RPMI-1640. O baço coletado 

foi macerado com auxílio do cell strainer, e após lise com solução ACK (0,15 mol/L 

NH4Cl; 10 mmol/L KHCO3; 0,1 mmol/L EDTA), foi preparada uma suspensão 

contendo 1 x 106 células/mL. Para quantificação diferencial do tipo celular, foram 
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preparadas lâminas com auxílio de centrífuga citológica (Cytospin, Thermo 

Scientific). Adicionalmente, 100 µL da suspensão celular foram adicionados aos 

poços em placa de cultura, que foi mantida em estufa a 37 ºC e 5% CO2, por 72 

horas. As células foram estimuladas ou não com concanavalina A (ConA) ou 

lipopolissacarídeo de Escherichia coli (LPS; Sorotipo 026:B6, Sigma-Aldrich) nas 

concentrações de 1 ou 5 µg/mL Após 48 horas de incubação, 25 µL de resazurina 

0,01% (preparada em meio RPMI-1640 + 10% soro fetal bovino; SFB) foram 

adicionados em todos os poços (AHMED et al., 1994). A resazurina é um composto 

de cor azul, não tóxico, permeável e não fluorescente que utiliza as reações de 

redução provenientes de células metabolicamente ativas para converter a resazurina 

em uma molécula vermelha fluorescente chamada resofurina (O'BRIEN et al., 2000) 

A quantidade de fluorescência e também a variação na coloração produzida durante 

o ensaio é proporcional ao número de células vivas. Entre 18 e 24 horas após a 

adição da resazurina, a densidade óptica (D.O.) de cada poço foi medida a 570 e 

600 nm e a proliferação foi avaliada pela subtração dos valores obtidos entre a D.O. 

das leituras de 570 e 600 nm (AHMED et al., 1994). 

 
3.7 Caracterização do diabetes mellitus 

3.7.1 Determinação da concentração sérica de glicose  

 Após as últimas exposições, a determinação da glicemia basal foi realizada 

por quantificação em glicosímetro (Accu-Chek Active Kit Roche, Hoffmann-La Roche 

Ltd., Basel Switzerland), utilizando para isso uma gota de sangue caudal.  

Adicionalmente, um grupo de animais foi exposto ao veículo ou ao PCB126 

na dose de 10 µg/kg por 45 dias, sendo monitorados durante todo o período de 

exposição, tendo a glicemia quantificada em intervalos de dois dias. 

 

3.7.2 Determinação da concentração de insulina e leptina 

Após as últimas exposições, a determinação das concentrações de insulina e 

leptina foram realizadas no soro ou no sobrenadante de cultura de ilhotas, obtidos 

dos animais expostos, por reação imunoenzimática (ELISA), utilizando kits 

comerciais (Millipore, Billerica, MA, EUA). Neste método, o limite de detecção de 

insulina é 0,2 ng/mL e de leptina é de 0,04 ng/mL. 

 



51 

 

3.7.3 Teste de tolerância à glicose endovenosa (EVGTT) 

 Após as últimas exposições, os animais utilizados para este ensaio foram 

mantidos em privação alimentar por 5 horas, e anestesiados com pentobarbital de 

sódio (40 mg/kg de massa corporal) por via i.p., para coleta de uma gota de sangue 

caudal, que correspondeu à glicemia basal (T0). Em seguida, uma dose única de 

uma solução de glicose a 375 mg/mL foi administrada (0,2 mL/100 g de massa 

corporal) por via endovenosa, pela veia peniana, sendo então coletadas as amostras 

de sangue caudal nos tempos 5, 10, 20, 30 e 60 minutos, após injeção da solução 

de glicose. A glicemia foi determinada por glicosímetro e tiras reagentes (Roche®).  

 

3.7.4 Teste de tolerância à insulina endovenosa (EVITT) 

 Após as últimas exposições, os animais utilizados neste experimento foram 

submetidos à restrição alimentar por 5 horas e anestesiados com pentobarbital de 

sódio (40 mg/kg de massa corporal), por via i.p. Após anestesia, foi realizada a 

coleta de uma gota de sangue caudal e determinada a glicemia basal (T0), por fita e 

glicosímetro (Accu-Chek Active Kit Roche). Após a dosagem inicial foi administrada 

uma dose única de insulina regular (Humulin®, Lilly, Delaware St, IN, EUA), 0,75 

U/kg de massa corporal, pela veia peniana. Posteriormente foram realizadas as 

dosagens de glicemia nos tempos 4, 8, 12 e 16 minutos após a injeção de insulina. A 

constante de decaimento da glicose (KITT) é calculada a partir da regressão linear 

do logaritmo neperiano dos valores de glicemia obtidos no teste (LUCENA et al., 

2015). 

 

3.7.5 Análise da expressão de GLUT4 em tecidos insulino-dependentes 

 A expressão do transportador de glicose GLUT4 foi quantificada em amostras 

de tecido adiposo e músculo gastrocnêmico obtidos dos animais expostos ao veículo 

ou PCB126, pela técnica de Western Blot, conforme descrito anteriormente no item 

3.3.5. O anticorpo primário monoclonal rat anti-GLUT4 (1:1.000) foi incubado a 4 ºC, 

overnight. No dia seguinte, a membrana foi lavada novamente com TBS-T, e 

incubada com anticorpo goat anti-rabbit (1:20.000), por 45 minutos. Todos os 

anticorpos utilizados foram adquiridos da marca Abcam. 
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3.7.6 Análise morfológica das ilhotas de Langerhans  

 Após as últimas exposições, os animais utilizados neste ensaio foram 

eutanasiados e o pâncreas, depois de coletado, foi fixado em solução de formol 

10%, por 24 horas, e processado rotineiramente para a inclusão de parafina. Após a 

realização de cortes histológicos em micrótomo, na espessura de 10 µm, os mesmos 

foram corados pela técnica da hematoxilina-eosina (HE) e fotomicrografados no 

microscópio Axiovert 100M (Carl Zeiss SMT, Alemanha). As imagens obtidas foram 

analisadas em AxioVision Release 4.8, Zeiss Inc., Alemanha. A análise morfométrica 

foi realizada nas ilhotas de Langerhans, medindo-se a área (µm2). 

 

3.7.7 Análise funcional das ilhotas de Langerhans 

3.7.7.1 Isolamento de ilhotas de Langerhans 

As ilhotas de Langerhans foram isoladas seguindo método previamente 

descrito por Li et al. (2009), com pequenas modificações. Em resumo, o ducto biliar 

comum dos animais foi dissecado e uma cânula de polietileno (PE/3, diâmetro 

interno 0,58mm e diâmetro externo 0,99 mm; Scientific Commodities Inc., Lake 

Havasu City, AZ, EUA) foi introduzida cerca de 1 cm em seu interior. Em seguida, a 

ampola foi ocluída com fio de sutura e o ducto comum foi perfundido com solução 

HBSS a pH 7,4, contendo colagenase V (0,7 mg/mL; Sigma-Aldrich), para distensão 

do pâncreas. O pâncreas foi removido e incubado em solução de HBSS contendo 

colagenase V, a 37 ºC, durante 25 minutos. Após a digestão, as ilhotas pancreáticas 

foram purificadas utilizando gradiente de Histopaque® 1077, seguida por separação 

por pipetagem manual. 

 

3.7.7.2 Avaliação da viabilidade celular, ciclo celular e fragmentação do DNA das 

ilhotas pancreáticas isoladas 

As ilhotas isoladas foram lisadas com auxílio de tripsina 0,12%, por 5 minutos, 

sob agitação, liberando assim, as células componentes, que foram utilizadas para 

análise da viabilidade celular, ciclo celular e fragmentação do DNA.  

A técnica da viabilidade celular já foi descrita no item 3.6.3.1. O ciclo celular e 

a fragmentação do DNA foram realizados adicionando às ilhotas isoladas 

(aproximadamente 40 ilhotas/animal), 50 μL de uma solução contendo a enzima 

RNAse A (15 mg/mL) e 150 µL do tampão hipotônico fluorescente (solução PBS com 

SFB 2%; Triton-X 100 0,05%; citrato de sódio 0,1%; e iodeto de propídeo 25 µg/mL) 
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(LUCENA et al., 2015). Em seguida, as células foram analisadas em citômetro de 

fluxo. 

 

3.7.7.3 Geração de espécies reativas de oxigênio e ânion superóxido por ilhotas 

pancreáticas isoladas 

 As ilhotas isoladas foram imediatamente utilizadas para avaliação da geração 

de EROs, ânion superóxido e peroxinitrito, onde foram incubadas com sondas 

específicas e observados por microscópio de fluorescência (Axiovert 100M). 

Posteriormente, as imagens obtidas foram analisadas por densitometria óptica 

(AxioVision Release 4.8) e expressas como unidades arbitrárias (u.a.). 

Para quantificação dos níveis totais de produção de EROs, aproximadamente 

10 ilhotas por grupo foram incubadas com solução HBSS contendo o marcador 

fluorescente DCFH-DA na dose de 30 µmol/L, por 30 minutos, a 37 ºC, protegidas da 

exposição à luz (BATUMALAIE et al., 2014). Utilizando filtro adequado (excitação: 

504 nm; emissão: 529 nm), é possível observar a marcação fluorescente indicativa 

de estresse oxidativo (CHEN et al., 2010). 

A geração basal de ânion superóxido foi determinada após incubação de 

aproximadamente 10 ilhotas por grupo em solução HBSS contendo dihidroetidina 

(DHE, 10 μmol/L), durante 30 minutos, a 37 ºC (WILHELM et al., 2009). Na presença 

do ânion superóxido, o DHE é convertido no composto fluorescente brometo de 

etídio, o qual se intercala ao DNA da célula (WILHELM et al., 2009), sendo possível 

a observação da marcação utilizando parâmetros adequados (excitação: 518 nm; 

emissão: 605 nm).  

 

3.7.7.4 Geração de NO2
-, IL-6 e insulina por ilhotas pancreáticas isoladas 

 Após isolamento, aproximadamente 40 ilhotas foram incubadas em placas 96 

poços e meio de cultura RPMI sem glicose acrescido de SFB 10% (meio RPMI) ou 

meio de cultura RPMI sem glicose acrescido de SFB 10% e de glicose 16,7 mmol/L 

(meio hiperglicêmico), por 24 horas, em estufa, a 37 ºC e 5% de CO2. Após o 

período de incubação, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 ºC para 

posterior quantificação de mediadores, tais como: insulina, NO e IL-6; utilizando 

metodologia imunoenzimática (ELISA) ou reação de Griess, descritas anteriormente 

(ver itens 3.6.7.1 e 3.6.7.2).  
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3.8 Análise estatística  

Os resultados obtidos estão apresentados como média ± erro padrão da 

média (e.p.m.) e foram analisados estatisticamente pelo Teste t de Student, quando 

somente dois grupos foram comparados, ou pela Análise de Variância de 1-via ou de 

2-vias com comparações múltiplas (ANOVA), seguida do teste de Tukey-Kramer ou 

Bonferroni, quando necessário. Para tanto, foi utilizado o programa estatístico 

GraphPad Prism 5.0.  
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4 Resultados 

4.1 Caracterização da exposição 

4.1.1 Peso dos animais 

 Previamente a cada exposição, os animais foram anestesiados e pesados 

para posterior realização da instilação intranasal com o seu respectivo tratamento, 

veículo ou PCB126 (0,1; 1 ou 10 µg/kg). Os dados encontrados mostram que os 

animais expostos ao PCB126 nas doses de 0,1 ou 1 µg/kg não sofreram alteração 

no ganho da massa corporal no decorrer dos 15 dias de tratamento. Por outro lado, 

os animais que receberam a dose de 10 µg/kg de PCB126 apresentaram aumento 

da massa corpórea em relação aos animais que receberam veículo (Figura 5A), que 

pode ser confirmada pela análise estatística, onde foi utilizado o cálculo da área sob 

a curva (AUC; Figura 5B).  

A) 

 

 

 

 

 

 

 

 

B) 

 

 

 

 

 

 
Figura 5: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a variação de massa corpórea de ratos 
Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). A variação da massa corpórea dos animais foi medida 
durante o período do protocolo experimental, em que os animais foram anestesiados com solução 
cetamina:xilazina (88 e 8 mg/kg) todos os dias, antes de cada exposição, pesados e, o respectivo tratamento foi 
realizado. A) Porcentagem da variação da massa corpórea dos animais durante os 15 dias de exposição. B) Área 
sob a curva (AUC) da variação ponderal entre os dias 1 a 15. Os resultados expressam a média ± e.p.m. da 
variação da massa corpórea obtidos de 22 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo 
com a análise de variância (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pós-teste de Tukey (*P<0,05 vs. veículo). 
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4.1.2 Consumo de ração 

Os animais foram monitorados, quanto ao consumo de ração, ad libitum, de 

forma que a mesma foi pesada todos os dias, antes de cada exposição dos animais 

ao veículo ou PCB126. A exposição ao PCB126, nas três doses analisadas, 0,1; 1 

ou 10 µg/kg não alterou o padrão de consumo de ração dos animais no decorrer dos 

15 dias de tratamento (Figura 6A), não havendo alteração no consumo diário e no 

consumo total de ração (Tabela 1), confirmada pela análise estatística, realizada de 

acordo com a avaliação da área sob a curva (Figura 6B). 

A)  B) 

 

Figura 6: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre o consumo diário de ração por ratos Wistar 

machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Para determinação do consumo diário de ração, os 
animais tiveram acesso liberado ao alimento e a ração foi quantificada e monitorada diariamente. A) 
Acompanhamento do consumo de ração (em gramas de ração – g – por animal) durante os 15 dias de 
exposição; B) Área sob a curva (AUC) da variação entre os dias 1 a 15. Os resultados expressam a média ± 
e.p.m. do consumo diário de ração por animal, obtidos em 3 experimentos independentes, com cinco animais em 
cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 via, seguida 
pelo pós-teste de Tukey. 

 

Tabela 1: Consumos de ração diário e total dos animais expostos ao PCB126 ou veículo. 
Os resultados expressam a média ± e.p.m. (em gramas; g) dos consumos de ração diários ou durante os 15 dias 

de exposição, obtidos em 3 experimentos independentes, com cinco animais em cada grupo. 
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4.1.3 Consumo de água 

Os animais foram monitorados em relação ao consumo de água, diariamente, 

tendo a água livremente disponível, medida essa realizada todos os dias antes de 

cada exposição ao veículo ou PCB126. A quantidade ingerida foi determinada 

utilizando uma proveta. A exposição ao PCB126, na dose analisada, de 10 µg/kg 

não alterou o consumo de água dos animais no decorrer dos 15 dias de exposição, 

como pode ser visualizado na figura 7A, e confirmado pela análise estatística, após 

cálculo da área sob a curva (7B). 

