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Resumo

SHIMADA, A.L.B. Estudo experimental da exposicdo ao PCB126 sobre a
inducdo de Diabetes mellitus tipo II. 152 f. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2015.

A exposicdo ambiental aos poluentes organicos persistentes tem recebido amplo
destaque na literatura recentemente devido a extensa associacdo entre o
desenvolvimento de doencas metabdlicas, obesidade e/ou diabetes mellitus, e a
presenca destes poluentes, principalmente os organoclorados, como as bifenilas
policloradas (PCBs), no organismo. Por outro lado, os mecanismos de acdo destes
poluentes € controverso devido a elevada quantidade de representantes destas
classes, gerando diversidade de protocolos de exposicdo e escassez de estudos
experimentais. Por isto, foi objetivo deste trabalho elucidar os mecanismos de acéo
toxica do PCB126, nas doses de 0,1; 1 ou 10 pug/kg de massa corpérea, em ratos
Wistar machos, durante quinze dias, expostos por instilagdo intranasal. O procotolo
de exposicdo empregado foi caracterizado e considerado suficiente para causar
toxicidade, uma vez que foram observadas alteragbes no sistema imune,
metabolismo e em parametros relacionados a génese do diabetes mellitus. A
caracterizacao da exposicéo foi determinada pela quantificacdo da concentracao de
PCB126 no figado e pulméo (CG/MS) e pelo aumento da expresséo do receptor aril
hidrocarboneto (AhR) no rim, figado, pulméo e tecido adiposo (Western Blot). O
efeito imunossupressor do PCB126 foi evidenciado pelo comprometimento da
producdo de células na medula 6ssea e, consequentemente, no nimero de células
totais no sangue circulante. Adicionalmente, foi evidenciada a interferéncia do
poluente na via de ativacdo mediada por receptores acoplados a proteina G
(GPCRSs), principalmente em neutréfilos, alterando importantes funcbes destas
células, como a expressao de moléculas de adesado, geracdo de espécies reativas
de oxigénio e migracdo. Entre as alteragbes metabodlicas observadas, destacamos o
aumento dos niveis de triglicerideos e colesterol sérico, aumento da liberacdo de
acidos graxos livres; aumento da atividade da enzima hepéatica gama glutamil
transferase; aumento da resisténcia a insulina e aumento da geracéo de 6xido nitrico
pelas ilhotas de Langerhans, dados estes, possivelmente relacionados ao
comprometimento das células beta (B) pancreéticas, confirmados pelo aumento da
expressdo de GLUT4 no tecido adiposo, aumento da concentracao de insulina sérica
e aumento do estresse oxidativo nas ilhotas de Langerhans. Em conjunto, os dados
obtidos destacam importantes alteragcbes causadas pela exposi¢ao intranasal ao
PCB126, evidenciando a participacdo do poluente na génese do diabetes mellitus do
tipo I1.

Palavras-chave: Poluentes organicos persistentes; bifenilas policloradas; PCB126;
resisténcia a insulina; diabetes.



Abstract

SHIMADA, A. L. B. Experimental study of PCB126 exposure on induction of
Diabetes mellitus type Il. 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 pg/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 (B) 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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1 Introducéo
1.1 Poluentes organicos persistentes (POPSs) e bifenilas policloradas (PCBSs)

Os poluentes organicos persistentes (POPs) sdo compostos liberados no
ambiente por fontes antropogénicas ou naturais e, devido a sua natureza hidrofébica
e resisténcia a degradacdo proteolitica, quimica ou biolégica permanecem intactos
por periodos 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 tém recebido grande atengdo, uma vez que se
concentram na cadeia alimentar, podendo ser encontrados em alimentos, solo, agua
potavel e em matrizes biolégicas, como o leite (MALISCH; KOTZ, 2014; MREMA et
al., 2013; ROSNER; MARKOWITZ, 2013).

Os POPs podem ser classificados didaticamente em intencionais ou nao-
intencionais, de acordo com sua fonte de producdo (EL-SHAHAWI et al., 2010;
TIEMANN, 2008). Os POPs intencionais séo aqueles produzidos pela acdo humana,
como as substancias quimicas utilizadas na industria 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 néo intencionais sao
subprodutos indesejaveis provenientes da atividade vulcanica, combustdo ou de
processos quimicos, 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 sdo de grande relevancia
devido a sua ampla producdo e utlizacdo comercial entre 1929 e 1977,
principalmente no setor elétrico, como fluidos dielétricos isolantes para
transformadores e capacitores elétricos e para equipamentos hidraulicos, como
lubrificantes (CASTRO-JIMENEZ; 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 populacdo ou pela
indUstria, tais como colas, tintas, ceras, plasticos e praguicidas (CASTRO-JIMENEZ;
GONZALES, 2011; ERICKSON; KALEY, 2011). A producdo global de PCBs foi
estimada em 1.324 milhdes de toneladas entre 1930 e 1993 (CASTRO-JIMENEZ;
GONZALES, 2011; ERICKSON; KALEY, 2011). Entre os principais paises

produtores de PCBs estdo os Estados Unidos, China, Japdo, Russia, Franca, Itlia e
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Alemanha, que produziram formulacdes contendo uma mistura complexa com até
103 diferentes congéneres de PCBs (CASTRO-JIMENEZ; 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-JIMENEZ; GONZALES, 2011; ERICKSON;
KALEY, 2011).

Na década de 80, a producdo e o uso de PCBs foram interrompidos em
muitos paises, mas infelizmente, atualmente ainda existem paises onde o controle
dos PCBs néo é rigoroso ou o processo de destruicdo e remog¢do dos mesmos nao é
totalmente eficiente (DE AZEVEDO E SILVA et al., 2007; HASSOUN; PERIANDRI-
STEINBERG, 2010). Pensando na contaminacdo ambiental causada por esses
poluentes, a Convencdo de Basiléia (1992) e a Convencdo de Estocolmo (2001),
discutiram e aprovaram a reducéo e/ou eliminacao da liberacéo e despejo de POPs.

Adicionalmente, a contaminacdo de ambientes fechados vem sendo
recentemente considerada uma importante e negligente fonte de contaminacao pois
a presenca de PCBs em materiais de construgdo, como em calafetagem ao redor de
janelas e juntas de expansdo tem contribuido para as altas concentracdes
encontradas (BRAUNER et al., 2011; HARRAD et al., 2006; JAMSHIDI et al., 2007).

A legislacdo brasileira estabeleceu em 1981 a proibicdo da fabricacéo,
comercializagdo, uso e descarte de PCBs ou produtos contaminados com PCBs
para o ambiente em todo territério nacional (BRASIL, 1981). Por outro lado, permitiu
gue os equipamentos ja instalados no pais continuassem em funcionamento até que
fossem substituidos ao término de sua vida util. Adicionalmente, a legislacéo
brasileira estabeleceu orientacbes para 0 manuseio, embalagem, rotulacéo,
armazenagem e transporte de PCBs e seus residuos em territorio nacional (BRASIL,
1993; 2012), permitindo em 1994, a exportacdo de residuos e produtos contendo
PCBs para sua correta eliminagdo (CONAMA, 1994; DE AZEVEDO E SILVA et al.,
2007; PENTEADO; VAZ, 2001).

Segundo o Ministério do Meio Ambiente, produtos contendo PCBs sdo todos
0S materiais que apresentam quantidades maiores que 50 mg/kg de PCBs (Brasil
Projeto PNUD BRA/08/G32). A Eletrobras 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 informacdes de empresas

credenciadas responsaveis pelo descarte destes residuos, 30.000 toneladas foram
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processadas desde entdo, permanecendo um total de 70.000 toneladas de produtos
contendo PCBs no pais (Brasil Projeto PNUD BRA/08/G32). Desta forma, embora
haja consenso sobre os cuidados na manipulacdo destes agentes, a legislacéo
ainda nao coibiu a possivel exposicdo humana ocupacional e/ou ambiental a estes
poluentes.

Os PCBs constituem uma classe de 209 congéneres (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 posicéo
e presenca de 1 a 10 a4tomos de cloro em sua estrutura bifenila (Figura 1). A
presenca dos grupamentos clorados é relevante para sua toxicidade, uma vez que
definem seu potencial para ativacdo metabdlica ou detoxificacdo e afinidade para
receptores celulares (AZEVEDO E SILVA et al., 2007; PENTEADO; VAZ, 2001). Os
PCBs podem ser encontrados em conformacdes espaciais diferentes, sendo que 0s
PCBs tipo-dioxina sdo aqueles que possuem estrutura “coplanar” (ou seja, nao
apresentam atomos de cloro em posicdo orto) semelhante ao 2,3,7,8-
tetraclorodibenzo-p-dioxina (TCDD), apresentam capacidade de ligacdo ao receptor
aril hidrocarboneto (AhR) e exibem toxicidade semelhante as dioxinas (CASTRO-
JIMENEZ; GONZALES, 2011; CHEN, 2010; GUYOT et al., 2012; HASSOUN;
PERIANDRI-STEINBERG, 2010; LAl et al.,, 2010; PENTEADO; VAZ, 2001). Os
PCBs tipo-dioxina sao 12, a saber, PCB77, 81, 105, 114, 118, 123, 126, 156, 157,
167, 169 e 189 (CASTRO-JIMENEZ; GONZALES, 2011; CHEN, 2010; HASSOUN;
PERIANDRI-STEINBERG, 2010; LAl et al., 2010; PENTEADO; VAZ, 2001).

Cly 3 2 2 3 Cly

4 4

5 = &' =)
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-(9Cl) ou 3',4,4',5-pentaclorobifenila (CAS 57465-28-8), se apresenta na
forma branca sélida, com massa molecular de 326.42 g/mol e féormula molecular
C12HsCls. Entre suas caracteristicas fisico-quimicas podemos destacar o ponto de
fusdo de 160 °C a 161 °C e a temperatura de ebulicdo de 381 °C (National
Toxicology Program, NTP, 2006). A 25 °C, a solubilidade do PCB126 em agua é de
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1,03 x 10° mg/L e sua presséo de vapor é de 2,96 x 107 Pa (N/m?) (NTP, 2006;).
Além disso, apresenta coeficiente de particdo octanol-agua (Log Kow) de 6,89, o que
indica sua natureza lipofilica (NTP, 2006). Em temperaturas da ordem de 400 °C a
1000 °C em presenca de oxigénio, os PCBs oxidam-se parcialmente, gerando
compostos da classe dos PCDDs e PCDFs (NTP, 2006).

cl Ccl

. Q Q .

ClL

Figura 2: Estrutura quimica do PCB126

O PCB126 foi escolhido como objeto deste estudo, por ser considerado o
PCB tipo-dioxina mais téxico, uma vez que apresenta maior similaridade aos efeitos
biolégicos causados pelo TCDD, incluindo teratogénese, imunossupresséo, e a
promocao de tumores, afetando principalmente a pele, o figado e o sistema nervoso
(ATSDR, 2000). Além disso, o PCB126 é o responséavel por 40 a 60% da poténcia
toxica total dos PCBs que possuem atividade tipo-dioxina (NTP, 2006).

Uma vez que grande parte das substancias organocloradas apresenta um
mecanismo comum de a¢ao, no caso, a ligacao ao receptor AhR (CONSONNI et al.,
2012; GUYOT et al., 2012; NTP, 2006; SERDAR et al., 2014), a exposi¢cdo humana
aos POPs é normalmente calculada levando-se em consideragéo a exposicdo global
das substancias tipo-dioxina ou, das misturas destas substancias (CONSONNI et al.,
2012). Assim, a avaliacdo do risco pode ser um processo complexo, ja que podemos
estar expostos a uma mistura variavel de compostos tipo-dioxina e ndo somente a
uma Uunica substancia isoladamente (CONSONNI et al.,, 2012). Para tanto,
calculamos o equivalente toxico (TEQ) total da exposicdo, onde além de, mensurar a
concentracdo de cada substancia, se deve saber o valor do fator de equivaléncia
toxica (TEF) equivalente, uma vez que o TEQ € definido como a soma dos produtos
da concentracdo de cada composto do grupo em uma amostra multiplicado pelo seu
TEF (CONSONNI et al., 2012; NTP, 2006).

O TEF de uma substancia é um calculo de poténcia relativa, onde o TCDD é

considerado a substancia mais toxica dentre os POPs, sendo utilizado como

22



substancia toxica de referéncia 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 relagcdo ao composto indicador, e apresenta valor de TEF igual a 0,1 (NTP, 2006).

Desta forma, determinar para estes poluentes a dose limite de exposigéo, ou
seja, a dose abaixo da qual a probabilidade de um individuo exposto responder é
zero, acaba sendo uma tarefa complexa. No Brasil, de acordo com a Instrucéo
normativa n° 11, de 22 de maio de 2012, do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA), os limites de referéncia para soma de PCBs de acordo com
o Plano Nacional de Controle de Residuos Biol6gicos em Produtos de Origem
Animal, € de 200 pg/g de gordura em carne, 100 ug/L no leite, 15 ug/kg no peixe de
cultivo e 10 ug/kg em ovos. Ja para os PCBs presentes no meio ambiente, o
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) prevé valores maximos permitidos
de 0,5 pg/L para a soma dos PCBs 28, 52, 101, 118, 138, 153 e, 180, presente na
agua para consumo (CONAMA, 2008).

Por outro lado, a legislacdo brasileira ndo determina os limites de exposicao
seguros para exposicdo aos PCBs no ambiente ocupacional. Como referéncia,
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/m® para a mistura de
congéneres de PCBs conhecida como Aroclor 1242 (42% de cloracao) e de 0,5
mg/m® para o Aroclor 1254 (54% de cloracdo), determinado para uma jornada de
trabalho de 40 horas semanais, cinco dias por semana, oito horas por dia, valores
estes baseados na prevencdo de injurias no figado em trabalhadores expostos aos
PCBs (ATSDR, 2000). Adicionalmente, estas instituicbes preveem que a
concentracao total que ndo pode ser ultrapassada em nenhum momento durante a
jornada de trabalho (TLV-STEL) é 2 mg/m*® e 1 mg/m®, respectivamente (ATSDR,
2000). Vale ressaltar que estes limites se referem ndo somente a exposicao por via
inalatéria, mas também pela via cutanea, incluindo exposicdo a membranas
mucosas, 0s olhos e o contato direto com a pele (ATSDR, 2000).

Uma vez que o transporte pelo ar é o principal mecanismo para a dispersao
global destes compostos (ABB et al., 2010; BRAUNER et al., 2011; DE AZEVEDO E
SILVA et al.,, 2007; HAZRATI; HARRAD, 2006; 2007; HASSOUN; PERIANDRI-
STEINBERG, 2010; MREMA et al., 2012), muitos autores tém destacado que sao
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necessarios estudos aprofundados em relacédo aos efeitos de POPs, incluindo dos
PCBs, em ambientes fechados para se compreender o estabelecimento e
agravamento de doencas respiratérias. Vale ressaltar que os dados da literatura
sobre exposicdo inalatoria a estes poluentes emergentes sdo 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 exposicao,
representando cerca de 90% do total de contaminag&o, enquanto que a via inalatoria
e dérmica sdo as principais vias de exposi¢cdo ocupacional a estes compostos
(MREMA et al., 2012; RUZZIN et al., 2010; TIEMANN, 2008). Estudos no Brasil tém
demonstrado que homens e mulheres da regido da grande Sao Paulo apresentam
altas concentragbes de PCBs no soro (NOGUEIRA et al. 1987; WASSERMANN et
al.,, 1976). Adicionalmente, os autores verificaram uma diferenca entre as
concentracfes encontradas em homens (0,7417 ppm) e em mulheres (1,0748 ppm),
e sugerem uma diferenca na alimentacéo entre eles (NOGUEIRA et al. 1987). Vale
ressaltar que ndo h& dados disponiveis no Brasil em relagdo a concentracdo
encontrada na atmosfera ou ainda, de efeitos toxicos decorrentes desta via de
exposicao.

Apos a fase de exposicdo, os PCBs sdo bem absorvidos pelo trato
gastrointestinal, e uma vez absorvidos, sdo transportados primeiramente pelo
sistema linfatico, pelos quilomicrons, sendo assim distribuidos por todo o organismo
(ATSDR, 2000; NTP, 2006; WHO, 2000). No sangue, a distribuicdo esta
principalmente relacionada as lipoproteinas, lipidios do soro e uma menor fracdo a
albumina e componentes celulares (ATSDR, 2000; NTP, 2006; WHO, 2000). O
padrdo de distribuicdo é determinado pela estrutura, caracteristicas fisico-quimicas
do componente e a sua ligacao ao citocromo P4501A2 (NTP, 2006). Os principais
sitios de distribuicdo da substancia em ratos, nos primeiros dias de exposi¢do sao o
figado, o tecido adiposo e em uma quantidade menor, a pele e a glandula tireoide
(ATSDR, 2000; NTP, 2006; WHO, 2000). Em humanos, os principais sitios de
distribuicdo séo o figado e os musculos (ATSDR, 2000; NTP, 2006; WHO, 2000)

Assim, o primeiro sitio de metabolismo dos PCBs geralmente ocorre no figado
pela hidroxilagcdo e conjugacao com acido glicurdnico e sulfato (ATSDR, 2000; NTP,
2006; WHO, 2000). Geralmente, os PCBs com mais de cinco atomos de cloro sao

menos susceptiveis a hidroxilacdo e apresentam maior tempo de meia vida (ATSDR,

24



2000; NTP, 2006; WHO, 2000). A biotransformacdo dos PCBs comeca com a
oxigenacdo dependente de citocromo P450, onde se predomina a formacdo de
metabdlitos hidroxilados (OH-PCBSs), ocorrendo hidroxilag@o por inser¢do direta em
posicdo meta ou ainda, pode ocorrer formagdo de um oxido intermediario (ATSDR,
2000; NTP, 2006; WHO, 2000).

Alguns dos OH-PCBs formados séo persistentes no organismo, enquanto que
outros sofrem reacdo de conjugacdo com o acido glicurbnico ou sulfato, o que
aumenta a sua hidrossolubilidade e facilita a excre¢ao pela bile (ATSDR, 2000; NTP,
2006; WHO, 2000). J4 os Oxidos intermediarios, podem formar os PCBs metil
sulfonados (MeSO,-PCBs), que tendem a se acumular no organismo (ATSDR, 2000;
NTP, 2006; WHO, 2000). Tipicamente, os congéneres menos clorados séao
rapidamente metabolizados e excretados, enquanto o0os congéneres altamente
clorados sdo metabolizados lentamente, tendendo a se depositar principalmente no
tecido adiposo, mas também na pele, figado, rim, masculos e pulmdo (ATSDR,
2000; NTP, 2006; WHO, 2000;).

A excrecdo dos PCBs é dependente da taxa de metabolismo a produtos
polares. A maioria dos PCBs apresenta um perfil de eliminacdo bifasico, ou seja, um
acentuado declinio inicial e um declinio subsequente lento e dependente de sua
estrutura (ATSDR, 2000; NTP, 2006; WHO, 2000). Os metabdlitos de todos os
congéneres sédo eliminados primeiramente pela bile e fezes (ATSDR, 2000; NTP,
2006; WHO, 2000). Entretanto, uma pequena parte (<5%) pode ser eliminada na
urina, principalmente os congéneres pouco clorados (ATSDR, 2000; NTP, 2006;
WHO, 2000).

Como ja mencionado, dependendo da localizacdo e quantidade de atomos de
cloro na molécula, alguns POPs apresentam a habilidade de se ligar a um receptor
citosolico conhecido como AhR (GUYOT et al.,, 2012; SERDAR et al.,, 2014). O
TCDD, comumente conhecido como dioxina, € o mais bem caracterizado membro
deste grupo, e exibe uma alta capacidade de ligacao 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 proteina encontrada no citosol de todas as espécies de
invertebrados e vertebrados como um complexo multimérico composto de
chaperonas (proteina de choque térmico hsp90, p23, e proteina associada AhR), e

atua como um fator de transcricdo ativado por ligante, onde apés a ligagéo inicial do
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agonista, ha a ativacdo do receptor e subsequente translocacéo para o nucleo, onde
acontece a heterodimerizacdo com a proteina nuclear transportadora de AhR
(ARNT). No nucleo, o complexo heterodimero formado, agonista-AhR-ARNT, se liga
a uma sequéncia especifica do DNA, conhecida como DRE/XRE (sequéncia de
elementos responsivos a xenobidticos) que ativa a transcricdo de genes especificos,
tais como enzimas do complexo do citocromo (CYP) P450, como CYP1Al e
CYP1A2, do repressor AhR (AhRR), a expressao de enzimas de fase | ou Il do
metabolismo, de enzimas envolvidas na proliferacdo, na regulacéo do ciclo celular e
na apoptose, entre outras, que em conjunto, constituem um mecanismo plausivel
para explicar a toxicidade e a carcinogenicidade destas substancias 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 sinalizacdo mediada
pela ativagédo do AhR.

Recentemente, tem sido descrito que outros compostos, como substancias
endogenas, também apresentam capacidade de ligacdo ao AhR. Além de
xenobibticos, como os descritos até o momento, compostos como os polifendis,
guercitina, resveratrol, subprodutos do metabolismo do triptofano, &cido
araquidénico, leucotrienos, e produtos da degradacdo do heme ativam o AhR,
induzindo ativacdo da resposta por vias alternativas (GUYOT et al.,, 2012; NTP,
2006). Tais vias alternativas incluem a interagdo do receptor AhR com fatores de
transcricdo envolvidos com a resposta celular, como por exemplo, o NF-kB e o
receptor de estrégeno (BEISCHLAG et al.,, 2008; CASADO et al., 2010;
STOCKINGER et al., 2014). Esta constatacao, juntamente com estudos com animais
nocaute para AhR indicam um papel fisiol6gico desse receptor, uma vez que a falta
do receptor AhR em camundongos indica um fenétipo de resisténcia a toxicidade da
dioxina, infertilidade, anormalidades no figado e corac¢do, atraso no desenvolvimento
e maior sensibilidade a infec¢des (GUYOT et al., 2012).

Desta forma, a toxicidade do PCB126 é manifestada por lesbes de pele,
alteracdes imunes, anormalidades no sistema reprodutivo, aumento do risco de
desenvolvimento de doencas cardiovasculares e do figado, 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 carcinogénico para
humanos (Grupo 1), com base na extensa evidéncia de carcinogenicidade mediada
pelo receptor AhR (LAUBY-SECRETAN et al., 2013).
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Figura 3: Modelo da via de sinaliza¢do da dioxina.

Retirado de: QIAGEN® 2009 QIAGEN, all rights reserved

Siglas PAH: hidrocarbonetos policiclicos aromaticos; TCDD: 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina; HSP90: heat
shock protein 90; AHR: receptor aril hidrocarboneto; XRE: regido responsiva a xenobiéticos; AHRR: repressor do
receptor aril hidrocarboneto; ARNT: fator de transcricdo do receptor aril hidrocarboneto; AIP: Proteina de
interacdo 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; CYP1Al: 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; Spl:
Transcription Factor SP1; PS2: Gastrointestinal Trefoil Protein-pS2; SUMO1: Small Ubiquitin Related Modifier-1;
NEDDS8: Neural precursor cell Expressed, Developmentally Down-regulated-8; ESR: Estrogen Receptor; Pol Il:
RNA Polymerase-ll; 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 exposicdo a
congéneres individuais, mistura binaria de congéneres, 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 figado, pulmdo e mucosa oral, indicando assim,
evidéncia suficiente de inducdo de carcinogenicidade em animais de
experimentacéo (LAUBY-SECRETAN et al., 2013).

A toxicidade dos PCBs sobre o sistema imune tem sido relatada, mas é
controversa na literatura, pois a depresséo e a estimulacdo do sistema imune tém
sido descritas e associadas como efeito téxico decorrente da exposicdo em longo
prazo aos PCBs, em estudos in vivo e in vitro (DUFFY-WHRITENOUR et al., 2010;
HORVATHOVA 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 metabdlica de
multipla etiologia caracterizada por hiperglicemia crénica associada a disturbios no
metabolismo de carboidratos, lipidios e proteinas, decorrentes de uma producéo
elou acédo deficiente da insulina, um horménio regulador do metabolismo energético
(World Health Organization, WHO, 1999).

O DM é uma doenca que gera enormes preocupacdes de salde publica, uma
vez que, impde uma pesada carga econdmica aos sistemas de saude. Os gastos
destinados ao tratamento e prevencdo do diabetes e suas complicagbes foram
orcados, nos Estados Unidos, em 612 bilhdes de dolares em 2014 (IDF, 2013). No
Brasil, estudo de Bahia e colaboradores (2011) mostrou que 0s gastos anuais do
Sistema Unico de Saude (SUS) podem chegar a US$ 3.199 délares por paciente,
incluindo custos diretos e indiretos do DM. A Federacao Internacional de Diabetes
(IDF) estimou a populacdo com diabetes no Brasil em 2013 em cerca de 11,6
milhdes de pessoas (IDF, 2013). Dessa forma, chega-se a valores proximos aos 25
bilh6es de ddlares gastos no pais em 2011 com essa doenca. Estimativas indicam
que o DM aumentara 60% na Ameérica do Sul e América Central em 2035, a qual
totalizara 592 milhdes de pessoas no munto (IDF, 2013), de forma a multiplicar por
dois ou trés os custos com a doenca. Contudo, esses valores se apequenam diante
do impacto que essa doenca causa aos individuos (cegueira, amputacdes,
transplantes renais e morte) e consequentemente, a suas familias.

Segundo a American Diabetes Association (ADA; 2015), o DM pode ser
classificado em quatro tipos, a saber: diabetes do tipo | (DM1), diabetes do tipo I
(DM2), outros tipos especificos de diabetes (induzida por medicamentos,
endocrinopatias, entre outros) e diabetes gestacional.

Os critérios adotados para diagnostico do DM sdéo: 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 pos-prandial de 2 horas igual ou superior
a 200 mg/dL (11,1 mmol/L) durante teste oral de tolerancia a glicose, com a
utilizacdo de uma carga de 75 g de glicose em agua (ADA, 2015).

O DM1, ou também conhecido como diabetes mellitus insulino-dependente, é
responsavel por 5-10% dos casos de DM. E caracterizada pela destruicéo
autoimune de células B do péancreas que leva a uma deficiéncia absoluta na

secrecdo de insulina. A destruicdo autoimune de células B é relacionada a multiplas
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predisposicdes genéticas e inimeros fatores ambientais, mas que ainda sdo pouco
definidos (ADA, 2015).

O DM2, por sua vez, acomete cerca de 90-95% dos casos de diabetes e
acontece devido a combinacdo de resisténcia a acdo da insulina e uma resposta
compensatoéria inadequada de secrecdo da mesma. Embora ndo 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 sera dado adiante, enquanto os demais tipos de diabetes ndo serdo abordados
neste trabalho.

A hiperglicemia crénica (igual ou superior a 200 mg/dL) pode levar a algumas
complicacdes, especialmente dos olhos, rins, nervos, coracdo e vasos sanguineos.
Dessa forma, pacientes com DM ocasionalmente apresentam perda de viséo,
nefropatia, neuropatia periférica, com risco de amputacgdes, e neuropatia autbnoma,
sendo que esta Ultima alteracdo leva a sintomas nos tratos gastrointestinal,
geniturinario e cardiovascular. Além disso, 0s pacientes podem apresentar um
aumento na incidéncia de doencga cardiovascular aterosclerética e cerebrovascular,
além de hipertensédo e anormalidades no metabolismo lipoprotéico, o que pode levar
a obito (ADA, 2015; FONSECA, 2009).

Por estas razdes, é de suma importancia que o diagnéstico precoce e 0
acompanhamento do paciente sejam efetivos (ADA, 2015). Pacientes que
apresentam niveis 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 apés
teste de tolerancia a glicose, sdo considerados em estagio intermediario da doenca,
ou seja, apresentam alto risco de progressédo para desenvolver DM (ADA, 2015;
FONSECA, 2009). Os fatores associados com a progressao sao: ganho de massa,
idade avancada, altas concentracbes de insulina no plasma, dislipidemia,
hipertenséo, diminuicdo da resposta da insulina a glicose, perda da funcdo da célula
B e adeséao ao tratamento (FONSECA, 2009).