 A) B) 

 

Figura 7: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre o consumo diário de água por ratos Wistar 

machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Para determinação do consumo diário de água, os animais tiveram 
acesso liberado à água e esta foi quantificada e monitorada diariamente. A) Acompanhamento do consumo de 
água (mL/animal) durante os 15 dias de exposição; B) Área sob a curva (AUC) da variação entre os dias 1 a 15. 
Os resultados expressam a média ± e.p.m. do consumo diário de água por animal, obtidos em 3 experimentos 
independentes, com cinco animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo comutilizando o 
Teste t de Student não pareado.  
 

4.1.4 Expressão do receptor Aril hidrocarboneto (AhR) 

 Após a eutanásia dos animais, o pulmão (Figura 8A), rim (Figura 8B), fígado 

(Figura 8C), baço (Figura 8D), gordura retroperitoneal (Figura 8E) e ilhotas de 

Langerhans (Figura 8F) foram coletados para análise da expressão do receptor aril 

hidrocarboneto (AhR), por Western Blot. A exposição ao PCB126 por instilação 

intranasal, na dose de 10 µg/kg de massa corporal, aumentou a expressão do 

receptor AhR em todos os tecidos analisados, exceto no baço. As doses mais baixas 

de exposição foram capazes de aumentar a expressão deste receptor, em relação 

ao veículo, nas amostras de rim e fígado (Figura 8B e 8C). 
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A)                                                                        B)  

 

 C)        D)     
  

 

 

 

 

 

 

 

 

  

AhR (95 kDa) 

    β-ACTINA (42 kDa) 

 

 

AhR (95 kDa) 

    β-ACTINA (42 kDa) 



59 

 

E)                               F)  

  

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 8: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a expressão do receptor aril hidrocarboneto 

em amostras de tecidos de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Após 5 horas das últimas exposições, os animais foram 
anestesiados e o pulmão (A), rim (B), fígado (C), baço (D), gordura retroperitoneal (E) e ilhotas de Langerhans 
(F) foram coletados para análise posterior da expressão do receptor AhR por Western Blot. Os resultados 
expressam a média ± e.p.m. da expressão de AhR/β-actina de tecidos obtidos de 6 animais em cada grupo 
(n=6). A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 via, seguida pelo 
pós-teste de Tukey ou pelo Teste t de Student não pareado quando comparado somente dois grupos (Veículo e 
PCB126 na dose de 10 µg/kg; *P<0,05 vs. veículo).  
 

4.1.5 Massa dos órgãos 

 Após a eutanásia dos animais, o rim, baço, fêmur (dados não mostrados), 

fígado (Figura 9A e 9B), pulmão (Figura 9C e 9D), coração (Figura 9E e 9F), 

gorduras periepididimal (Figura 9G) e retroperitoneal (Figura 9H) foram coletados 

para a pesagem em relação à massa corporal total do animal. Não houve alteração 

na massa úmida dos tecidos rim, baço, fêmur (dados não mostrados) e pulmão 

(Figura 9C). Por outro lado, houve aumento da massa úmida do fígado dos animais 

tratados com PCB126 na dose de 10 µg/kg de massa corporal em relação ao fígado 

dos animais que receberam o veículo, pela mesma via (Figura 9A), e diminuição na 

massa úmida do coração (Figura 9E) nestes mesmos animais. Adicionalmente, 

verificou-se diminuição na massa das gorduras periepididimal e retroperitoneal 

(Figura 9G e 9H). Após secagem em estufa a 60 ºC, não houve alteração na massa  

β-ACTINA (42 kDa)  

 AhR (95 kDa) 
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do fígado (Figura 9B) e pulmão (Figura 9D). A massa do coração (Figura 9F) 

continuou reduzida nos animais expostos ao PCB126 na dose de 10 µg/kg de massa 

corporal. 

A) B)  
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G)  H)  

 

Figura 9: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a massa úmida e seca de tecidos de ratos 

Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Após 5 horas das últimas exposições, os animais foram 
anestesiados e eutanasiados. O fígado (A e B), pulmão (C e D), coração (E e F), gorduras periepididimal (G) e 
retroperitoneal (H) foram coletados e pesados em balança semi-analítica. Os resultados expressam a média ± 
e.p.m. da massa de tecidos obtidos de 6 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo 
com a análise de variância (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pós-teste de Tukey, ou pelo Teste t de Student não 
pareado, quando comparado somente dois grupos (Veículo e PCB126 na dose de 10 µg/kg; *P<0,05 vs. veículo).  

 

4.1.6 Perfil lipídico 

Após as últimas exposições, os animais foram eutanasiados e o sangue 

circulante foi coletado para avaliação do perfil lipídico. Foram avaliados colesterol 

total (Figura 10A), triglicérides (Figura 10B) e frações do colesterol (Figura 10C-E). 

Os resultados mostraram que a exposição à dose de 10 µg/kg de PCB126 aumentou 

os valores da concentração de colesterol total no soro (Figura 10A), referente a um 

aumento da fração HDL (Figura 10C) e VLDL (Figura 10D). Não houve alteração na 

fração LDL do colesterol (Figura 10E). Adicionalmente, podemos perceber que a 

exposição à maior dose de PCB126 aumentou os valores de triglicérides no soro 

(Figura 10B). 
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A)                           B) 
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Figura 10: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre o perfil lipídico de ratos Wistar machos. 

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Para determinação do perfil lipídico, após 5 horas das 
últimas exposições, os animais foram eutanasiados para coleta do soro. As análises foram realizadas em 
espectrofotômetro utilizando kits comerciais. Os resultados expressam a média ± e.p.m. obtidos de 10 animais 
em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 via, 
seguida pelo pós-teste de Tukey (*P<0,05 vs. veículo e ***P<0,001 vs. veículo).  
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4.1.7 Perfil bioquímico e enzimático 

Após as últimas exposições, os animais foram eutanasiados e o sangue 

circulante foi coletado para avaliação do perfil bioquímico e enzimático. Foram 

avaliados os valores dos marcadores de função renal, uréia (Figura 11A) e creatinina 

(Figura 11B). A exposição ao PCB126 na dose de 10 µg/kg de massa corporal 

aumentou os valores de creatinina no soro e de proteínas totais na urina, como 

podemos observar nas Figuras 11B e 11C, respectivamente. Adicionalmente, foram 

avaliadas as enzimas marcadoras de função hepática gamaGT (GGT; Figura 11D), 

aspartato (AST; Figura 11E) e alanina aminotransferases (ALT; Figura 11F). A maior 

dose utilizada neste trabalho não alterou valores de ALT e AST, mas aumentou os 

níveis de GGT no soro dos animais expostos ao PCB126 (Figura 11D). 
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E)    F)  

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre parâmetros bioquímicos e enzimas 

hepáticas de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Para determinação dos parâmetros bioquímicos e 
enzimas hepáticas, 5 horas após as últimas exposições, os animais foram eutanasiados para coleta do soro. As 
análises foram realizadas em espectrofotômetro utilizando kits comerciais. Os resultados expressam a média ± 
e.p.m. obtidos de 10 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de 
variância (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pós-teste de Tukey ou pelo Teste t de Student não pareado quando 
comparado somente dois grupos (Veículo e PCB126 na dose de 10 µg/kg; *P<0,05 e **P<0,01 vs. veículo). 
 

4.1.8 Quantificação de PCB126 em amostras biológicas 

Utilizando metodologia CG-MS, primeiramente caracterizamos as moléculas 

de PCB126 e PCB52, adicionando os padrões em matrizes biológicas, como 

demonstrado no cromatograma de íons totais (TIC) na Figura 12A para o fígado e na 

Figura 12B para o pulmão.  
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B) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 12: Cromatograma de íons totais (TIC).  
O cromatograma representa o somatório da intensidade de sinais dos íons monitorados por SIM, em função do 
tempo de retenção cromatográfico, obtido por GC-MS, para amostras de fígado (A) e pulmão (B) de animais não 
expostos, onde foi adicionado o padrão interno e o analito de interesse. 
 

No tempo de retenção de 5,52 minutos, o pico detectado, apresenta um íon 

de maior intensidade (292 m/z), que caracteriza o espectro e confirma a identidade 

da molécula. Assim, caracterizamos a presença do PCB52 em amostras de fígado 

(Figura 13A) e do pulmão (Figura 13B). 
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B) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: Cromatograma de monitoramento de íon selecionado (SIM) do íon m/z 292. 
No tempo de retenção de 5,52 minutos, monitorado para quantificação do padrão interno (PCB52), obtido por 
GC-MS, em amostra de fígado (A) e pulmão (B). 
 

Por outro lado, no tempo de retenção de 7,05 minutos, o pico detectado, 

apresenta três íons de maior intensidade (326, 328 e 254 m/z), que em conjunto, 

caracterizam o espectro e confirmam a identidade da molécula de PCB126. Na 

figura 14A podemos identificar a substância em amostras de fígado e na figura 14B, 

em amostras de pulmão. 
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B)  
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 14: Cromatograma de monitoramento de íon selecionado (SIM) do íon m/z 326. 
Tempo de retenção de 7,05 minutos, monitorado para quantificação do PCB126, obtido por GC-MS, em amostra 
de fígado (A) e pulmão (B). 
 

 Uma vez caracterizado o perfil cromatográfico, foi construída uma curva de 

calibração para as amostras de fígado (Figura 15A) e em amostras de pulmão 

(Figura 15B). Foram escolhidos de cinco a seis pontos/concentrações de PCB126 

para a construção da curva de calibração em fígado (1, 25, 50, 100, 150 e 250 ng/g) 

e em pulmão (0,1; 0,5; 1, 5 e 10), e o R2 foi superior a 0,9. 
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Figura 15: Curva de calibração para a quantificação da concentração de PCB126 em amostras de fígado (A) e 
pulmão (B). 
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Em seguida, quantificamos a concentração de PCB126 no fígado (Figura 16A) 

e pulmão (Figura 16B) dos animais submetidos ao protocolo de exposição. Não 

foram quantificáveis as concentrações de PCB126 encontradas no fígado ou pulmão 

de animais expostos ao veículo. Fígado de animais expostos ao PCB126 por 

instilação intranasal apresentaram concentrações crescentes do poluente em 

relação às doses de administração, enquanto que a concentração de PCB126 

encontrada no pulmão foi equivalente em todas as doses de administração. 

A) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
B)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 16: Quantificação da concentração de PCB126 em amostras biológicas de animais expostos in vivo ao 

PCB126 ou ao veículo. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Para quantificação dos níveis de PCB126 presentes no 
fígado (A) e no pulmão (B), 5 horas após as últimas exposições, os animais foram eutanasiados para coleta das 
amostras. A quantificação de PCB126 foi realizada em CG/MS. Os resultados expressam a média ± e.p.m. 
obtidos de 3 amostras em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de variância 
(ANOVA) de 1 via, seguida pelo pós-teste de Tukey. ***P<0,001 vs. veículo.   
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4.2 Caracterização de parâmetros hematológicos 

4.2.1 Células da medula óssea 

 Após as últimas exposições, os animais foram eutanasiados e a medula 

óssea foi coletada para quantificação do número total de células. Os resultados 

mostraram que a exposição a 0,1 ou 1 µg/kg de PCB126 não alterou o número de 

células totais na medula óssea dos animais (Figura 17). Por outro lado, a exposição 

a 10 µg/kg de PCB126 diminuiu o número de células totais na medula óssea (Figura 

17). Além disso, na figura 18 podemos verificar que esta diminuição de células totais 

está relacionada com a diminuição de linfócitos e neutrófilos na medula óssea. A 

produção de células vermelhas também é afetada após exposição ao PCB126, uma 

vez que o número de eritroblastos policromáticos apresenta-se diminuído neste 

grupo (Figura 18). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre o número de células totais na medula 

óssea de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Para determinação do número total de células na 
medula óssea, 5 horas após as últimas exposições, os animais foram eutanasiados para coleta do perfusato 
medular. O número de células totais foi quantificado em hemocitômetro por microscopia óptica comum. Os 
resultados expressam a média ± e.p.m. do número de células totais na medula óssea obtidos de 7-10 animais 
em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 via, 
seguida pelo pós-teste de Tukey (**P<0,01 vs. veículo). 
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Figura 18: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre o número diferencial de células na medula 

óssea de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Para determinação do número diferencial de células na medula 
óssea, 5 horas após as últimas exposições, os animais foram eutanasiados para coleta do perfusato medular. O 
diferencial de células foi determinado por microscopia óptica comum. Os resultados expressam a média ± e.p.m. 
do diferencial de células da medula óssea obtidos de 6 animais em cada grupo A análise estatística foi realizada 
de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 2 vias, seguida pelo pós-teste de Bonferroni (***P<0,001 vs. 
veículo). Legenda: EJ: eritroblasto jovem (proeritroblasto e eritroblasto basófilo); EPOLI: Eritroblasto 
policromático; EOC: Eritroblasto ortocromático. 
 

 
4.2.2 Células circulantes 

 Após as últimas exposições, os animais foram eutanasiados e o sangue total 

foi coletado para quantificação do número total de células circulantes. As doses de 

0,1 e 1 µg/kg de PCB126 não alteraram o número de leucócitos totais no sangue 

circulante (Figura 19). Por outro lado, a exposição ao PCB126 na dose de 10 µg/kg 

reduziu o número de leucócitos totais nestes animais. Na figura 20, pela 

diferenciação dos leucócitos presentes no sangue, podemos atribuir esta redução a 

uma diminuição do número de linfócitos no sangue circulante dos animais que 

receberam a dose de 10 µg/kg de PCB126 por instilação intranasal. Podemos ainda 

afirmar que o número de neutrófilos e monócitos não estava alterado no sangue dos 

animais que receberam as três doses testadas neste trabalho, em relação ao animal 

que recebeu o veículo (Figura 20).  
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Figura 19: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre o número de células totais no sangue 

circulante de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Para determinação do número total de células no 
sangue circulante, 5 horas após as últimas exposições, os animais foram eutanasiados para a coleta do sangue 
total pela artéria aorta abdominal. O número de células totais foi quantificado em hemocitômetro por microscopia 
óptica comum. Os resultados expressam a média ± e.p.m. do número de leucócitos totais no sangue circulante 
obtidos de 9 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de variância 
(ANOVA) de 1 via, seguida pelo pós-teste de Tukey (*P<0,05 vs. veículo). 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 20: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre o número diferencial de células do sangue 
circulante de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Para determinação do número diferencial de células no 
sangue circulante, 5 horas após as últimas exposições, os animais foram eutanasiados para a coleta do sangue 
total pela artéria aorta abdominal. O número diferencial de leucócitos foi quantificado em esfregaços sanguíneos 
por microscopia óptica comum. Os resultados expressam a média ± e.p.m. do diferencial de leucócitos do 
sangue circulante obtidos de 9 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a 
análise de variância (ANOVA) de1 via, seguida pelo pós-teste de Tukey (*P<0,05 vs. veículo). 
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4.2.3 Parâmetros hematimétricos 

Após as últimas exposições, os animais foram eutanasiados e o sangue 

circulante foi coletado para avaliação de alguns parâmetros hematimétricos, como 

valor de hemoglobina (Figura 21A), hematócrito (Figura 21B) e número de hemácias 

(Figura 21C). Os resultados mostraram que a exposição a 10 µg/kg de PCB126 

aumentou estes parâmetros. 

A)          B)             C)  

 

Figura 21: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre parâmetros hematimétricos de ratos 

Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Para determinação dos parâmetros hematimétricos, o sangue total 
foi coletado da aorta abdominal com anticoagulante EDTA e avaliados pelo equipamento ABCVet. Os resultados 
expressam a média ± e.p.m. de 6 animais em cada grupo A análise estatística foi realizada pelo Teste t de 
Student não pareado (*P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001 vs. veículo). 

 
 

4.3 Caracterização de parâmetros inflamatórios  

4.3.1 Avaliação da viabilidade celular em leucócitos circulantes 

 A avaliação de morte celular, por necrose, apoptose ou apoptose tardia foi 

realizada em neutrófilos e células mononucleares, obtidos do sangue circulante de 

animais expostos in vivo ao PCB126 na dose de 10 µg/kg de massa corpórea ou 

veículo. Adicionalmente, os leucócitos foram incubados com fMLP 10-7 mol/L (1 hora, 

a 37 ºC) e avaliados os mesmos parâmetros. Os resultados mostram que a 

exposição ao PCB126 em condições basais ou estimuladas não induziu morte 

celular por necrose ou apoptose das células polimorfonucleares (Figura 22A) ou das 

células mononucleares (Figura 22B). 
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Figura 22: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a avaliação de morte celular em PMN e 
PBMC obtidos do sangue circulante de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Após coleta do sangue circulante e lise dos eritrócitos, foi 
mensurada a marcação de fluorescência da anexina V e de PI em leucócitos totais do sangue circulante. A 
análise foi realizada em citômetro de fluxo FACSCanto II e a quantificação das mesmas pelo aplicativo FlowJo. 
Os resultados representam a média ± e.p.m. da % de células marcadas com anexina V e/ou PI obtidos de 6 
animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 2 
vias, seguida pelo pós-teste de Bonferroni. 
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4.3.2 Expressão de moléculas de adesão em células circulantes induzida por fMLP 

4.3.2.1 Expressão de CD62L 

 A expressão da molécula de adesão CD62L foi quantificada em neutrófilos e 

linfócitos sanguíneos de animais expostos ao PCB126 ou veículo, em condições 

basais ou estimuladas in vitro com fMLP. Os dados mostrados na figura 23A indicam 

que a expressão de CD62L em condições basais em neutrófilos é alterada pela 

exposição inalatória ao PCB126 nas doses de 1 e 10 µg/kg de massa corporal. 

Ainda, que a maior dose de PCB126 utilizada neste trabalho, 10 µg/kg de massa 

corporal, alterou a capacidade dos neutrófilos sanguíneos de responderem a um 

estímulo inflamatório, como o fMLP, uma vez que a sua clivagem não foi observada.  

A figura 23B, indica a expressão de CD62L em linfócitos circulantes, que 

também está alterada em condições basais pela exposição ao PCB126 nas doses 

de 1 e 10 µg/kg de massa corporal, após instilação intranasal por 15 dias, em 

comparação com os linfócitos obtidos de animais que receberam o veículo.  

A)                                                                B) 

 

Figura 23: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a expressão da molécula de adesão 

CD62L em neutrófilos (A) e linfócitos (B) obtidos do sangue circulante de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Após coleta do sangue circulante e lise dos eritrócitos, 
foi mensurada a média da intensidade da fluorescência de CD62L em 1x10

6
 leucócitos totais em condições 

basais ou estimuladas com fMLP (10
-7 

mol/L, 1 hora a 37  ͦC) e incubadas com o anticorpo monoclonal anti-
CD62L-FITC (1:100, 20 minutos a 4 ͦC). A análise das células foi realizada em citômetro de fluxo FACSCanto II e 
a quantificação das mesmas pelo aplicativo FlowJo. Os resultados representam a média ± e.p.m. da intensidade 
da fluorescência (expresso em unidades arbitrárias) obtidos de 6 animais em cada grupo. A análise estatística foi 
realizada de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pós-teste de Tukey (*P<0,05; 
**P<0,01 e ***P<0,001 vs. respectivo controle; 

#
P<0,05 e 

###
P<0,001 vs. veículo basal).  
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4.3.2.2 Expressão de CD18 

A expressão da molécula de adesão CD18 foi quantificada em neutrófilos e 

linfócitos circulantes. A figura 24A mostra que as doses de 0,1, 1 e 10 µg/kg de 

massa corporal não alteraram a expressão basal desta molécula em neutrófilos. Por 

outro lado, a dose de 10 µg/kg de massa corporal impediu o aumento da expressão 

de CD18 após estímulo inflamatório in vitro com fMLP.  

Na figura 24B, podemos observar o efeito da exposição ao PCB126 sobre a 

expressão de CD18 em linfócitos. A exposição ao PCB126 não alterou a expressão 

basal desta molécula de adesão nos linfócitos circulantes. Por outro lado, após 

estímulo in vitro com fMLP, as doses de 0,1 e 1 e 10 µg/kg de massa corporal 

impediram o aumento da expressão da CD18.  

A) B) 

 
Figura 24: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a expressão da molécula de adesão CD18 
em neutrófilos (A) e linfócitos (B) obtidos do sangue circulante de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Após coleta do sangue circulante e lise dos eritrócitos, 
foi mensurada a média da intensidade da fluorescência de CD18 em 1x10

6
 leucócitos totais, em condições 

basais ou estimuladas com fMLP (10
-7 

mol/L, por 1 hora, a 37  ͦC), e incubadas com o anticorpo monoclonal anti-
CD18-FITC (1:100, por 20 minutos, a 4  ͦC). A análise das células foi realizada em citômetro de fluxo FACSCanto 
II e a quantificação das mesmas pelo aplicativo FlowJo. Os resultados representam a média ± e.p.m da 
intensidade da fluorescência (expresso em unidades arbitrárias) obtidos de 6 animais em cada grupo. A análise 
estatística foi realizada de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pós-teste de Tukey 
(*P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001 vs. respectivo controle; 

#
 P<0,05 e 

###
 P<0,001 vs. veículo fMLP). 
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4.3.2.3 Expressão de CD31 

 A expressão da molécula de adesão CD31 foi quantificada nos leucócitos 

totais do sangue circulante dos animais expostos ao PCB126 ou veículo. Os dados 

obtidos na figura 25 mostram os efeitos da exposição ao PCB126 sobre a expressão 

desta molécula. 

 Na figura 25A podemos observar que a exposição ao PCB126 não altera a 

expressão de CD31 em neutrófilos em condições basais, mas após estímulo 

inflamatório in vitro com fMLP, as doses de 0,1 e 1 µg/kg de massa corporal 

impedem o aumento da expressão desta molécula, enquanto a dose de 10 µg/kg de 

massa corporal reduz significativamente a expressão de CD31 em neutrófilos. 

 A expressão de CD31 em linfócitos pode ser observada na figura 25B. A 

expressão basal de CD31 não é alterada pela exposição ao PCB126 nas três doses 

utilizadas neste trabalho. Por outro lado, as doses de 0,1, 1 e 10 µg/kg de massa 

corporal inibem o aumento da expressão desta molécula de adesão.  

A) B) 

 
 

 

 

 

 

 

Figura 25: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a expressão da molécula de adesão CD31 

em neutrófilos (A) e linfócitos (B) obtidos do sangue circulante de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Após coleta do sangue circulante e lise dos eritrócitos, 
foi mensurada a média da intensidade da fluorescência de CD31 em 1x10

6
 leucócitos totais, em condições 

basais ou estimuladas com fMLP (10
-7 

mol/L, por 1 hora, a 37  ͦC), e incubadas com o anticorpo monoclonal anti-
CD31-PE (1:100, 20 minutos, a 4  ͦC). A análise das células foi realizada em citômetro de fluxo FACSCanto II e a 
quantificação das mesmas pelo aplicativo FlowJo. Os resultados representam a média ± e.p.m. da intensidade 
da fluorescência (expresso em unidades arbitrárias) obtidos de 6 animais em cada grupo. A análise estatística foi 
realizada de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pós-teste de Tukey (*P<0,05 vs. 
respectivo controle; 

#
P<0,05 e 

##
P<0,01 vs. veículo fMLP). 
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4.3.3 Interação leucócito-endotélio 

4.3.3.1 Mesentério em condições basais 

 A interação leucócito endotélio no mesentério foi realizada utilizando a 

metodologia da microscopia intravital. Após as últimas exposições, os animais foram 

anestesiados e o mesentério foi exposto. Desta forma, avaliamos o número de 

leucócitos rolando (Figura 26A), o número de leucócitos aderidos nas vênulas pós-

capilares (Figura 26B), o número de leucócitos migrados (Figura 26C) e o diâmetro 

dos vasos analisados (Figura 26D). Não houve diferença nestes parâmetros ao 

observarmos animais expostos ao PCB126 na dose de 10 µg/kg de massa corpórea 

e animais que receberam o veículo. 

A) B) 

 

 

 

 

 

 

C) D) 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
Figura 26: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a interação leucócito-endotélio basal no 

mesentério de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Após 5 horas das últimas exposições, os animais foram 
anestesiados e o mesentério foi exposto. Foram avaliados: A) número de leucócitos rolando (contados durante 5 

minutos); B) o número de leucócitos aderidos em 100 m de extensão vascular; C) o número de leucócitos 

migrados, em uma área de 2500 m
2
; e D) o diâmetro vascular (em m). Os resultados indicam a média ± e.p.m. 

obtidos em 12 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada pelo test t de Student não pareado. 
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4.3.3.2 Mesentério após estimulação com fMLP 

Após avaliação dos parâmetros basais no mesentério, foi utilizado uma 

solução de fMLP a 10-7 mol/L como estímulo inflamatório e avaliamos o número de 

leucócitos rolando (Figura 27A), o número de leucócitos aderidos nas vênulas pós-

capilares (Figura 27B) e o diâmetro dos vasos analisados (Figura 27C). Após dois ou 

cinco minutos do estímulo inflamatório, não observamos alteração no número de 

leucócitos rolando durante cinco minutos de avaliação ou no diâmetro dos vasos 

(Figuras 27A e 27C). Por outro lado, o número de leucócitos aderidos estava 

aumentado após 2 minutos de incubação ao fMLP 10-7 mol/L no mesentério de 

animais controle. Este aumento no número de células aderidas só pôde ser 

percebido após 5 minutos do estímulo inflamatório em animais expostos ao PCB126 

na dose de 10 µg/kg de massa corpórea (Figura 27B). 
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Figura 27: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a interação leucócito-endotélio no 

mesentério de ratos Wistar machos após estimulação com fMLP. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Após 5 horas das últimas exposições, os animais foram 
anestesiados e o mesentério foi exposto. Foi utilizado como estímulo inflamatório o fMLP 10

-7 
mol/L e avaliados 

os seguintes parâmetros, após 2 ou 5 minutos: A) número de leucócitos rolando (durante 5 minutos); B) o 

número de leucócitos aderidos, em 100 m de extensão vascular; C) o diâmetro vascular (em m). Os resultados 
indicam a média ± e.p.m. obtidos em 12 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo 
com a análise de variância (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pós-teste de Tukey (*P<0,05 vs. controle basal 
veículo; 

#
P<0,05 vs. controle basal PCB126). 

 

4.3.3.3 Fígado  

Após a análise do mesentério descrita acima, o fígado foi exposto e o número 

de leucócitos aderidos nos sinusóides foi avaliado (Figura 28A). Em seguida, o fMLP 

10-7 mol/L foi utilizado como estímulo inflamatório para se avaliar o mesmo 

parâmetro após 1 ou 3 minutos (Figura 28B). Os resultados obtidos indicam que não 

há diferença no número de leucócitos aderidos na microcirculação do fígado de 

animais expostos ao PCB126 na dose de 10 µg/kg de massa corpórea quando 

comparado com animais expostos ao veículo, em condições basais ou após 

estimulação com fMLP. 
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Figura 28: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a interação leucócito-endotélio no fígado 

de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Após 5 horas das últimas exposições, os animais foram 
anestesiados e o fígado foi exposto. Foi utilizado como estímulo inflamatório o fMLP 10

-7
 mol/L e avaliados os 

seguintes parâmetros, após 1 ou 3 minutos: A) número de leucócitos aderidos em condições basais; B) número 
de leucócitos aderidos após estimulação com fMLP 10

-7
 mol/L. O número de leucócitos aderidos foi contado em 

100 m de extensão vascular. Os resultados indicam a média ± e.p.m. obtidos em 12 animais em cada grupo. A 
análise estatística foi realizada de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 via ou de 2 vias, seguida 
pelo pós-teste de Bonferroni. 
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4.3.3.4 Pâncreas em condições basais 

Seguindo com a avaliação da interação leucócito-endotélio, o pâncreas foi 

exposto e o número de leucócitos rolando (Figura 29A), leucócitos aderidos (Figura 

29B) e o diâmetro vascular (Figura 29C) foram avaliados em condições basais. Os 

dados obtidos mostram que não houve diferença nos parâmetros analisados quando 

comparamos a microcirculação do pâncreas de animais expostos ao PCB126 na 

maior dose utilizada neste trabalho com os animais que receberam o veículo. 