Além das alteracdes no metabolismo descritas acima, o DM tem sido descrito
como uma condicdo pro-inflamatéria, pois as concentracbes dos mediadores
inflamatérios, como a interleucina-6 (IL-6), o fator de necrose tumoral (TNF), a
proteina C reativa (PCR) e o inibidor do ativador do plasminogénio-1 (PAI-1) estdo
elevados no plasma destes pacientes durante o estado de resisténcia a insulina,

podendo estar relacionados com o desenvolvimento e progressdo de complicacdes
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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 incidéncia crescente no mundo e as causas da
génese desta doenca ainda ndo estdo totalmente estabelecidas, estudos que visem
elucidar os mecanismos e agentes indutores do DM, bem como indicadores de
estados pré-diabéticos precoces, sdo de grande importancia para conducédo de
politicas de saude publica que amenizem o impacto dessa doenca (POUR,;
DAGOGO-JACK, 2010; WEST et al., 2010).

1.2.1 Fisiopatologia do DM2

Para melhor compreenséao da fisiopatologia do DM2, precisamos conhecer 0s
mecanismos envolvidos com a regulacdo da homeostase glicémica. Em condi¢des
fisioldgicas, as concentra¢cfes sanguineas de glicose oscilam em uma faixa estreita.
Tal fenbmeno € imprescindivel para garantir oferta adequada de nutrientes aos
tecidos e a homeostasia, uma vez que a glicose pode regular a transcricdo de
genes, a atividade de enzimas, a secre¢do de hormonios e a atividade de neurdnios,
j& que é a maior fonte de energia para todos os tipos celulares de mamiferos
(THORENS; MUECKLER, 2010).

A captacédo da glicose pelos tecidos € o passo limitante da velocidade da sua
utilizacdo e/ou armazenamento (DEFRONZzZO, 2004; LETO; SALTIEL, 2012;
THORENS; MUECKLER, 2010); assim, a glicose adquire um papel como molécula
de sinalizacdo no controle da homeostase energética. Na maioria dos tecidos, a
captacdo de glicose é controlada pela expressdo dos transportadores de glicose
presentes na superficie celular, o GLUT/SLC2A (DEFRONZzO, 2004; LETO;
SALTIEL, 2012; THORENS; MUECKLER, 2010). GLUTSs (glucose transport proteins)
sdo uma familia de proteinas que possuem aproximadamente 500 aminoacidos e
apresentam 12 dominios alfa hélices transmembrana (DEFRONZO, 2004; LETO;
SALTIEL, 2012; THORENS; MUECKLER, 2010). Cada um dos 14 GLUTs descritos
em humanos tem um papel especifico no controle da homeostase, seja por sua
expressao tecido-restrito, suas caracteristicas cinéticas, sua especificidade de
substrato, ou seus mecanismos de regulacdo da sua expressao na superficie celular
(DEFRONZO, 2004; LETO; SALTIEL, 2012; THORENS; MUECKLER, 2010).

As isoformas de GLUT1-4 sdo as mais bem compreendidas, formando a
classe | 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 B pancreaticas, hepatdcitos, células epiteliais do
intestino e rins (THORENS; MUECKLER, 2010). Por outro lado, o GLUT4 é
predominantemente expresso em adipocitos 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 concentracdo, atravessando-os pela
membrana de uma forma independente de energia, ou seja, por difusao facilitada
(LETO; SALTIEL, 2012; MACHADO et al., 2006; THORENS; MUECKLER, 2010).

A glicose é o principal estimulo para a secrecao e sintese de insulina. Outros
horménios como as incretinas: glucose-dependent insulinotropic polypeptide (GIP) e
glucagon-like peptide-1 (GLP-1) também possuem essa funcdo (GIRARD, 2008). Por
se tratar do unico hormdnio hipoglicemiante, a insulina, que € um polipeptidio
anabdlico produzido pelas células B do pancreas, dispde de um eficiente sistema de
controle de sintese e secrecéao.

A porcdo endécrina do pancreas é composta pelas ilhotas de Langerhans
(cerca de 1-2% da massa pancreatica), uma complexa estrutura celular que regula a
homeostase de glicose através da liberacdo balanceada de horménios na corrente
sanguinea. As ilhotas de Langerhans sdo compostas por diferentes tipos de células
classificadas de acordo com sua secre¢ao, a saber: a (alfa), B (beta), & (delta), PP
(produtoras de polipeptideo pancreatico) e € (épsilon) (ELAYAT et al.,, 1995). As
células B, secretoras de insulina, compreendem 50 a 80% do total de células nas
ilhotas pancreaticas (ELAYAT et al., 1995). As células a representam 15 a 20% das
células presentes nas ilhotas pancreaticas e sao secretoras de glucagon, que é um
hormdnio contra-regulatério da insulina, de fundamental importancia para a
homeostase da glicose, pois estimula a glicogendlise e gliconeogénese (ELAYAT et
al., 1995; HEPPNER et al., 2010). As células 6 sado secretoras de somatostatina, que
no pancreas, exerce um papel importante na regulacdo da secrecédo de insulina e
glucagon (STROWSKI; BLAKE, 2008). As células PP s&o secretoras do polipeptidio
pancreatico, que parece ter acao na inibicdo da secrecao pancreatica (STANLEY et
al., 2004). A grelina é secretada pelas células € no pancreas e por células da
mucosa intestinal e gastrica. Apresenta um largo espectro de efeitos biolégicos, mas
no pancreas, regula a homeostase da glicose por regular a secrecéo e sensibilidade
da insulina (OTTO-BUCZKOWSKA; CHOBOT, 2012).
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A sintese de insulina inicia-se com seu precursor, a pré-pro-insulina, no
reticulo endoplasmatico, com sua consequente conversdo em proé-insulina, que sera
transportada para o complexo de Golgi, onde sera empacotada em granulos
secretorios imaturos localizados proximos a membrana celular (BAILYES et al.,
1997; HOU et al., 2009). Nestes granulos, a pro-insulina sofre uma clivagem
proteolitica, formando insulina e C-peptideo, que serdo estocados em vesiculas
intracelulares até que estimulos apropriados causem sua exocitose e secrecao
(HOU et al., 2009). Durante o processo de maturacdo dos granulos, a insulina é
cristalizada com zinco e célcio formando granulos maduros que podemos diferenciar
em duas populacdes intracelulares, os de liberacdo rapida (RRP) e os de reserva
(DEFRONZO, 2004; HOU et al., 2009).

Como ja mencionado, nas células B pancreaticas, a entrada da glicose é
garantida por um transportador de alta capacidade e baixa afinidade, o GLUT2
(MACHADO, 2006). Apés sua entrada, a glicose é fosforilada em glicose-6-fosfato
pela acdo principalmente da enzima glicoquinase, sendo a seguir direcionada a
glicélise, etapa que consome 90% da glicose transportada ao interior da célula e
responsavel pela geracdo de piruvato (GRODSKY; BENNETT, 1963). A elevacéo da
concentracao intracelular de glicose-6-fosfato promove a elevacdo da producédo de
ATP (adenosina trifosfato), o fechamento de canais de K* sensiveis a ATP (Katp),
levando a despolarizacdo da membrana, e a abertura de canais voltagem-
dependentes para o Ca?*, permitindo o influxo de Ca* e exocitose das vesiculas
contendo insulina (MCTAGGART et al., 2010).

A liberacdo da insulina ocorre em duas fases. Na primeira fase, os granulos
RRP estdo associados com a membrana plasmatica e liberam insulina rapidamente
de uma maneira calcio-dependente (HOU et al.,, 2009). Na segunda fase da
secrecao de insulina, os granulos de reserva devem sofrer um deslocamento para a
membrana plasmatica, requerendo aumento do célcio intracelular, através do
fechamento dos canais Katp, cOmo anteriormente mencionado (HOU et al., 2009).
Estudos recentes tém demonstrado que a liberagdo de o6xido nitrico (NO) é
importante na regulacdo da secrecdo de insulina pelas células  em resposta a
elevacdo dos niveis de glicose (ECKERSTEN; HENNINGSSON, 2012;
NUNEMAKER et al., 2007).

Uma vez liberada, a insulina apresenta efeitos imediatos em diferentes

tecidos periféricos. Suas acdes sdo mediadas através da ligacdo ao receptor de
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insulina (IR), uma proteina de membrana distribuida em praticamente todos os
tecidos, principalmente no tecido adiposo, figado, coragdo, pulmdo e mausculos
(BAILYES et al.,, 1997; DEFRONZO, 2004). Ap6s ativacdo, o IR promove a
fosforilacdo do substrato do receptor de insulina intracelular (IRS), criando sitios de
reconhecimento para moléculas que possuem dominios com homologia a Src 2
(SH2) (HOU et al., 2009). A enzima fosfoinositideo-3-quinase (Pl 3-quinase) é um
dos principais alvos de fosforilagdo pelo IRS e responsavel por grande parte dos
efeitos metabdlicos da insulina via ativacdo da proteina quinase B, também
conhecida como AKT (proteina quinase B) e quinase-1 dependente de
fosfoinositideo (PDK1) (KASUGA, 2006).

Os tecidos sensiveis a insulina, como figado, musculos e adipdcitos, sob
estimulo hormonal, sdo capazes de aumentar aguda e intensamente a capacidade
de transportar glicose. Nestes 0Orgdos, a insulina estimula a translocacdo do
transportador GLUT4 para a membrana celular e a captacdo de glicose (MACHADO,
2006; LETO; SALTIEL, 2012). Em condi¢cbes basais, 10% dos receptores GLUT4 se
encontram na membrana citoplasmatica, e 90% em vesiculas intracelulares (LETO;
SALTIEL, 2012). Como ja mencionado, apés ligacdo da insulina ao seu receptor
(IR), ocorre fosforilagdo do IRS, ativando por sua vez a AKT (HOU et al., 2009;
MCTAGGART et al., 2010). A AKT é a conexdo central da sinalizacdo da insulina
com a regulacdo da mobilizacdo de GLUT4, pois ativa pequenas GTPases (TBC1D4
e RGC) que estdo envolvidas na translocacdo e direcionamento das vesiculas de
armazenamento intracelulares de GLUT4 para a membrana celular (LETO; SALTIEL,
2012). Ainda ndo esta elucidada a participacdo da AKT em outras etapas da
mobilizacdo, como a endocitose, a triagem e a formacdo de vesiculas de
armazenamento (LETO; SALTIEL, 2012). Além disso, a insulina apresenta efeitos
imediatos que incluem o aumento da sintese de proteinas, triglicerideos e
glicogénio, a inibicdo do processo de gliconeogénese, a glicogendlise, a lipolise e a
protedlise (JOSHI et al., 2007; LETO; SALTIEL, 2012).

A resisténcia insulinica € uma condicdo onde ha incapacidade de resposta
tecidual as concentracfes circulantes da insulina, consequentemente diminuindo as
acbes do hormdnio nos tecidos-alvo (KASUGA, 2006; MATTHAEI et al., 2000).
Como resposta, as células B pancreaticas 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 secretoria nesta fase pode ser
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resultado do aumento do numero de células B nas ilhotas e/ou aumento da
habilidade das células B em sintetizar/secretar insulina (PRENTKI; NOLAN, 2006).
ApoOs este periodo compensatério, a sobrecarga sofrida pelas células 3 pode levar a
sua faléncia, e podemos visualizar significante reducdo de seu volume como
resultado de exacerbacao da apoptose (BUTLER et al., 2003; KASUGA, 2006).

Os mecanismos envolvidos no comprometimento progressivo das células
durante a evolucdo do DM2 ndo estdo bem esclarecidos, porém acredita-se que as
células B durante o periodo de compensacao sdo expostas a mudancas metabdlicas
associadas com a obesidade. Desta forma, fatores comumente associados a
obesidade, como liberacdo de adipocinas (leptina, adiponectinas, resistina, TNF,
proteina quimioatraente de mondcitos-1; MCP-1), liberacdo de acidos graxos livres,
de espécies reativas de oxigénio, disfuncdo mitocondrial, e formagcdo de produtos
finais de glicacdo avancada (AGEs), podem ser possiveis indutores da faléncia das
células B (KASUGA, 2006).

Os adipdcitos e tecido adiposo exercem um papel importante na patogénese
da resisténcia a insulina associada a obesidade. Como mencionado, nestes casos, a
liberacdo de adipocinas e inflamag&o acabam por estar intimamente relacionadas
entre si (KASUGA, 2006). O TNF parece contribuir indiretamente para a resisténcia a
insulina, promovendo a lipolise dos adipdcitos e/ou inibicdo da diferenciacdo. Ainda,
promove a fosforilagdo alternativa do receptor de insulina, prejudicando o transporte
de GLUT4 para a membrana em tecido adiposo e musculo (BAKER et al., 2013).

Diante do exposto, fica evidente que o DM2 representa o estagio final de uma
sindrome progressiva e crénica causada pela combinacao de resisténcia insulinica e
comprometimento da funcdo pancreatica (MATTHAEI et al., 2000). Entre os
principais fatores de risco para desenvolvimento da doenca estdo os fatores
ambientais e genéticos. A exposi¢cao aos poluentes ambientais e a prevaléncia da
doenca esta bem associada em estudos epidemiolégicos, mas nao totalmente
elucidadas quanto aos mecanismos de acdo, assim, no topico a seguir abordarmos

a relacdo entre o desenvolvimento do DM e a exposi¢éo aos PCBs.

1.3 Interacado entre exposicado aos PCBs e desenvolvimento de DM
A literatura, a partir de 2010, tem relatado estudos que demonstram uma
correlacdo positiva entre a exposicdo a poluentes ambientais, obesidade e DM.

Estes quadros de doengas se intensificam com o aumento da concentragcdo
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plasmética 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 explicacdo plausivel para as
associacfes encontradas € que o DM causa uma desregulacdo no metabolismo
lipidico, prejudicando a distribuicdo e a eliminacao de compostos lipofilicos, como as
dioxinas e PCBs. Ademais, se apds o diagndstico de DM, os pacientes reduzirem
sua massa por restricdo alimentar, pode haver aumento da concentracdo de POPs
no tecido adiposo restante (RIGNELL-HYDBOM et al., 2007a, 2009b).

Lee e colaboradores, em 2011, encontraram relacdo entre a exposicao
simultanea a diferentes congéneres de PCBs e o desenvolvimento de obesidade,
dislipidemia e resisténcia a insulina, precursores comuns do DM2 e doencas
cardiovasculares. Por outro lado, Persky e colaboradores (2012) relataram que a
exposicdo aos PCBs estad positivamente relacionada a diabetes, mas ndo ha
associacdo da exposi¢cdo com resisténcia a insulina ou com alteracdes nos niveis de
outros horménios endogenos, como T3 (tri-iodotironina), T4 (tiroxina), TSH
(hormbnio estimulante da tireoide) e horménios sexuais, em homens e mulheres.
Fierens e colaboradores (2003), em estudo realizado na Bélgica, encontraram altas
concentragdes 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 correlacéo positiva entre o0 PCB146
e 180 e a prevaléncia de diabetes, enquanto que com o PCB163/164 e 170 parece
nao haver esta associacao, em pacientes japoneses.

Entre estudos experimentais em animais e estudos populacionais, a literatura
apresenta alguns dados sobre a relacdo entre a exposicdo ao PCB126 e o DM.
Everett e colaboradores (2007) sugerem que concentracfes elevadas de PCB126,
encontrados no sangue de individuos belgas, podem contribuir para o
desenvolvimento de DM. No entanto, os autores ndo descartaram a possibilidade de
estes individuos armazenarem maiores concentracdes do poluente, uma vez que
podem apresentar prejuizos no metabolismo e excrecdo do PCB126.

Da mesma forma, os dados da literatura com animais de experimentacao sao
controversos. O tratamento em ratos, por 13 semanas com PCB126 a 100 ppb,
associado a dieta, diminuiu os valores de glicose no soro (CHU et al., 1994). Ja em
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2011, Zheng e colaboradores mostraram que a exposi¢ao por via oral, por trés dias,
ao PCB126, em camundongos, em concentracdes de 0,3 a 30 pg/kg/dia, ndo alterou
os valores basais de glicose no soro. Por outro lado, a maior concentracao utilizada
neste estudo elevou a concentracdo de colesterol. Corroborando os dados obtidos
em 2004, por Lind e colaboradores, onde o tratamento intraperitoneal em ratas
ovariectomizadas, de PCB126 na concentracdo total de 256 ug/kg de massa
corporal, em um total de doze semanas, ndo alterou a concentracdo de glicose
sanguinea, mas aumentou o colesterol total nos animais expostos.

Outro mecanismo pelo qual a exposi¢cdo aos PCBs pode estar envolvida com
o desenvolvimento do DM ¢é pela alteracdo da adipogénese (BAKER et al., 2003;
GADUPUDI et al., 2015). Baker e colaboradores (2013) mostraram que a exposi¢ao
ao PCB77 ou PCB126 levou a alteragcdes nas concentracdes de glicose e na
tolerdncia a insulina em camundongos e elevacdo na concentracdo de TNF no
tecido adiposo, sugerindo que este tecido é alvo de acdo importante destes
poluentes. Em 2015, Gadupudi e colaboradores reforcam este conceito, ao mostrar
gue a exposicdo de pré-adipocitos ao PCB126 in vitro reduz a habilidade de
diferenciacdo destas células, associada com a inibicdo do fator de transcricao
PPARYy, provavelmente causada pela ativacao do receptor AhR.

Por mais que os mecanismos pelos quais as exposi¢coes ambientais levam a
génese do DM, néo esteja totalmente estabelecido, a literatura é unanime em
afirmar a relacdo aos efeitos relacionados aos POPs, em especial aos PCBs,
alegando que a exposicdo a estes poluentes esta relacionada a alteracbes

metabdlicas e da homeostasia do organismo.

Em conjunto, os dados aqui mostrados abordam dois problemas de salde
publica, a poluicdo e o aumento dos indices de DM na populagdo. Uma vez que a
literatura relata uma possivel associacdo entre estes parametros, estudos
aprofundados sdo necessarios para a compreensdo dos efeitos metabdlicos e
imunolégicos causados pelos POPs, que poderiam contribuir para a génese de

doencas, dentre elas o DM.
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2 Objetivos

Este trabalho foi delineado para investigar, experimentalmente, alteracdes
inflamatdrias e metabdlicas desencadeadas pela exposi¢ao in vivo ao PCB126, com
o intuito de identificar se estas alteragbes estdo envolvidas na génese 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 Ciéncias Farmacéuticas e do Instituto de Quimica da
Universidade de S&o Paulo. Os animais foram mantidos em biotério antes e durante
0 periodo de experimentos, sob as seguintes condicdes: 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 nutricdo com racado comercial e esterilizada pelo método de
irradiagdo gama. Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o0s
Principios Eticos de Experimentacdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de
Sao Paulo, com o numero de protocolo CEUA/FCF/315 (Ver Anexos, item 8.3). Os
animais foram anestesiados antes dos ensaios pela injecao intraperitoneal (i.p.) de
cetamina (88 mg/kg; Vetbrands, Jacarei, SP) associada a xilazina (8 mg/kg;
Vetbrands, Jacarei, SP) ou de pentobarbital de sédio (Hypnol®, Cristdlia, Sdo Paulo,
SP), dependendo do ensaio. Para otimizacdo e reducdo do uso de animais, foi
realizada a coleta de maior quantidade possivel de amostras em cada procedimento.

3.2 Protocolo de exposicao

Os animais foram expostos ao PCB n°26 (PCB126; 3,3,4,4'.5-
pentaclorobifenila) por 15 dias consecutivos nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de
massa corporea (solucdo a 0,0006; 0,006 e 0,06 mg/mL, respectivamente) por
instilacdo intranasal forcada com auxilio de uma pipeta automatica, em volume
maximo de 50 pL. Os animais controles receberam a instilacao intranasal do veiculo,
solucdo de cloreto de sodio 0,9% acrescido de 0,5% de dimetilsulfoxido (DMSO),
este ultimo, utilizado para solubilizagcdo do PCB126. O PCB126 foi obtido pela
AccuStandard (New Haven, CT, EUA).
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Para a realizacdo do protocolo de exposi¢cdo, todos os animais foram
previamente anestesiados pela injecdo i.p. de cetamina associada a xilazina. Os
ensaios foram realizados 5 horas apds as Ultimas exposi¢cdes, uma vez que
importantes parametros metabdlicos foram avaliados. A figura 4 representa uma

visdo simplificada do protocolo de exposicdo e metodologia empregada neste

trabalho.
MENSURAGAO :
DIAS 1 MASSA CORPORAL?RACAOIAGUA 15
=~ 50 L |
g Eutanasia
~
Ratos Wistar machos v’ In vivo: microscopia intravital
» (pancreas, figado e mesentério).
Veiculo
Salina 0,0% + v' Ex vivo: 1
0,5% DMSO v' Células sanguineas (leucécitos totais
: ou neutréfilos): citometria de fluxo,
ou quimiotaxia.
PCB126 v' Soro: analises bioquimicas, ELISA.
- , ] v' Tecidos: WB, CG-MS.
o,1;10u10 v' Pancreas e ilhotas de Langerhans:
ug /kg histologia, ELISA, citometria de fluxo. '

Figura 4: Representacao simplificada do protocolo de exposicao utilizado neste trabalho.

3.3 Caracterizacéo da exposicao
3.3.1 Pesagem dos animais

Todos os animais, apos inducdo de anestesia conforme descrito no item
anterior, foram diariamente monitorados quanto ao ganho de massa corporea, com 0
auxilio de uma balanca semi-analitica, previamente a cada protocolo de instilacao
intranasal. O dado obtido da massa de cada animal foi utilizado diariamente para

célculo do volume da solucdo de PCB126 a ser administrado.

3.3.2 Consumo de agua e racao
Para avaliacdo do consumo de &gua e racdo dos animais expostos ao

PCB126 ou veiculo, a quantidade de racdo e a agua ingeridas foram quantificadas
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diariamente em balanca semi-analitica e proveta, respectivamente, durante os 15

dias de tratamento.

3.3.3 Quantificacdo de PCB126 em amostras bioldgicas

Apés as ultimas exposicdes, os animais foram anestesiados com solucédo de
cetamina e xilazina e eutanasiados para coleta das amostras de figado e pulmao,
para deteccdo e quantificacdo dos niveis 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 solucdo de cloreto de potassio (KCI) 10%. As analises foram
conduzidas no modo headspace (HS), empregando-se a técnica de microextracdo
em fase sélida (SPME), para extra¢do e concentracdo do composto-alvo (PCB126) e
padrdo interno (PCB52), seguida da detec¢cdo em um cromatografo em fase gasosa
acoplado a um espectrometro de massas do tipo quadrupolo (GC-MS 5975C INERT
XL EI/CI, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, EUA).

Desta forma, utilizando um amostrador automatico (GC Sampler 80, Agilent
Technologies), as amostras foram incubadas a 100 °C e expostas a uma fibra de
poliacrilato (PA 85 um; Supelco, Bellefonte, PA, EUA) por 40 min. A dessorcao foi
realizada no injetor, a 280 °C, por 10 minutos.

A separacao foi obtida pelo emprego de uma coluna HP-5MS (30 m x 0,25
mm x 0,50 um; Agilent Technologies), com a seguinte programacdo 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. Gas hélio foi utilizado como gas de arraste,
a um fluxo constante de 1 mL/minuto. As injecOes foram realizadas no modo splitless
e a temperatura do injetor e da linha de transferéncia mantidas em 280 °C. A
ionizacdo foi promovida por impacto de elétrons (El) a 70 eV e temperatura da fonte
de ions 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 retencdo destes compostos. Os espectros
obtidos foram comparados com a base de dados NIST (National Institute of
Standards and Technology, Gaithersburg, EUA), para confirmacéo da identidade dos
analitos. Posteriormente, a aquisicao foi feita no modo SIM (selected-ion monitoring),

pelo monitoramento dos ions de m/z 222, 292 e 328 para o PCB126 e de m/z 220,
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290 e 326 para o PCB52, sendo os ions de m/z 326 e 292 usados como
guantificadores.

Foram construidas curvas de calibragio em ambas as matrizes, nas
concentracdes de 0,1; 0,5; 1; 5 e 10 ng/g de tecido, para quantificacdo das amostras

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

3.3.4 Pesagem dos 6rgaos

Apos as Ultimas exposicdes, os animais foram anestesiados e eutanasiados,
para coleta das amostras de figado, bago, rim, tecido adiposo, pulmé&o e coragéo,
para pesagem em balanca semi-analitica, o que correspondeu a massa umida dos
orgaos. Apos a pesagem, o figado, baco, rim, pulmé&o e coracdo foram mantidos 24

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

3.3.5 Andlise da expresséao de AhR por Western Blot

A expressao do receptor AhR foi quantificada em amostras de pulmao, figado,
rim, baco, gordura retroperitoneal e ilhotas pancreéticas isoladas (para isolamento
de ilhotas pancreaticas, consultar o item 3.7.7.1), obtidos dos animais expostos ao
veiculo ou PCB126, pela técnica de Western Blot. O lisado de proteinas utilizado foi
obtido a partir da coleta de amostras dos animais expostos por instilacdo ao veiculo
ou ao PCB, nas trés doses utilizadas neste trabalho. Assim, ap6s quantificacdo de
proteinas no homogenato de tecido, por reagente de Bradford e preparo de amostra
em tampao Lammelli, o lisado de proteinas foi submetido a eletroforese a 110 V por
2 horas e 30 minutos. A transferéncia foi realizada em membrana de nitrocelulose
por 1 hora e 30 minutos a 110 V, em cuba de transferéncia. A confirmacédo da
transferéncia foi realizada incubando-se a membrana com solucdo de Ponceau S.
Em seguida, a membrana foi lavada com TBS-Tween (TBS-T; Tris-buffered saline)
0,1% e blogueada com leite 5%. O anticorpo primario monoclonal mouse anti-AhR
(1:1.000) foi incubado a 4 °C, 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 revelacdo foi realizada através da  metodologia de
eletroquimioluminescéncia (ECL) utilizando-se o luminol como substrato e a enzima
peroxidase (Thermo Scientific, Waltham, MA, EUA). Os resultados foram analisados

por densitometria 6ptica (Scion Image Software, Torrance, CA, EUA). A expressao

41



de B-actina foi utilizada como controle de quantidade protéica.Todos 0s anticorpos
utilizados foram adquiridos da Abcam (Cambridge, MA, EUA).
3.4 Caracterizacao dos parametros hematoldgicos
3.4.1 Determinacao do leucograma

Apés as ultimas exposicles, os animais foram anestesiados e foi realizada a
coleta do sangue circulante da artéria aorta abdominal, com auxilio de seringas de
plastico contendo o anticoagulante heparina (5000 Ul/mL; Hepamax-S®, Blausiegel,
Cotia, SP), para determinacdo da leucometria. A leitura total de células foi realizada
em hemocitbmetro (Herka, Berlin, Alemanha), apds a diluicho das amostras de
sangue na proporcado de 1:20 (vol:vol) com liquido de Turk. A leitura diferencial foi
realizada em esfregacos de sangue corados com corante rapido Panético®
(Laborclin, Pinhais, Parand, Brasil), que se baseia no principio de coloragao
hematolégica estabelecida por Romanowsky (HOROBIN, 2011).

3.4.2 Determinacao dos parametros hematimétricos

O sangue total coletado com anticoagulante foi utilizado para quantificacéo
dos parametros hematimétricos, tais como, hemoglobina, hematocrito e o niamero
total de heméacias, utilizando um analisador hematolégico automatico de uso
veterinario, o equipamento ABCVet (Horiba ABX, Irvine, CA, EUA).