A) B) 
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Figura 29: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a interação leucócito-endotélio em 
condições basais no pâncreas de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Após 5 horas das últimas exposições, os animais foram 
anestesiados, o pâncreas foi exposto e foi avaliado: A) número de leucócitos rolando (contados durante 5 

minutos); B) o número de leucócitos aderidos em 100 m de extensão vascular; e C) o diâmetro vascular (em 

m). Os resultados indicam a média ± e.p.m. obtidos em 12 animais em cada grupo. A análise estatística foi 
realizada pelo teste t de Student.  
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4.3.3.5 Pâncreas após estimulação com fMLP 

Utilizando os animais em que a leitura do efeito basal da exposição ao PCB 

sobre a microcirculação do pâncreas foi obtida, fMLP 10-7 mol/L foi utilizado como 

estímulo inflamatório para se avaliar os mesmos parâmetros, após 1, 4 ou 10 

minutos do estímulo, nesse mesmo leito vascular (Figura 30). Os resultados obtidos 

indicam que não há diferença no número de leucócitos rolando (Figura 30A) e no 

diâmetro vascular (Figura 30C) na microcirculação do pâncreas de animais expostos 

ao PCB126 na dose de 10 µg/kg de massa corpórea quando comparado com 

animais expostos ao veículo, após estimulação com fMLP. Por outro lado, o número 

de leucócitos aderidos em animais expostos ao veículo aumentou após 1 minuto da 

estimulação com fMLP, enquanto que os leucócitos aderidos nos animais expostos 

ao PCB126 na maior dose utilizada neste trabalho apresentou aumento somente 

após 10 minutos de estimulação (Figura 30B). 
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Figura 30: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a interação leucócito-endotélio no 
pâncreas de ratos Wistar machos após estimulação com fMLP. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Após 5 horas das últimas exposições, os animais foram 
anestesiados e o pâncreas foi exposto. Foi utilizado como estímulo inflamatório o fMLP 10

-7
 mol/L e avaliados os 

seguintes parâmetros após 1, 4 ou 10 minutos: A) número de leucócitos rolando (durante 5 minutos); B) o 

número de leucócitos aderidos em 100 m de extensão vascular; e C) o diâmetro vascular (em m). Os 
resultados indicam a média ± e.p.m. obtidos em 12 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de 
acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 via seguida pelo pós-teste de Tukey (*P<0,05 vs. respectivo 
controle basal). 
 

4.3.4 Quantificação do burst oxidativo em neutrófilos circulantes 

A produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) intracelular por 

neutrófilos circulantes foi avaliada em condições basais ou após estimulação in vitro 

com fMLP (10 µM, 10 minutos, 37 ºC; Figura 31A), com PMA (10 ng/mL, 15 minutos; 

37 ºC; Figura 31B) ou com LPS (5 µg/mL; 30 minutos; 37 ºC; Figura 31C) e 

analisadas por citometria de fluxo. Os resultados encontrados mostram os 

neutrófilos obtidos de animais expostos ao veículo após incubação com um estímulo 

inflamatório apresentam concentração de EROs aumentada. Neutrófilos isolados de 

animais expostos ao PCB126 não apresentam alteração da produção de EROs em 

condições basais, mas após indução por estímulo inflamatório com fMLP, o aumento 

na produção de EROs foi inibida (Figura 31A). O mesmo não ocorreu quando os 

estímulos (Figura 31B) ou LPS (Figura 31C) foram utilizados como indutores, onde 

podemos observar aumento na produção de EROs pelos neutrófilos. 
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Figura 31: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a produção de espécies reativas por 
neutrófilos obtidos do sangue circulante de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Após coleta do sangue circulante com anticoagulante, os neutrófilos 
foram isolados e utilizados para incubação in vitro com os estímulos fMLP (10

-7 
mol/L); PMA (10 ng/mL) ou LPS 

(5 µg/mL). A análise foi realizada pela quantificação da oxidação do DCFH por citômetro de fluxo. Os resultados 
representam a média ± e.p.m. da intensidade da fluorescência (expressa em unidades arbitrárias) obtidos de 10 
animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 
via ou de 2 vias seguida pelo pós-teste de Bonferroni (*P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 vs. respectivo controle 
basal; 

#
P<0,05 vs. veículo sob estímulo).  
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4.3.5 Expressão de FPR-1 em neutrófilos circulantes 

 Devido à participação do receptor FPR-1 no reconhecimento do estímulo 

inflamatório fMLP, o mesmo foi quantificado em neutrófilos circulantes por citometria 

de fluxo. A Figura 32 mostra que em condições basais, a exposição ao PCB126 na 

dose de 10 µg/kg reduz a expressão do receptor FPR-1 em neutrófilos circulantes. 

Após a estimulação in vitro com fMLP, 10-7 mol/L a 37 ºC, por 1 hora, os neutrófilos 

obtidos de animais expostos ao PCB126 continuaram a apresentar o mesmo perfil, 

menor expressão do receptor FPR-1 em comparação aos neutrófilos obtidos de 

animais expostos ao veículo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 32: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a expressão de FPR-1 em neutrófilos 

obtidos de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Após coleta do sangue circulante com anticoagulante, os neutrófilos 
foram isolados e incubados ou não com fMLP (10

-7 
mol/L), por 1 hora, a 37 ºC. Após o período de incubação, as 

células foram incubadas com anticorpo anti-FPR-1 e analisadas em citômetro de fluxo. Os resultados 
representam a média ± e.p.m. da intensidade da fluorescência (expressas em unidades arbitrárias) em 
neutrófilos obtidos de 10 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de 
variância (ANOVA) de 2 vias seguida pelo pós-teste de Bonferroni (*P<0,05 vs. respectivo controle). 

 

4.3.6 Expressão de TLR4 em neutrófilos circulantes 

Uma vez que o receptor TLR4 é o receptor de membrana que reconhece o 

LPS e auxilia a sua entrada nas células, a expressão deste receptor foi quantificada 

(Figura 33), por citometria de fluxo, em neutrófilos isolados do sangue circulante. Em 

condições basais, a exposição ao PCB126 na dose de 10 µg/kg não altera a 

expressão do receptor TLR4 em neutrófilos circulantes. Após a estimulação in vitro 

com LPS, 5 µg/mL, a 37 ºC, por 30 minutos, o receptor TLR4 apresenta sua 

expressão aumentada em neutrófilos obtidos de animais expostos ao veículo ou ao 

PCB126. 
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Figura 33: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a expressão de TLR4 em neutrófilos 
obtidos de ratos Wistar machos.  
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Após coleta do sangue circulante com anticoagulante, os neutrófilos 
foram isolados e incubados ou não com LPS (5 µg/mL), por 1 hora, a 37 ºC. Após o período de incubação com o 
agente inflamatório, as células foram incubadas com anticorpo anti-TLR4 e analisadas em citômetro de fluxo. Os 
resultados representam a média ± e.p.m. da intensidade da fluorescência (expressa em unidades arbitrárias) em 
neutrófilos obtidos de 10 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de 
variância (ANOVA) de 1 via seguida pelo pós-teste de Tukey (*P<0,05 vs. respectivo veículo). 
 

4.3.7 Quimiotaxia de neutrófilos circulantes 

 Neutrófilos obtidos de animais expostos ao veículo ou ao PCB126 foram 

estimulados à migração utilizando o fMLP 10-7 mol/L, como agente quimioatraente. 

Observamos que neutrófilos obtidos de animais expostos ao PCB126 na dose de 10 

µg/kg apresentavam menor atividade quimiotáxica comparado aos obtidos de 

animais controle, tanto em condição basal, quanto sob estimulação com o fMLP 

(Figura 34).  
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Figura 34: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a quimiotaxia de neutrófilos circulantes de 

ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Após coleta do sangue circulante com anticoagulante, os 
neutrófilos foram isolados do sangue total e utilizados para o ensaio de quimiotaxia. O estímulo quimioatraente 
utilizado foi o fMLP (10

-7 
mol/L). A câmara quimiotáxica foi incubada por 2 horas a 37 ºC e a 5 % de CO2. A 

análise foi realizada pela mensuração do número de células. A análise estatística foi realizada de acordo com a 
análise de variância (ANOVA) de 1 via ou de 2 vias seguida pelo pós-teste de Bonferroni (*P<0,05 vs. basal; 
#
P<0,05 e 

###
P<0,001 vs. respectivo veículo). 

 
4.3.8 Neutrófilos tratados in vitro com PCB126 

Com o intuito de se avaliar a participação direta do PCB126 sobre os efeitos 

observados, principalmente em neutrófilos circulantes, a análise da viabilidade 

celular, expressão de receptores de membrana, da produção de EROs e da 

quimiotaxia frente ao fMLP foram avaliados em neutrófilos peritoneais recrutados de 

animais não expostos e tratados in vitro com PCB126, em diferentes concentrações. 

O tratamento in vitro com PCB126 nas concentrações de 0,001; 0,1; 1 ou 10 µM por 

1 hora, a 37ºC, não causou morte celular aos neutrófilos (Figura 35).  

Na figura 36 observamos que a exposição ao PCB126 in vitro não alterou a 

geração de espécies reativas de oxigênio por neutrófilos em condições basais. Após 

estimulação in vitro com os estímulos fMLP ou LPS, todas as concentrações de 

PCB126 utilizadas aumentaram a geração de espécies reativas de oxigênio, assim 

como neutrófilos que receberam o meio de cultura (RPMI) ou tratados com solução 

veículo. 

A expressão do receptor TLR4 foi avaliada na figura 37. Em condições basais 

o tratamento in vitro ao PCB126 não alterou a expressão do receptor. Por outro lado, 

após estimulação com LPS, 1 hora, a 37 ºC, os neutrófilos tratados in vitro com meio 

de cultura, veículo ou PCB126 nas quatro concentrações utilizadas, apresentavam a 

expressão do receptor de membrana TLR4 aumentada. 
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Figura 35: Efeito da exposição in vitro ao PCB126 sobre a viabilidade de neutrófilos peritoneais de ratos Wistar 

machos. 
Neutrófilos foram isolados da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos após indução de migração por 
glicogênio de ostra a 1%. Após 4 horas, os animais foram eutanasiados para coleta dos neutrófilos, que foram 
incubados a 37 ºC, por 1 hora, em diferentes concentrações de PCB126. Após o período de incubação, foi 
mensurada a média da intensidade da fluorescência de anexina V e de PI. A análise foi realizada em citômetro 
de fluxo FACSCanto II e a quantificação das mesmas pelo aplicativo FlowJo. Os resultados expressam a média ± 
e.p.m. da intensidade da fluorescência obtidos de 6 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de 
acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pós-teste de Tukey. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 36: Efeito da exposição in vitro ao PCB126 sobre a geração de espécies reativas por neutrófilos 

peritoneais de ratos Wistar machos. 
Neutrófilos foram isolados da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos após indução de migração por 
glicogênio de ostra a 1%. Após 4 horas, os animais foram eutanasiados para coleta dos neutrófilos, que foram 
incubados a 37 ºC, por 1 hora, em diferentes concentrações de PCB126. Após o período de incubação, foi 
realizada a análise da quantificação da oxidação do DCFH, em condições basais ou após incubação in vitro com 

os estímulos fMLP (10
-7 

mol/L) ou LPS (5 µg/mL), por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média ± 
e.p.m. da intensidade da fluorescência (expressa em unidades arbitrárias) obtidos de 6 animais em cada grupo. 
A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pós-teste 
de Tukey (***P<0,001 vs. respectivo controle basal). 
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Figura 37: Efeito da exposição in vitro ao PCB126 sobre a expressão de TLR4 em neutrófilos peritoneais de ratos 

Wistar machos. 
Neutrófilos foram isolados da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos após indução de migração por 
glicogênio de ostra a 1%. Após 4 horas, os animais foram eutanasiados para coleta dos neutrófilos, que foram 
incubados a 37 ºC, por 1 hora, em diferentes concentrações de PCB126. Após o período de incubação, foi 
mensurada a média da intensidade da fluorescência da expressão de TLR4 em condições basais e após 
estimulação com LPS. A análise foi realizada em citômetro de fluxo FACSCanto II e a quantificação das mesmas 
pelo aplicativo FlowJo. Os resultados expressam a média ± e.p.m. da intensidade da fluorescência (expressa em 
unidades arbitrárias) obtidos de 6 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a 
análise de variância (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pós-teste de Tukey (**P<0,01 vs. respectivo controle basal). 

 

 Por outro lado, o tratamento in vitro com PCB126, somente na concentração 

de 10 µmol/L, aumentou a expressão do receptor FPR-1 em neutrófilos quando 

comparado às células que receberam o meio de cultura ou o veículo (Figura 38). As 

outras concentrações de PCB126 utilizadas não causaram alteração a expressão do 

receptor, em condições basais ou após tratamento in vitro com o estímulo fMLP. Os 

neutrófilos tratados com PCB126 10 µmol/L apresentavam  

 Neutrófilos tratados com meio de cultura ou veículo apresentaram aumento 

da migração quando estimulados pelo agente quimioatraente fMLP (Figura 39). O 

mesmo não aconteceu com os neutrófilos tratados in vitro com PCB126 nas quatro 

concentrações utilizadas. Por outro lado, em condições basais, as concentrações de 

0,1 e 1 µmol/L de PCB126 induziram a migração dos neutrófilos quando comparados 

aos neutrófilos que receberam meio de cultura ou veículo.  
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Figura 38: Efeito da exposição in vitro ao PCB126 sobre a expressão de FPR-1 em neutrófilos peritoneais de 

ratos Wistar machos. 
Neutrófilos foram isolados da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos após indução de migração por 
glicogênio de ostra a 1%. Após 4 horas, os animais foram eutanasiados para coleta dos neutrófilos, que foram 
incubados a 37 ºC, por 1 hora, em diferentes concentrações de PCB126. Após o período de incubação, foi 
mensurada a média da intensidade da fluorescência da expressão de FPR-1 em condições basais e após 
estimulação com fMLP. A análise foi realizada em citômetro de fluxo FACSCanto II e a quantificação das 
mesmas pelo aplicativo FlowJo. Os resultados expressam a média ± e.p.m. da intensidade da fluorescência 
(expressa em unidades arbitrárias) obtidos de 6 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de 
acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pós-teste de Tukey (*P<0,05 vs. RPMI basal; 
#
P<0,05 vs. veículo basal; 

&
P<0,05 vs. PCB126 10 µmol/L basal). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 39: Efeito da exposição in vitro ao PCB126 sobre a migração de neutrófilos peritoneais de ratos Wistar 

machos. 
Neutrófilos foram isolados da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos após indução de migração por 
glicogênio de ostra a 1%. Após 4 horas, os animais foram eutanasiados para coleta dos neutrófilos, que foram 
incubados a 37 ºC, por 1 hora, em diferentes concentrações de PCB126. Após o período de incubação, os 
neutrófilos foram utilizados para o ensaio de quimiotaxia. O estímulo quimioatraente utilizado foi o fMLP (10

-7 

mol/L). A câmara quimiotáxica foi incubada por 2 horas a 37 ºC e a 5 % de CO2. A análise foi realizada pela 
mensuração do número de células. A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de variância 
(ANOVA) de 1 via seguida pelo pós-teste de Tukey (*P<0,05 vs. RPMI basal; 

#
P<0,05 vs. veículo basal e 

&
P<0,05 vs. respectivo controle basal).  
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4.3.9 Moléculas de adesão solúveis 

A concentração das moléculas de adesão solúveis sICAM-1 (Figura 40A), 

sPECAM-1 (Figura 40B) ou sVCAM-1 (Figura 40C) foram determinadas no soro 

obtido dos animais expostos ao PCB126 ou veículo. Os dados obtidos na figura 36A 

indicam que animais expostos ao PCB126 na dose de 10 µg/kg de massa corpórea 

apresentaram menores concentrações nos níveis de sICAM-1 quando comparados 

aos níveis encontrados em animais expostos ao veículo. Por outro lado, as figuras 

40B e 40C mostram que não houve diferença significativa entre os níveis de 

sPECAM-1 ou sVCAM-1 entre os animais que foram expostos ao PCB126 na dose 

de 10 µg/kg de massa corpórea e veículo. 