3.4.3 Determinacao do numero de células na medula 0ssea

Apés as ultimas exposicOes, 0os animais foram anestesiados e a coleta do
perfusato medular foi realizada. As células totais da medula 6ssea foram obtidas por
meio de lavagem da cavidade femoral com 4 mL de meio de cultura RPMI-1640
(Vitrocell, Campinas, S&o Paulo, Brasil). A suspenséo celular foi centrifugada a 4 °C,
600 g por 10 minutos, e em seguida ressuspensas em 1 mL de meio de cultura. A
leitura total de células foi realizada em hemocitémetro, apds diluicdo 1:20 (vol:vol)
com liquido de Turk. Para a caracterizacdo do tipo celular encontrado, foram
realizados esfregacos corados com solucdo de May-Grunwald e Giemsa e 300

células por amostra/animal foram analisadas.
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3.5 Caracterizacéo dos parametros metabolicos
3.5.1 Determinacao do perfil lipidico

Apés as ultimas exposi¢cdes, os animais foram anestesiados e foi realizada a
coleta do sangue circulante proveniente da artéria abdominal, coletado com auxilio
de uma seringa de plastico sem anticoagulante. Em seguida, o soro foi isolado por
centrifugacéo (10 minutos, 3500 rpm) e armazenado a -80 °C para as determinacdes
a seguir:
3.5.1.1 Determinacéo do colesterol sérico, triglicerideos e HDL colesterol

O colesterol total, triglicerideo sérico e o HDL (lipoproteina de alta densidade)
colesterol foram determinados por método enzimatico utilizando kits comerciais, de
acordo com o fabricante (Labtest Diagnostica S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais,
Brasil) e quantificados em analisador bioquimico automatizado (Labmax240®,
Labtest Diagnoéstica S.A.).

3.5.1.2 Calculo da concentracdo sérica de VLDL colesterol
A partir das concentracdes séricas de triglicérides, foi calculada a
concentracdo de VLDL (lipoproteina de muito baixa densidade) colesterol, utilizando
0 seguinte célculo (Labtest Diagnéstica S.A.):
VLDL colesterol (mg/dL) = triglicerideos (mg/dL)
5
3.5.1.3 Célculo da concentragéo sérica de LDL colesterol

A partir das concentracfes séricas de HDL colesterol e VLDL, descritos
anteriormente, foi possivel calcular as concentracdes de LDL (lipoproteina de baixa
densidade) colesterol, utilizando o seguinte céalculo (Labtest Diagnéstica S.A.):

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

3.5.2 Determinacao do perfil bioquimico e atividade enzimatica do figado

A determinacdo dos niveis de creatinina, uréia, gama GT, alanina
aminotransferase (ALT) e aspartato aminotransferase (AST) e proteinas totais foram
realizadas no soro coletado dos animais expostos, por método enzimatico, utilizando
Kits comerciais, de acordo com a metodologia fornecida pelo fabricante (Labtest
Diagnostica S.A.) e quantificados em analisador bioquimico automatizado
(Labmax240°®, Labtest Diagndstica S.A.).

43



3.6 Caracterizacdo dos parametros inflamatérios
3.6.1 Isolamento de neutrdfilos circulantes

A amostra de sangue circulante coletada com anticoagulante foi utilizada para
o isolamento de neutréfilos. 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. Apos o periodo de centrifugacédo, o sobrenadante foi descartado
e o pellet sofreu lise hipotbnica dos eritrécitos restantes com solucdo de cloreto de
sédio (0,2% e 1,6%). Em seguida, as amostras foram centrifugadas (600 g, 10
minutos, 4 °C) e o sobrenadante descartado.

Os neutrofilos isolados do sangue circulante foram utilizados para: )
avaliacdo da expressdo de TLR4; Il) avaliacdo da expressdo de FPR-1; llI)
guantificacdo do calcio intracelular; 1V) burst oxidativo, ensaios estes realizados em
citobmetro de fluxo (ver item 3.6.3), ou ainda para V) ensaios de quimiotaxia (item
3.6.4).

3.6.2 Recrutamento de neutroéfilos e tratamento in vitro com PCB126

Animais ndo expostos ao veiculo ou PCB126 foram utlizados para
recrutamento de neutrdfilos induzido por injecdo de glicogénio de ostra 1% no
peritdnio dos animais (MACEDO, 2006). Apés 4 horas de inducéo, os animais foram
eutanasiados e os neutréfilos foram coletados para determinacdo da viabilidade
celular, expressdo de moléculas de membrana celular, para inducdo do burst
oxidativo e quimiotaxia (ver itens 3.6.3.1 e 3.6.5). Os neutréfilos recrutados foram
tratados in vitro com PCB126 nas concentragdes de 0,1; 1, 100 ou 10.000 nM ou
veiculo (DMSO 0,3%), por 1 hora a 37 °C, e incubados ou ndo com os estimulos
inflamatorios adequados.

3.6.3 Citometria de fluxo

Apoés coleta do sangue circulante com a presenca de anticoagulante para
determinacdo da leucometria, os leucécitos totais foram aproveitados para
realizacdo de ensaios utilizando citometro de fluxo. Para tanto, foi realizada a lise
osmoética dos eritrécitos em meio hipoténico com solugéo de cloreto de sédio (0,2%
e 1,6%), em seguida, as amostras foram centrifugadas (600 g, 10 minutos, 4°C) e o
sobrenadante descartado. Apds lavagem com solucao fosfato salina (PBS: NaCl 154
mmol/L; NaHPO, 1,9 mmol/L; Na,HPO, 8,1 mmol/L; pH 7,4), 1 x 10° leucécitos totais
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foram estimulados com o estimulo inflamatério adequado e, em seguida, incubados
com o0s anticorpos especificos para determinacdo da viabilidade celular ou
expressdo de moléculas de adeséao celular (ver itens 3.6.3.1 e 3.6.3.2).

Apb6s os periodos de incubacdo, os leucdcitos totais, os neutrofilos
circulantes isolados, ou ainda, os neutrofilos recrutados e tratados in vitro com
PCB126 foram analisados em citdbmetro de fluxo (Becton & Dickinson, San Jose, CA,
EUA, FACSCanto Il). Aproximadamente 10.000 células foram obtidas e somente
células morfologicamente vidveis foram consideradas aptas para a analise, que foi
realizada utilizando o software FlowJo 8.7.1 (Treestar, Ashland, OR, EUA). As
subpopula¢cdes celulares nas amostras de sangue total, de polimorfonucleares
(PMN), que incluem os neutréfilos e eosindfilos, e de células mononucleares
periféricas do sangue (PBMC), que compreendem os linfocitos e mondcitos, foram
reconhecidos por meio das propriedades FCS (forward scatter) e SSC (side scatter)
do citbmetro de fluxo, que avaliam o tamanho celular e a complexidade interna das

mesmas, respectivamente.

3.6.3.1 Avaliacédo da viabilidade celular

Apés incubacdo com o estimulo inflamatério fMLP (N-formil-metionil-leucil-
fenilalanina, Sigma-Aldrich) a 107 mol/L (DE LIMA et al., 2012) ou solucdo PBS
(basal), por 1 hora, a 37 °C, a suspensdo de leucdcitos totais obtida de animais
expostos in vivo ao PCB126, ou os neutréfilos recrutados e tratados in vitro com o
poluente, foram novamente centrifugados e ressuspensos em solucdo PBS para
incubacdo com os anticorpos monoclonais anti-anexina V (1:100) conjugado com
proteina piridina clorofila (PerCP), para avaliar a apoptose, e iodeto de propideo (PI;
50 pug/mL), para avaliacdo da necrose, por 20 minutos, a 4 °C, na auséncia de luz,
seguido de andlise em citbmetro de fluxo. A anexina V apresenta a capacidade de
ligacdo a fosfatidilserinas, de maneira irreversivel e calcio-dependente, que séo
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 propideo é um corante impermeével a membrana
celular integra, que tem afinidade por estruturas intracelulares. Uma vez que, a
necrose € caracterizada por rompimento da membrana celular e liberacdo do
conteudo 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 Avaliacéo da expressao de moléculas de adeséao

Apbs incubacdo com o estimulo inflamatério fMLP a 107 mol/L ou solucéo
PBS (basal) por 1 hora a 37°C, a suspensao de leucdcitos totais foi novamente
centrifugada e ressuspensa em solucdo PBS para incubacdo com o0s anticorpos
monoclonais anti-L-selectina (anti-CD62L; 1:100) e anti-B,-integrina (anti-CD18;
1:100) conjugados com isotiocianato de fluoresceina (FITC), ou anti-PECAM-1 (anti-
CD31; 1:100) conjugado com ficoeritrina (PE), por 20 minutos a 4 °C, na auséncia de
luz, e analisados em seguida em citdmetro de fluxo. Os anticorpos monoclonais

foram adquiridos da BD Biosciences.

3.6.3.3 Avaliagéo da expressao de FPR-1

Ap6s incubacdo com o estimulo inflamatério fMLP a 10~ mol/L ou solugéo
PBS (basal) por 1 hora, a 37 °C, os neutrdfilos isolados do sangue circulante de
animais expostos in vivo ou os neutrofilos recrutados e tratados in vitro com PCB126
foram novamente centrifugados e ressuspensos em solugcdo PBS para incubacéo
com o anticorpo anti-FPR-1-FITC (1:100; Biorbyt Ltd.; Cowley Road, Cambridge,
Reino Unido), por 20 minutos a 4 °C, na auséncia de luz, e analisados em seguida

em citdmetro de fluxo.

3.6.3.4 Avaliagéo da expressao de TLR4

Apés incubacdo com o estimulo inflamatério LPS 5 pg/mL ou solucdo PBS
(basal) por 30 minutos, a 37 °C, os neutréfilos isolados do sangue circulante de
animais expostos in vivo ou os neutrofilos recrutados e tratados in vitro com PCB126
foram novamente centrifugados e ressuspensos em solugcdo PBS para incubacéo
com o anticorpo anti-TLR4-PE (1:50; BD Biosciences) por 20 minutos, a 4 °C, na

auséncia de luz, e analisados em seguida em citdmetro de fluxo.

3.6.3.5 Quantificacao do burst oxidativo
Com o objetivo de mensurar a producéo intracelular de espécies reativas de
oxigénio (EROs) em leucdcitos circulantes, foi utiizado o 2,7 -
diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH,-DA), um composto que ao ser oxidado
por EROs intracelulares gera o DCF, um composto altamente fluorescente que pode
ser detectado por citdmetro de fluxo (CHEN et al., 2010).
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A reacdo para identificacdo da producdo de EROs intracelular baseia-se na
conversdo de 2,7 - diclorodihidrofluoresceina-diacetato (DCFH,-DA) para 2,7 -
diclorofluoresceina (DCF), ocorrendo da seguinte maneira: a forma diacetato do
DCFH,-DA-AM ¢é absorvida pelas células, onde as esterases ndo especificas vao
guebra-los em grupos lipofilicos, resultando em um composto diferente do inicial que
permanece no interior da célula. A oxidacdo de DCFH pelos EROs converte a
molécula inicial para DCF que é um composto altamente fluorescente. A nova
molécula apresenta os comprimentos de onda excitacdo = 485 nm e emissédo = 528
nm.

Apbs isolamento, os neutréfilos do sangue circulante de animais expostos in
vivo, ou os neutrdfilos recrutados e tratados in vitro com PCB126, foram incubados
in vitro com DCFH-DA (340 pumol/L), por 30 minutos, a 37 °C (RIBEIRO et al., 2011).
Apo6s incubacdao, solucao de EDTA (3 mmol/L; 2 mL) foi adicionada para interromper
a reacdo. Em seguida, a suspensdo de células foi incubada com solucdo salina
balanceada de Hanks (HBSS: CaCl, 1,29 mmol/L; NaCl 136,9 mmol/L; KCI 5,36
mmol/L; MgSO4 0,65 mmol/L; Na;HPO,4 0,27 mmol/L; KH,PO4 1,1 mmol/L; D-glicose
2 mmol/L) ou estimulos, que consistiu em solucdo de fMLP (10" mol/L, 10 minutos,
37 °C) ou phorbol-12-myristate-13-acetate (PMA; 100 ng/mL, 15 minutos, 37 °C) ou
lipopolissacarideo de E. coli (LPS; 5 pug/mL, 10 minutos, 37 °C), seguido de analise

em citbmetro de fluxo.

3.6.4 Quimiotaxia

A quimiotaxia in vitro foi realizada utilizando o modelo de camara de Boyden
modificado (SHIMADA et al., 2012). Para tanto, 1 x 10° neutréfilos circulantes
isolados do sangue circulante de animais expostos in vivo, ou o0s neutrdéfilos
recrutados e tratados in vitro com PCB126, foram acondicionados ao compartimento
superior da camara Neuroprobe ChemoTx®-111-8™ 96-well plate, separadas do
compartimento inferior por membranas de policarbonato com poros de 8 um e 3,2
mm de didmetro (Neuroprobe, Leamington Spa, Reino Unido). A migracdo dos
neutroéfilos foi induzida preenchendo o compartimento inferior com 300 pL de fMLP
10" mol/L ou meio de cultura. A seguir, a cAmara foi incubada em estufa a 37 °C e
com 5% de CO, por 2 horas e os neutréfilos migrados foram avaliados em

hemocitdmetro, apos diluicdo em liquido de Turk.
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3.6.5 Andlise da interacao leucdcito-endotélio por microscopia intravital

Os animais foram anestesiados ap0s as ultimas exposicdes e 0 mesentério, o
pancreas e o figado foram expostos, sequencialmente, para analise da interacéo
leucécito-endotélio, utilizando a metodologia de microscopia intravital. Para tanto,
cada orgéao foi posicionado sobre uma placa de acrilico com temperatura controlada,
havendo-se o cuidado de evitar qualquer comprometimento do fluxo sanguineo. O
orgéao foi mantido mido durante todo o experimento pela irrigagdo com a solucao de
Ringer modificado (pH = 7,2-7,4; NaCl 154 nmol/L; KCI 5,6 mmol/L; CaCl,.2.H,0 2
mmol/L; NaHCO3 6 mmol/L e glicose 5 mmol/L).

As imagens foram obtidas em microscépio Optico (Axioplan II, Carl-Zeiss
equipado com objetivas 5,0/0,30x Plan-neofluar ou 10,0/0,25x Achroplan
(distancia/abertura numérica) e com 1,0x; 1,25x ou 1,60x sistema adicional de
ampliacdo de imagem (optovar). As imagens foram capturadas em camera de video
(ZVS, 3C75DE, Carl-Zeiss) e transmitidas simultaneamente ao computador. Os
aumentos proporcionados pelas objetivas do microscopio, pelo optovar e pela
camera de projecao de imagem conferem ampliacdo e nitidez suficientes para as
andlises quantitativas no monitor do computador. Com as imagens obtidas foram
observados e quantificados os efeitos da exposi¢cdo ao poluente sobre a interacao
leucécito-endotélio na microcirculacao.

Para tanto, foram quantificados os leucdcitos rolando e aderidos em vénulas
pés-capilares (20-30 um de diametro) do mesentério e pancreas dos animais e
leucécitos aderidos em sinuséides do figado dos animais. Leucdcitos migrados
foram contados em area perivascular do mesentério. As quantificacdes foram
realizadas em condicdes basais e/ou apés estimulo inflamatério com fMLP 107 molL,
em intervalos de 1, 2, 4, 5 ou 10 minutos. Os leucécitos em movimento na periferia
do fluxo sanguineo, 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 vénula,
durante o periodo de 5 minutos. Foram considerados leucdcitos aderidos aqueles
gue permaneceram por pelo menos 30 segundos fixos a parede vascular, em uma
extensdo de 100 um de vaso sanguineo (DAHLEN et al., 1981; FARSKY et al., 1999;
2004). A migracao leucocitaria foi avaliada em area de 2.500 um?. Adicionalmente,

foi medido o didmetro das vénulas.
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3.6.6 Avaliacdo da expressao de moléculas de adeséo soluveis

A concentracdo das moléculas de adesao solaveis 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 apd6s
coleta do sangue circulante sem anticoagulante, dos animais expostos ao PCB126
ou veiculo, e quantificadas por reacdo imunoenzimatica (ELISA), utilizando Kits

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

3.6.7 Determinacao de mediadores inflamatérios
3.6.7.1 Determinacédo da concentracao de citocinas proé-inflamatorias

A concentragao de interleucina (IL)-18, IL-6 e fator de necrose tumoral (TNF)
foi determinada no soro ou no homogenato de figado, pulmao, pancreas e, gordura
retroperitoneal obtidos dos animais expostos ao PCB126 ou veiculo, por reacao
imunoenzimatica (ELISA), utilizando kits comerciais provenientes das empresas BD

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

3.6.7.2 Determinacao indireta da producédo de NO

A concentracdo de nitrito, NO,', foi determinada no homogenato de figado e
pulmédo utilizando a reagdo de Griess (TSIKAS, 2005). Adicionalmente, o
sobrenadante de cultura de ilhotas de Langerhans, que foram coletadas conforme
descrito no item a frente 3.7.7.1, foi também utilizado para determinacdo da
concentracdo de NO,. Em resumo, 100 pL dos sobrenadantes foram adicionados a
100 pL do reagente de Griess (1% de sulfanilamida com 0,1% de a-naftil
etilenodiamina; Sigma-Aldrich). Apdés 10 minutos de incubacdo em temperatura
ambiente, a absorbancia de cada amostra é determinada em espectrofotdbmetro com
comprimento de onda de 550 nm. A concentracdo de NO, das amostras é

determinada a partir de uma curva padréao de NaNO..

3.6.8 Proliferacao de células do baco

Apés as Ultimas exposicdes, os animais foram eutanasiados e o bacgo foi
coletado de forma asséptica e acondicionado em meio RPMI-1640. O baco coletado
foi macerado com auxilio do cell strainer, e apods lise com solugdo ACK (0,15 mol/L
NH4CIl; 10 mmol/L KHCOg3; 0,1 mmol/L EDTA), foi preparada uma suspensao

contendo 1 x 10° células/mL. Para qguantificacao diferencial do tipo celular, foram
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preparadas laminas com auxilio de centrifuga citologica (Cytospin, Thermo
Scientific). Adicionalmente, 100 pL da suspenséo celular foram adicionados aos
pocos em placa de cultura, que foi mantida em estufa a 37 °C e 5% CO,, por 72
horas. As células foram estimuladas ou ndo com concanavalina A (ConA) ou
lipopolissacarideo de Escherichia coli (LPS; Sorotipo 026:B6, Sigma-Aldrich) nas
concentracdes de 1 ou 5 pg/mL Apos 48 horas de incubacao, 25 pL de resazurina
0,01% (preparada em meio RPMI-1640 + 10% soro fetal bovino; SFB) foram
adicionados em todos os pocos (AHMED et al., 1994). A resazurina é um composto
de cor azul, ndo toxico, permeével e ndo fluorescente que utiliza as reacbes de
reducdo provenientes de células metabolicamente ativas para converter a resazurina
em uma molécula vermelha fluorescente chamada resofurina (O'BRIEN et al., 2000)
A quantidade de fluorescéncia e também a variacao na coloracao produzida durante
0 ensaio é proporcional ao niamero de células vivas. Entre 18 e 24 horas apoés a
adicdo da resazurina, a densidade optica (D.O.) de cada poco foi medida a 570 e
600 nm e a proliferacéo foi avaliada pela subtracdo dos valores obtidos entre a D.O.
das leituras de 570 e 600 nm (AHMED et al., 1994).

3.7 Caracterizacdo do diabetes mellitus
3.7.1 Determinacao da concentracao seérica de glicose
Apos as Ultimas exposicdes, a determinacdo da glicemia basal foi realizada
por quantificacdo em glicosimetro (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 veiculo ou ao PCB126
na dose de 10 pg/kg por 45 dias, sendo monitorados durante todo o periodo de

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

3.7.2 Determinacao da concentracao de insulina e leptina

ApGs as ultimas exposicdes, a determinacdo das concentracdes de insulina e
leptina foram realizadas no soro ou no sobrenadante de cultura de ilhotas, obtidos
dos animais expostos, por reacdo imunoenzimatica (ELISA), utilizando Kits
comerciais (Millipore, Billerica, MA, EUA). Neste método, o limite de deteccdo de

insulina é 0,2 ng/mL e de leptina é de 0,04 ng/mL.
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3.7.3 Teste de tolerancia a glicose endovenosa (EVGTT)

Apoés as ultimas exposicdes, 0os animais utilizados para este ensaio foram
mantidos em privacdo alimentar por 5 horas, e anestesiados com pentobarbital de
sodio (40 mg/kg de massa corporal) por via i.p., para coleta de uma gota de sangue
caudal, que correspondeu a glicemia basal (T0). Em seguida, uma dose Unica de
uma solucdo de glicose a 375 mg/mL foi administrada (0,2 mL/100 g de massa
corporal) por via endovenosa, pela veia peniana, sendo entéo coletadas as amostras
de sangue caudal nos tempos 5, 10, 20, 30 e 60 minutos, ap0s injecdo da solucao

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

3.7.4 Teste de tolerancia a insulina endovenosa (EVITT)

ApGs as Ultimas exposi¢des, 0s animais utilizados neste experimento foram
submetidos a restricdo alimentar por 5 horas e anestesiados com pentobarbital de
sédio (40 mg/kg de massa corporal), por via i.p. Apos anestesia, foi realizada a
coleta de uma gota de sangue caudal e determinada a glicemia basal (TO), por fita e
glicosimetro (Accu-Chek Active Kit Roche). ApGs a dosagem inicial foi administrada
uma dose Unica 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 apos a injecdo de insulina. A
constante de decaimento da glicose (KITT) é calculada a partir da regresséao linear
do logaritmo neperiano dos valores de glicemia obtidos no teste (LUCENA et al.,
2015).

3.7.5 Analise da expressao de GLUT4 em tecidos insulino-dependentes

A expresséo do transportador de glicose GLUTA4 foi quantificada em amostras
de tecido adiposo e musculo gastrocnémico obtidos dos animais expostos ao veiculo
ou PCB126, pela técnica de Western Blot, conforme descrito anteriormente no item
3.3.5. O anticorpo primario monoclonal rat anti-GLUT4 (1:1.000) foi incubado a 4 °C,
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 o0s

anticorpos utilizados foram adquiridos da marca Abcam.
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3.7.6 Andlise morfoldgica das ilhotas de Langerhans

Apés as Uultimas exposicOes, os animais utilizados neste ensaio foram
eutanasiados e o0 pancreas, depois de coletado, foi fixado em solucdo de formol
10%, por 24 horas, e processado rotineiramente para a inclusdo de parafina. Apos a
realizacao de cortes histolégicos em micrétomo, na espessura de 10 um, oS mesmos
foram corados pela técnica da hematoxilina-eosina (HE) e fotomicrografados no
microscopio Axiovert 100M (Carl Zeiss SMT, Alemanha). As imagens obtidas foram
analisadas em AxioVision Release 4.8, Zeiss Inc., Alemanha. A andlise morfométrica

foi realizada nas ilhotas de Langerhans, medindo-se a area (um?).

3.7.7 Andlise 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 modificacées. Em resumo, o ducto biliar
comum dos animais foi dissecado e uma céanula de polietileno (PE/3, diametro
interno 0,58mm e didmetro 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 ocluida com fio de sutura e o ducto comum foi perfundido com solugéo
HBSS a pH 7,4, contendo colagenase V (0,7 mg/mL; Sigma-Aldrich), para distensao
do pancreas. O pancreas foi removido e incubado em solugcdo de HBSS contendo
colagenase V, a 37 °C, durante 25 minutos. Apos a digestao, as ilhotas pancreéticas
foram purificadas utilizando gradiente de Histopaque® 1077, seguida por separacéo

por pipetagem manual.

3.7.7.2 Avaliacédo da viabilidade celular, ciclo celular e fragmentacdo do DNA das
ilhotas pancreaticas isoladas

As ilhotas isoladas foram lisadas com auxilio de tripsina 0,12%, por 5 minutos,
sob agitacéo, liberando assim, as células componentes, que foram utilizadas para
andlise da viabilidade celular, ciclo celular e fragmentagédo do DNA.

A técnica da viabilidade celular ja foi descrita no item 3.6.3.1. O ciclo celular e
a fragmentacdo do DNA foram realizados adicionando as ilhotas isoladas
(aproximadamente 40 ilhotas/animal), 50 yL de uma solugdo contendo a enzima
RNAse A (15 mg/mL) e 150 pL do tampéo hipotonico fluorescente (solugdo PBS com
SFB 2%; Triton-X 100 0,05%; citrato de sodio 0,1%; e iodeto de propideo 25 pg/mL)
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(LUCENA et al., 2015). Em seguida, as células foram analisadas em citbmetro de

fluxo.

3.7.7.3 Geracdo de espécies reativas de oxigénio e anion superoxido por ilhotas
pancreaticas isoladas

As ilhotas isoladas foram imediatamente utilizadas para avaliacdo da geracao
de EROs, anion superéxido e peroxinitrito, onde foram incubadas com sondas
especificas e observados por microscépio de fluorescéncia (Axiovert 100M).
Posteriormente, as imagens obtidas foram analisadas por densitometria Optica
(AxioVision Release 4.8) e expressas como unidades arbitrarias (u.a.).

Para quantificacdo dos niveis totais de producdo de EROs, aproximadamente
10 ilhotas por grupo foram incubadas com solugdo HBSS contendo o marcador
fluorescente DCFH-DA na dose de 30 pumol/L, por 30 minutos, a 37 °C, protegidas da
exposicao a luz (BATUMALAIE et al., 2014). Utilizando filtro adequado (excitacéo:
504 nm; emissao: 529 nm), é possivel observar a marcacao fluorescente indicativa
de estresse oxidativo (CHEN et al., 2010).

A geracdo basal de anion superédxido foi determinada apods incubacao de
aproximadamente 10 ilhotas por grupo em solucdo HBSS contendo dihidroetidina
(DHE, 10 pmol/L), durante 30 minutos, a 37 °C (WILHELM et al., 2009). Na presenca
do anion superéxido, o DHE é convertido no composto fluorescente brometo de
etidio, o qual se intercala ao DNA da célula (WILHELM et al., 2009), sendo possivel
a observacdo da marcacdo utilizando parametros adequados (excitacdo: 518 nm;

emissao: 605 nm).

3.7.7.4 Geracao de NO;, IL-6 e insulina por ilhotas pancreaticas isoladas

Apés isolamento, aproximadamente 40 ilhotas foram incubadas em placas 96
pocos 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 hiperglicémico), por 24 horas, em estufa, a 37 °C e 5% de CO,. Apds o
periodo de incubacdo, o sobrenadante foi coletado e armazenado a -80 °C para
posterior quantificacdo de mediadores, tais como: insulina, NO e IL-6; utilizando
metodologia imunoenzimatica (ELISA) ou reacdo de Griess, descritas anteriormente
(veritens 3.6.7.1 e 3.6.7.2).

53



3.8 Anadlise estatistica

Os resultados obtidos estdo apresentados como média + erro padrao da
meédia (e.p.m.) e foram analisados estatisticamente pelo Teste t de Student, quando
somente dois grupos foram comparados, ou pela Analise de Variancia de 1-via ou de
2-vias com comparacdes multiplas (ANOVA), seguida do teste de Tukey-Kramer ou
Bonferroni, quando necessario. Para tanto, foi utilizado o programa estatistico
GraphPad Prism 5.0.
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4 Resultados
4.1 Caracterizacado da exposicao
4.1.1 Peso dos animais

Previamente a cada exposi¢édo, os animais foram anestesiados e pesados
para posterior realizacdo da instilacdo intranasal com 0 seu respectivo tratamento,
veiculo ou PCB126 (0,1; 1 ou 10 pg/kg). Os dados encontrados mostram que 0S
animais expostos ao PCB126 nas doses de 0,1 ou 1 pug/kg ndo sofreram alteracéo
no ganho da massa corporal no decorrer dos 15 dias de tratamento. Por outro lado,
0s animais que receberam a dose de 10 pg/kg de PCB126 apresentaram aumento
da massa corpérea em relagcdo aos animais que receberam veiculo (Figura 5A), que
pode ser confirmada pela analise estatistica, onde foi utilizado o célculo da area sob
a curva (AUC; Figura 5B).
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Figura 5: Efeito da exposicdo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a variagdo de massa corpdrea de ratos
Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugao
veiculo do PCB126 (solugao fisiologica + 0,5% DMSO). A variagdo da massa corpérea dos animais foi medida
durante o periodo do protocolo experimental, em que o0s animais foram anestesiados com solugdo
cetamina:xilazina (88 e 8 mg/kg) todos os dias, antes de cada exposi¢éo, pesados e, o respectivo tratamento foi
realizado. A) Porcentagem da variacdo da massa corpdrea dos animais durante os 15 dias de exposicdo. B) Area
sob a curva (AUC) da variagdo ponderal entre os dias 1 a 15. Os resultados expressam a média + e.p.m. da
variacdo da massa corpérea obtidos de 22 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo
com a analise de variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo p6s-teste de Tukey (*P<0,05 vs. veiculo).
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4.1.2 Consumo de racéo

Os animais foram monitorados, quanto ao consumo de racédo, ad libitum, de
forma que a mesma foi pesada todos os dias, antes de cada exposi¢cdo dos animais
ao veiculo ou PCB126. A exposicdo ao PCB126, nas trés doses analisadas, 0,1; 1
ou 10 pg/kg ndo alterou o padrao de consumo de racédo dos animais no decorrer dos
15 dias de tratamento (Figura 6A), ndo havendo alteracdo no consumo diario e no
consumo total de racdo (Tabela 1), confirmada pela andlise estatistica, realizada de

acordo com a avaliacao da area sob a curva (Figura 6B).
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Figura 6: Efeito da exposigéo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre o consumo diario de racao por ratos Wistar
machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugédo
veiculo do PCB126 (solucao fisiolégica + 0,5% DMSO). Para determinagdo do consumo diario de ragdo, os
animais tiveram acesso liberado ao alimento e a ragdo foi quantificada e monitorada diariamente. A)
Acompanhamento do consumo de racdo (em gramas de ragcdo — g — por animal) durante os 15 dias de
exposicéo; B) Area sob a curva (AUC) da variagdo entre os dias 1 a 15. Os resultados expressam a média +
e.p.m. do consumo diario de ragéo por animal, obtidos em 3 experimentos independentes, com cinco animais em
cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo com a analise de variancia (ANOVA) de 1 via, seguida
pelo pés-teste de Tukey.

Tabela 1: Consumos de ragéo diario e total dos animais expostos ao PCB126 ou veiculo.
Os resultados expressam a média = e.p.m. (em gramas; g) dos consumos de ragéo diérios ou durante os 15 dias
de exposicdo, obtidos em 3 experimentos independentes, com cinco animais em cada grupo.

Parametros/ " PCB126
Veiculo
Grupos 0,1 pg/kg 1 pg/ks 10 pg/kg

Consumo diario

- 21,21+ 0,72 21,82 + 0,30 20,62 + 1,06 19,99 + 0,17
de ragdo (g)

Consumo total

~ 296,9 + 10,11 305,5 + 4,23 288,8 + 14,85 279,9+2,38
de rac3do (g)
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4.1.3 Consumo de agua

Os animais foram monitorados em relacdo ao consumo de agua, diariamente,
tendo a agua livremente disponivel, medida essa realizada todos os dias antes de
cada exposicdo ao veiculo ou PCB126. A quantidade ingerida foi determinada
utilizando uma proveta. A exposicdo ao PCB126, na dose analisada, de 10 pg/kg
nao alterou o consumo de agua dos animais no decorrer dos 15 dias de exposicao,
como pode ser visualizado na figura 7A, e confirmado pela analise estatistica, apés
célculo da area sob a curva (7B).
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Figura 7: Efeito da exposicéo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre o consumo diario de agua por ratos Wistar
machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagédo intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solu¢éo veiculo do
PCB126 (solucéo fisiolégica + 0,5% DMSO). Para determinacéo do consumo diario de 4gua, os animais tiveram
acesso liberado a agua e esta foi quantificada e monitorada diariamente. A) Acompanhamento do consumo de
agua (mL/animal) durante os 15 dias de exposicdo; B) Area sob a curva (AUC) da variacéo entre os dias 1 a 15.
Os resultados expressam a média + e.p.m. do consumo diario de 4gua por animal, obtidos em 3 experimentos
independentes, com cinco animais em cada grupo. A andlise estatistica foi realizada de acordo comutilizando o
Teste t de Student ndo pareado.

4.1.4 Expressao do receptor Aril hidrocarboneto (AhR)

ApGs a eutanasia dos animais, o pulméo (Figura 8A), rim (Figura 8B), figado
(Figura 8C), baco (Figura 8D), gordura retroperitoneal (Figura 8E) e ilhotas de
Langerhans (Figura 8F) foram coletados para andlise da expressao do receptor aril
hidrocarboneto (AhR), por Western Blot. A exposicdo ao PCB126 por instilacéo
intranasal, na dose de 10 pg/kg de massa corporal, aumentou a expressdo do
receptor AhR em todos os tecidos analisados, exceto no bago. As doses mais baixas
de exposicdo foram capazes de aumentar a expressao deste receptor, em relacao

ao veiculo, nas amostras de rim e figado (Figura 8B e 8C).
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Figura 8: Efeito da exposicéo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a expressao do receptor aril hidrocarboneto
em amostras de tecidos de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugao
veiculo do PCB126 (solucao fisiologica + 0,5% DMSO). Apés 5 horas das ultimas exposi¢des, os animais foram
anestesiados e o pulméo (A), rim (B), figado (C), baco (D), gordura retroperitoneal (E) e ilhotas de Langerhans
(F) foram coletados para analise posterior da expressdo do receptor AhR por Western Blot. Os resultados
expressam a média + e.p.m. da expressdo de AhR/B-actina de tecidos obtidos de 6 animais em cada grupo
(n=6). A analise estatistica foi realizada de acordo com a anélise de variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo
pos-teste de Tukey ou pelo Teste t de Student ndo pareado quando comparado somente dois grupos (Veiculo e
PCB126 na dose de 10 pg/kg; *P<0,05 vs. veiculo).

4.1.5 Massa dos 0rgaos

Ap6s a eutanasia dos animais, o rim, baco, fémur (dados ndo mostrados),
figado (Figura 9A e 9B), pulméo (Figura 9C e 9D), coragdo (Figura 9E e 9F),
gorduras periepididimal (Figura 9G) e retroperitoneal (Figura 9H) foram coletados
para a pesagem em relacdo a massa corporal total do animal. Nao houve alteracéo
na massa Umida dos tecidos rim, baco, fémur (dados ndo mostrados) e pulméo
(Figura 9C). Por outro lado, houve aumento da massa umida do figado dos animais
tratados com PCB126 na dose de 10 pg/kg de massa corporal em relacdo ao figado
dos animais que receberam o veiculo, pela mesma via (Figura 9A), e diminuicdo na
massa Umida do coracdo (Figura 9E) nestes mesmos animais. Adicionalmente,
verificou-se diminuicdo na massa das gorduras periepididimal e retroperitoneal

(Figura 9G e 9H). Apo6s secagem em estufa a 60 °C, ndo houve alteracdo na massa
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continuou reduzida nos animais expostos ao PCB126 na dose de 10 pg/kg de massa
B)

do figado (Figura 9B) e pulmdo (Figura 9D). A massa do coracao (Figura 9F)

corporal.
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Figura 9: Efeito da exposic¢ao in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a massa Umida e seca de tecidos de ratos
Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagéo intranasal, uma vez ao dia, a uma solugdo de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solu¢do
veiculo do PCB126 (solucao fisiologica + 0,5% DMSO). Apés 5 horas das ultimas exposi¢des, os animais foram
anestesiados e eutanasiados. O figado (A e B), pulmao (C e D), coracéo (E e F), gorduras periepididimal (G) e
retroperitoneal (H) foram coletados e pesados em balanga semi-analitica. Os resultados expressam a média +
e.p.m. da massa de tecidos obtidos de 6 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo
com a andlise de variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pés-teste de Tukey, ou pelo Teste t de Student ndo
pareado, quando comparado somente dois grupos (Veiculo e PCB126 na dose de 10 pg/kg; *P<0,05 vs. veiculo).

4.1.6 Perfil lipidico

Apés as Uultimas exposi¢Bes, os animais foram eutanasiados e o0 sangue
circulante foi coletado para avaliacdo do perfil lipidico. Foram avaliados colesterol
total (Figura 10A), triglicérides (Figura 10B) e fracbes do colesterol (Figura 10C-E).
Os resultados mostraram que a exposicdo a dose de 10 pg/kg de PCB126 aumentou
os valores da concentragéo de colesterol total no soro (Figura 10A), referente a um
aumento da fracdo HDL (Figura 10C) e VLDL (Figura 10D). Nao houve alteracdo na
fracdo LDL do colesterol (Figura 10E). Adicionalmente, podemos perceber que a
exposi¢do a maior dose de PCB126 aumentou os valores de triglicérides no soro
(Figura 10B).
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Figura 10: Efeito da exposicéo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre o perfil lipidico de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solucao
veiculo do PCB126 (solugdo fisiologica + 0,5% DMSO). Para determinagdo do perfil lipidico, ap6s 5 horas das
tltimas exposi¢bes, os animais foram eutanasiados para coleta do soro. As andlises foram realizadas em
espectrofotdmetro utilizando kits comerciais. Os resultados expressam a média + e.p.m. obtidos de 10 animais
em cada grupo. A andlise estatistica foi realizada de acordo com a andlise de variancia (ANOVA) de 1 via,
seguida pelo pés-teste de Tukey (*P<0,05 vs. veiculo e ***P<0,001 vs. veiculo).
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4.1.7 Perfil bioquimico e enzimatico

Apoés as ultimas exposicdes, os animais foram eutanasiados e 0 sangue

circulante foi coletado para avaliacdo do perfil bioquimico e enzimético. Foram

avaliados os valores dos marcadores de funcao renal, uréia (Figura 11A) e creatinina
(Figura 11B). A exposicdo ao PCB126 na dose de 10 pg/kg de massa corporal

aumentou os valores de creatinina no soro e de proteinas totais na urina, como

podemos observar nas Figuras 11B e 11C, respectivamente. Adicionalmente, foram

avaliadas as enzimas marcadoras de funcdo hepética gamaGT (GGT; Figura 11D),

aspartato (AST; Figura 11E) e alanina aminotransferases (ALT; Figura 11F). A maior

dose utilizada neste trabalho ndo alterou valores de ALT e AST, mas aumentou 0S

niveis de GGT no soro dos animais expostos ao PCB126 (Figura 11D).
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Figura 11: Efeito da exposicdo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre pardmetros bioquimicos e enzimas
hepaticas de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagé@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solucao
veiculo do PCB126 (solugdo fisiolégica + 0,5% DMSO). Para determinacdo dos paradmetros bioquimicos e
enzimas hepéticas, 5 horas ap6s as Ultimas exposi¢g8es, os animais foram eutanasiados para coleta do soro. As
analises foram realizadas em espectrofotdmetro utilizando kits comerciais. Os resultados expressam a média +
e.p.m. obtidos de 10 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo com a andlise de
variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pds-teste de Tukey ou pelo Teste t de Student ndo pareado quando
comparado somente dois grupos (Veiculo e PCB126 na dose de 10 pg/kg; *P<0,05 e **P<0,01 vs. veiculo).

4.1.8 Quantificacdo de PCB126 em amostras biologicas

Utilizando metodologia CG-MS, primeiramente caracterizamos as moléculas
de PCB126 e PCB52, adicionando os padres em matrizes biologicas, como
demonstrado no cromatograma de ions totais (TIC) na Figura 12A para o figado e na
Figura 12B para o pulmao.
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B) Abundance
TIC: PULMAO 0.1_1.D\data.ms
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Figura 12: Cromatograma de ions totais (TIC).
O cromatograma representa o somatorio da intensidade de sinais dos ions monitorados por SIM, em fungéo do
tempo de retencdo cromatografico, obtido por GC-MS, para amostras de figado (A) e pulmé&o (B) de animais nédo
expostos, onde foi adicionado o padréo interno e o analito de interesse.

No tempo de retencédo de 5,52 minutos, o pico detectado, apresenta um ion
de maior intensidade (292 m/z), que caracteriza o espectro e confirma a identidade
da molécula. Assim, caracterizamos a presenca do PCB52 em amostras de figado
(Figura 13A) e do pulméo (Figura 13B).
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Figura 13: Cromatograma de monitoramento de ion selecionado (SIM) do ion m/z 292.
No tempo de retencdo de 5,52 minutos, monitorado para quantificagdo do padrdo interno (PCB52), obtido por
GC-MS, em amostra de figado (A) e pulméo (B).

Por outro lado, no tempo de retencdo de 7,05 minutos, o pico detectado,
apresenta trés ions 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 substancia em amostras de figado e na figura 14B,

em amostras de pulmao.
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Figura 14: Cromatograma de monitoramento de ion selecionado (SIM) do ion m/z 326.
Tempo de retengdo de 7,05 minutos, monitorado para quantificagdo do PCB126, obtido por GC-MS, em amostra
de figado (A) e pulméo (B).

Uma vez caracterizado o perfil cromatografico, foi construida uma curva de

calibracdo para as amostras de figado (Figura 15A) e em amostras de pulmao

(Figura 15B). Foram escolhidos de cinco a seis pontos/concentragdes de PCB126

para a construcao da curva de calibracdo em figado (1, 25, 50, 100, 150 e 250 ng/qg)

e em pulméo (0,1; 0,5; 1, 5 e 10), e o R? foi superior a 0,9.
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Figura 15: Curva de calibragdo para a quantificagédo da concentracdo de PCB126 em amostras de figado (A) e

pulméo (B).
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Em seguida, quantificamos a concentracdo de PCB126 no figado (Figura 16A)
e pulméo (Figura 16B) dos animais submetidos ao protocolo de exposicdo. Nao
foram quantificAveis as concentracdes de PCB126 encontradas no figado ou pulméo
de animais expostos ao veiculo. Figado de animais expostos ao PCB126 por
instilacdo intranasal apresentaram concentracbes crescentes do poluente em
relacdo as doses de administracdo, enquanto que a concentracdo de PCB126
encontrada no pulméao foi equivalente em todas as doses de administracao.
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Figura 16: Quantificacdo da concentracdo de PCB126 em amostras biolégicas de animais expostos in vivo ao
PCB126 ou ao veiculo.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugdo
veiculo do PCB126 (solugéo fisiolégica + 0,5% DMSOQO). Para quantificagdo dos niveis de PCB126 presentes no
figado (A) e no pulmao (B), 5 horas apés as ultimas exposicdes, os animais foram eutanasiados para coleta das
amostras. A quantificagdo de PCB126 foi realizada em CG/MS. Os resultados expressam a média + e.p.m.
obtidos de 3 amostras em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo com a andlise de variancia
(ANOVA) de 1 via, seguida pelo p6s-teste de Tukey. ***P<0,001 vs. veiculo.
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4.2 Caracterizacdo de parametros hematologicos
4.2.1 Células da medula 6ssea

Ap6s as Ultimas exposicbes, os animais foram eutanasiados e a medula
Ossea foi coletada para quantificacdo do numero total de células. Os resultados
mostraram que a exposicao a 0,1 ou 1 ug/kg de PCB126 nao alterou o numero de
células totais na medula 6ssea dos animais (Figura 17). Por outro lado, a exposi¢céo
a 10 pg/kg de PCB126 diminuiu o numero de células totais na medula 6ssea (Figura
17). Além disso, na figura 18 podemos verificar que esta diminui¢cdo de células totais
esta relacionada com a diminuicdo de linfocitos e neutrofilos na medula 6ssea. A
producao de células vermelhas também é afetada apos exposicdo ao PCB126, uma
vez que o numero de eritroblastos policromaticos apresenta-se diminuido neste
grupo (Figura 18).
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Figura 17: Efeito da exposicdo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre o numero de células totais na medula
Ossea de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solu¢ao
veiculo do PCB126 (solugéo fisiolégica + 0,5 % DMSO). Para determinacdo do numero total de células na
medula 6ssea, 5 horas ap6s as Ultimas exposicdes, os animais foram eutanasiados para coleta do perfusato
medular. O nimero de células totais foi quantificado em hemocitdbmetro por microscopia Optica comum. Os
resultados expressam a média + e.p.m. do nimero de células totais na medula 6ssea obtidos de 7-10 animais
em cada grupo. A andlise estatistica foi realizada de acordo com a andlise de variancia (ANOVA) de 1 via,
seguida pelo pos-teste de Tukey (**P<0,01 vs. veiculo).
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Figura 18: Efeito da exposi¢éo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre o nimero diferencial de células na medula
Ossea de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagédo intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugéo veiculo do
PCB126 (solucgéo fisiolégica + 0,5 % DMSO). Para determinagdo do ndmero diferencial de células na medula
Ossea, 5 horas apos as Ultimas exposi¢des, os animais foram eutanasiados para coleta do perfusato medular. O
diferencial de células foi determinado por microscopia 6ptica comum. Os resultados expressam a média + e.p.m.
do diferencial de células da medula 6ssea obtidos de 6 animais em cada grupo A analise estatistica foi realizada
de acordo com a andlise de variancia (ANOVA) de 2 vias, seguida pelo pos-teste de Bonferroni (***P<0,001 vs.
veiculo). Legenda: EJ: eritroblasto jovem (proeritroblasto e eritroblasto basdfilo); EPOLI: Eritroblasto
policromético; EOC: Eritroblasto ortocromético.

4.2.2 Células circulantes

ApoOs as ultimas exposicdes, os animais foram eutanasiados e o sangue total
foi coletado para quantificacdo do numero total de células circulantes. As doses de
0,1 e 1 pg/kg de PCB126 nédo alteraram o numero de leucdcitos totais no sangue
circulante (Figura 19). Por outro lado, a exposicdo ao PCB126 na dose de 10 ug/kg
reduziu o numero de leucécitos totais nestes animais. Na figura 20, pela
diferenciacdo dos leucocitos presentes no sangue, podemos atribuir esta reducéo a
uma diminuicdo do namero de linfécitos no sangue circulante dos animais que
receberam a dose de 10 pg/kg de PCB126 por instilacao intranasal. Podemos ainda
afirmar que o nimero de neutréfilos e mondcitos ndo estava alterado no sangue dos
animais que receberam as trés doses testadas neste trabalho, em relagdo ao animal

gue recebeu o veiculo (Figura 20).
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Figura 19: Efeito da exposicdo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre o numero de células totais no sangue
circulante de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagé@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solucao
veiculo do PCB126 (solugéo fisiolégica + 0,5 % DMSO). Para determinagdo do numero total de células no
sangue circulante, 5 horas ap6s as Ultimas exposi¢des, os animais foram eutanasiados para a coleta do sangue
total pela artéria aorta abdominal. O nimero de células totais foi quantificado em hemocitbmetro por microscopia
Optica comum. Os resultados expressam a média + e.p.m. do nimero de leucdcitos totais no sangue circulante
obtidos de 9 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo com a analise de variancia
(ANOVA) de 1 via, seguida pelo pés-teste de Tukey (*P<0,05 vs. veiculo).
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Figura 20: Efeito da exposi¢éo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre o nimero diferencial de células do sangue
circulante de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagdo intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugdo
veiculo do PCB126 (solucao fisiolégica + 0,5 % DMSO). Para determinagdo do numero diferencial de células no
sangue circulante, 5 horas apo6s as Ultimas exposi¢des, os animais foram eutanasiados para a coleta do sangue
total pela artéria aorta abdominal. O nimero diferencial de leucdcitos foi quantificado em esfregagos sanguineos
por microscopia optica comum. Os resultados expressam a média + e.p.m. do diferencial de leucécitos do
sangue circulante obtidos de 9 animais em cada grupo. A andlise estatistica foi realizada de acordo com a
analise de variancia (ANOVA) del via, seguida pelo pos-teste de Tukey (*P<0,05 vs. veiculo).
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4.2.3 Parametros hematimeétricos
Apoés as ultimas exposicdes, os animais foram eutanasiados e 0 sangue

circulante foi coletado para avaliagdo de alguns parametros hematimétricos, como

valor de hemoglobina (Figura 21A), hematdcrito (Figura 21B) e nimero de hemacias

(Figura 21C). Os resultados mostraram que a exposicdo a 10 pg/kg de PCB126

aumentou estes parametros.
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Figura 21: Efeito da exposi¢éo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre pardmetros hematimétricos de ratos
Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilacdo intranasal, uma vez ao dia, a uma solucdo de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solu¢é@o veiculo do
PCB126 (solugéo fisiologica + 0,5 % DMSO). Para determinacdo dos parametros 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 andlise estatistica foi realizada pelo Teste t de
Student ndo pareado (*P<0,05; **P<0,01 e **P<0,001 vs. veiculo).

4.3 Caracterizacdo de parametros inflamatorios
4.3.1 Avaliagdo da viabilidade celular em leucdcitos circulantes

A avaliacdo de morte celular, por necrose, apoptose ou apoptose tardia foi
realizada em neutrdéfilos e células mononucleares, obtidos do sangue circulante de
animais expostos in vivo ao PCB126 na dose de 10 pg/kg de massa corpérea ou
veiculo. Adicionalmente, os leucécitos foram incubados com fMLP 107 mol/L (1 hora,
a 37 °C) e avaliados os mesmos parametros. Os resultados mostram que a
exposicdo ao PCB126 em condi¢cdes basais ou estimuladas ndo 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 exposi¢ao in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a avaliacdo de morte celular em PMN e
PBMC obtidos do sangue circulante de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagdo intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢cao de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugdo veiculo do
PCB126 (solucédo fisiologica + 0,5 % DMSO). Apés coleta do sangue circulante e lise dos eritrocitos, foi
mensurada a marcacdo de fluorescéncia da anexina V e de Pl em leucdcitos totais do sangue circulante. A
andlise foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCanto Il e a quantificagdo das mesmas pelo aplicativo FlowJo.
Os resultados representam a média + e.p.m. da % de células marcadas com anexina V e/ou Pl obtidos de 6
animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo com a andlise de variancia (ANOVA) de 2
vias, seguida pelo pds-teste de Bonferroni.
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4.3.2 Expressao de moléculas de adesdo em células circulantes induzida por fMLP
4.3.2.1 Expressao de CD62L

A expressdo da molécula de adesdo CD62L foi quantificada em neutrofilos e
linfécitos sanguineos de animais expostos ao PCB126 ou veiculo, em condi¢des
basais ou estimuladas in vitro com fMLP. Os dados mostrados na figura 23A indicam
gue a expressdo de CD62L em condicbes basais em neutréfilos € alterada pela
exposicdo inalatéria ao PCB126 nas doses de 1 e 10 pg/kg de massa corporal.
Ainda, que a maior dose de PCB126 utilizada neste trabalho, 10 pg/kg de massa
corporal, alterou a capacidade dos neutréfilos sanguineos de responderem a um
estimulo inflamatério, como o fMLP, uma vez que a sua clivagem nao foi observada.

A figura 23B, indica a expressdao de CD62L em linfocitos circulantes, que
também esta alterada em condi¢gBes basais pela exposicdo ao PCB126 nas doses
de 1 e 10 pg/kg de massa corporal, apos instilagdo intranasal por 15 dias, em
comparacao com os linfocitos obtidos de animais que receberam o veiculo.
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Figura 23: Efeito da exposi¢édo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a expressdo da molécula de adesao
CD62L em neutrdfilos (A) e linfocitos (B) obtidos do sangue circulante de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagé@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugao
veiculo do PCB126 (solucéo fisiologica + 0,5 % DMSO). Apos coleta do sangue circulante e lise dos eritrdcitos,
foi mensurada a média da intensidade da fluorescéncia de CD62L em 1x10° leucécitos totais em condicées
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 analise das células foi realizada em citbmetro de fluxo FACSCanto Il e
a quantificacdo das mesmas pelo aplicativo FlowJo. Os resultados representam a média + e.p.m. da intensidade
da fluorescéncia (expresso em unidades arbitrarias) obtidos de 6 animais em cada grupo. A analise estatistica foi
realizada de acordo com a andlise de variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pos-teste de Tukey (*P<0,05;
**P<0,01 e **P<0,001 vs. respectivo controle; #P<0,05 e ###P<0,001 vs. veiculo basal).
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4.3.2.2 Expressao de CD18

A expressdo da molécula de adesdo CD18 foi quantificada em neutrofilos e
linfocitos circulantes. A figura 24A mostra que as doses de 0,1, 1 e 10 pg/kg de
massa corporal ndo alteraram a expressao basal desta molécula em neutrofilos. Por
outro lado, a dose de 10 pg/kg de massa corporal impediu 0 aumento da expressao
de CD18 ap0ss estimulo inflamatorio in vitro com fMLP.

Na figura 24B, podemos observar o efeito da exposicdo ao PCB126 sobre a
expressdo de CD18 em linfécitos. A exposicdo ao PCB126 ndo alterou a expressao
basal desta molécula de adesdo nos linfocitos circulantes. Por outro lado, apos
estimulo in vitro com fMLP, as doses de 0,1 e 1 e 10 pg/kg de massa corporal

impediram o0 aumento da expressédo da CD18.
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Figura 24: Efeito da exposi¢éo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a expressdo da molécula de adeséo CD18
em neutréfilos (A) e linfocitos (B) obtidos do sangue circulante de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solucdo
veiculo do PCB126 (solugéo fisioldgica + 0,5 % DMSO). Apés coleta do sangue circulante e lise dos eritrdcitos,
foi mensurada a média da intensidade da fluorescéncia de CD18 em 1x10° leucécitos totais, em condi¢cbes
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 analise das células foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCanto
Il e a quantificacdo das mesmas pelo aplicativo FlowJo. Os resultados representam a média + e.p.m da
intensidade da fluorescéncia (expresso em unidades arbitrarias) obtidos de 6 animais em cada grupo. A analise
estatistica foi realizada de acordo com a analise de variancia (ANOVAQ de 1 via, seguida pelo pés-teste de Tukey
(*P<0,05; **P<0,01 e ***P<0,001 vs. respectivo controle; * P<0,05 e ** P<0,001 vs. veiculo fMLP).

75



4.3.2.3 Expressao de CD31

A expressado da molécula de adesdo CD31 foi quantificada nos leucdcitos
totais do sangue circulante dos animais expostos ao PCB126 ou veiculo. Os dados
obtidos na figura 25 mostram os efeitos da exposi¢cdo ao PCB126 sobre a expressao
desta molécula.

Na figura 25A podemos observar que a exposicdo ao PCB126 ndo altera a
expressdo de CD31 em neutréfilos em condicbes basais, mas apos estimulo
inflamatorio in vitro com fMLP, as doses de 0,1 e 1 pg/kg de massa corporal
impedem o aumento da expressao desta molécula, enquanto a dose de 10 ug/kg de
massa corporal reduz significativamente a expressédo de CD31 em neutrdfilos.

A expressdo de CD31 em linfocitos pode ser observada na figura 25B. A
expressdo basal de CD31 ndo é alterada pela exposicdo ao PCB126 nas trés doses
utilizadas neste trabalho. Por outro lado, as doses de 0,1, 1 e 10 pg/kg de massa
corporal inibem o0 aumento da expressao desta molécula de adesao.
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Figura 25: Efeito da exposi¢éo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a expressao da molécula de adesédo CD31
em neutrofilos (A) e linfécitos (B) obtidos do sangue circulante de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solucado de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugéo
veiculo do PCB126 (solugéo fisioldgica + 0,5 % DMSO). Apés coleta do sangue circulante e lise dos eritrdcitos,
foi mensurada a média da intensidade da fluorescéncia de CD31 em 1x10° leucécitos totais, em condi¢cbes
basais ou estimuladas com fMLP (107 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 analise das células foi realizada em citdmetro de fluxo FACSCanto Il e a
guantificacdo das mesmas pelo aplicativo FlowJo. Os resultados representam a média + e.p.m. da intensidade
da fluorescéncia (expresso em unidades arbitrarias) obtidos de 6 animais em cada grupo. A analise estatistica foi
realizada de acordo com a andlise de variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pés-teste de Tukey (*P<0,05 vs.
respectivo controle; “P<0,05 e *P<0,01 vs. veiculo fMLP).
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4.3.3 Interacao leucdcito-endotélio
4.3.3.1 Mesentério em condi¢des basais

A interacdo leucdcito endotélio no mesentério foi realizada utilizando a
metodologia da microscopia intravital. Apos as ultimas exposi¢des, 0os animais foram
anestesiados e o mesentério foi exposto. Desta forma, avaliamos o numero de
leucécitos rolando (Figura 26A), o numero de leucdcitos aderidos nas vénulas pos-
capilares (Figura 26B), o niumero de leucocitos migrados (Figura 26C) e o diametro
dos vasos analisados (Figura 26D). Nao houve diferenca nestes parametros ao
observarmos animais expostos ao PCB126 na dose de 10 pg/kg de massa corporea
e animais que receberam o veiculo.
A) B)

[
[
]
-
(=1
I

—_

n
o
N
e
o
1

-
o
1
e
»

=
o
1
S
S
1

[+ ]
1

bt
b

Veiculo PCB126 10 pg/ky

Ndmero de leucéceitos rolando
(5 minutos)
Numero de leucécitos aderidos

(100 pm de extensdo vascular)

Veiculo PCB126 10 pa/kg

C) D)

=Y
o
]

301

=Y
(=]
1

20+

-

o
o
1

10+

Diametro vascular {um)

Numero de leucécitos migrados
(em 2500 pm?)