A) B) 
 
 
 
 
 
 
  
 
 

C) 

    
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 40: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a expressão das moléculas de adesão 

solúveis sICAM-1 (A), sPECAM-1 (B) e sVCAM-1 (C) determinada no soro obtido de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Após coleta do sangue circulante sem anticoagulante, o soro foi 
isolado, e utilizado para determinação das moléculas de adesão solúveis sICAM-1, sPECAM-1 ou sVCAM-1 pelo 
método enzimático (ELISA). Os resultados expressam a média ± e.p.m. da intensidade da fluorescência obtidos 
de 6 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada pelo teste t de Student não pareado (***P<0,001 
vs. veículo).  
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4.3.10 Concentração de mediadores pró-inflamatórios no soro 

 As concentrações de IL-1β, TNF e IL-6 foram quantificadas no soro dos 

animais expostos ao PCB126 ou veículo após 15 dias de instilação intranasal. A 

figura 41 indica que a concentração destes mediadores pró-inflamatórios não estava 

alterada após exposição ao PCB126 nas três doses utilizadas neste trabalho. 

A) B) 
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Figura 41: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a concentração de mediadores pró-

inflamatórios no soro de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Para determinação da concentração de: A) IL-1β; B) 
TNF; e C) IL-6, os animais foram eutanasiados 5 horas após as últimas exposições e o soro foi coletado e 
armazenado a -80 ºC para posterior quantificação por ensaio imunoenzimático (ELISA). Os resultados 
expressam a média ± e.p.m. da concentração dos mediadores pró-inflamatórios no soro de 7-9 animais em cada 
grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 1 via seguida pelo 
pós-teste de Tukey. 
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4.3.11 Concentração de mediadores pró-inflamatórios no homogenato de órgãos 

4.3.11.1 Concentração de TNF 

 A exposição intranasal ao PCB126 durante 15 dias consecutivos não alterou 

a concentração de TNF quantificada no sobrenadante do homogenato de tecido 

obtido do macerado do fígado (Figura 42A), pulmão (Figura 42B) e tecido adiposo 

(Figura 42C) dos animais expostos a doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. 

Adicionalmente, vale ressaltar que as concentrações de TNF não foram detectáveis 

em amostras de homogenato do pâncreas (dados não mostrados). 

A) B) 
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Figura 42: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a concentração de TNF determinado no 

homogenato do fígado (A), pulmão (B) e tecido adiposo (C) de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Para determinação da concentração de TNF no 
sobrenadante do homogenato de: A) fígado, B) pulmão e C) tecido adiposo, os animais foram eutanasiados 5 
horas após as últimas exposições e os tecidos foram coletados, macerados em solução Tris 50 mmol/L (pH 7,4) 
e armazenados a -80 ºC para posterior quantificação por ensaio imunoenzimático (ELISA). Os resultados 
expressam a média ± e.p.m. da concentração de TNF no homogenato dos tecidos de 7 animais em cada grupo. 
A análise estatística foi realizada de acordo com o Teste t de Student ou pela análise de variância (ANOVA) de 1 
via seguida pelo pós-teste de Tukey.  
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4.3.11.2 Concentração de IL-6 

 Na figura 39, podemos observar que a concentração de IL-6 não foi alterada 

pela exposição inalatória de PCB126 nas três doses utilizadas neste trabalho, 

comparada ao veículo, quando mensurada no sobrenadante de homogenato de 

fígado (Figura 43A), pulmão (Figura 43B) ou pâncreas (Figura 43C) obtidos dos 

animais após 15 dias de exposição. Por outro lado, no tecido adiposo (Figura 43D),a 

exposição ao PCB126 causou redução na concentração de IL-6. 

A) B) 

 

C) D) 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 43: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a concentração de IL-6 determinado no 

homogenato do fígado (A), pulmão (B), pâncreas (C) e tecido adiposo (D) de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Para determinação da concentração de IL-6 no 
sobrenadante do homogenato de: A) fígado, B) pulmão, C) pâncreas e D) tecido adiposo, os animais foram 
eutanasiados 5 horas após as últimas exposições e os tecidos foram coletados, macerados em solução Tris 50 
mmol/L (pH 7,4) e armazenados a -80 ºC para posterior quantificação por ensaio imunoenzimático (ELISA). Os 
resultados expressam a média ± e.p.m. da concentração de IL-6 no homogenato de tecidos de 7 animais em 
cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com o Teste t de Student ou pela análise de variância 
(ANOVA) de 1 via seguida pelo pós-teste de Tukey (*P<0,05 vs. veículo). 
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4.3.11.3 Concentração de NO2
- 

 A concentração de NO2
- quantificada no sobrenadante do homogenato do 

fígado (Figura 44A), pulmão (Figura 44B), pâncreas (Figura 44C) e tecido adiposo 

(Figura 44D) mostrou que a exposição ao PCB126 nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg 

de massa corporal não alterou a concentração do ânion em amostras de fígado, 

pulmão ou pâncreas. Por outro lado, a concentração de nitrito está diminuída no 

tecido adiposo dos animais que receberam PCB126 10 µg/kg de massa corporal por 

instilação intranasal, em relação aos animais que receberam o veículo (Figura 44D). 
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Figura 44: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a concentração de NO2
-
 determinado no 

homogenato do fígado (A), pulmão (B), pâncreas (C) e tecido adiposo (D) de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução 
veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Para determinação da concentração de NO2

-
 no 

sobrenadante do homogenato de: A) fígado, B) pulmão, C) pâncreas e D) tecido adiposo, os animais foram 
eutanasiados 5 horas após as últimas exposições e os tecidos foram coletados, macerados em solução Tris 50 
mmol/L (pH 7,4) e armazenados a -80 ºC para posterior quantificação por Reação de Griess. Os resultados 
expressam a média ± e.p.m. da concentração de NO2

-
 no homogenato de tecidos de 7 animais em cada grupo. A 

análise estatística foi realizada de acordo com o Teste t de Student ou pela análise de variância (ANOVA) de 1 
via seguida pelo pós-teste de Tukey (*P<0,05 vs. veículo).  
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4.3.12 Células do baço 

 Após a eutanásia dos animais, o baço foi removido e o número diferencial a 

quantificação do tipo celular, em esfregaços de células obtidas utilizando centrífuga 

citológica (Figura 45A). Ainda, 1x105 células foram incubadas in vitro com os 

estímulos concanavalina A ou LPS e a capacidade de proliferação destas células foi 

avaliada em espectrofotômetro. Os dois estímulos utilizados aumentaram a 

proliferação das células do baço in vitro. Por outro lado, a exposição ao PCB126 in 

vivo não alterou a capacidade proliferativa destas células em condições basais ou 

frente a ConA ou LPS, in vitro (Figura 45B). 
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Figura 45: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre as células do baço de ratos Wistar machos. 

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5 % DMSO). Para determinação da proliferação das células do baço, 5 horas 
após as últimas exposições, os animais foram eutanasiados para coleta do baço. A) Contagem diferencial das 
células do baço; B) Após isolamento, as células obtidas foram incubadas in vitro com con A ou LPS, para se 

avaliar a capacidade proliferativa. Os resultados expressam a média ± e.p.m. obtidos de 6 animais em cada 
grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 2 vias seguida pelo 
pós-teste de Bonferroni (***P<0,001 vs. veículo; 

##
 P<0,001 vs.

#
respectivo controle RPMI). 
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4.4 Caracterização do diabetes 

4.4.1 Concentração de glicose sérica 

A glicemia basal após privação alimentar de 5 horas foi quantificada no soro 

dos animais expostos ao PCB126 ou veículo. A exposição ao PCB126 na dose de 

10 µg/kg de massa corporal não alterou a concentração de glicose sanguínea dos 

animais após 15 dias de exposição por instilação intranasal, em relação aos animais 

que foram expostos ao veículo pela mesma via (Figura 46A). Adicionalmente, um 

grupo de animais exposto ao PCB126 ou veículo por 45 dias também não 

apresentou alteração nos níveis de glicose sanguínea, monitorado a cada dois dias 

(Figura 46B).  
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Figura 46: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a concentração de glicose sérica medida 

no sangue total de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias (A) ou 45 dias (B) por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma 
solução de PCB126 na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a 
solução veículo do PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Antes de cada exposição, os animais tiveram 
uma gota de sangue retirada da cauda e a glicemia foi quantificada em glicosímetro. Os animais expostos por 45 
dias foram monitorados a cada dois dias de exposição. Os resultados expressam a média ± e.p.m. da 
concentração de glicose no sangue obtido de 7-10 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada pelo 
teste t de Student não pareado.  
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4.4.2 Concentração de insulina sérica 

 A concentração de insulina encontrada no soro de animais expostos ao 

PCB126 foi maior que a insulina encontrada nos animais que receberam o veículo, 

decorridos 15 dias de exposição (Figura 47).  

 

 

 

 

 

 
Figura 47: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a concentração de insulina sérica 
quantificada no soro de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Para a determinação da concentração de insulina, o soro dos 
animais foi obtido pela coleta do sangue circulante dos animais expostos sem anticoagulante e armazenado a -
80 °C para posterior quantificação por técnica imunoenzimática. Os resultados expressam a média ± e.p.m. da 
concentração de insulina no soro obtidos de 7-10 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada pelo 
teste t de Student não pareado (*P<0,05 vs. veículo). 

 

4.4.3 Concentração de leptina sérica 

 A concentração de leptina foi determinada no soro dos animais expostos ao 

PCB126 ou veículo (Figura 48). Os dados obtidos mostram que não houve diferença 

na concentração de leptina encontrada nos animais expostos ao PCB126 em 

comparação aos animais que receberam o veículo. 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 48: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a concentração de leptina sérica 

determinado no soro de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Os resultados expressam a média ± e.p.m. da concentração de 
leptina no soro obtidos de 7-10 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada pelo teste t de Student 
não pareado. 
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4.4.4 Teste de tolerância à glicose endovenosa 

No teste de tolerância à glicose endovenosa, os animais sofreram privação 

alimentar por 5 horas e tiveram a glicemia basal (T0) quantificada por meio de 

glicosímetro. Após a sobrecarga de glicose (375 mg/mL, via endovenosa), o pico 

máximo de glicemia ocorreu após 5 minutos (T5), com um declínio nas 

concentrações sanguíneas após este tempo. Não houve alteração entre a glicemia 

dos animais expostos ao PCB126 na dose de 10 µg/kg de massa corporal e o 

veículo quando observamos a análise estatística da área sob a curva (Figura 49B). 

Por outro lado, na figura 49A, podemos perceber que após 5 minutos da injeção de 

glicose (T5), o aumento da concentração de glicose dos animais expostos ao 

PCB126 é maior que dos animais expostos ao veículo. 

A) B) 

 

 
Figura 49: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a curva glicêmica após teste de tolerância 

à glicose realizado em ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Para quantificação da curva glicêmica, após 5 horas de privação 
alimentar, os animais tiveram a glicemia basal (T0) quantificada, utilizando glicosímetro. Após sobrecarga de 
glicose pela injeção intravenosa de glicose 375 mg/mL, a glicemia do animal foi acompanhada nos tempos 5, 10, 
20, 30 e 60 minutos. Os resultados expressam a média ± e.p.m. da glicemia em cada ponto obtidos de 7-10 
animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada pelo teste t de Student não pareado (*P<0,05 vs. 
veículo). 
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4.4.5 Teste de tolerância à insulina endovenosa 

No teste de tolerância à insulina endovenosa, os animais sofreram privação 

alimentar por 5 horas e tiveram a glicemia basal (T0) quantificada por meio de 

glicosímetro. Após receber a dose de insulina, quantificamos o declínio da 

concentração de glicose sanguínea nos tempos 4, 8, 12 e 16 minutos (Figura 50A). 

A exposição ao PCB126 diminuiu a constante de decaimento da concentração de 

glicose sanguínea (KITT), como podemos observar na análise estatística na figura 

50B. 

A) B) 

  

 

 
Figura 50: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a curva glicêmica após teste de tolerância 
à insulina realizado em ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Para quantificação da curva glicêmica, após 5 horas de privação 
alimentar, os animais tiveram a glicemia basal (T0) quantificada utilizando glicosímetro. Após dose de insulina 
pela injeção intravenosa de insulina regular (0,75 U/kg de massa corporal), a glicemia do animal foi 
acompanhada nos tempos 4, 8, 12 e 16 minutos. Os resultados expressam a média ± e.p.m. da glicemia em 
cada ponto obtidos de 7-10 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada pelo teste t de Student não 
pareado (**P<0,01 vs. veículo). 

 

4.4.6 Expressão de GLUT4 em tecidos insulino-dependentes 

 A expressão do receptor de glicose foi quantificada por Western Blot em 

amostras de tecido adiposo e tecido muscular de animais expostos ao veículo ou ao 

PCB126. A figura 51A representa a expressão do receptor em tecido adiposo, onde 

o GLUT4 apresenta-se aumentado em amostras de animais expostos ao PCB126. 