Veiculo PCB126 10 pglkg Veiculo PCB126 10 pglkg

Figura 26: Efeito da exposi¢do in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a interacao leucécito-endotélio basal no
mesentério de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&o intranasal, uma vez ao dia, a uma solugédo de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugéo veiculo do
PCB126 (solucao fisiolégica + 0,5% DMSO). Apds 5 horas das Ultimas exposi¢bes, 0s animais foram
anestesiados e o mesentério foi exposto. Foram avaliados: A) nimero de leucdcitos rolando (contados durante 5
minutos); B) o nimero de leucdcitos aderidos em 100 um de extens&o vascular; C) o nimero de leucdcitos
migrados, em uma area de 2500 pmz; e D) o didmetro vascular (em um). Os resultados indicam a média + e.p.m.
obtidos em 12 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada pelo test t de Student ndo pareado.
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4.3.3.2 Mesentério apés estimulacdo com fMLP

Apoés avaliacdo dos parametros basais no mesentério, foi utilizado uma
solugéo de fMLP a 107 mol/L como estimulo inflamatério e avaliamos o nimero de
leucécitos rolando (Figura 27A), o numero de leucécitos aderidos nas vénulas pés-
capilares (Figura 27B) e o diametro dos vasos analisados (Figura 27C). Apés dois ou
cinco minutos do estimulo inflamatorio, ndo observamos alteracdo no namero de
leucdcitos rolando durante cinco minutos de avaliacdo ou no didmetro dos vasos
(Figuras 27A e 27C). Por outro lado, o niumero de leucdcitos aderidos estava
aumentado apés 2 minutos de incubacdo ao fMLP 107 mol/L no mesentério de
animais controle. Este aumento no numero de células aderidas sO pbde ser
percebido apos 5 minutos do estimulo inflamatério em animais expostos ao PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporea (Figura 27B).
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Figura 27: Efeito da exposi¢do in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a interagdo leucdcito-endotélio no
mesentério de ratos Wistar machos apos estimulagdo com fMLP.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugdo veiculo do
PCB126 (solugdo fisiologica + 0,5% DMSO). Apds 5 horas das Ultimas exposicdes, os animais foram
anestesiados e o mesentério foi exposto. Foi utilizado como estimulo inflamatério o fMLP 107 mol/L e avaliados
0s seguintes parametros, apos 2 ou 5 minutos: A) nimero de leucdcitos rolando (durante 5 minutos); B) o
namero de leucécitos aderidos, em 100 um de extenséo vascular; C) o didmetro vascular (em um). Os resultados
indicam a média + e.p.m. obtidos em 12 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo
com a analise de variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pos-teste de Tukey (*P<0,05 vs. controle basal
veiculo; #P<0,05 vs. controle basal PCB126).

4.3.3.3 Figado

ApoOs a analise do mesentério descrita acima, o figado foi exposto e o numero
de leucécitos aderidos nos sinuséides foi avaliado (Figura 28A). Em seguida, o fMLP
107 mol/L foi utilizado como estimulo inflamatério para se avaliar o mesmo
parametro apos 1 ou 3 minutos (Figura 28B). Os resultados obtidos indicam que nao
h& diferenca no namero de leucécitos aderidos na microcirculagdo do figado de
animais expostos ao PCB126 na dose de 10 pg/kg de massa corpérea quando
comparado com animais expostos ao veiculo, em condicdes basais ou apos

estimulacdo com fMLP.

79



A)

P
—
T 8
i3
L]
T w
o @ |
w > 64
2.8
- [
S£4
33
@
3T 2]
o E
5 %
E8o
Z2T Veiculo PCB126 10 pa/kg

B)

[ Veiculo
B PCB126 10 pg/kg

-
1

X}
1

]

Basal 1min 3 min Basal 1min 3 min

Nlamero de leucécitos aderidos
(100 um de extensdo vascular)

fMLP 10 mol/L fMLP 107 moliL

Figura 28: Efeito da exposi¢do in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a interagéo leucdcito-endotélio no figado
de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagdo intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solu¢éo veiculo do
PCB126 (solugdo fisiolégica + 0,5% DMSO). Apds 5 horas das Ultimas exposi¢cdes, os animais foram
anestesiados e o figado foi exposto. Foi utilizado como estimulo inflamatério o fMLP 10" mol/L e avaliados os
seguintes parametros, ap6s 1 ou 3 minutos: A) nimero de leucécitos aderidos em condigGes basais; B) nimero
de leucécitos aderidos apés estimulagdo com fMLP 10" mol/L. O nimero de leucécitos aderidos foi contado em
100 um de extenséo vascular. Os resultados indicam a média + e.p.m. obtidos em 12 animais em cada grupo. A
analise estatistica foi realizada de acordo com a analise de variancia (ANOVA) de 1 via ou de 2 vias, seguida
pelo pos-teste de Bonferroni.
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4.3.3.4 Pancreas em condicfes basais

Seguindo com a avaliacdo da interacdo leucocito-endotélio, o pancreas foi
exposto e o numero de leucdcitos rolando (Figura 29A), leucdcitos aderidos (Figura
29B) e o didametro vascular (Figura 29C) foram avaliados em condi¢des basais. Os
dados obtidos mostram que nédo houve diferenca nos parametros analisados quando
comparamos a microcirculacdo do pancreas de animais expostos ao PCB126 na
maior dose utilizada neste trabalho com os animais que receberam o veiculo.
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Figura 29: Efeito da exposi¢do in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a interagdo leucdécito-endotélio em
condic¢des basais no pancreas de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢édo de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solu¢éo veiculo do
PCB126 (solugdo fisiologica + 0,5% DMSO). Apd6s 5 horas das Ultimas exposicdes, os animais foram
anestesiados, o pancreas foi exposto e foi avaliado: A) nimero de leucécitos rolando (contados durante 5
minutos); B) o numero de leucdcitos aderidos em 100 um de extensédo vascular; e C) o diametro vascular (em
um). Os resultados indicam a média + e.p.m. obtidos em 12 animais em cada grupo. A analise estatistica foi
realizada pelo teste t de Student.
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4.3.3.5 Pancreas apos estimulacdo com fMLP

Utilizando os animais em que a leitura do efeito basal da exposicdo ao PCB
sobre a microcirculacdo do pancreas foi obtida, fMLP 10 mol/L foi utilizado como
estimulo inflamatério para se avaliar os mesmos parametros, apos 1, 4 ou 10
minutos do estimulo, nesse mesmo leito vascular (Figura 30). Os resultados obtidos
indicam que n&o ha diferenca no niumero de leucdcitos rolando (Figura 30A) e no
diametro vascular (Figura 30C) na microcirculacdo do pancreas de animais expostos
ao PCB126 na dose de 10 pg/kg de massa corplrea quando comparado com
animais expostos ao veiculo, apos estimulacdo com fMLP. Por outro lado, o nimero
de leucdcitos aderidos em animais expostos ao veiculo aumentou apos 1 minuto da
estimulacdo com fMLP, enquanto que os leucécitos aderidos nos animais expostos
ao PCB126 na maior dose utilizada neste trabalho apresentou aumento somente
apos 10 minutos de estimulagéo (Figura 30B).
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Figura 30: Efeito da exposi¢do in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a interagdo leucocito-endotélio no
pancreas de ratos Wistar machos apés estimulagédo com fMLP.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagdo intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢éo de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugéo veiculo do
PCB126 (solucao fisiolégica + 0,5% DMSO). Apds 5 horas das dUltimas exposi¢Bes, 0s animais foram
anestesiados e o0 pancreas foi exposto. Foi utilizado como estimulo inflamatério o fMLP 107 mol/L e avaliados os
seguintes parametros ap6s 1, 4 ou 10 minutos: A) nimero de leucdcitos rolando (durante 5 minutos); B) o
niamero de leucocitos aderidos em 100 um de extensdo vascular; e C) o didmetro vascular (em pm). Os
resultados indicam a média + e.p.m. obtidos em 12 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de
acordo com a andlise de variancia (ANOVA) de 1 via seguida pelo pos-teste de Tukey (*P<0,05 vs. respectivo
controle basal).

4.3.4 Quantificacdo do burst oxidativo em neutrofilos circulantes

A producdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs) intracelular por
neutroéfilos circulantes foi avaliada em condi¢cfes basais ou apds estimulacéo in vitro
com fMLP (10 uM, 10 minutos, 37 °C; Figura 31A), com PMA (10 ng/mL, 15 minutos;
37 °C; Figura 31B) ou com LPS (5 pg/mL; 30 minutos; 37 °C; Figura 31C) e
analisadas por citometria de fluxo. Os resultados encontrados mostram o0s
neutrofilos obtidos de animais expostos ao veiculo apos incubagcdo com um estimulo
inflamatorio apresentam concentracdo de EROs aumentada. Neutrdfilos isolados de
animais expostos ao PCB126 nao apresentam alteracao da produgédo de EROs em
condi¢des basais, mas apés indugdo por estimulo inflamatério com fMLP, o aumento
na producdo de EROs foi inibida (Figura 31A). O mesmo ndo ocorreu quando 0s
estimulos (Figura 31B) ou LPS (Figura 31C) foram utilizados como indutores, onde

podemos observar aumento na producédo de EROs pelos neutrofilos.
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Figura 31: Efeito da exposi¢do in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a producéo de espécies reativas por
neutrdfilos obtidos do sangue circulante de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugdo veiculo do
PCB126 (solucao fisiolégica + 0,5% DMSO). Apés coleta do sangue circulante com anticoagulante, os neutréfilos
foram isolados e utilizados para incubag&o in vitro com os estimulos fMLP (10'7 mol/L); PMA (10 ng/mL) ou LPS
(5 pg/mL). A analise foi realizada pela quantificagdo da oxidacdo do DCFH por citdbmetro de fluxo. Os resultados
representam a média + e.p.m. da intensidade da fluorescéncia (expressa em unidades arbitrarias) obtidos de 10
animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo com a andlise de variancia (ANOVA) de 1
via ou de 2 vias seguida pelo pds-teste de Bonferroni (*P<0,05, *P<0,01 e ***P<0,001 vs. respectivo controle
basal; “P<0,05 vs. veiculo sob estimulo).
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4.3.5 Expressao de FPR-1 em neutrofilos circulantes

Devido a participacdo do receptor FPR-1 no reconhecimento do estimulo
inflamatorio fMLP, o mesmo foi quantificado em neutrdéfilos circulantes por citometria
de fluxo. A Figura 32 mostra que em condi¢des basais, a exposi¢cdo ao PCB126 na
dose de 10 pg/kg reduz a expressao do receptor FPR-1 em neutréfilos circulantes.
Ap6s a estimulacao in vitro com fMLP, 107 mol/L a 37 °C, por 1 hora, 0s neutréfilos
obtidos de animais expostos ao PCB126 continuaram a apresentar o mesmo perfil,
menor expressao do receptor FPR-1 em comparacdo aos neutrofilos obtidos de

animais expostos ao veiculo.
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Figura 32: Efeito da exposi¢cdo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a expressdo de FPR-1 em neutrdfilos
obtidos de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagé@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugdo veiculo do
PCB126 (solucao fisioldgica + 0,5% DMSO). Apés coleta do sangue circulante com anticoagulante, os neutréfilos
foram isolados e incubados ou n&o com fMLP (107 mol/L), por 1 hora, a 37 °C. Apés o periodo de incubaco, as
células foram incubadas com anticorpo anti-FPR-1 e analisadas em citdmetro de fluxo. Os resultados
representam a média + e.p.m. da intensidade da fluorescéncia (expressas em unidades arbitrarias) em
neutrdfilos obtidos de 10 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo com a analise de
varidncia (ANOVA) de 2 vias seguida pelo pds-teste de Bonferroni (*P<0,05 vs. respectivo controle).

4.3.6 Expressao de TLR4 em neutrofilos circulantes

Uma vez que o receptor TLR4 é o receptor de membrana que reconhece o
LPS e auxilia a sua entrada nas células, a expressao deste receptor foi quantificada
(Figura 33), por citometria de fluxo, em neutrofilos isolados do sangue circulante. Em
condicbes basais, a exposicao ao PCB126 na dose de 10 pg/kg ndo altera a
expressao do receptor TLR4 em neutrdfilos circulantes. ApGs a estimulagao in vitro
com LPS, 5 pg/mL, a 37 °C, por 30 minutos, o receptor TLR4 apresenta sua
expressdo aumentada em neutrofilos obtidos de animais expostos ao veiculo ou ao

PCB126.
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Figura 33: Efeito da exposi¢do in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a expressdo de TLR4 em neutrdfilos
obtidos de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugdo veiculo do
PCB126 (solugéo fisioldgica + 0,5% DMSO). Apds coleta do sangue circulante com anticoagulante, os neutrdéfilos
foram isolados e incubados ou ndo com LPS (5 pg/mL), por 1 hora, a 37 °C. Apés o periodo de incubagéo com o
agente inflamat6rio, as células foram incubadas com anticorpo anti-TLR4 e analisadas em citdmetro de fluxo. Os
resultados representam a média + e.p.m. da intensidade da fluorescéncia (expressa em unidades arbitrarias) em
neutréfilos obtidos de 10 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo com a andlise de
variancia (ANOVA) de 1 via seguida pelo pos-teste de Tukey (*P<0,05 vs. respectivo veiculo).

4.3.7 Quimiotaxia de neutrofilos circulantes

Neutréfilos obtidos de animais expostos ao veiculo ou ao PCB126 foram
estimulados & migracéo utilizando o fMLP 10~ mol/L, como agente quimioatraente.
Observamos que neutroéfilos obtidos de animais expostos ao PCB126 na dose de 10
Hg/kg apresentavam menor atividade quimiotaxica comparado aos obtidos de
animais controle, tanto em condicdo basal, quanto sob estimulagdo com o fMLP
(Figura 34).
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Figura 34: Efeito da exposicao in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a quimiotaxia de neutrofilos circulantes de
ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solu¢éo veiculo do
PCB126 (solugéo fisiolégica + 0,5 % DMSO). Apds coleta do sangue circulante com anticoagulante, os
neutréfilos foram isolados do sangue total e utilizados para o ensaio de quimiotaxia. O estimulo quimioatraente
utilizado foi o fMLP (10'7 mol/L). A camara quimiotaxica foi incubada por 2 horas a 37 °C e a 5 % de CO,. A
andlise foi realizada pela mensuracéo do nimero de células. A analise estatistica foi realizada de acordo com a
analise de variancia (ANOVA) de 1 via ou de 2 vias seguida pelo pos-teste de Bonferroni (*P<0,05 vs. basal;
*P<0,05 e "*P<0,001 vs. respectivo veiculo).

4.3.8 Neutrofilos tratados in vitro com PCB126

Com o intuito de se avaliar a participacdo direta do PCB126 sobre os efeitos
observados, principalmente em neutréfilos circulantes, a andlise da viabilidade
celular, expressdo de receptores de membrana, da producdo de EROs e da
guimiotaxia frente ao fMLP foram avaliados em neutrdéfilos peritoneais recrutados de
animais ndo expostos e tratados in vitro com PCB126, em diferentes concentragdes.
O tratamento in vitro com PCB126 nas concentragdes de 0,001; 0,1; 1 ou 10 puM por
1 hora, a 37°C, ndo causou morte celular aos neutréfilos (Figura 35).

Na figura 36 observamos que a exposicdo ao PCB126 in vitro ndo alterou a
geracao de espécies reativas de oxigénio por neutréfilos em condigdes basais. Apés
estimulacdo in vitro com os estimulos fMLP ou LPS, todas as concentracdes de
PCB126 utilizadas aumentaram a geracdo de espécies reativas de oxigénio, assim
como neutroéfilos que receberam o meio de cultura (RPMI) ou tratados com solucéo
veiculo.

A expresséo do receptor TLR4 foi avaliada na figura 37. Em condigbes basais
o tratamento in vitro ao PCB126 nao alterou a expressao do receptor. Por outro lado,
apos estimulagdo com LPS, 1 hora, a 37 °C, os neutrdfilos tratados in vitro com meio
de cultura, veiculo ou PCB126 nas quatro concentracdes utilizadas, apresentavam a

expressao do receptor de membrana TLR4 aumentada.
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Figura 35: Efeito da exposic¢éo in vitro ao PCB126 sobre a viabilidade de neutréfilos peritoneais de ratos Wistar
machos.

Neutrdéfilos foram isolados da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos apés indugcdo de migragdo por
glicogénio de ostra a 1%. Ap0s 4 horas, os animais foram eutanasiados para coleta dos neutréfilos, que foram
incubados a 37 °C, por 1 hora, em diferentes concentrages de PCB126. Apos o periodo de incubacéo, foi
mensurada a média da intensidade da fluorescéncia de anexina V e de PI. A andlise foi realizada em citdmetro
de fluxo FACSCanto Il e a quantificacdo das mesmas pelo aplicativo FlowJo. Os resultados expressam a média +
e.p.m. da intensidade da fluorescéncia obtidos de 6 animais em cada grupo. A andlise estatistica foi realizada de
acordo com a andlise de variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pos-teste de Tukey.
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Figura 36: Efeito da exposicdo in vitro ao PCB126 sobre a geracdo de espécies reativas por neutréfilos
peritoneais de ratos Wistar machos.

Neutrofilos foram isolados da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos apés indugdo de migragdo por
glicogénio de ostra a 1%. ApoOs 4 horas, 0s animais foram eutanasiados para coleta dos neutrofilos, que foram
incubados a 37 °C, por 1 hora, em diferentes concentracbes de PCB126. Apds o periodo de incubacéo, foi
realizada a andlise da q7uantificagéo da oxidagdo do DCFH, em condi¢gBes basais ou apds incubacéo in vitro com
os estimulos fMLP (10" mol/L) ou LPS (5 pg/mL), por citometria de fluxo. Os resultados expressam a média +
e.p.m. da intensidade da fluorescéncia (expressa em unidades arbitrarias) obtidos de 6 animais em cada grupo.
A analise estatistica foi realizada de acordo com a andlise de variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pés-teste
de Tukey (***P<0,001 vs. respectivo controle basal).

88



1 RPMI B PCB126 0,1 umol/L
B3 Veiculo PCB126 1 umol/L
Il PCB126 0,001 umol/L I PCB126 10 pmol/L

500+ *» w7
% l

4004

3004

2004

1004

JrEREn

Basal

{Unidades arbitrarias)

TLR4
Média da intensidade da Fluorescéncia

Figura 37: Efeito da exposicao in vitro ao PCB126 sobre a expressao de TLR4 em neutrdfilos peritoneais de ratos
Wistar machos.

Neutréfilos foram isolados da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos apés indugdo de migragdo por
glicogénio de ostra a 1%. Apés 4 horas, os animais foram eutanasiados para coleta dos neutréfilos, que foram
incubados a 37 °C, por 1 hora, em diferentes concentraces de PCB126. Apds o periodo de incubacéo, foi
mensurada a média da intensidade da fluorescéncia da expressdo de TLR4 em condi¢cdes basais e apoés
estimulagédo com LPS. A andlise foi realizada em citdbmetro de fluxo FACSCanto Il e a quantificacdo das mesmas
pelo aplicativo FlowJo. Os resultados expressam a média + e.p.m. da intensidade da fluorescéncia (expressa em
unidades arbitrarias) obtidos de 6 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo com a
analise de variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pds-teste de Tukey (**P<0,01 vs. respectivo controle basal).

Por outro lado, o tratamento in vitro com PCB126, somente na concentracao
de 10 pmol/L, aumentou a expressao do receptor FPR-1 em neutréfilos quando
comparado as células que receberam o meio de cultura ou o veiculo (Figura 38). As
outras concentracdes de PCB126 utilizadas ndo causaram alteracdo a expresséo do
receptor, em condicfes basais ou apds tratamento in vitro com o estimulo fMLP. Os
neutrofilos tratados com PCB126 10 umol/L apresentavam

Neutrdéfilos tratados com meio de cultura ou veiculo apresentaram aumento
da migragdo quando estimulados pelo agente quimioatraente fMLP (Figura 39). O
mesmo ndo aconteceu com os neutréfilos tratados in vitro com PCB126 nas quatro
concentracdes utilizadas. Por outro lado, em condi¢cdes basais, as concentracdes de
0,1 e 1 umol/L de PCB126 induziram a migracédo dos neutrofilos quando comparados

aos neutréfilos que receberam meio de cultura ou veiculo.
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Figura 38: Efeito da exposic¢éo in vitro ao PCB126 sobre a expressdo de FPR-1 em neutrdfilos peritoneais de
ratos Wistar machos.

Neutrofilos foram isolados da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos apds indugdo de migragdo por
glicogénio de ostra a 1%. ApGs 4 horas, 0s animais foram eutanasiados para coleta dos neutrdfilos, que foram
incubados a 37 °C, por 1 hora, em diferentes concentragces de PCB126. Ap6s o periodo de incubacéo, foi
mensurada a média da intensidade da fluorescéncia da expressdo de FPR-1 em condi¢cdes basais e apés
estimulagdo com fMLP. A andlise foi realizada em citdbmetro de fluxo FACSCanto Il e a quantificagdo das
mesmas pelo aplicativo FlowJo. Os resultados expressam a média + e.p.m. da intensidade da fluorescéncia
(expressa em unidades arbitrarias) obtidos de 6 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de
acordo com a analise de variancia (ANOVA) de 1 via, seguida pelo pés-teste de Tukey (*P<0,05 vs. RPMI basal;
#P<0,05 vs. veiculo basal; “P<0,05 vs. PCB126 10 pmol/L basal).
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Figura 39: Efeito da exposicao in vitro ao PCB126 sobre a migracdo de neutréfilos peritoneais de ratos Wistar
machos.

Neutrdéfilos foram isolados da cavidade peritoneal de ratos Wistar machos apés indugcdo de migracdo por
glicogénio de ostra a 1%. ApGs 4 horas, 0s animais foram eutanasiados para coleta dos neutréfilos, que foram
incubados a 37 °C, por 1 hora, em diferentes concentragbes de PCB126. Ap6s o periodo de incubagédo, os
neutrofilos foram utilizados para o ensaio de quimiotaxia. O estimulo quimioatraente utilizado foi o fMLP (10'7
mol/L). A camara quimiotaxica foi incubada por 2 horas a 37 °C e a 5 % de CO.. A andlise foi realizada pela
mensuracdo do numero de células. A analise estatistica foi realizada de acordo com a analise de variancia
&ANOVA) de 1 via seguida pelo pés-teste de Tukey (*P<0,05 vs. RPMI basal; *P<0,05 vs. veiculo basal e
P<0,05 vs. respectivo controle basal).
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4.3.9 Moléculas de adeséo solaveis

A concentracdo das moléculas de adesdo soluveis sICAM-1 (Figura 40A),
SPECAM-1 (Figura 40B) ou sVCAM-1 (Figura 40C) foram determinadas no soro
obtido dos animais expostos ao PCB126 ou veiculo. Os dados obtidos na figura 36A
indicam que animais expostos ao PCB126 na dose de 10 ug/kg de massa corporea
apresentaram menores concentracdes nos niveis de sICAM-1 quando comparados
aos niveis encontrados em animais expostos ao veiculo. Por outro lado, as figuras
40B e 40C mostram que ndo houve diferenca significativa entre os niveis de
SPECAM-1 ou sVCAM-1 entre os animais que foram expostos ao PCB126 na dose

de 10 pg/kg de massa corporea e veiculo.
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Figura 40: Efeito da exposi¢do in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a expressdo das moléculas de adesao
soltuveis 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 instilagdo intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solu¢éo veiculo do
PCB126 (solugéo fisiolégica + 0,5 % DMSO). Apos coleta do sangue circulante sem anticoagulante, o soro foi
isolado, e utilizado para determinagdo das moléculas de adesé&o soliveis sICAM-1, sSPECAM-1 ou sVCAM-1 pelo
método enzimatico (ELISA). Os resultados expressam a média = e.p.m. da intensidade da fluorescéncia obtidos
de 6 animais em cada grupo. A andlise estatistica foi realizada pelo teste t de Student ndo pareado (***P<0,001
vs. veiculo).
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4.3.10 Concentracéo de mediadores pré-inflamatérios no soro

As concentracbes de IL-1B, TNF e IL-6 foram quantificadas no soro dos
animais expostos ao PCB126 ou veiculo ap6s 15 dias de instilacdo intranasal. A
figura 41 indica que a concentracéo destes mediadores pré-inflamatdérios ndo estava
alterada apdés exposicao ao PCB126 nas trés doses utilizadas neste trabalho.
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Figura 41: Efeito da exposicédo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a concentragdo de mediadores pro-
inflamatérios no soro de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagéo intranasal, uma vez ao dia, a uma solugdo de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solu¢do
veiculo do PCB126 (solucéo fisiologica + 0,5 % DMSO). Para determinacdo da concentracdo de: A) IL-13; B)
TNF; e C) IL-6, os animais foram eutanasiados 5 horas apds as Ultimas exposi¢fes e o soro foi coletado e
armazenado a -80 °C para posterior quantificagdo por ensaio imunoenzimético (ELISA). Os resultados
expressam a média * e.p.m. da concentracdo dos mediadores pré-inflamatérios no soro de 7-9 animais em cada
grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo com a analise de variancia (ANOVA) de 1 via seguida pelo
pés-teste de Tukey.
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4.3.11 Concentracdo de mediadores pré-inflamatérios no homogenato de 6rgaos
4.3.11.1 Concentracdo de TNF

A exposigao intranasal ao PCB126 durante 15 dias consecutivos n&o alterou
a concentracdo de TNF quantificada no sobrenadante do homogenato de tecido
obtido do macerado do figado (Figura 42A), pulméao (Figura 42B) e tecido adiposo
(Figura 42C) dos animais expostos a doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal.
Adicionalmente, vale ressaltar que as concentracdes de TNF ndo foram detectaveis

em amostras de homogenato do pancreas (dados ndo mostrados).
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Figura 42: Efeito da exposi¢do in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a concentracdo de TNF determinado no
homogenato do figado (A), pulméo (B) e tecido adiposo (C) de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢éo de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solu¢do
veiculo do PCB126 (solugéo fisiolégica + 0,5 % DMSO). Para determinacdo da concentracdo de TNF no
sobrenadante do homogenato de: A) figado, B) pulméo e C) tecido adiposo, os animais foram eutanasiados 5
horas apds as ultimas exposi¢des e os tecidos foram coletados, macerados em solugéo Tris 50 mmol/L (pH 7,4)
e armazenados a -80 °C para posterior quantificacdo por ensaio imunoenzimético (ELISA). Os resultados
expressam a média + e.p.m. da concentragdo de TNF no homogenato dos tecidos de 7 animais em cada grupo.
A andlise estatistica foi realizada de acordo com o Teste t de Student ou pela analise de variancia (ANOVA) de 1
via seguida pelo pos-teste de Tukey.
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4.3.11.2 Concentracéo de IL-6