Por outro lado, não houve diferença na expressão do GLUT4 em amostras de 

músculo gastrocnêmico (Figura 51B) de animais expostos ao poluente ou ao veículo. 
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Figura 51: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a expressão de GLUT4 determinado no 
tecido adiposo (A) e tecido muscular (B) de ratos Wistar machos.  
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Após 5 horas das últimas exposições, os animais foram 
anestesiados e o tecido adiposo (A) ou o músculo gastrocnêmico (B) foram coletados para análise posterior da 
expressão do transportador GLUT4 por Western Blot. Os resultados expressam a média ± e.p.m. da expressão 
de GLUT4/β-actina de tecidos obtidos de 6 animais em cada grupo (n=6). A análise estatística foi realizada de 
acordo com o Teste t de Student não pareado (**P<0,01 vs. veículo).  
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4.4.7 Ilhotas pancreáticas 

4.4.7.1 Análise morfológica das ilhotas de Langerhans 

No pâncreas dos animais expostos ao veículo ou PCB126 foi avaliada a área 

das ilhotas de Langerhans (Figura 52A). Não houve diferença significativa na área 

total ocupada pelas ilhotas pancreáticas dos animais expostos ao PCB126 em 

relação a área das ilhotas no pâncreas dos animais expostos ao veículo. Na figura 

52B, podemos observar uma foto representativa do resultado encontrado, de uma 

lâmina de pâncreas corada por HE.  
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Figura 52: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a área das ilhotas de Langerhans do 

pâncreas de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). A) Para quantificação da área ocupada pelas ilhotas de Langerhans 
no pâncreas dos animais, após 5 horas da última exposição, o pâncreas foi removido e mantido em solução de 
formol a 10% por 24 horas. Após este período, o tecido foi mantido em etanol a 70% até a confecção de lâminas 
histológicas, coradas por HE e analisadas por microscopia óptica. B) Figura representativa de uma ilhota de 
Langerhans de animais expostos ao veículo ou PCB126 na dose de 10 µg/kg de massa corporal, em aumento de 
10 vezes. Os resultados expressam a média ± e.p.m. da área ocupada pelas ilhotas de Langerhans, analisadas 
em lâminas histológicas de pâncreas, obtidos de 6 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de 
acordo com o Teste t de Student não pareado. 
  

Veículo PCB126 10 µg/kg 
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4.4.7.2 Avaliação da viabilidade e ciclo celular nas ilhotas de Langerhans 

A exposição ao PCB126 não causou alterações na viabilidade das células 

isoladas das ilhotas de Langerhans (Figura 53A), no ciclo celular (Figura 53B), ou 

ainda, na fragmentação do DNA (resultados não mostrados). 
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Figura 53: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a viabilidade (A) e ciclo celular (B) de 

ilhotas de Langerhans isoladas de ratos Wistar machos.  
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Após 5 horas das últimas exposições, as ilhotas de Langerhans 
foram isoladas e lisadas para avaliação da viabilidade celular (A) e ciclo celular (B) por citometria de fluxo, 
mensurando a % de células marcadas com anexina V e PI. A análise foi realizada em citômetro de fluxo 
FACSCanto II e a quantificação das mesmas pelo aplicativo FlowJo. Os resultados expressam a média ± e.p.m. 
da média da intensidade da fluorescência obtidos de 6 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada 
de acordo com a análise de variância (ANOVA) de 2 vias, seguida pelo pós-teste de Bonferroni.  
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4.4.7.3 Avaliação do estresse oxidativo nas ilhotas de Langerhans 

Após o período de exposição ao PCB126 ou veículo, as ilhotas de 

Langerhans foram isoladas e incubadas in vitro com DCFH-DA (Figura 50) ou DHE 

(Figura 54), para avaliar o estresse oxidativo gerado pela exposição. A dose de 10 

µg/kg de massa corporal de PCB126 aumentou a produção de espécies reativas de 

oxigênio (Figura 54A), mas não a geração do ânion superóxido nas ilhotas, 

demonstrada na Figura 55A. As figuras 54B e 55B indicam imagens representativas 

das ilhotas de animais expostos ao veículo ou PCB126, obtidas por microscopia de 

fluorescência.  

A) B) 

  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
Figura 54: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a geração de espécies reativas de 

oxigênio pelas ilhotas de Langerhans obtidas do pâncreas de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). A) Para quantificação da produção de espécies reativas de oxigênio 
pelas ilhotas de Langerhans, após 5 horas da última exposição, as ilhotas foram isoladas e incubadas in vitro 

com DCFH-DA 30 µmol/L por 30 minutos, a 37 ºC. Após o período de incubação, a intensidade de fluorescência 
foi visualizada em microscópio de fluorescência; B) Imagem representativa de uma ilhota pancreática visualizada 
em microscópio de fluorescência. Os resultados representam a média ± e.p.m. da intensidade de fluorescência 
(expresso em unidades arbitrárias) das ilhotas de animais isoladas do pâncreas obtidos de 4 animais em cada 
grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com o Teste t de Student não pareado (***P<0,001 vs. 
veículo). 
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Figura 55: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a geração de ânion superóxido pelas 
ilhotas de Langerhans obtidas do pâncreas de ratos Wistar machos. 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). A) Para quantificação da produção de ânion superóxido pelas 
ilhotas de Langerhans, após 5 horas da última exposição, as ilhotas foram isoladas e incubadas in vitro com DHE 

10 µmol/L por 30 minutos, a 37 ºC. Após o período de incubação, a intensidade de fluorescência das ilhotas foi 
visualizada em microscópio de fluorescência; B) Imagem representativa de uma ilhota pancreática visualizada 
em microscópio de fluorescência. Os resultados representam a média ± e.p.m. da intensidade de fluorescência 
(expresso em unidades arbitrárias) das ilhotas de animais isoladas do pâncreas obtidos de 4 animais em cada 
grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com o Teste t de Student não pareado. 
 

4.4.7.4 Quantificação de mediadores inflamatórios em sobrenadante de cultura de 

ilhotas de Langerhans 

Adicionalmente, realizamos a quantificação da concentração de mediadores 

em sobrenadante de cultura de ilhotas de Langerhans. Os dados encontrados 

indicam que os animais expostos ao PCB126 na dose de 10 µg/kg de massa 

corpórea produziram maior quantidade de NO2
- (Figura 56) e IL-6 (Figura 57) em 

comparação com as ilhotas de Langerhans obtidas de animais expostos ao veículo, 

quando presente em meio de cultura contendo alta concentração de glicose (16,7 

mmol/L). 

 Por outro lado, não houve alteração na concentração de insulina detectável 

no sobrenadante de cultura de ilhotas após exposição ao PCB126 em comparação 

às ilhotas de animais que receberam o veículo (Figura 58). Vale ressaltar ainda, que 

a concentração de TNF não foi detectável nas amostras sobrenadante de cultura de 

ilhotas pancreáticas. 
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Figura 56: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a concentração de NO2

-
 produzidas pelas 

ilhotas de Langerhans, obtidas do pâncreas de ratos Wistar machos, estimuladas por meio de cultura com alta 
concentração de glicose (16,7 mmol/L). 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Para determinação da concentração de NO2

-
 no sobrenadante de 

cultura de ilhotas de Langerhans, os animais foram anestesiados com pentobarbital de sódio, eutanasiados 5 
horas após as últimas exposições e as ilhotas de Langerhans foram coletadas e incubadas a 37 ºC, em estufa 
contendo 5% de CO2, por 24 horas, em meio de cultura RPMI com alta concentração de glicose (16,7 mmol/L). O 
sobrenadante da cultura foi coletado para posterior quantificação de NO2

- 
por reação de Griess. Os resultados 

expressam a média ± e.p.m. da concentração de NO2
-
 no sobrenadante de cultura de ilhotas coletado de 7 

animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com o Teste t de Student não pareado 
(*P<0,05 vs. veículo). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 
Figura 57: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a concentração de IL-6 produzida pelas 

ilhotas de Langerhans, obtidas do pâncreas de ratos Wistar machos, estimuladas por meio de cultura com alta 
concentração de glicose (16,7 mmol/L). 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Para determinação da concentração de IL-6 no sobrenadante de 
cultura de ilhotas de Langerhans, os animais foram anestesiados com pentobarbital de sódio, eutanasiados 5 
horas após as últimas exposições e as ilhotas de Langerhans foram coletadas e incubadas a 37 ºC, em estufa 
contendo 5% de CO2, por 24 horas, em meio de cultura RPMI com alta concentração de glicose (16,7 mmol/L). O 
sobrenadante da cultura foi coletado para posterior quantificação de IL-6

 
por reação de imunoenzimática (ELISA). 

Os resultados expressam a média ± e.p.m. da concentração de IL-6 no sobrenadante de cultura de ilhotas 
coletado de 7 animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com o Teste t de Student não 
pareado (*P<0,05 vs. veículo). 
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Figura 58: Efeito da exposição in vivo ao PCB126 ou ao veículo sobre a concentração de insulina produzida 

pelas ilhotas de Langerhans, obtidas do pâncreas de ratos Wistar machos, estimuladas por meio de cultura com 
alta concentração de glicose (16,7 mmol/L). 
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilação intranasal, uma vez ao dia, a uma solução de PCB126 
na dose de 10 µg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solução veículo do 
PCB126 (solução fisiológica + 0,5% DMSO). Para determinação da concentração de insulina no sobrenadante de 
cultura de ilhotas de Langerhans, os animais foram anestesiados com pentobarbital de sódio, eutanasiados 5 
horas após as últimas exposições e as ilhotas de Langerhans foram coletadas e incubadas a 37 ºC, em estufa 
contendo 5% de CO2, por 24 horas, em meio de cultura RPMI com alta concentração de glicose (16,7 mmol/L). O 
sobrenadante da cultura foi coletado para posterior quantificação de insulina por reação imunoenzimática. Os 
resultados expressam a média ± e.p.m. da concentração de insulina no sobrenadante de ilhotas coletadas de 7 
animais em cada grupo. A análise estatística foi realizada de acordo com o Teste t de Student não pareado.  
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5 Discussão  

Os efeitos deletérios à saúde causados pela exposição aos poluentes 

ambientais têm ganhado destaque na literatura nos últimos anos. Nesse sentido, 

vários relatos têm demonstrado correlação positiva entre exposição aos POPs e o 

desenvolvimento de doenças metabólicas, como o DM, porém, em estudos 

eminentemente epidemiológicos (AIRAKSINEN et al., 2011; EVERETT; THOMPSON, 

2012; JAACKS; STAIMEZ 2015; JONES et al., 2008; LEE et al., 2014; RIGNELL-

HYDBOM et al., 2007a, 2009b; SCHELL et al., 2010; SILVERSTONE et al., 2012; 

TAYLOR et al., 2013; WU et al., 2013). Entre estes poluentes, os PCBs têm recebido 

grande atenção, uma vez que foram amplamente empregados pela indústria em 

uma variedade de equipamentos e produtos, como também em praguicidas, devido 

às suas excelentes propriedades físico-químicas (CASTRO-JIMÉNEZ, GONZALES, 

2011; ERICKSON; KALEY, 2011). Recentemente, a importância da exposição 

ambiental aos PCBs pela via inalatória vem sendo discutida como sendo tão 

relevante quanto a exposição ocupacional (FREDERIKSEN et al., 2012; 

FITZGERALD et al., 2007; HARRAD et al., 2009; ONO et al., 2012), uma vez que as 

concentrações encontradas desses poluentes em ambientes fechados têm sido 

superiores às obtidas em ambientes abertos (ANNAMALAI; NAMASIVAYAM 2015; 

HU et al., 2010; HULIN et al., 2012; ROBERTSON; LUDEWIG, 2011; WHO, 2003). 

Desta forma, a literatura tem relatado um aumento dos estudos dos efeitos 

deletérios dos PCBs presentes no ar, em especial, pela relação da sua exposição e 

a incidência de doenças metabólicas (ANNAMALAI; NAMASIVAYAM 2015; LANGER, 

2010; LEE et al., 2011; PERSKY et al., 2012). Além disso, a diversidade de POPs no 

meio ambiente leva a exposições distintas e os indicadores de efeitos mais 

comumente empregados para caracterizar a exposição, como a indução das 

enzimas CYPs no fígado, podem apresentar variabilidades importantes (DHAKAL et 

al., 2013; LAUBY-SECRETAN et al., 2013; VAN DUURSEN et al., 2005). Por isso, a 

identificação de biomarcadores de exposição, de efeito ou de susceptibilidade é 

importante para a estimativa da exposição aos PCBs por esta via. 

Com base na descrição acima, foi de interesse do nosso grupo de pesquisa 

investigar os efeitos desencadeados pela exposição intranasal ao PCB126, tais 

como, alterações metabólicas e inflamatórias, e se estas poderiam estar associadas 

ao início do desenvolvimento do diabetes mellitus. Para tanto, foi estabelecido como 

modelo de exposição ambiental, o período de quinze dias de exposição, uma vez ao 
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dia, nas doses de 0,1; 1 ou 10 µg/kg de massa corporal. A escolha das doses de 

PCB126 foi baseada em trabalhos da literatura que utilizam doses semelhantes de 

outros congêneres de PCBs, para estudos por via oral (KOPEC et al., 2010; 

MARTIN; KLAASSEN, 2010; ZHENG et al., 2011). Ressaltamos que, poucos são os 

estudos experimentais que relatam os efeitos da exposição aos PCBs por via 

inalatória, e os descritos na literatura (CASEY et al., 1999; DHAKAL et al., 2013; HU 

et al., 2010, 2012) empregam doses maiores que as utilizadas neste trabalho. 

Uma vez que os dados da literatura são controversos quanto aos efeitos da 

exposição aos PCBs, já que os protocolos de exposição utilizam em sua maioria 

misturas de congêneres, variando o tempo e as vias de exposição, o primeiro passo 

do presente trabalho foi caracterizar o protocolo de exposição utilizado. Para tanto, 

quantificamos a presença de PCB126 e a expressão de AhR em diferentes tecidos. 

Os resultados obtidos mostraram que o indicador de exposição está presente em 

amostras de fígado e pulmão de animais expostos, mas não no soro (dados não 

mostrados), sugerindo que a exposição ao PCB126 realizada neste protocolo é de 

baixa intensidade. Adicionalmente, a mensuração do receptor AhR confirmou a 

eficiência do protocolo de exposição estabelecido neste trabalho, já que sua 

expressão foi significantemente aumentada em diferentes tecidos, em especial no 

rim e no fígado (Figura 8). Vale ressaltar que a análise da expressão do receptor 

AhR é uma das estratégias utilizadas pela literatura para demonstrar a exposição 

aos PCBs, em diferentes modelos experimentais (CALÒ et al., 2014; WOJTOWICZ 

et al., 2005).  

Em conjunto, os dados apresentados mostram que a exposição ao PCB126 

aqui realizada, pode ser de fraca intensidade e por período de tempo curto, mas 

suficiente para causar toxicidade, avaliada por diferentes estratégias descritas a 

seguir. Para tanto, a partir deste ponto, a discussão encontra-se dividida em três 

subitens, para facilitar a compreensão do leitor. 