Na figura 39, podemos observar que a concentracdo de IL-6 néo foi alterada
pela exposicdo inalatéria de PCB126 nas trés doses utilizadas neste trabalho,
comparada ao veiculo, quando mensurada no sobrenadante de homogenato de
figado (Figura 43A), pulméo (Figura 43B) ou pancreas (Figura 43C) obtidos dos
animais apos 15 dias de exposi¢cao. Por outro lado, no tecido adiposo (Figura 43D),a

exposicao ao PCB126 causou reducéo na concentracao de IL-6.
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Figura 43: Efeito da exposi¢éo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a concentra¢éo de IL-6 determinado no
homogenato do figado (A), pulméo (B), pancreas (C) e tecido adiposo (D) de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solugcdo de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugéo
veiculo do PCB126 (solugdo fisiolégica + 0,5 % DMSO). Para determinagdo da concentracdo de IL-6 no
sobrenadante do homogenato de: A) figado, B) pulméo, C) pancreas e D) tecido adiposo, os animais foram
eutanasiados 5 horas apés as Ultimas exposicdes e os tecidos foram coletados, macerados em solucao Tris 50
mmol/L (pH 7,4) e armazenados a -80 °C para posterior quantificacdo por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Os
resultados expressam a média + e.p.m. da concentracao de IL-6 no homogenato de tecidos de 7 animais em
cada grupo. A andlise estatistica foi realizada de acordo com o Teste t de Student ou pela analise de variancia
(ANOVA) de 1 via seguida pelo pos-teste de Tukey (*P<0,05 vs. veiculo).
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4.3.11.3 Concentracdo de NOy

A concentracdo de NO; quantificada no sobrenadante do homogenato do
figado (Figura 44A), pulmdo (Figura 44B), pancreas (Figura 44C) e tecido adiposo
(Figura 44D) mostrou que a exposi¢ao ao PCB126 nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg
de massa corporal ndo alterou a concentracdo do anion em amostras de figado,
pulmdo ou pancreas. Por outro lado, a concentracdo de nitrito esta diminuida no
tecido adiposo dos animais que receberam PCB126 10 pg/kg de massa corporal por

instilac&o intranasal, em relagdo aos animais que receberam o veiculo (Figura 44D).
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Figura 44: Efeito da exposi¢do in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a concentragdo de NO2™ determinado no
homogenato do figado (A), pulmao (B), pancreas (C) e tecido adiposo (D) de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagé@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugao
veiculo do PCB126 (solucdo fisiolégica + 0,5% DMSO). Para determinacdo da concentragdo de NO2 no
sobrenadante do homogenato de: A) figado, B) pulmao, C) pancreas e D) tecido adiposo, os animais foram
eutanasiados 5 horas ap0s as ultimas exposi¢des e os tecidos foram coletados, macerados em solucao Tris 50
mmol/L (pH 7,4) e armazenados a -80 °C para posterior quantificagdo por Reagdo de Griess. Os resultados
expressam a média + e.p.m. da concentragdo de NO, no homogenato de tecidos de 7 animais em cada grupo. A
analise estatistica foi realizada de acordo com o Teste t de Student ou pela analise de variancia (ANOVA) de 1
via seguida pelo pos-teste de Tukey (*P<0,05 vs. veiculo).
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4.3.12 Células do baco

Apés a eutanasia dos animais, o baco foi removido e o numero diferencial a
guantificacao do tipo celular, em esfregacos de células obtidas utilizando centrifuga
citolégica (Figura 45A). Ainda, 1x10° células foram incubadas in vitro com os
estimulos concanavalina A ou LPS e a capacidade de proliferacdo destas células foi
avaliada em espectrofotbmetro. Os dois estimulos utilizados aumentaram a
proliferacdo das células do baco in vitro. Por outro lado, a exposi¢cdo ao PCB126 in
vivo ndo alterou a capacidade proliferativa destas células em condi¢cfes basais ou
frente a ConA ou LPS, in vitro (Figura 45B).
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Figura 45: Efeito da exposicéo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre as células do bago de ratos Wistar machos.
Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solu¢éo veiculo do
PCB126 (solugéo fisiolégica + 0,5 % DMSO). Para determinacéo da proliferagdo das células do baco, 5 horas
apoés as Ultimas exposicdes, os animais foram eutanasiados para coleta do bago. A) Contagem diferencial das
células do bago; B) Apoés 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 andlise estatistica foi realizada de acordo com a andlise de variancia (ANOVA) de 2 vias seguida pelo
pés-teste de Bonferroni (***P<0,001 vs. veiculo; # p<0,001 vs.#respectivo controle RPMI).
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4.4 Caracterizacdo do diabetes
4.4.1 Concentracdo de glicose sérica

A glicemia basal ap06s privagdo alimentar de 5 horas foi quantificada no soro
dos animais expostos ao PCB126 ou veiculo. A exposi¢cdo ao PCB126 na dose de
10 pg/kg de massa corporal ndo alterou a concentracdo de glicose sanguinea dos
animais apos 15 dias de exposicdo por instilacao intranasal, em relacdo aos animais
gue foram expostos ao veiculo pela mesma via (Figura 46A). Adicionalmente, um
grupo de animais exposto ao PCB126 ou veiculo por 45 dias também né&o

apresentou alteragdo nos niveis de glicose sanguinea, monitorado a cada dois dias

(Figura 46B).
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Figura 46: Efeito da exposicédo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a concentracdo de glicose sérica medida
no sangue total de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias (A) ou 45 dias (B) por instilagdo intranasal, uma vez ao dia, a uma
solucdo de PCB126 na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a
solugédo veiculo do PCB126 (solugdo fisiolégica + 0,5% DMSO). Antes de cada exposigdo, 0s animais tiveram
uma gota de sangue retirada da cauda e a glicemia foi quantificada em glicosimetro. Os animais expostos por 45
dias foram monitorados a cada dois dias de exposi¢do. Os resultados expressam a média + e.p.m. da
concentragdo de glicose no sangue obtido de 7-10 animais em cada grupo. A andlise estatistica foi realizada pelo
teste t de Student ndo pareado.

97



4.4.2 Concentracao de insulina sérica
A concentracdo de insulina encontrada no soro de animais expostos ao
PCB126 foi maior que a insulina encontrada nos animais que receberam o veiculo,

decorridos 15 dias de exposicéo (Figura 47).
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Figura 47: Efeito da exposicdo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a concentragdo de insulina sérica
guantificada no soro de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagé@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugdo veiculo do
PCB126 (solugdo fisiolégica + 0,5% DMSOQO). Para a determinacdo da concentragdo 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 quantificagdo por técnica imunoenzimética. Os resultados expressam a média + e.p.m. da
concentragdo de insulina no soro obtidos de 7-10 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada pelo
teste t de Student ndo pareado (*P<0,05 vs. veiculo).

4.4.3 Concentracao de leptina sérica
A concentracao de leptina foi determinada no soro dos animais expostos ao
PCB126 ou veiculo (Figura 48). Os dados obtidos mostram que ndo houve diferenca

na concentracdo de leptina encontrada nos animais expostos ao PCB126 em

comparacao aos animais que receberam o veiculo.
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Figura 48: Efeito da exposigdo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a concentragdo de leptina sérica
determinado no soro de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagé@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugdo veiculo do
PCB126 (solucao fisiolégica + 0,5% DMSO). Os resultados expressam a média + e.p.m. da concentragdo de

leptina no soro obtidos de 7-10 animais em cada grupo. A andlise estatistica foi realizada pelo teste t de Student
ndo pareado.
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4.4.4 Teste de tolerancia a glicose endovenosa

No teste de tolerancia a glicose endovenosa, 0s animais sofreram privacao
alimentar por 5 horas e tiveram a glicemia basal (TO) quantificada por meio de
glicosimetro. Apds a sobrecarga de glicose (375 mg/mL, via endovenosa), 0 pico
maximo de glicemia ocorreu apés 5 minutos (T5), com um declinio nas
concentracfes sanguineas apos este tempo. Nao houve alteracdo entre a glicemia
dos animais expostos ao PCB126 na dose de 10 pg/kg de massa corporal e o
veiculo quando observamos a andlise estatistica da area sob a curva (Figura 49B).
Por outro lado, na figura 49A, podemos perceber que apds 5 minutos da injecao de
glicose (T5), o aumento da concentracdo de glicose dos animais expostos ao
PCB126 € maior que dos animais expostos ao veiculo.
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Figura 49: Efeito da exposi¢éo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a curva glicémica ap0s teste de tolerancia
a glicose realizado em ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilacdo intranasal, uma vez ao dia, a uma solucdo de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solug¢éo veiculo do
PCB126 (solugéo fisioldgica + 0,5% DMSO). Para quantificacdo da curva glicémica, apds 5 horas de privacédo
alimentar, os animais tiveram a glicemia basal (TO) quantificada, utilizando glicosimetro. Apds sobrecarga de
glicose pela injecdo 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 analise estatistica foi realizada pelo teste t de Student ndo pareado (*P<0,05 vs.
veiculo).
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4.4.5 Teste de tolerancia a insulina endovenosa

No teste de tolerancia a insulina endovenosa, 0s animais sofreram privacao
alimentar por 5 horas e tiveram a glicemia basal (TO) quantificada por meio de
glicosimetro. Apds receber a dose de insulina, quantificamos o declinio da
concentracdo de glicose sanguinea nos tempos 4, 8, 12 e 16 minutos (Figura 50A).
A exposicdo ao PCB126 diminuiu a constante de decaimento da concentracdo de
glicose sanguinea (KITT), como podemos observar na andlise estatistica na figura
50B.
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Figura 50: Efeito da exposicéo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a curva glicémica apos teste de tolerancia
a insulina realizado em ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilacdo intranasal, uma vez ao dia, a uma solugcdo de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solug¢éo veiculo do
PCB126 (solugéo fisioldgica + 0,5% DMSO). Para quantificagdo da curva glicémica, apds 5 horas de privacédo
alimentar, os animais tiveram a glicemia basal (TO) quantificada utilizando glicosimetro. Apds dose de insulina
pela injecdo 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 andlise estatistica foi realizada pelo teste t de Student ndo
pareado (**P<0,01 vs. veiculo).

4.4.6 Expressao de GLUT4 em tecidos insulino-dependentes

A expressdo do receptor de glicose foi quantificada por Western Blot em
amostras de tecido adiposo e tecido muscular de animais expostos ao veiculo ou ao
PCB126. A figura 51A representa a expressao do receptor em tecido adiposo, onde
0 GLUT4 apresenta-se aumentado em amostras de animais expostos ao PCB126.
Por outro lado, ndo houve diferenca na expressdo do GLUT4 em amostras de

musculo gastrocnémico (Figura 51B) de animais expostos ao poluente ou ao veiculo.
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Figura 51: Efeito da exposigdo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a expressdo de GLUT4 determinado no
tecido adiposo (A) e tecido muscular (B) de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&o intranasal, uma vez ao dia, a uma solugédo de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugéo veiculo do
PCB126 (solucao fisiolégica + 0,5% DMSO). Apds 5 horas das Ultimas exposi¢bes, os animais foram
anestesiados e o tecido adiposo (A) ou o misculo gastrocnémico (B) foram coletados para analise posterior da
expressao do transportador GLUT4 por Western Blot. Os resultados expressam a média + e.p.m. da expresséo
de GLUT4/B-actina de tecidos obtidos de 6 animais em cada grupo (n=6). A andlise estatistica foi realizada de
acordo com o Teste t de Student ndo pareado (**P<0,01 vs. veiculo).
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4.4.7 llhotas pancreaticas
4.4.7.1 Analise morfoldgica das ilhotas de Langerhans

No pancreas dos animais expostos ao veiculo ou PCB126 foi avaliada a area
das ilhotas de Langerhans (Figura 52A). Nao houve diferenca significativa na area
total ocupada pelas ilhotas pancreaticas dos animais expostos ao PCB126 em
relacdo a area das ilhotas no pancreas dos animais expostos ao veiculo. Na figura
52B, podemos observar uma foto representativa do resultado encontrado, de uma

lamina de pancreas corada por HE.
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Figura 52: Efeito da exposicdo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a area das ilhotas de Langerhans do
pancreas de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagé@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugéo veiculo do
PCB126 (solucéo fisioldgica + 0,5% DMSO). A) Para quantificagdo da area ocupada pelas ilhotas de Langerhans
no pancreas dos animais, apés 5 horas da ultima exposi¢édo, o pancreas foi removido e mantido em solugéo de
formol a 10% por 24 horas. Apoés este periodo, o tecido foi mantido em etanol a 70% até a confecc¢ao de laminas
histologicas, coradas por HE e analisadas por microscopia Optica. B) Figura representativa de uma ilhota de
Langerhans de animais expostos ao veiculo ou PCB126 na dose de 10 pg/kg de massa corporal, em aumento de
10 vezes. Os resultados expressam a média + e.p.m. da area ocupada pelas ilhotas de Langerhans, analisadas
em laminas histoldgicas de pancreas, obtidos de 6 animais em cada grupo. A andlise estatistica foi realizada de
acordo com o Teste t de Student ndo pareado.
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4.4.7.2 Avaliacéo da viabilidade e ciclo celular nas ilhotas de Langerhans

A exposicao ao PCB126 nao causou alteracbes na viabilidade das células
isoladas das ilhotas de Langerhans (Figura 53A), no ciclo celular (Figura 53B), ou
ainda, na fragmentacéo do DNA (resultados ndo mostrados).
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Figura 53: Efeito da exposicéo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo 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 instilagé@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugdo veiculo do
PCB126 (solucéo fisioldgica + 0,5% DMSO). Apds 5 horas das Ultimas exposicdes, as ilhotas de Langerhans
foram isoladas e lisadas para avaliagdo da viabilidade celular (A) e ciclo celular (B) por citometria de fluxo,
mensurando a % de células marcadas com anexina V e Pl. A andlise foi realizada em citdbmetro de fluxo
FACSCanto Il e a quantificacdo das mesmas pelo aplicativo FlowJo. Os resultados expressam a média + e.p.m.
da média da intensidade da fluorescéncia obtidos de 6 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada
de acordo com a andlise de variancia (ANOVA) de 2 vias, seguida pelo pés-teste de Bonferroni.
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4.4.7.3 Avaliacdo do estresse oxidativo nas ilhotas de Langerhans

Apés o periodo de exposicdo ao PCB126 ou veiculo, 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 exposi¢do. A dose de 10
ug/kg de massa corporal de PCB126 aumentou a producdo de espécies reativas de
oxigénio (Figura 54A), mas ndo a geracdo do anion superoxido nas ilhotas,
demonstrada na Figura 55A. As figuras 54B e 55B indicam imagens representativas
das ilhotas de animais expostos ao veiculo ou PCB126, obtidas por microscopia de

fluorescéncia.
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Figura 54: Efeito da exposi¢édo in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a geracdo de espécies reativas de
oxigénio pelas ilhotas de Langerhans obtidas do pancreas de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugéo veiculo do
PCB126 (solugéo fisioldgica + 0,5% DMSO). A) Para quantificagdo da produgdo de espécies reativas de oxigénio
pelas ilhotas de Langerhans, apés 5 horas da ultima exposicdo, as ilhotas foram isoladas e incubadas in vitro
com DCFH-DA 30 umol/L por 30 minutos, a 37 °C. Apds o periodo de incubacéo, a intensidade de fluorescéncia
foi visualizada em microscépio de fluorescéncia; B) Imagem representativa de uma ilhota pancreéatica visualizada
em microscopio de fluorescéncia. Os resultados representam a média + e.p.m. da intensidade de fluorescéncia
(expresso em unidades arbitrarias) das ilhotas de animais isoladas do pancreas obtidos de 4 animais em cada
grupo. A andlise estatistica foi realizada de acordo com o Teste t de Student ndo pareado (***P<0,001 vs.
veiculo).
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Figura 55: Efeito da exposicado in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a geracdo de anion superdxido pelas
ilhotas de Langerhans obtidas do pancreas de ratos Wistar machos.

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagé@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solug¢éo veiculo do
PCB126 (solugédo fisiolégica + 0,5% DMSO). A) Para quantificagdo da produgdo de anion superéxido pelas
ilhotas de Langerhans, apos 5 horas da Ultima exposicéo, as ilhotas foram isoladas e incubadas in vitro com DHE
10 pmol/L por 30 minutos, a 37 °C. Apés o periodo de incubagdo, a intensidade de fluorescéncia das ilhotas foi
visualizada em microscopio de fluorescéncia; B) Imagem representativa de uma ilhota pancreatica visualizada
em microscopio de fluorescéncia. Os resultados representam a média + e.p.m. da intensidade de fluorescéncia
(expresso em unidades arbitrarias) das ilhotas de animais isoladas do pancreas obtidos de 4 animais em cada
grupo. A andlise estatistica foi realizada de acordo com o Teste t de Student ndo pareado.

4.4.7.4 Quantificagdo de mediadores inflamatdrios em sobrenadante de cultura de
ilhotas de Langerhans

Adicionalmente, realizamos a quantificacdo da concentracdo de mediadores
em sobrenadante de cultura de ilhotas de Langerhans. Os dados encontrados
indicam que o0s animais expostos ao PCB126 na dose de 10 pg/kg de massa
corpérea produziram maior quantidade de NO, (Figura 56) e IL-6 (Figura 57) em
comparacao com as ilhotas de Langerhans obtidas de animais expostos ao veiculo,
guando presente em meio de cultura contendo alta concentracdo de glicose (16,7
mmol/L).

Por outro lado, ndo houve alteracdo na concentracdo de insulina detectavel
no sobrenadante de cultura de ilhotas apds exposicdo ao PCB126 em comparagao
as ilhotas de animais que receberam o veiculo (Figura 58). Vale ressaltar ainda, que
a concentracdo de TNF nao foi detectavel nas amostras sobrenadante de cultura de

ilhotas pancreaticas.

105



% 3 Veiculo

6- —1 = PCB126 10 pg/kg
=
E! —
v 41
[y}
0
Z

24

0

Veiculo PCB126 10 polky

Figura 56: Efeito da exposi¢do in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a concentracdo de NO, produzidas pelas
ilhotas de Langerhans, obtidas do pancreas de ratos Wistar machos, estimuladas por meio de cultura com alta
concentragdo de glicose (16,7 mmol/L).

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilagé@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugdo veiculo do
PCB126 (solucao fisiolégica + 0,5% DMSO). Para determinagéo da concentracdo de NO2 no sobrenadante de
cultura de ilhotas de Langerhans, os animais foram anestesiados com pentobarbital de sédio, eutanasiados 5
horas apés as Ultimas exposicdes e as ilhotas de Langerhans foram coletadas e incubadas a 37 °C, em estufa
contendo 5% de CO», por 24 horas, em meio de cultura RPMI com alta concentragdo de glicose (16,7 mmol/L). O
sobrenadante da cultura foi coletado para posterior quantificacdo de NO; por reacdo de Griess. Os resultados
expressam a média + e.p.m. da concentracdo de NO, no sobrenadante de cultura de ilhotas coletado de 7
animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo com o Teste t de Student ndo pareado
(*P<0,05 vs. veiculo).
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Figura 57: Efeito da exposic¢ao in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a concentragdo de IL-6 produzida pelas
ilhotas de Langerhans, obtidas do pancreas de ratos Wistar machos, estimuladas por meio de cultura com alta
concentragdo de glicose (16,7 mmol/L).

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&@o intranasal, uma vez ao dia, a uma solu¢do de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugéo veiculo do
PCB126 (solugéo fisioldgica + 0,5% DMSO). Para determinacédo da concentragdo de IL-6 no sobrenadante de
cultura de ilhotas de Langerhans, os animais foram anestesiados com pentobarbital de sédio, eutanasiados 5
horas apo6s as ultimas exposi¢cBes e as ilhotas de Langerhans foram coletadas e incubadas a 37 °C, em estufa
contendo 5% de CO,, por 24 horas, em meio de cultura RPMI com alta concentragdo de glicose (16,7 mmol/L). O
sobrenadante da cultura foi coletado para posterior quantificagédo de IL-6 por reacao de imunoenzimatica (ELISA).
Os resultados expressam a média + e.p.m. da concentracdo de IL-6 no sobrenadante de cultura de ilhotas
coletado de 7 animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo com o Teste t de Student ndo
pareado (*P<0,05 vs. veiculo).
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Figura 58: Efeito da exposicao in vivo ao PCB126 ou ao veiculo sobre a concentragéo de insulina produzida
pelas ilhotas de Langerhans, obtidas do pancreas de ratos Wistar machos, estimuladas por meio de cultura com
alta concentragéo de glicose (16,7 mmol/L).

Os animais foram expostos durante 15 dias por instilag&o intranasal, uma vez ao dia, a uma solucdo de PCB126
na dose de 10 pg/kg de massa corporal. Animais controles receberam pela mesma via a solugéo veiculo do
PCB126 (solucéo fisiologica + 0,5% DMSO). Para determinacdo da concentragdo de insulina no sobrenadante de
cultura de ilhotas de Langerhans, os animais foram anestesiados com pentobarbital de sédio, eutanasiados 5
horas apos as ultimas exposicdes e as ilhotas de Langerhans foram coletadas e incubadas a 37 °C, em estufa
contendo 5% de CO, por 24 horas, em meio de cultura RPMI com alta concentragdo de glicose (16,7 mmol/L). O
sobrenadante da cultura foi coletado para posterior quantificacao de insulina por rea¢do imunoenzimatica. Os
resultados expressam a média + e.p.m. da concentracéo de insulina no sobrenadante de ilhotas coletadas de 7
animais em cada grupo. A analise estatistica foi realizada de acordo com o Teste t de Student ndo pareado.
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5 Discusséao

Os efeitos deletérios a saude causados pela exposicdo aos poluentes
ambientais tém ganhado destaque na literatura nos ultimos anos. Nesse sentido,
varios relatos tém demonstrado correlacdo positiva entre exposi¢cdo aos POPs e o
desenvolvimento de doencas metabdlicas, como o DM, porém, em estudos
eminentemente epidemiologicos (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 tém recebido
grande atencdo, uma vez que foram amplamente empregados pela industria em
uma variedade de equipamentos e produtos, como também em praguicidas, devido
as suas excelentes propriedades fisico-quimicas (CASTRO-JIMENEZ, GONZALES,
2011; ERICKSON; KALEY, 2011). Recentemente, a importancia da exposi¢ao
ambiental aos PCBs pela via inalatéria vem sendo discutida como sendo tao
relevante quanto a exposicdo ocupacional (FREDERIKSEN et al.,, 2012,
FITZGERALD et al., 2007; HARRAD et al., 2009; ONO et al., 2012), uma vez que as
concentragbes encontradas desses poluentes em ambientes fechados tém sido
superiores as 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 relacdo da sua exposi¢cédo e
a incidéncia de doencas metabdlicas (ANNAMALAI; NAMASIVAYAM 2015; LANGER,
2010; LEE et al., 2011; PERSKY et al., 2012). Além disso, a diversidade de POPs no
meio ambiente leva a exposi¢cdes distintas e os indicadores de efeitos mais
comumente empregados para caracterizar a exposicdo, como a inducdo das
enzimas CYPs no figado, podem apresentar variabilidades importantes (DHAKAL et
al., 2013; LAUBY-SECRETAN et al., 2013; VAN DUURSEN et al., 2005). Por isso, a
identificacdo de biomarcadores de exposicdo, de efeito ou de susceptibilidade é
importante para a estimativa da exposi¢céo aos PCBs por esta via.

Com base na descrigdo acima, foi de interesse do nosso grupo de pesquisa
investigar os efeitos desencadeados pela exposicdo intranasal ao PCB126, tais
como, alteracdes metabdlicas e inflamatorias, e se estas poderiam estar associadas
ao inicio do desenvolvimento do diabetes mellitus. Para tanto, foi estabelecido como

modelo de exposicdo ambiental, o periodo de quinze dias de exposi¢do, uma vez ao
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dia, nas doses de 0,1; 1 ou 10 pg/kg de massa corporal. A escolha das doses de
PCB126 foi baseada em trabalhos da literatura que utilizam doses semelhantes de
outros congéneres de PCBs, para estudos por via oral (KOPEC et al., 2010;
MARTIN; KLAASSEN, 2010; ZHENG et al., 2011). Ressaltamos que, poucos Sao 0s
estudos experimentais que relatam os efeitos da exposicdo aos PCBs por via
inalatéria, 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 séo controversos quanto aos efeitos da
exposicdo aos PCBs, ja que os protocolos de exposi¢cdo utilizam em sua maioria
misturas de congéneres, variando o tempo e as vias de exposi¢ao, 0 primeiro passo
do presente trabalho foi caracterizar o protocolo de exposicéo utilizado. Para tanto,
guantificamos a presenca de PCB126 e a expressédo de AhR em diferentes tecidos.
Os resultados obtidos mostraram que o indicador de exposi¢cdo esta presente em
amostras de figado e pulméo de animais expostos, mas ndo no soro (dados néo
mostrados), sugerindo que a exposi¢cdo ao PCB126 realizada neste protocolo é de
baixa intensidade. Adicionalmente, a mensuracdo do receptor AhR confirmou a
eficiéncia do protocolo de exposicdo estabelecido neste trabalho, ja que sua
expressao foi significantemente aumentada em diferentes tecidos, em especial no
rim e no figado (Figura 8). Vale ressaltar que a analise da expressdo do receptor
AhR é uma das estratégias utilizadas pela literatura para demonstrar a exposi¢cao
aos PCBs, em diferentes modelos experimentais (CALO et al., 2014; WOJTOWICZ
et al., 2005).

Em conjunto, os dados apresentados mostram que a exposi¢cdo ao PCB126
aqui realizada, pode ser de fraca intensidade e por periodo de tempo curto, mas
suficiente para causar toxicidade, avaliada por diferentes estratégias descritas a
seqguir. Para tanto, a partir deste ponto, a discussdo encontra-se dividida em trés

subitens, para facilitar a compreenséo do leitor.

5.1 Alteracdes metabdlicas causadas pela exposicdo ao PCB126

Um importante pardmetro na avaliagdo da toxicidade dos POPs é a massa
corporal. Embora haja divergéncias importantes nos dados apresentados na
literatura, sugerindo aumento ou reducdo da massa corporal, é evidente notar que
as discrepancias estdo associadas a diferentes protocolos de exposicdo, em
especial quanto ao tempo (ARIYOSHI et al., 1998; CHU et al., 1994). No entanto,
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estudos epidemiolégicos mostram que a exposi¢cdo crbnica humana a baixas
concentracbes de PCBs com poucas substituicbes cloradas esta associada a
presenca ou ao desenvolvimento de obesidade abdominal e ao aumento de tecido
adiposo visceral ou subcutaneo (DIRINCK et al., 2014; LEE et al., 2012; RONN et al.,
2011; ROOS et al., 2013). Em condi¢des de exposi¢cao ao PCB126 utilizadas neste
trabalho, na dose de 10 pg/kg de massa corporal, observou-se aumento do ganho
de massa corpérea do inicio ao final do protocolo experimental, sem alteracdo no
padrdo de consumo de 4gua e racdo, monitorados diariamente, e, ao contrario do
esperado, observou-se reducao de massa do tecido adiposo, mais especificamente
das gorduras retroperitoneal e periepididimal. Estes resultados, em conjunto,
sugerem claramente que a exposicdo ao PCB126 causa importantes alteracdes da
homeostasia. Neste sentido, podemos supor que o aumento da massa corporal
possa ser decorrente de um edema generalizado, causado por um processo
inflamatério sistémico ou por disfuncdo hepética e/ou renal. No entanto, a inflamacéo
sistémica parecer ndo ser o mecanismo mais plausivel, uma vez que o0s niveis
plasmaticos de mediadores pro-inflamatoérios ndo foram alterados pela exposicéo ao
PCB126 (Figura 37). No entanto, a alteragdo destes parametros pode nao ser
detectada em condi¢des subclinicas de inflamacédo (HOTAMISLIGIL, 2006; HU et al.,
2015). Por outro lado, o fato da inducdo da expressdo 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 retencdo liquida por disfuncao renal. De
fato, dados da literatura mostram que a exposi¢ao in vivo ao TCDD ou misturas de
PCBs levam a nefrotoxidade, evidenciada pelo aumento de creatina sérica, de uréia,
da expresséo de CYPs e do estresse oxidativo no rim (LU et al., 2009).