 
5.1 Alterações metabólicas causadas pela exposição ao PCB126 

Um importante parâmetro na avaliação da toxicidade dos POPs é a massa 

corporal. Embora haja divergências importantes nos dados apresentados na 

literatura, sugerindo aumento ou redução da massa corporal, é evidente notar que 

as discrepâncias estão associadas a diferentes protocolos de exposição, em 

especial quanto ao tempo (ARIYOSHI et al., 1998; CHU et al., 1994). No entanto, 
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estudos epidemiológicos mostram que a exposição crônica humana a baixas 

concentrações de PCBs com poucas substituições cloradas está associada à 

presença ou ao desenvolvimento de obesidade abdominal e ao aumento de tecido 

adiposo visceral ou subcutâneo (DIRINCK et al., 2014; LEE et al., 2012; RÖNN et al., 

2011; ROOS et al., 2013). Em condições de exposição ao PCB126 utilizadas neste 

trabalho, na dose de 10 µg/kg de massa corporal, observou-se aumento do ganho 

de massa corpórea do início ao final do protocolo experimental, sem alteração no 

padrão de consumo de água e ração, monitorados diariamente, e, ao contrário do 

esperado, observou-se redução de massa do tecido adiposo, mais especificamente 

das gorduras retroperitoneal e periepididimal. Estes resultados, em conjunto, 

sugerem claramente que a exposição ao PCB126 causa importantes alterações da 

homeostasia. Neste sentido, podemos supor que o aumento da massa corporal 

possa ser decorrente de um edema generalizado, causado por um processo 

inflamatório sistêmico ou por disfunção hepática e/ou renal. No entanto, a inflamação 

sistêmica parecer não ser o mecanismo mais plausível, uma vez que os níveis 

plasmáticos de mediadores pró-inflamatórios não foram alterados pela exposição ao 

PCB126 (Figura 37). No entanto, a alteração destes parâmetros pode não ser 

detectada em condições subclínicas de inflamação (HOTAMISLIGIL, 2006; HU et al., 

2015). Por outro lado, o fato da indução da expressão de AhR ser altamente 

expressiva no rim de animais expostos ao PCB126, sugerindo que este pode ser um 

tecido alvo de toxicidade, associado ao aumento de creatinina sérica (Figura 11), 

nos leva a supor que possa estar havendo retenção líquida por disfunção renal. De 

fato, dados da literatura mostram que a exposição in vivo ao TCDD ou misturas de 

PCBs levam à nefrotoxidade, evidenciada pelo aumento de creatina sérica, de uréia, 

da expressão de CYPs e do estresse oxidativo no rim (LU et al., 2009).  

Quanto à massa dos órgãos internos, detectou-se somente aumento da 

massa úmida, mas não da massa seca do fígado. Não foi observada alteração da 

massa de outros órgãos como rim, baço, pulmão e fêmur. Estes dados não 

corroboram os encontrados na literatura, que mostram aumento da massa destes e 

de outros órgãos após exposição ao PCB126, utilizando concentrações, tempos e 

vias de exposições diferentes das utilizadas no presente trabalho (CHU et al., 1994; 

LIND et al., 2004). 

A literatura mostra que o fígado é um tecido-alvo na intoxicação por PCBs, o 

que é confirmado pelo aumento da expressão de AhR e de enzimas de 
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biotransformação, bem como por lesão hepática (NTP, 2006; OVANDO et al., 2006). 

A atividade das enzimas hepáticas exerce um importante papel como marcardores 

de alteração da homeostasia e como marcadores de exposição à xenobióticos, 

como, por exemplo, o gama GT (LEE. JACOBS, 2009), que estava aumentado nos 

animais expostos ao PCB126, corroborando dado recente da literatura que 

encontrou aumento do gama GT sérico em pacientes com altos níveis de PCBs no 

soro (SERDAR et al., 2014).  

As demais enzimas de função hepática não foram alteradas, mas, por outro 

lado vale ressaltar que no estudo realizado por Zheng e colaboradores (2011), 

camundongos foram expostos ao PCB126 nas doses de 0,3; 3; 15 ou 30 µg/kg de 

massa corporal, por via oral, por dois dias, e também não foi observada alteração na 

atividade de ALT, mas sim, aumento da massa do fígado, da massa corporal e do 

perfil lipídico, semelhante aos nossos resultados. De fato, aliado ao aumento da 

massa, detectamos alterações no perfil lipídico, caracterizado por aumento do 

colesterol total, HDL e VLDL no soro dos animais. Estas alterações parecem ser 

relevantes com relação à toxicidade causada pelo PCB126, uma vez que são 

comuns aos demais protocolos de exposição aos PCBs (CHU et al., 1994; LIND et 

al., 2004; SHEN et al., 2012; ZHENG et al., 2011). 

Embora o HDL colesterol seja conhecido como o “colesterol bom”, devido a 

sua descrição como protetor contra doenças coronarianas e aterosclerose, 

recentemente alguns estudos têm demonstrado que o aumento dos níveis do HDL 

colesterol em certas condições clínicas específicas não é mais visto como benéfico, 

uma vez que promove efeitos vasculares deletérios, tais como, disfunção endotelial 

e ativação endotelial proinflamatória (RODRIGUES et al., 2014), condições que 

podem levar ao desenvolvimento de doenças ateroscleróticas em pacientes 

portadores de doença renal crônica, por exemplo (SPEER et al., 2013). Desta forma, 

passa a ser importante avaliar não só os níveis de HDL colesterol no organismo, 

mas também a função desta fração lipídica (PEARSON, 2006; SPEER et al., 2013). 

Assim, com base em dados epidemiológicos humanos, os efeitos observados no 

metabolismo do colesterol pela exposição aos PCBs podem ser responsáveis por 

sérios efeitos cardiovasculares (GONCHAROV et al., 2008; LEE et al., 2011; LIND et 

al., 2004).  

Adicionalmente, houve aumento nos níveis de triglicerídeos no soro, e embora 

estudos epidemiológicos correlacionem altos níveis de triglicerídeos à exposição aos 



112 

 

PCBs (GONCHAROV et al., 2008; LEE et al., 2011; PATEL et al., 2012; PELCLOVA 

et al., 2001), os dados experimentais são controversos na literatura (LIND et al., 

2004). Em estudos epidemiológicos e genéticos foi evidenciado que o aumento dos 

triglicerídeos, do colesterol ou das lipoproteínas ricas em triglicerídeos pode ser 

considerado causa adicional de doença cardiovascular e aterosclerose. Por outro 

lado, estudos conclusivos devem ser realizados para confirmar o benefício da 

redução do risco de doenças cardiovasculares com a redução dos níveis de 

triglicerídeos (KOHAN et al., 2015; MILLER et al., 2011; NORDESTGAARD; VARBO, 

2014). Consequentemente, os altos níveis de triglicerídeos encontrados reforçam as 

importantes alterações na homeostasia observadas nos animais expostos ao 

PCB126. 

Um dado interessante encontrado no presente trabalho foi a redução na 

massa do coração em animais expostos à maior dose do PCB126. De fato, Jokinen 

e colaboradores (2003) observaram cardiomiopatia e arterite em animais expostos 

ao PCB126, por via oral, na dose de 1 µg/kg/dia, durante dois anos, e sugeriram que 

o coração é um órgão-alvo da exposição a este agente químico. Dando 

embasamento a esta hipótese, relembramos que houve alteração no perfil lipídico 

em nosso modelo experimental e que o aumento do colesterol e triglicerídeos é fator 

de risco importante para doenças cardiovasculares, como descrito acima (KOHAN et 

al., 2015; NORDESTGAARD; VARBO, 2014). Dessa forma, a exposição ao PCB126 

leva a alterações metabólicas importantes que podem funcionar, por exemplo, como 

marcadores de doença ou de exposição. 

 

5.2 Redução da resposta de leucócitos à ativação de GPCR 

 O sistema imune é extremamente sensível aos efeitos tóxicos das 

substâncias químicas, mas pouco se sabe sobre os efeitos em longo prazo da 

exposição aos poluentes clorados. Como já salientado, as células do sistema imune 

participam efetivamente da resposta do hospedeiro, e embora sejam descritas 

diferentes estratégias para testar a imunotoxicidade das substâncias químicas, um 

importante marcador de alterações imunes é a avaliação de parâmetros 

hematológicos de rotina (SERDAR et al., 2014; TRYPHONAS, 2001). O efeito 

imunossupressor dos PCBs tem sido relatado pela literatura em estudos com 

animais de experimentação, estudos in vitro ou ainda em humanos expostos a altas 

concentrações do poluente. No protocolo de exposição utilizado neste trabalho, o 
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PCB126 causou modificações no perfil de leucócitos circulantes, tanto em número 

quanto em função.  

  Modificações no número de leucócitos circulantes devem ser decorrentes da 

mielotoxicidade, já que reduções do número de neutrófilos, linfócitos e de células 

vermelhas, diminuindo a produção de eritroblastos policromáticos, foram 

encontrados na medula óssea destes animais após exposição ao PCB. É importante 

salientar que Meisner e colaboradores (1992) não constataram alteração no número 

de células na medula óssea após tratamento com uma combinação de PCBs, por 

um ano, por via oral, embora estas células tenham apresentado maior dano 

cromossomal. Por outro lado, estudo recente de Serdar e colaboradores (2014) 

encontrou redução no número de leucócitos totais, hemácias, hemoglobina e 

hematócrito em pacientes com altos níveis de PCBs no soro, corroborando nosso 

trabalho com os dados encontrados na série branca, mas não na série vermelha. 

Adicionalmente, alguns estudos relataram redução no número de linfócitos 

circulantes após exposição in vivo a combinações de congêneres de PCBs ou em 

associação com outros POPs (NAKANISHI et al., 1995; SARGENT et al., 1991). 

Ainda, constataram que a exposição aos POPs altera a imunofenotipagem de 

linfócitos e induzem variação entre a taxa de CD4+/CD8+ (SERDAR et al., 2014), de 

acordo com a quantidade de dioxina consumida por crianças (NAKANISHI et al., 

1995; SARGENT et al., 1991). Já em estudos in vitro, os PCBs parecem alterar a 

cinética de maturação de timócitos (HORVÁTHOVÁ et al., 2011; LYCHE et al., 2004; 

LEIJS et al., 2009; NAGAYAMA et al., 1998). 

No presente trabalho, mostramos que o número de linfócitos no sangue está 

diminuído em animais expostos ao PCB126 e que esta redução pode ser decorrente 

de uma menor migração de células da medula óssea e maior migração para o baço, 

uma vez que o número destas células no baço, um tecido de acúmulo, proliferação e 

degradação de linfócitos em ratos, estava aumentado. No entanto, a proliferação de 

linfócitos esplênicos estava normal após a exposição ao PCB126, quando estes 

foram incubados in vitro com concanavalina A ou LPS, que estimulam a proliferação 

de linfócitos T e B, respectivamente. Estes últimos dados não refletem os resultados 

da literatura obtidos em ensaios de incubação com PCBs, in vitro (LEVIN et al., 

2005; LIE et al., 2005; MORI et al., 2006; 2008), ou in vivo em peixes (DUFFY-

WHRITENOUR et al., 2010), sugerindo a complexidade do efeito imunotóxico do 
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PCB126 in vivo ou ainda, diferenças interespécies na resposta imunológica frente a 

esse poluente. 

Aliado ao efeito mielotóxico do PCB126, a motilidade de linfócitos entre 

compartimentos pode estar alterada, como também a de neutrófilos, já que a 

expressão de moléculas de adesão envolvidas com a interação endotelial foi 

alterada pelo PCB126. A CD62L (L-selectina) é expressa constitutivamente na 

membrana de leucócitos e tem papel relevante na recirculação de linfócitos em 

condições basais e no recrutamento inicial de linfócitos, neutrófilos e monócitos na 

inflamação (IVETIC, 2013; MULLER, 2012). Após exercer suas propriedades 

adesivas ao endotélio, via ligação a outras selectinas ou a carboidratos fucosilados, 

a L-selectina é clivada pela ação de metaloproteases de membrana. Esta clivagem é 

responsável pela ativação leucocitária para os eventos migratórios subsequentes 

(IVETIC, 2013). Os nossos dados mostram que a expressão de L-selectina e sua 

clivagem de membrana após ativação celular por fMLP, foi reduzida pela exposição 

ao PCB126. Vale ressaltar que não há dados na literatura indicando efeito da 

exposição às bifenilas policloradas e expressão de moléculas de adesão em 

leucócitos, o que torna esse resultado bastante relevante, visto que pode explicar 

alterações de resposta leucocitária frente a estímulos fisiológicos e/ou patológicos 

após exposição ao poluente. 

Portanto, a intoxicação com PCB126 afeta a expressão e a atividade de 

receptores de membrana em leucócitos ou a subsequente ativação celular. 

Corroborando esta última afirmação, verificamos ainda que a exposição in vivo ao 

PCB126 reduziu a capacidade de linfócitos e neutrófilos expressarem CD18 (β2-

integrina) e CD31 (PECAM-1) após ativação pelo fMLP. As β2-integrinas, que 

incluem como membro o CD18, são moléculas que estão presentes exclusivamente 

em leucócitos e a expressão desta proteína na membrana celular ocorre após 

ativação das células por vários mediadores inflamatórios. Pela ligação a moléculas 

da superfamília das imunoglobulinas, o CD18 medeia a firme adesão destas células 

ao endotélio e a sinalização intracelular para a secreção de mediadores 

inflamatórios (HERTER; ZARBOCK, 2013; MULLER, 2012). A PECAM-1 é uma 

molécula da superfamília das imunoglobulinas responsável pela adesão e 

transmigração dos leucócitos através da parede vascular (HERTER; ZARBOCK, 

2013; MULLER, 2012;). Ambas, a β2-integrina e PECAM-1, são estocadas em 

grânulos intracelulares e a expressão destas proteínas é dependente de 
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translocação de moléculas pré-sintetizadas e controle/regulação de expressão 

gênica (HERTER; ZARBOCK, 2013; MULLER, 2012).  

Com o intuito de verificar se a alteração da expressão dessas moléculas por 

efeito do PCB126 poderia influenciar a função dos leucócitos, utilizamos microscopia 

intravital, e analisamos a microcirculação de diferentes leitos vasculares de ratos 

submetidos à exposição com PCB126 ou solução controle. A análise da interação 

leucócito-endotélio in vivo mostrou um prejuízo na resposta dos leucócitos obtidos 

de animais expostos ao PCB126, no que concerne a sua aderência às vênulas pós-

capilares do mesentério e pâncreas após estimulação tópica do leito vascular com 

fMLP. Adicionalmente, verificamos um aumento na concentração da molécula de 

adesão solúvel, sICAM-1. A ICAM-1 atua como um contra-receptor para o antígeno 

associado à função de linfócitos (LFA-1): a interação entre ICAM-1, presente em 

células endoteliais, e o LFA-1 facilita a adesão de leucócitos e a migração através do 

endotélio. A sua forma solúvel vem sendo associada ao desenvolvimento de 

diversas condições, como hipertensão, diabetes e obesidade (GLOWINSKA et al., 

2005; WITKOWSKA; BORAWSKA, 2004). Por outro lado, não foi observado 

alteração nas moléculas de adesão solúveis sVCAM-1 e sPECAM-1. 