Quanto a massa dos 0Orgaos internos, detectou-se somente aumento da
massa Umida, mas ndo da massa seca do figado. Nao foi observada alteracdo da
massa de outros 6rgdos como rim, baco, pulmdo e fémur. Estes dados néao
corroboram os encontrados na literatura, que mostram aumento da massa destes e
de outros 6rgdos apos exposicdo ao PCB126, utilizando concentragfes, tempos e
vias de exposicdes diferentes das utilizadas no presente trabalho (CHU et al., 1994;
LIND et al., 2004).

A literatura mostra que o figado é um tecido-alvo na intoxicacéo por PCBs, 0

gue € confirmado pelo aumento da expressdo de AhR e de enzimas de
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biotransformagé&o, bem como por leséo hepética (NTP, 2006; OVANDO et al., 2006).
A atividade das enzimas hepaticas exerce um importante papel como marcardores
de alteracdo da homeostasia e como marcadores de exposicdo a xenobiodticos,
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 niveis de PCBs no
soro (SERDAR et al., 2014).

As demais enzimas de funcdo hepatica ndo 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 pg/kg de
massa corporal, por via oral, por dois dias, e também nédo foi observada alteracéo na
atividade de ALT, mas sim, aumento da massa do figado, da massa corporal e do
perfil lipidico, semelhante aos nossos resultados. De fato, aliado ao aumento da
massa, detectamos alteracbes no perfil lipidico, caracterizado por aumento do
colesterol total, HDL e VLDL no soro dos animais. Estas alteracdes parecem ser
relevantes com relacdo a toxicidade causada pelo PCB126, uma vez que sao
comuns aos demais protocolos de exposi¢cdo 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 descricdo como protetor contra doencas coronarianas e aterosclerose,
recentemente alguns estudos tém demonstrado que o aumento dos niveis do HDL
colesterol em certas condicdes clinicas especificas ndo € mais visto como benéfico,
uma vez que promove efeitos vasculares deletérios, tais como, disfuncédo endotelial
e ativacdo endotelial proinflamatéria (RODRIGUES et al., 2014), condicbes que
podem levar ao desenvolvimento de doencas ateroscleréticas em pacientes
portadores de doenca renal cronica, por exemplo (SPEER et al., 2013). Desta forma,
passa a ser importante avaliar ndo s6 os niveis de HDL colesterol no organismo,
mas também a funcado desta fracdo lipidica (PEARSON, 2006; SPEER et al., 2013).
Assim, com base em dados epidemiol6gicos humanos, os efeitos observados no
metabolismo do colesterol pela exposicdo aos PCBs podem ser responsaveis por
sérios efeitos cardiovasculares (GONCHAROV et al., 2008; LEE et al., 2011; LIND et
al., 2004).

Adicionalmente, houve aumento nos niveis de triglicerideos no soro, e embora

estudos epidemioldgicos correlacionem altos niveis de triglicerideos a exposi¢cdo aos
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PCBs (GONCHAROV et al., 2008; LEE et al., 2011; PATEL et al., 2012; PELCLOVA
et al.,, 2001), os dados experimentais sdo controversos na literatura (LIND et al.,
2004). Em estudos epidemiolégicos e genéticos foi evidenciado que o aumento dos
triglicerideos, do colesterol ou das lipoproteinas ricas em triglicerideos pode ser
considerado causa adicional de doenca cardiovascular e aterosclerose. Por outro
lado, estudos conclusivos devem ser realizados para confirmar o beneficio da
reducdo do risco de doencas cardiovasculares com a reducdo dos niveis de
triglicerideos (KOHAN et al., 2015; MILLER et al., 2011; NORDESTGAARD; VARBO,
2014). Consequentemente, os altos niveis de triglicerideos encontrados reforcam as
importantes alteracbes na homeostasia observadas nos animais expostos ao
PCB126.

Um dado interessante encontrado no presente trabalho foi a redugcdo na
massa do coragcdo em animais expostos a 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 pg/kg/dia, durante dois anos, e sugeriram que
o0 coracdo €é um o6rgdo-alvo da exposicdo a este agente quimico. Dando
embasamento a esta hipotese, relembramos que houve alteracdo no perfil lipidico
em nosso modelo experimental e que o aumento do colesterol e triglicerideos é fator
de risco importante para doencas cardiovasculares, como descrito acima (KOHAN et
al., 2015; NORDESTGAARD; VARBO, 2014). Dessa forma, a exposi¢cdo ao PCB126
leva a alteracdes metabdlicas importantes que podem funcionar, por exemplo, como

marcadores de doencga ou de exposicao.

5.2 Reducdao da resposta de leucdcitos a ativacdo de GPCR

O sistema imune é extremamente sensivel aos efeitos toxicos das
substancias quimicas, mas pouco se sabe sobre os efeitos em longo prazo da
exposicao aos poluentes clorados. Como ja salientado, as células do sistema imune
participam efetivamente da resposta do hospedeiro, e embora sejam descritas
diferentes estratégias para testar a imunotoxicidade das substancias quimicas, um
importante marcador de alteragbes imunes € a avaliagdo de parametros
hematolégicos de rotina (SERDAR et al., 2014; TRYPHONAS, 2001). O efeito
imunossupressor dos PCBs tem sido relatado pela literatura em estudos com
animais de experimentacédo, estudos in vitro ou ainda em humanos expostos a altas

concentracbes do poluente. No protocolo de exposicéo utilizado neste trabalho, o
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PCB126 causou modificacbes no perfil de leucdcitos circulantes, tanto em namero
guanto em funcéo.

Modificagdes no numero de leucécitos circulantes devem ser decorrentes da
mielotoxicidade, ja que redugbes do numero de neutrdfilos, linfécitos e de células
vermelhas, diminuindo a producdo de eritroblastos policromaticos, foram
encontrados na medula 6ssea destes animais apds exposicédo ao PCB. E importante
salientar que Meisner e colaboradores (1992) ndo constataram alteragcdo no nimero
de células na medula 6ssea ap0s tratamento com uma combinagdo 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 reducdo no numero de leucdcitos totais, hemacias, hemoglobina e
hematdcrito em pacientes com altos niveis de PCBs no soro, corroborando nosso
trabalho com os dados encontrados na seérie branca, mas néo na série vermelha.

Adicionalmente, alguns estudos relataram reducdo no numero de linfécitos
circulantes apds exposicao in vivo a combinacdes de congéneres de PCBs ou em
associacdo com outros POPs (NAKANISHI et al., 1995; SARGENT et al., 1991).
Ainda, constataram que a exposicdo aos POPs altera a imunofenotipagem de
linfocitos e induzem variagdo entre a taxa de CD4+/CD8+ (SERDAR et al., 2014), de
acordo com a quantidade de dioxina consumida por criancas (NAKANISHI et al.,
1995; SARGENT et al., 1991). Ja em estudos in vitro, os PCBs parecem alterar a
cinética de maturacdo de timocitos (HORVATHOVA et al., 2011; LYCHE et al., 2004;
LEIJS et al., 2009; NAGAYAMA et al., 1998).

No presente trabalho, mostramos que o numero de linfécitos no sangue esta
diminuido em animais expostos ao PCB126 e que esta reducéo pode ser decorrente
de uma menor migracdo de células da medula 6ssea e maior migracdo para o baco,
uma vez que o numero destas células no baco, um tecido de acumulo, proliferacéo e
degradacéao de linfécitos em ratos, estava aumentado. No entanto, a proliferacao de
linfécitos esplénicos estava normal apds a exposicdo ao PCB126, quando estes
foram incubados in vitro com concanavalina A ou LPS, que estimulam a proliferacéo
de linfécitos T e B, respectivamente. Estes Ultimos dados néo refletem os resultados
da literatura obtidos em ensaios de incubagdo 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 imunotdxico do
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PCB126 in vivo ou ainda, diferencas interespécies na resposta imunoldgica frente a
esse poluente.

Aliado ao efeito mielotoxico do PCB126, a motilidade de linfocitos entre
compartimentos pode estar alterada, como também a de neutrdfilos, jA que a
expressdo de moléculas de adesdo envolvidas com a interacdo endotelial foi
alterada pelo PCB126. A CD62L (L-selectina) é expressa constitutivamente na
membrana de leucécitos e tem papel relevante na recirculacao de linfécitos em
condi¢des basais e no recrutamento inicial de linfocitos, neutréfilos e mondcitos na
inflamacédo (IVETIC, 2013; MULLER, 2012). Apés exercer suas propriedades
adesivas ao endotélio, via ligacdo a outras selectinas ou a carboidratos fucosilados,
a L-selectina é clivada pela acdo de metaloproteases de membrana. Esta clivagem é
responsavel pela ativacdo leucocitaria para os eventos migratorios subsequentes
(IVETIC, 2013). Os nossos dados mostram que a expressao de L-selectina e sua
clivagem de membrana apés ativacdo celular por fMLP, foi reduzida pela exposicéo
ao PCB126. Vale ressaltar que ndo ha dados na literatura indicando efeito da
exposicdo as bifenilas policloradas e expressdo de moléculas de adesdo em
leucécitos, o que torna esse resultado bastante relevante, visto que pode explicar
alteracGes de resposta leucocitaria frente a estimulos fisioldégicos e/ou patoldgicos
apos exposicao ao poluente.

Portanto, a intoxicagdo com PCB126 afeta a expressao e a atividade de
receptores de membrana em leucOcitos ou a subsequente ativacdo celular.
Corroborando esta ultima afirmacao, verificamos ainda que a exposi¢céo in vivo ao
PCB126 reduziu a capacidade de linfocitos e neutréfilos expressarem CD18 (B2-
integrina) e CD31 (PECAM-1) ap6s ativacdo pelo fMLP. As B2-integrinas, que
incluem como membro o CD18, sdo moléculas que estdo presentes exclusivamente
em leucdtcitos e a expressao desta proteina na membrana celular ocorre apos
ativacdo das células por varios mediadores inflamatérios. Pela ligacdo a moléculas
da superfamilia das imunoglobulinas, o CD18 medeia a firme adesao destas células
ao endotélio e a sinalizagdo intracelular para a secrecdo de mediadores
inflamatérios (HERTER; ZARBOCK, 2013; MULLER, 2012). A PECAM-1 é uma
molécula da superfamilia das imunoglobulinas responsavel pela adesdo e
transmigracdo dos leucécitos através da parede vascular (HERTER; ZARBOCK,
2013; MULLER, 2012;). Ambas, a B2-integrina e PECAM-1, sdo estocadas em

granulos intracelulares e a expressdo destas proteinas € dependente de
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translocacdo de moléculas pré-sintetizadas e controle/regulacdo de expresséo
génica (HERTER; ZARBOCK, 2013; MULLER, 2012).

Com o intuito de verificar se a alteracdo da expressao dessas moléculas por
efeito do PCB126 poderia influenciar a fungédo dos leucadcitos, utilizamos microscopia
intravital, e analisamos a microcirculacdo de diferentes leitos vasculares de ratos
submetidos a exposicdo com PCB126 ou solucdo controle. A analise da interacdo
leucécito-endotélio in vivo mostrou um prejuizo na resposta dos leucécitos obtidos
de animais expostos ao PCB126, no que concerne a sua aderéncia as vénulas pos-
capilares do mesentério e pancreas apos estimulacéo topica do leito vascular com
fMLP. Adicionalmente, verificamos um aumento na concentracdo da molécula de
adeséao soluvel, sICAM-1. A ICAM-1 atua como um contra-receptor para o antigeno
associado a funcdo de linfocitos (LFA-1): a interacdo entre ICAM-1, presente em
células endoteliais, e 0 LFA-1 facilita a adeséo de leucdcitos e a migracao através do
endotélio. A sua forma soliuvel vem sendo associada ao desenvolvimento de
diversas condicdes, como hipertensédo, diabetes e obesidade (GLOWINSKA et al.,
2005; WITKOWSKA; BORAWSKA, 2004). Por outro lado, ndo foi observado
alteracdo nas moléculas de adeséao soltveis sVCAM-1 e SPECAM-1.

Os efeitos da exposicdo ao PCB126 nestas moléculas sugerem interferéncias
em importantes funcdes dos leucécitos, que sdo essenciais fisiologicamente, néo
somente para a sua translocacao, mas também para a defesa do organismo. Sabe-
se que o fMLP é um produto bacteriano que apdés ligagcdo ao seu receptor FPR-1
(formyl peptide receptor-1), encontrado na membrana celular de diversas células
imunes e pertencente a uma superfamilia de receptores conhecida como GPCRs
(receptores acoplados a proteina G), ativa vias intracelulares responsaveis pela
adesdo dos leucécitos circulantes as paredes dos vasos, por sua locomog¢ao no
tecido inflamado e por sua atividade killing. Li e colaboradores (2013) demonstraram
gue moradores de uma regido proxima a reciclagem de lixo eletrénico na China,
apresentavam altas concentracfes de PCBs no soro e que a resposta de neutrofilos
guanto a geracdo de espécies reativas de oxigénio estava reduzida, indicando um
prejuizo na resposta imune inata dessa populagdo. Da mesma forma, no protocolo
de exposicdo ao PCB126 utilizado, observamos que a capacidade de geracédo de
espécies reativas por neutrofilos obtidos de animais expostos ao PCB126 estava
reduzida apés estimulagcdo com o agente fMLP, resultado este ja esperado, visto que

a utilizacao deste estimulo inflamatoério anteriormente provocou outras alteragcdes em
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funcdes de neutrdéfilos, como também reduziu a capacidade de migracdo destas
células. Por isso, a via de ativacdo mediada por GPCR passou a ser o foco de
investigacdo do trabalho, aliado ao fato de que outros estimulos inflamatorios
utilizados, como o PMA e o LPS, ndo causaram as alteragdes previamente
observadas com o fMLP, e de que néo foi observada alteracbes na expressao do
receptor TLR4 em neutrofilos, importante receptor de reconhecimento do LPS.
Nossa hipétese de que o PCB126 interfere com a via de ativacéo induzida por fMLP
foi fortalecida ao constatarmos reducdo na expressao do receptor FPR-1 em
neutroéfilos obtidos de animais expostos ao poluente.

Como ja discutido na introducdo, o mecanismo de agcdo proposto para 0S
PCBs tipo-dioxina é a sua ligacdo ao receptor AhR, diferentemente dos PCBs tipo
ndo-dioxina, que ndo apresentam esta afinidade. A literatura é controversa em
relacdo a presenca do receptor AhR em neutréfilos (STOCKINGER et al., 2014;
BEISCHLAG et al., 2008) e, de fato, os efeitos dos PCBs sobre a reducao dos
leucécitos totais parece envolver outros mecanismos além de sua ligacdo ao
receptor AhR, uma vez que estas alteracbes também foram observadas com a
exposi¢cdo aos PCBs tipo nao-dioxina (SERDAR et al., 2014). Desta forma, baseado
na literatura (OLIVERO-VERBEL & GANEY, 1998), quatro concentracdes de
PCB126 foram escolhidas e incubadas com neutrofilos in vitro, para avaliagdo do
efeito direto do poluente sobre estas células. Mesmo que poucos trabalhos relatem a
citotoxicidade causada pelo PCB126 ou pela estimulacdo com fMLP em neutréfilos
(OLIVERO-VERBEL & GANEY, 1998; SWEET et al.,, 2006), ndo observamos
alteracédo na viabilidade celular de leucdcitos totais obtidos de animais expostos ao
PCB126 ou de neutrdfilos tratados in vitro com PCB126. Os resultados encontrados
apos estimulacdo in vitro ao PCB126 nao refletem os efeitos observados apés
exposi¢cdo in vivo ao poluente, pois ndo foi observado prejuizo na geracdo de
espécies reativas de oxigénio, na expressao do receptor FPR-1 e na capacidade de
migracdo dos neutroéfilos. Assim, podemos sugerir que o efeito imunotoxico do
PCB126 parece nao ser decorrente de acao direta sobre a membrana celular dos
neutréfilos, ou melhor, sobre os receptores FPR-1 destas células, indicando um

mecanismo de agcado complexo in vivo do PCB126 e ainda néo elucidado.
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5.3 Resisténcia insulinica causada pela exposi¢cao ao PCB126

A inflamacéo parece ser um dos principais mecanismos envolvidos com o
desenvolvimento do DM induzido pela exposi¢ao a poluentes organicos persistentes
e, principalmente, aos PCBs (KIM et al., 2012). Apds constatarmos alteracdes em
parametros inflamatérios e metabdlicos decorrentes do protocolo de exposicdo
estabelecido, passamos a investigar se o PCB126 levaria ao desenvolvimento do
DM e, adicionalmente, se haveria envolvimento destas alteracfes, previamente
encontradas neste trabalho, com a génese da doenga, na tentativa de determinar
possiveis indicadores de efeito precoces para exposicdo ao PCB126 e para o
estabelecimento do DM, como, por exemplo, a reducdo do numero e atividade de
leucécitos, que tém sido recentemente descritas como um sinal pré-clinico do DM
(HARSUNEN et al., 2013).

Embora os niveis de glicose sanguinea e a tolerancia a glicose ndao tenham
sido alterados nos animais expostos, a sensibilidade a insulina estava diminuida
apos a exposicao ao PCB126 na dose de 10 pg/kg de massa corporea. Este dado
corrobora trabalhos recentes da literatura, que demonstram que a exposicdo ao
PCB126 ou ao PCB77, por via oral, nas doses de 3,3 mg/kg ou 50 mg/kg de massa
corporea, respectivamente, leva a tolerancia a glicose e a insulina (BAKER et al.,
2013).

Nesta condicdo de tolerancia a insulina, ocorre uma diminuicdo da
sensibilidade dos tecidos alvo de acdo da insulina em responder a concentracdo de
insulina basal (PRENTKI; NOLAN, 2006), e como um mecanismo compensatoério, as
células B pancreaticas aumentam a producdo e secrecao de insulina, por aumento
do numero de células B pancreaticas ou por aumento da sua funcdo (BUTLER et al.,
2003; KASUGA, 2006; PRENTKI; NOLAN, 2006; STEIL et al., 2001). Uma vez que
esta condicdo se mantenha, o esfor¢co exercido pode levar a faléncia da célula 3 por
apoptose (KASUGA, 2006; PRENTKI; NOLAN, 2006). Adicionalmente, um aumento
de evidéncias experimentais tem indicado que a célula B pancreatica € um alvo
relevante e sensivel da toxicidade das substancias 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, ja que a
compreensao dos eventos que ocorrem no numero e funcdo das células [

pancreaticas antes do estabelecimento do diabetes tipo | ou tipo Il pode permitir a

117



aplicacao de estratégias de intervencdo, com o objetivo de prevenir ou retardar o
desenvolvimento da doenca (LINDSKOG et al., 2010).

De fato, a exposi¢cdo ao PCB126 levou ao aumento da concentracdo sérica de
insulina, mas, por outro lado, a analise histolégica do pancreas ndo confirmou a
hipotese de alteracdo morfolégica causada pela exposicdo ao PCB126, ou seja, hao
houve aumento do numero/area ocupada pelas ilhotas no pancreas. Adicionalmente,
nao foi visualizada alteragdo no ciclo celular ou aumento da fragmentacdo do DNA
nas ceélulas B, indicando que o protocolo de exposi¢cao nado levou a morte/destruicéo
celular do pancreas, dado este confirmado pela avaliacdo da viabilidade das células
B. Embora na figura 53A exista uma alta prevaléncia de células pancreaticas em
necrose, podemos afirmar que a manipulacdo para isolamento destas células, mas
ndo a exposi¢cado ao PCB126, é que levou a esta condicdo, uma vez que nao houve
diferenca nesse parametro nos grupos tratados com veiculo ou com PCB. A
porcentagem de células viaveis se manteve acima de 60%.

Como mencionado na introducédo, 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 ac&o do
PCB126 (BAKER et al., 2003; 2015; GADUPUDI et al., 2015). O aumento da
expressdo do transportador de glicose GLUT4 é também um dos mecanismos
compensatoérios do organismo em resposta a reducdo da sensibilidade a insulina. De
fato, observamos o aumento da expresséo do transportador de glicose no tecido
adiposo, mas néo no tecido muscular.

Adicionalmente, dados da literatura indicam que a resisténcia a insulina
causada pela exposicdo aos PCBs esta associada ao aumento da expressdo 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 inflamacdo do tecido adiposo, em
camundongos. Embora exista relagdo entre 0 aumento da concentracao de citocinas
pro-inflamatérias séricas ou localizadas, como o TNF e a IL-1B, e a progressao da
disfuncdo das células B pancreéticas (WANG et al., 2010), de uma forma geral ndo
foram encontrados sinais de inflamacé&o sistémica no animais expostos ao PCB126,
principalmente ao observamos os tecidos pancreatico e adiposo; ao contrario disso,

sinais de estresse oxidativo, que também podem contribuir para a falha da producao
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de insulina pelas células B (KASUGA, 2006; PRENTKI; NOLAN, 2006), foram
encontrados localmente nas ilhotas, como descrito adiante.

Assim como a inflamacao, a lipélise € um dos fatores que leva a iniciacao
e/ou a progressdo da faléncia da célula B (KASUGA, 2006; PRENTKI; NOLAN,
2006). Vale relembrar que a exposicdo ao PCB126 causou reducdo da massa do
tecido adiposo e que, em conjunto com o alto indice sérico de triglicerideos dos
animais expostos ao PCB126, podemos confirmar a ocorréncia de lipolise neste
tecido, o que pode estar diretamente contribuindo para o quadro de resisténcia a
insulina observado.

O tecido adiposo € a maior fonte de liberacdo no organismo de leptina e IL-6,
sendo que a reducdo da massa adiposa em obesidade reduz tanto leptina circulante
guanto a IL-6 (ALLEN; FEBBRAIO, 2010; WANG et al., 2010). A leptina exerce um
papel vital no controle da ingestdo de alimentos e no balanco energético do
organismo. Em nosso protocolo de exposi¢cdo, hdo observamos alteracdo no padrao
de consumo de racéo pelos animais expostos e ndo houve diferenca nos niveis de
leptina sérica. Por outro lado, a concentracdo de IL-6 no tecido adiposo estava
reduzida.

A IL-6 é um mediador inflamatério que apresenta influéncia no metabolismo
energeético e na inflamacao, mas a correlacdo entre os niveis de IL-6 e 0 DM2 ainda
nao estdo completamente estabelecidos e sdo controversos em estudos com
animais e humanos (ALLEN; FEBBRAIO, 2010). A literatura tem sugerido alguns
mecanismos moleculares pelo qual a IL-6 induz a resisténcia insulinica (SCHULTZ et
al., 2010), como por exemplo no figado (DOU et al., 2013). Por outro lado, hé relatos
gue a IL-6 parece exercer um efeito protetor na morte celular causada por citocinas
em células pancreaticas (CHOI et al., 2004). Oh e colaboradores (2011) mostraram
gue a IL-6 induz a morte da célula 3, em parte, via aumento da producéo de NO.

De fato, observamos aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
nas ilhotas de Langerhans obtidas de animais expostos ao poluente, o que indica
aumento do estresse oxidativo nestas células. Este aumento do estresse oxidativo
nao parece estar relacionado ao anion superéxido, uma vez que nao foi observada
alteracdo da geracéao deste pelas ilhotas pancreéticas isoladas dos animais expostos
ao PCB126. Dados da literatura comprovam que ndo ha aumento na producao de
anion superoxido decorrente da exposicdo ao PCB126 (BROWN et al., 1998;
TITHOF et al.,, 1997). Por outro lado, o aumento na geracao de NO est4d bem
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descrito na literatura, sendo considerado um dos mecanismos de apoptose e
toxicidade causados pela exposicdo 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 geracdo de NO pelas ilhotas de
Langerhans apos estimulacdo a alta concentracdo de glicose. Ressaltamos que o
estresse oxidativo também € um dos fatores intensamente ligado a iniciacdo e/ou
progressado da faléncia da célula B (KASUGA, 2006; PRENTKI; NOLAN, 2006), e
gue a ceélula B pancreatica € um importante alvo de acdo dos PCBs (DE TATA,
2014).

Em conjunto, nossos dados indicam que a exposicéo inalatoria ao PCB126 na
dose de 10 pg/kg de massa corporal, uma vez ao dia, durante quinze dias
consecutivos, € uma dose baixa de exposicdo, contudo, suficiente para causar
disfuncbes metabdlicas, visualizadas principalmente pela alteracdo na massa
corporea e perfil lipidico e alteracBes nas células do sistema imune relacionadas a
via de ativacao dependente de GPCR, confirmadas pelas modificacbes no padréo de
expressdo de moléculas de adesdo, receptores e da resposta de neutrofilos
circulantes apés estimulacdo com fMLP, interferindo assim, na homeostasia de ratos
Wistar machos. Essas alteracbes em conjunto, parecem contribuir com a génese do
diabetes mellitus, uma vez que verificamos resisténcia a insulina nestes animais
apos a exposicdo, corroborando a literatura (BAKER et al., 2013) Ainda, o0s
mecanismos pelos quais o0 PCB126 leva as alteracées aqui relatadas parecem estar
relacionados a funcéo das ilhotas de Langerhans (DE TATA, 2014), principalmente
ao aumento do estresse oxidativo gerado pela exposi¢ao inalatéria ao PCB126, que
€ um dos fatores iniciadores e promotores do estabelecimento da resisténcia a
insulina. Desta forma, nosso trabalho embasa a literatura, que vem destacando a
importancia de estudos que elucidem os mecanismos de acdo de poluentes
ambientais, principalmente aqueles presentes no ar atmosférico, e o0
desenvolvimento de doencas metabdlicas. E por fim, reforca que o entendimento
dos eventos que ocorrem nas ilhotas de Langerhans pode ser o caminho para o
estabelecimento de novas estratégias de intervencdo para prevenir/retardar o

desenvolvimento do diabetes mellitus.
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Mestrado: Mestre em Ciéncias - Area: Toxicologia e Analises Toxicolégicas -

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - Universidade de Sao Paulo - Sao
Paulo - Brasil - 2011

Curso: Doutorado

Programa: Toxicologia e Analises Toxicolégicas

Data de Matricula: 12/04/2011
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FICHA DO ALUNO
9141 - 6720366/2 - Ana Lucia Borges Shimada
: et e e Carga . =
Sigla Nome da Disciplina Inicio Término Horaria Cred. Freq. Conc. Exc. Situacao
Danos em Biomoléculas e o seu
FBC5752-2/3 Papel no Monitoramento da 27/05/2011  01/07/2011 45 3 100 A N  Concluida

Exposicao a Agentes Téxicos

Participou da Etapa de Estagio
Supervisionado em Docéncia do
Programa de Aperfeicoamento
de Ensino junto a Disciplina
FBC0210 - Toxicologia Ambiental
, ministrada aos alunos de 01/08/2011  03/12/2011 - 3 - - - -
graduacgéo do curso de
Farmacia-Bioquimica da
Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade
de S&o Paulo

Atividade do
Programa

Controle Hormonal da Resposta

FBCS722211 oo ho 02/08/2011 22/08/2011 60 4 8 A N Conclida

FBC5814-5/2 10%icologia Aplicada aos 23/08/2011  12009/2011 75 5 10 A N Concluida
Alimentos

FBC5800-4/1 1emas Avancados em Ciéncias e 17/105011  23/10/2011 30 2 10 A N Concluida
Tecnologia Farmacéutica |
Sistemas da Garantia da

FBC5803-2/1 Qualidade em Laboratérios 05/03/2012 18/03/2012 30 2 100 A N Concluida
Analiticos
Fisiopatologia do Diabetes

BMB5817-1/2 Mellitus (Instituto de Ciéncias —4358/5013  17/09/2013 60 4 100 A N Concluida

Biomédicas - Universidade de

Séao Paulo)
T o oo Créditos
Créditos minimos exigidos obtidos
Rare exame de Para depésito de tese
qualificacao
Disciplinas: 10 20 23
Estagios:
Total: 10 20 23

Créditos Atribuidos a Tese: 167

Conceito a partir de 02/01/1997:

A - Excelente, com direito a crédito; B - Bom, com direito a crédito; C - Regular, com direito a crédito; R - Reprovado;
T - Transferéncia.

Um(1) crédito equivale a 15 horas de atividade programada.