Os efeitos da exposição ao PCB126 nestas moléculas sugerem interferências 

em importantes funções dos leucócitos, que são essenciais fisiologicamente, não 

somente para a sua translocação, mas também para a defesa do organismo. Sabe-

se que o fMLP é um produto bacteriano que após ligação ao seu receptor FPR-1 

(formyl peptide receptor-1), encontrado na membrana celular de diversas células 

imunes e pertencente a uma superfamília de receptores conhecida como GPCRs 

(receptores acoplados à proteína G), ativa vias intracelulares responsáveis pela 

adesão dos leucócitos circulantes às paredes dos vasos, por sua locomoção no 

tecido inflamado e por sua atividade killing. Li e colaboradores (2013) demonstraram 

que moradores de uma região próxima à reciclagem de lixo eletrônico na China, 

apresentavam altas concentrações de PCBs no soro e que a resposta de neutrófilos 

quanto a geração de espécies reativas de oxigênio estava reduzida, indicando um 

prejuízo na resposta imune inata dessa população. Da mesma forma, no protocolo 

de exposição ao PCB126 utilizado, observamos que a capacidade de geração de 

espécies reativas por neutrófilos obtidos de animais expostos ao PCB126 estava 

reduzida após estimulação com o agente fMLP, resultado este já esperado, visto que 

a utilização deste estímulo inflamatório anteriormente provocou outras alterações em 
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funções de neutrófilos, como também reduziu a capacidade de migração destas 

células. Por isso, a via de ativação mediada por GPCR passou a ser o foco de 

investigação do trabalho, aliado ao fato de que outros estímulos inflamatórios 

utilizados, como o PMA e o LPS, não causaram as alterações previamente 

observadas com o fMLP, e de que não foi observada alterações na expressão do 

receptor TLR4 em neutrófilos, importante receptor de reconhecimento do LPS. 

Nossa hipótese de que o PCB126 interfere com a via de ativação induzida por fMLP 

foi fortalecida ao constatarmos redução na expressão do receptor FPR-1 em 

neutrófilos obtidos de animais expostos ao poluente.  

Como já discutido na introdução, o mecanismo de ação proposto para os 

PCBs tipo-dioxina é a sua ligação ao receptor AhR, diferentemente dos PCBs tipo 

não-dioxina, que não apresentam esta afinidade. A literatura é controversa em 

relação à presença do receptor AhR em neutrófilos (STOCKINGER et al., 2014; 

BEISCHLAG et al., 2008) e, de fato, os efeitos dos PCBs sobre a redução dos 

leucócitos totais parece envolver outros mecanismos além de sua ligação ao 

receptor AhR, uma vez que estas alterações também foram observadas com a 

exposição aos PCBs tipo não-dioxina (SERDAR et al., 2014). Desta forma, baseado 

na literatura (OLIVERO-VERBEL & GANEY, 1998), quatro concentrações de 

PCB126 foram escolhidas e incubadas com neutrófilos in vitro, para avaliação do 

efeito direto do poluente sobre estas células. Mesmo que poucos trabalhos relatem a 

citotoxicidade causada pelo PCB126 ou pela estimulação com fMLP em neutrófilos 

(OLIVERO-VERBEL & GANEY, 1998; SWEET et al., 2006), não observamos 

alteração na viabilidade celular de leucócitos totais obtidos de animais expostos ao 

PCB126 ou de neutrófilos tratados in vitro com PCB126. Os resultados encontrados 

após estimulação in vitro ao PCB126 não refletem os efeitos observados após 

exposição in vivo ao poluente, pois não foi observado prejuízo na geração de 

espécies reativas de oxigênio, na expressão do receptor FPR-1 e na capacidade de 

migração dos neutrófilos. Assim, podemos sugerir que o efeito imunotóxico do 

PCB126 parece não ser decorrente de ação direta sobre a membrana celular dos 

neutrófilos, ou melhor, sobre os receptores FPR-1 destas células, indicando um 

mecanismo de ação complexo in vivo do PCB126 e ainda não elucidado.  
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5.3 Resistência insulínica causada pela exposição ao PCB126 

A inflamação parece ser um dos principais mecanismos envolvidos com o 

desenvolvimento do DM induzido pela exposição a poluentes orgânicos persistentes 

e, principalmente, aos PCBs (KIM et al., 2012). Após constatarmos alterações em 

parâmetros inflamatórios e metabólicos decorrentes do protocolo de exposição 

estabelecido, passamos a investigar se o PCB126 levaria ao desenvolvimento do 

DM e, adicionalmente, se haveria envolvimento destas alterações, previamente 

encontradas neste trabalho, com a gênese da doença, na tentativa de determinar 

possíveis indicadores de efeito precoces para exposição ao PCB126 e para o 

estabelecimento do DM, como, por exemplo, a redução do número e atividade de 

leucócitos, que têm sido recentemente descritas como um sinal pré-clínico do DM 

(HARSUNEN et al., 2013). 

Embora os níveis de glicose sanguínea e a tolerância à glicose não tenham 

sido alterados nos animais expostos, a sensibilidade à insulina estava diminuída 

após a exposição ao PCB126 na dose de 10 µg/kg de massa corpórea. Este dado 

corrobora trabalhos recentes da literatura, que demonstram que a exposição ao 

PCB126 ou ao PCB77, por via oral, nas doses de 3,3 mg/kg ou 50 mg/kg de massa 

corpórea, respectivamente, leva a tolerância à glicose e à insulina (BAKER et al., 

2013). 

 Nesta condição de tolerância à insulina, ocorre uma diminuição da 

sensibilidade dos tecidos alvo de ação da insulina em responder à concentração de 

insulina basal (PRENTKI; NOLAN, 2006), e como um mecanismo compensatório, as 

células β pancreáticas aumentam a produção e secreção de insulina, por aumento 

do número de células β pancreáticas ou por aumento da sua função (BUTLER et al., 

2003; KASUGA, 2006; PRENTKI; NOLAN, 2006; STEIL et al., 2001). Uma vez que 

esta condição se mantenha, o esforço exercido pode levar à falência da célula β por 

apoptose (KASUGA, 2006; PRENTKI; NOLAN, 2006). Adicionalmente, um aumento 

de evidências experimentais tem indicado que a célula β pancreática é um alvo 

relevante e sensível da toxicidade das substâncias tipo-dioxina (DE TATA, 2014). 

Diante do exposto, foi interesse do nosso grupo avaliar morfologicamente e 

funcionalmente as ilhotas de Langerhans dos animais expostos ao PCB126, já que a 

compreensão dos eventos que ocorrem no número e função das células β 

pancreáticas antes do estabelecimento do diabetes tipo I ou tipo II pode permitir a 
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aplicação de estratégias de intervenção, com o objetivo de prevenir ou retardar o 

desenvolvimento da doença (LINDSKOG et al., 2010). 

De fato, a exposição ao PCB126 levou ao aumento da concentração sérica de 

insulina, mas, por outro lado, a análise histológica do pâncreas não confirmou a 

hipótese de alteração morfológica causada pela exposição ao PCB126, ou seja, não 

houve aumento do número/área ocupada pelas ilhotas no pâncreas. Adicionalmente, 

não foi visualizada alteração no ciclo celular ou aumento da fragmentação do DNA 

nas células β, indicando que o protocolo de exposição não levou a morte/destruição 

celular do pâncreas, dado este confirmado pela avaliação da viabilidade das células 

β. Embora na figura 53A exista uma alta prevalência de células pancreáticas em 

necrose, podemos afirmar que a manipulação para isolamento destas células, mas 

não a exposição ao PCB126, é que levou a esta condição, uma vez que não houve 

diferença nesse parâmetro nos grupos tratados com veículo ou com PCB. A 

porcentagem de células viáveis se manteve acima de 60%. 

Como mencionado na introdução, os tecidos insulino-dependentes também 

podem estar diretamente relacionados ao estabelecimento do DM. Entre estes 

tecidos, destacamos o tecido adiposo como um dos tecidos-alvo de ação do 

PCB126 (BAKER et al., 2003; 2015; GADUPUDI et al., 2015). O aumento da 

expressão do transportador de glicose GLUT4 é também um dos mecanismos 

compensatórios do organismo em resposta à redução da sensibilidade à insulina. De 

fato, observamos o aumento da expressão do transportador de glicose no tecido 

adiposo, mas não no tecido muscular. 

Adicionalmente, dados da literatura indicam que a resistência à insulina 

causada pela exposição aos PCBs está associada ao aumento da expressão de 

TNF no tecido adiposo (BAKER et al., 2013; CAWTHORN; SETHI, 2008). Baker e 

colaboradores em estudo recente (2015) demonstraram que o receptor AhR medeia 

a homeostase da glicose ao promover a inflamação do tecido adiposo, em 

camundongos. Embora exista relação entre o aumento da concentração de citocinas 

pró-inflamatórias séricas ou localizadas, como o TNF e a IL-1β, e a progressão da 

disfunção das células β pancreáticas (WANG et al., 2010), de uma forma geral não 

foram encontrados sinais de inflamação sistêmica no animais expostos ao PCB126, 

principalmente ao observamos os tecidos pancreático e adiposo; ao contrário disso, 

sinais de estresse oxidativo, que também podem contribuir para a falha da produção 
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de insulina pelas células β (KASUGA, 2006; PRENTKI; NOLAN, 2006), foram 

encontrados localmente nas ilhotas, como descrito adiante. 

Assim como a inflamação, a lipólise é um dos fatores que leva à iniciação 

e/ou a progressão da falência da célula β (KASUGA, 2006; PRENTKI; NOLAN, 

2006). Vale relembrar que a exposição ao PCB126 causou redução da massa do 

tecido adiposo e que, em conjunto com o alto índice sérico de triglicerídeos dos 

animais expostos ao PCB126, podemos confirmar a ocorrência de lipólise neste 

tecido, o que pode estar diretamente contribuindo para o quadro de resistência à 

insulina observado. 

O tecido adiposo é a maior fonte de liberação no organismo de leptina e IL-6, 

sendo que a redução da massa adiposa em obesidade reduz tanto leptina circulante 

quanto a IL-6 (ALLEN; FEBBRAIO, 2010; WANG et al., 2010). A leptina exerce um 

papel vital no controle da ingestão de alimentos e no balanço energético do 

organismo. Em nosso protocolo de exposição, não observamos alteração no padrão 

de consumo de ração pelos animais expostos e não houve diferença nos níveis de 

leptina sérica. Por outro lado, a concentração de IL-6 no tecido adiposo estava 

reduzida.  

A IL-6 é um mediador inflamatório que apresenta influência no metabolismo 

energético e na inflamação, mas a correlação entre os níveis de IL-6 e o DM2 ainda 

não estão completamente estabelecidos e são controversos em estudos com 

animais e humanos (ALLEN; FEBBRAIO, 2010). A literatura tem sugerido alguns 

mecanismos moleculares pelo qual a IL-6 induz a resistência insulínica (SCHULTZ et 

al., 2010), como por exemplo no fígado (DOU et al., 2013). Por outro lado, há relatos 

que a IL-6 parece exercer um efeito protetor na morte celular causada por citocinas 

em células pancreáticas (CHOI et al., 2004). Oh e colaboradores (2011) mostraram 

que a IL-6 induz a morte da célula β, em parte, via aumento da produção de NO.  

De fato, observamos aumento na produção de espécies reativas de oxigênio 

nas ilhotas de Langerhans obtidas de animais expostos ao poluente, o que indica 

aumento do estresse oxidativo nestas células. Este aumento do estresse oxidativo 

não parece estar relacionado ao ânion superóxido, uma vez que não foi observada 

alteração da geração deste pelas ilhotas pancreáticas isoladas dos animais expostos 

ao PCB126. Dados da literatura comprovam que não há aumento na produção de 

ânion superóxido decorrente da exposição ao PCB126 (BROWN et al., 1998; 

TITHOF et al., 1997). Por outro lado, o aumento na geração de NO está bem 
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descrito na literatura, sendo considerado um dos mecanismos de apoptose e 

toxicidade causados pela exposição ao PCB126, em diferentes modelos 

experimentais (CHEN, 2010; LEE; YANG, 2012; LIU et al., 2015; WEI et al., 2012). 

Em nossos dados, observamos aumento da geração de NO pelas ilhotas de 

Langerhans após estimulação a alta concentração de glicose. Ressaltamos que o 

estresse oxidativo também é um dos fatores intensamente ligado à iniciação e/ou 

progressão da falência da célula β (KASUGA, 2006; PRENTKI; NOLAN, 2006), e 

que a célula β pancreática é um importante alvo de ação dos PCBs (DE TATA, 

2014). 

 

Em conjunto, nossos dados indicam que a exposição inalatória ao PCB126 na 

dose de 10 µg/kg de massa corporal, uma vez ao dia, durante quinze dias 

consecutivos, é uma dose baixa de exposição, contudo, suficiente para causar 

disfunções metabólicas, visualizadas principalmente pela alteração na massa 

corpórea e perfil lipídico e alterações nas células do sistema imune relacionadas à 

via de ativação dependente de GPCR, confirmadas pelas modificações no padrão de 

expressão de moléculas de adesão, receptores e da resposta de neutrófilos 

circulantes após estimulação com fMLP, interferindo assim, na homeostasia de ratos 

Wistar machos. Essas alterações em conjunto, parecem contribuir com a gênese do 

diabetes mellitus, uma vez que verificamos resistência à insulina nestes animais 

após a exposição, corroborando a literatura (BAKER et al., 2013) Ainda, os 

mecanismos pelos quais o PCB126 leva às alterações aqui relatadas parecem estar 

relacionados à função das ilhotas de Langerhans (DE TATA, 2014), principalmente 

ao aumento do estresse oxidativo gerado pela exposição inalatória ao PCB126, que 

é um dos fatores iniciadores e promotores do estabelecimento da resistência à 

insulina. Desta forma, nosso trabalho embasa a literatura, que vem destacando a 

importância de estudos que elucidem os mecanismos de ação de poluentes 

ambientais, principalmente aqueles presentes no ar atmosférico, e o 

desenvolvimento de doenças metabólicas. E por fim, reforça que o entendimento 

dos eventos que ocorrem nas ilhotas de Langerhans pode ser o caminho para o 

estabelecimento de novas estratégias de intervenção para prevenir/retardar o 

desenvolvimento do diabetes mellitus.  
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7 Anexos 
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7.2 Currículo lattes 
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7.3 Aprovação do comitê de ética no uso de animais  
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