Ultima ocorréncia: Matricula de Acompanhamento em 09/02/2015
Impresso em: 19/03/2015 14:15:45 Terezi ; li Duarte
: SP
Ne U 830369

19/03/2015 14:21
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7.2 Curriculo lattes

15/03/2015 Curriculo do Sistema de Curriculos Lattes (Ana Lucia Borges Shimada)

~ Ana Lucia Borges Shimada

Endereco para acessar este CV: http://lattes.cnpq.br/2453242258943773
Ultima atualizacdo do curriculo em 15/03/2015

Graduada em Farmdcia com habilitacdo em Andlises Clinicas pela Universidade Estadual de
Maringd (2008), obteve o titulo de Mestre em Ciéncias na drea de Toxicologia e Andlises
Toxicoldgicas pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo (2011).
Atualmente é doutoranda do Programa de Pds-Graduagdo em Toxicologia e Andlises Toxicoldgicas
na mesma instituicao. Possui experiéncia em Toxicologia com énfase em Toxicologia Experimental e
Imunotoxicologia, atuando principalmente nos seguintes temas: poluicdo atmosférica, diabetes e
inflamacao. (Texto informado pelo autor)

Identificacao
Nome Ana Lucia Borges Shimada

Nome em citagdes bibliograficas SHIMADA, Ana Lucia Borges;SHIMADA, A.L.B,;Shimada, Ana Liicia
Borges;Shimada, Ana LACcia Borges;SHIMADA, ANA LUCIA B.

Endereco
Enderego Profissional Universidade de S3o Paulo, Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,

Departamento de Analises Clinicas e Toxicologicas.

Avenida Professor Lineu Prestes, 580 Bloco 13B

Cidade Universitaria

05508-300 - Sao Paulo, SP - Brasil

Telefone: (11) 30912197

URL da Homepage: http://www.fcf.usp.br

Formacdo académica/titu[qg_ég :

2011 Doutorado em andamento em Toxicologia e Analises Toxicoldgicas.
' Universidade de S3o Paula, USP, Brasil.
Titulo: Estudo experimental da exposicdo ao PCB126 sobre a indugdo de
Diabetes Mellitus tipo 11,

Orientador: @ Sandra Helena Poliselli Farsky.
Bolsista do(a): Fundacao de Amparo & Pesquisa do Estado de Sao Paulo,
FAPESP, Brasil.

2009 - 2011 Mestrado em Toxicologia e Andlises Toxicoldgicas (Conceito CAPES 5).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.
Titulo: Efeitos da exposigdo in vivo 3 hidroguinona sobre fungdes do tecido
traqueal e de macrofagos alveolares de camundongos,Ano de Obtencdo:
2011,

Orientador: @ Sandra Helena Poliselli Farsky.

Balsista do(a): Fundacao de Amparo a Pesquisa do Estado de S3o Paulo,
FAPESP, Brasil.

Palawas-chave: intoxicacdo ambiental e ocupacional; MCP-1; fagocitose;
Candida albicans; inflamagao.

Grande rea: Ciéncias da Satide / Area: Farmécia / Subdrea: Anélise
Toxicoldgica / Especialidade: Imunotoxicologia.

Grande Area: Ciéncias da Satide / Area: Farmacia / Subérea: Anélise
Toxicoldgica / Especialidade: Toxicologia Experimental.

http //buscatextual.cnpq.br/buscatextual visualizacv, do?id=K4266492E9 115
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15/03/2015 Curriculodo Sistema de Curriculos Lattes (Ana Lucia Borges Shimada)

2004 - 2008 Graduagdo em Farmacia Bioquimica.
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Brasil.

Formagao Complementar

2012 - 2012 Nanotecnologia. (Carga horaria: 8h).
Departamento de Anélises Clinicas da FCF/USP.

2012 - 2012 Aplicagdo Espectrometria de Massa na Metabolmica. (Carga horaria: 3h).
Departamento de Analises Clinicas da FCF/USP.

2012 - 2012 Metabolic signatures in polarized macrophages. (Carga horéria: 1h).
Departamento de Analises Clinicas da FCF/USP.

2012 - 2012 Insulina e Inflamagdo.
Departamento de Analises Clinicas da FCF/USP.

2011 - 2011 Avaliagédo de Risco. (Carga horaria: 8h).
Sociedade Brasileira de Toxicologia.

2011 - 2011 Manuseio, Descarte e Transporte de Residuo Quimico. (Carga horaria: 3h).
Universidade de Sdo Paulo.

2011 - 2011 Toxicologia Forense Internacional. (Carga horaria: 6h).
Universidade de Sdo Paulo, USP, Brasil.

2011 - 2011 Aplicagées de Nanoparticulas na area Médica e Farm. (Carga horaria: 1h).
Universidade de Sao Paulo, USP, Brasil.

2009 - 2009 Escola de Altos Estudos em Toxicologia. (Carga horéria: 70h).
Universidade de S&o Paulo, USP, Brasil.

2007 - 2007 O Uso de Nanoparticulas em Produgdo de Vacina. (Carga horéria: 4h).
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Brasil.

2006 - 2006 Terapia Fotodinamica. (Carga horéria: 4h).
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Brasil.

2006 - 2006 Boas Préticas Em Farmacia. (Carga horaria: 8h).
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Brasil.

2006 - 2006 Novos Sistemas de Liberagdo de Farmacos. (Carga horéria: 4h).
Universidade Estadual de Maringd, UEM, Brasil.

2006 - 2006 Atengdo as Urgéncias Toxicoldgicas II. (Carga horaria: 16h).
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Brasil.

2005 - 2005 Trat. Fitoterdpico, Téc. de Resistencia em Micobac. (Carga horéaria: 4h).
Universidade Estadual de Maringd, UEM, Brasil.

2004 - 2004 Conhecendo a Farmacia. (Carga horéria: 24h).
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Brasil.

2004 - 2004 Florais de Bach. (Carga horaria: 4h).
Universidade Estadual de Maringa, UEM, Brasil.

2004 - 2004 Curso Intensivo de Inglés Basico. (Carga horaria: 120h).

Universidade Estadual de Maringa, UEM, Brasil.

Atuacado Profissional

Universidade de Sdo Paulo, USP, Brasil.

Vinculo institucional

2014 - Atual Vinculo: Aluna de Pés-graduagdo, Enquadramento Funcional: Aluna de
Doutorado
Vinculo institucional
2011 - 2014 Vinculo: Aluna de Pés-graduagdo, Enquadramento Funcional: Aluna de
Doutorado, Regime: Dedicagdo exclusiva.
Outras informagées Bolsista FAPESP Projeto no. 2011/09677-8.
Vinculo institucional
2009 - 2011 Vinculo: Bolsista, Enquadramento Funcional: Aluna de Mestrado, Regime:
http:/bus catextual .cnpa,br/buscatextual Visualizacv.do?i d=K4266492E9 215
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Dedicagdo exclusiva.

Outras informagées Bolsista FAPESP Projeto no. 2009/03964-5.
Atividades
08/2013 - 08/2013 Ensino, Comprometimento do Sistema Imunoldgico, Nivel: Pés-Graduagéo

Disciplinas ministradas
Aula Ministrada: Alteragdo da fungdo leucocitaria em intoxicagdes

08/2013 - 08/2013 Ensino, Comprometimento do sistema imunoldgico, Nivel: Pés-Graduagao
Disciplinas ministradas
Aula ministrada: Modelos experimentais de estudos toxicolégicos

08/2012-12/2012 Extensdo universitaria , Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento
de Anélises Clinicas e Toxicoldgicas.
Atividade de extensdo realizada
Programa de Aperfeigoamento de Ensino (PAE) Monitoria na disciplina
Toxicologia Geral 1 (FBC0425) Miinistrada aos alunos do curso de Farmacia
Bioquimica (FCF-USP) sob supervisdo da Prof. Dra. Ana Paula de Melo
Loureiro.

08/2011 - 12/2011 Extensdo universitaria , Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento
de Anélises Clinicas e Toxicoldgicas.
Atividade de extensdo realizada
Programa de Aperfeigoamento de Ensino (PAE) Monitoria na disciplina
Toxicologia Ambiental (FBC0210) ministrada aos alunos do curso de
Engenharia Ambiental (Poli-USP) sob supervisdo da Profa. Dra. Elizabeth de
Souza Nascimento.

06/2009 - 12/2009 Extensdo universitaria , Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas, Departamento
de Anélises Clinicas e Toxicoldgicas.
Atividade de extensdo realizada
Programa de Aperfeigoamento de Ensino (PAE) Monitoria na disciplina
Analises Toxicolégicas (FBC0440) ministrada aos alunos do curso de Farméacia
Bioguimica (FCF-USP) sob supervisdo do Prof. Dr. Ernani Pinto Jr..

Universidade Estadual de Maringa, UEM, Brasil.

Vinculo institucional

2012 - Atual Vinculo: Professor convidado, Enquadramento Funcional: Professor convidado

Vinculo institucional

2004 - 2008 Vinculo: Livre, Enquadramento Funcional: Académica, Regime: Dedicagdo
exclusiva.

Atividades

03/2015 - 03/2015 Ensino, Especializagdo em Eng de Seguranga do Trabalho, Nivel:

Especializagdo
Disciplinas ministradas
Disciplina ministrada: O ambiente e as doengas do Trabalho
02/2014 - 02/2014 Ensino, Especializagdo em Eng de Seguranga do Trabalho, Nivel:
Especializagdo
Disciplinas ministradas
Disciplina ministrada: O ambiente e as doengas do Trabalho
02/2013 - 02/2013 Ensino, Especializagdo em Eng de Seguranga do Trabalho, Nivel:
Especializagdo
Disciplinas ministradas
Disciplina ministrada: O ambiente e as doengas do Trabalho
02/2012- 02/2012 Ensino, Especializagdo em Eng de Seguranga do Trabalho, Nivel:
Especializagdo
Disciplinas ministradas
Disciplina ministrada: O ambiente e as doengas do Trabalho
03/2008 - 12/2008 Estdgios , Universidade Estadual de Maringda, Departamento de Anélises
Clinicas.
Estagio realizado
Monitoria na disciplina de Toxicologia ministrada aos alunos do curso de
Farmécia sob supervisédo da Prof. Dra. Simone Aparecida Galerani Mossini.
4/2004 - 8/2004 Estagios , Universidade Estadual de Maringd, Departamento de Anélises

http://bus catextual cnpa,br/buscatextual Avisualizacv. doid=K4266492E9 ns
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Projetos de pesquisa

Curriculodo Sistema de Curriculos Lattes (Ana Lucia Borges Shimada)

Clinicas.

Estagio realizado
Estagio em Praticas de Laboratdrio.

2011

- Atual

2011 - Atual

s o R

cnpq.br/bi

Estudo experimental da exposigdo ao PCB126 sobre a indugdo de Diabetes
Mellitus tipo II

Descrigdo: A Diabetes (DM) é uma doenga que acomete atualmente 285
milhdes de pessoas em todo o mundo. Em 2030, estima-se que 428 milhdes
de pessoas apresentem esta doenga (IDF, 2010). Uma vez que a literatura
relata uma possivel associagdo entre a DM e a exposigdo aos poluentes
organicos persistentes (POPs), como as bifenilas policloradas (PCBs), o
presente projeto visa investigar se a exposigdo ao PCB n 126 (3,3'4,4',5-
Pentaclorobifenil) desencadeia alteragdes enddgenas envolvidas na génese
da diabetes do tipo I1. Para tanto, ratos Wistar machos serdo expostos por
instilagdo ao PCB126 nas concentragdes de 1 ou 10 ppb (1 ou 10 g/L). Animais
expostos ao veiculo serdo utilizados como controle. 24 horas apés a (ltima
exposigdo, os animais serdo sacrificados para coleta do sangue circulante e
pancreas. Em amostras de sangue, serdo avaliados: o nimero de células
circulantes; a expressdo de moléculas de adesdo em leucécitos circulantes,
por citometria de fluxo; os niveis plasméticos de moléculas de adeséo
circulantes de atividade endotelial e a concentragéo de citocinas
préinflamatérias, como IL-1alfa, TNF-alfa e IL-6 por kits de ELISA e o NO, por
Reagdo de Griess; o perfil bioquimico e lipidico, a concentragdo de insulina e
glicose basal e o teste de tolerancia a glicose intravenoso. Em amostras de
tecido pancreético, serdo avaliados: a pureza e a viabilidade morfoldgica das
ilhotas pancreaticas; a atividade da mieloperoxidase; a estereclogia do
pancreas; a protedmica para o perfil de proteinas inflamatérias; a expressdo
dos receptores AhR e PPARs por western blot, e por microscopia intravital
serd analisada a interagdo leucécito-endotélio no pancreas. Os dados obtidos
poderdo contribuir para a elucidagéo dos efeitos causados pela exposigéo aos
PCBs, possivelmente sobre alteragdes observadas durante o desenvolvimento
da diabetes do tipo II. Projeto FAPESP no. 2011/09677-8 e no. 2012/02994-0..
Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Doutorado: (1) .

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada - Integrante / Sandra Helena Poliselli
Farsky - Coordenador / Ernani Pinto Junior - Integrante / Stephen Fernandes
de Paula Rodrigues - Integrante / Wesley Soares Cruz - Integrante / Paulo
Hildrio Nascimento - Integrante / Natalia Guimardes de Figueiredo -
Integrante / Mari Cleide Sogayar - Integrante.

Financiador(es): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo -
Auxilio financeiro.

CARACTERIZAGKO DAS AGOES DO EXTRATO DA INFLORESCENCIA DA
Achyrocline satureoides SOBRE A FUNGAO DE NEUTROFILOS NA INFLAMAGAO

Descrigdo: Desde a antiguidade, as plantas medicinais vém sendo utilizadas
para o tratamento de diversas doengas e, gradativamente, o uso destes
medicamentos naturais tem aumentado, porém, na maioria das vezes, o
emprego do medicamento popular é realizado sem critérios adequados, ou
seja, sem a fundamentagdo necessdria na literatura para o uso, o que em
algumas vezes, podera resultar em efeitos indesejaveis e téxicos. Achyrocline
satureoides (Lam) D.C., popularmente conhecida como marcela, marcela do
campo, macelinha, macela ou camomila-nacional € muito utilizada
popularmente para tratar males do estomago e do intestino, problemas
respiratdrios, anemias, inflamagdes, infecgdes virais, diabetes e doengas de
préstata. Nosso grupo de pesquisa vem desenvolvendo trabalhos com o
objetivo de esclarecer os mecanismos antiinflamatérios das inflorescéncias da
Marcela. No presente projeto serdo investigadas as agdes do extrato das
inflorescéncias da Achyrocline satureoides sobre as fungdes de neutrdfilos.
Para tanto, serdo empregados Ratos Wistar, machos. Os efeitos da
administragdo oral do extrato sobre a migragdo de neutrdfilos in vivo serdo
investigados na inflamagdo induzida pelo lipopolisacarideo de E.coli (LPS) no

v.do?id=K4266492E9
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2011 - Atual

2009 - Atual

cnpq.br/bi

s o R

Curriculodo Sistema de Curriculos Lattes (Ana Lucia Borges Shimada)

tecido subcutdneo dorsal (bolsa de ar); sobre fenémenos de interagdo
leucécito-endotélio (comportamento rolling e adesdo) na microcirculagdo
mesentérica em ensaios de microscopia intravital e sobre as secregdes de
mediadores quimiotéxicos (leucotrieno B4 e CINC) por ensaios
imunoenzimaticos no exsudato obtido da bolsa de ar inflamada. Ensaios in
vitro, empregando neutréfilos obtidos da cavidade peritoneal dos animais
(4hs apds a injegdo local de glicogénio de ostra a 1%) e pré-incubados com o
extrato, serdo realizados para quantificar a expressdo de moléculas de
adesdo e de receptores para o LPS toll-like receptor-4 (TLR-4) em ensaios de
citometria de fluxo; a adesdo de neutrdfilos a cultura de célula endotelial e a
quimiotaxia em camara de Boyden. Em conjunto, estes ensa.

Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada - Coordenador / Sandra Helena
Poliselli Farsky - Integrante / Ferraz-de-Paula, Viviane - Integrante / Eric
Diego Barioni - Integrante / Stephen Fernandes de Paula Rodrigues -
Integrante / José Roberto Santin - Integrante.

ESTUDO DA EFICACIA TERAPEUTICA DE NANOCAPSULAS DE INDOMETACINA
E ESTER ETILICO DE INDOMETACINA: ENSAIOS DE MICROSCOPIA
INTRAVITAL

Descrigdo: Nos (ltimos anos, a nanotecnologia tem se destacado como uma
ferramenta importante para o desenvolvimento de novos produtos nas mais
variadas areas, incluindo a farmacéutica. Dentre os diversos produtos
nanotecnoldgicos disponiveis, os sistemas nanoparticulados ganham destaque
por proporcionar vetorizagdo de forma sustentada e atuar como carreadores
de farmacos, aumentando a eficacia terapéutica. Estas caracteristicas sdo
fundamentais para o tratamento de inimeras doengas, dentre as quais, as
neoplasias. Apesar das inlimeras vantagens dos nanofédrmacos
antineoplasicos, os parametros farmacoldgicos e toxicolégicos desta
estratégia terapéutica precisam ser melhor entendidos. Neste contexto, o
presente estudo visa avaliar a atividade anti-carcinogénica e os possiveis
efeitos toxicos de nanocapsulas de indometacina e éster etilico de
indometacina (associados ou n&o) e de sua formulagdo usual. Para tanto, os
ensaios in vivo serdo realizados em camundongas C57BL6. O tumor cerebral
serd induzido in vivo pela inoculagdo intracraniana da linhagem de células
GL261 de glioma maligno de camundongo, 10 dias antes do inicio dos
tratamentos. Os tratamentos serdo realizados em dois protocolos distintos: 1)
para avaliagdo da cinética de distribuigdo no tecido cerebral, os farmacos,
marcados com fluoréforos serdo administrados, nas doses de 1 ou 5 mg/kg, 30
minutos, 2 horas ou 4 horas, por via oral e intravenosa, ou 2) serdo
administrados uma vez dia, por via oral ou intraperitoneal, durante 10 dias,
para avaliagdo do desenvolvimento tumoral ou para avaliagdo de pardmetros
microcirculatérios. Os ensaios de microscopia intravital serdo realizados para
avaliar a distribuigdo das nanocédpsulas na microcirculagdo do tecido cerebral,
bem como a interagdo leucdcito-endotélio, leucdcito-plaqueta e plaqueta-
endotélio, formagdo de trombos e de areas hemorrégicas em vasos da
microcirculagdo cerebral..

Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada - Coordenador / Farsky, Sandra
Helena Poliselli - Integrante / André Nakasato - Integrante / Stephen
Fernandes de Paula Rodrigues - Integrante / José Roberto Santin - Integrante
/ Carine Cristiane Drewes - Integrante.

Financiador(es): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de S&o Paulo -
Auxilio financeiro.

Efeitos da exposigdo in vivo a hidroquinona sobre fungdes do tecido traqueal e
de macréfagos alveolares de camundongos

Descrigao: Projeto FAPESP no. 2009/03964-5..

Situagdo: Em andamento; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Mestrado académico: (1) .

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada - Integrante / Sandra Helena Poliselli
Farsky - Coordenador.
Financiador(es): Fundagdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo -

v.do?id=K4266492E9
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Projetos de extensao

- 2006

Curriculodo Sistema de Curriculos Lattes (Ana Lucia Borges Shimada)

Bolsa.

Nimero de produgbes C, T & A: 16

Projeto de Iniciagdo Cientifica: Padronizagdo e Validagdo de Técnica para a
Determinagdo de Merclirio em Material Bioldgico

Descrigdo: Projeto Iniciagdo Cientifica Periodo 01/08/2005 a 31/07/2006
Carga Horaria 960 horas.

Situagdo: Concluido; Natureza: Pesquisa.

Alunos envolvidos: Graduagéo: (1).

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada - Integrante / Miguel Machinski Jr -
Integrante / Paula Nishiyama - Coordenador / Gisele Neumann Zanella -

Integrante.

Nimero de produgdes C, T & A: 1

2007

- 2008

2006 - 2007

2004 - 2005

s o R

cnpq.br/bi

Projeto Extensdo: Assisténcia Farmacéutica para o Aprimoramento do
Profissional Farmacéutico

Descrigdo: 95 horas/aula.

Situagdo: Concluido; Natureza: Extenséo.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (4) .

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada - Integrante / Elisiane Coan Boian -
Integrante / Patricia de Souza Bonfim - Integrante / Cassia Lopes Paixdo -
Integrante / Angela Maria Campanha - Coordenador / Raquel Soares Tasca -
Integrante.

Nimero de produgdesC, T & A: 6

Projeto Extensdo: Atengdo Farmacéutica as Pessoas Atendidas pelo Programa
de Medicamentos Excepcionais

Descrigdo: Para promover o acesso da populagdo brasileira a medicamentos
de qualidade em quantidade adequada ao menor prego possivel, o Ministério
da Satde, vem implementando, desde 1998, agdes que expressam de forma
articulada os eixos assumidos no desenho da Politica Nacional de
Medicamentos. Uma dessas agbes é o Programa de Medicamentos
Excepcionais, onde sédo distribuidos gratuitamente medicamentos utilizados
no nivel ambulatorial, onde a maioria deles é de elevado valor unitério ou de
uso crénico. Em termos operacionais, os Estados é que planejam a aquisigdo
desses medicamentos a partir das necessidades da populagdo e controlam a
distribuigdo e os estoques. Pretende-se com este projeto, acompanhar as
pessoas que sdo beneficiadas por este Programa, levando informagdes e
orientagdes tanto sobre a sua patologia ou agravo a salide quanto dos
medicamentos utilizados, de forma particular sobre a ocorréncia de reages
adversas a medicamentos. periodo 01/05/2006 a 31/12/2006 384h - bolsista
periodo 01/01/2007 a 31/03/2007 e 01/05/2007 a 31/12/2007 528h - bolsista .
Situagdo: Concluido; Natureza: Extensdo.

Alunos envolvidos: Graduagdo: (2).

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada - Integrante / Paula Nishiyama -
Coordenador / Luiz Peraro - Integrante / Milca Ribeiro Saruhashi - Integrante /
Anderson Rodrigo Oliveira - Integrante / Jodo Henrique Torquato Oliveira -
Integrante.

Financiador(es): Universidade Estadual de Maringd - Bolsa.

Nimero de produgesC, T & A: 4

Projeto Extensdo: Atengdo Farmacéutica as pessoas atendidas pelo Programa
de Medicamentos Excepcionais

Descrigdo: Para promover o acesso da populagéo brasileira a medicamentos
de qualidade em quantidade adequada ao menor prego possivel, o Ministério
da Salide, vem implementando, desde 1998, agdes que expressam de forma
articulada os eixos assumidos no desenho da Politica Nacional de
Medicamentos. Uma dessas agdes é o Programa de Medicamentos

v.do?id=K4266492E9
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Excepcionais, onde sdo distribuidos gratuitamente medicamentos utilizados
no nivel ambulatorial, onde a maioria deles é de elevado valor unitério ou de
uso crénico. Em termos operacionais, os Estados € que planejam a aquisigdo
desses medicamentos a partir das necessidades da populagdo e controlam a
distribuigdo e os estoques. Pretende-se com este projeto, acompanhar as
pessoas que sdo beneficiadas por este Programa, levando informagoes e
orientagdes tanto sobre a sua patologia ou agravo a salide quanto dos
medicamentos utilizados, de forma particular sobre a ocorréncia de reagdes
adversas a medicamentos. Carga Horaria: periodo 01/09/2004 a 30/06/2005
324h .

Situagdo: Em andamento; Natureza: Extensdo.

Alunos envolvidos: Graduagéo: (1) / Especializagdo: (0) / Mestrado
académico: (0) / Mestrado profissional: (0) / Doutorado: (0) .

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada - Integrante / Paula Nishiyama -
Coordenador / Milca Ribeiro - Integrante.
Financiador(es): Universidade Estadual de Maringa - Bolsa.

Outros Projetos
2007 - 2008 Projeto Ensino: Vivéncia no Laboratério de Anélises Clinicas do Hospital
Universitario Regional de Maringa.

Descrigdo: 70 horas/aula.
Situagdo: Concluido; Natureza: Outra.

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada - Integrante / Paula Nishiyama -
Coordenador.

2006 - 2006 Projeto Ensino: Melhoria do Ensino Profissionalizante em Farméacia
Descrigdo: Setor: Farméacia Ensino 62 horas/aula.
Situagdo: Concluido; Natureza: Outra.
Alunos envolvidos: Graduagdo: (1).

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada - Integrante / Raquel Soares Tasca -
Coordenador.

2004 - 2006 Projeto Ensino: Sistematizagdo das Andlises Toxicoldgicas
Descrigdo: O Laboratério de Toxicologia do Departamento de Andlises Clinicas
(DAC) desenvolve atividades de pesquisa e extensdo a fim de subsidiar o
ensino de Toxicologia. Séo realizadas anélises laboratoriais de urgéncia para
o esclarecimento e/ou confirmagdo de suspeitas de intoxicagdes agudas ou
ndo, para o acompanhamento de pessoas intoxicadas, para o controle do grau
de exposigdo a medicamentos, drogas de abuso e produtos quimicos de uso
ocupacional. Como o Laboratério atende solicitagdes provenientes do LEPAC
(Laboratdrio de Ensino e Pesquisa em Andlises Clinicas), Hospital
Universitario e demais segmentos, este projeto tem como objetivo
sistematizar e organizar as andlises realizadas por este Laboratdrio,
desenvolvendo e implementando a informatizagdo dos dados para melhorar a
qualidade das informagdes existentes e facilitar o seu uso nas atividades de
ensino, pesquisa e extensdo. Periodo 19/7/2004 a 30/04/2006 Carga Horéria
360 horas/aula.
Situagdo: Concluido; Natureza: Outra.
Alunos envolvidos: Graduagdo: (1) / Especializagdo: (0) / Mestrado
académico: (0) / Mestrado profissional: (0) / Doutorado: (0) .

Integrantes: Ana Lucia Borges Shimada - Integrante / Erika Bando -
Integrante / Miguel Machinski Jr - Integrante / Paula Nishiyama -
Coordenador.

Financiador(es): Universidade Estadual de Maringé - Cooperagdo.
Nimero de produgbesC, T & A: 8

Areas de atuagdo
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1: Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Farmacologia / Subérea: Toxicologia.
2.

Grande area: Ciéncias da Salide / Area: Farmécia / Subarea: Anélise 3

Toxicolégica/Especialidade: Imunotoxicologia.

Grande area: Ciéncias Bioldgicas / Area: Farmacologia / Subéarea: 4,

Farmacologia Geral.

Grande &rea: Ciéncias da Salde / Area: Farmécia / Subarea: Analise B

Toxicoldgica.
Grande &rea: Ciéncias da Salde / Area: Satide Coletiva / Subérea: Salide

Plblica.

Idiomas

Portugués Compreende Bem, Fala Bem, Lé Bem, Escreve Bem.
Inglés Compreende Bem, Fala Bem, Lé Bem, Escreve Bem.
Espanhol Compreende Bem, Fala Pouco, Lé Bem, Escreve Pouco.

Prémios e titulos

2012 2° |ugar no prémio Jovem Cientista Prof. Dr. Mario Mariano, categoria
Doutorado, drea Biolégicas, na apresentagdo Oral da XXI Semana Cientifica
Benjamin Eurico Malucelli, Universidade de S&o Paulo/Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia.

2012 (co-autora) 2° Lugar no Prémio Jovem Cientista Prof. Dr. Mario Mariano,
categoria Mestrado, area Bioldgicas, na apresentagdo Oral da XXI Semana
Cientifica Benjamin Eurico Malucelli, Universidade de Sdo Paulo/Faculdade de
Medicina Veterinaria e Zootecnia.

2011 (co-autora) 1° lugar apresentagdo oral da drea Toxicologia Experimental no
XVII Congresso Brasileiro de Toxicologia, Sociedade Brasileira de Toxicologia -
SBTOx.

Produgdes

Producao bibliografica

Citagoes
Web of Science [ﬂ
Total de trabalhos:5Total de citagdes:13 Fator H:3

Shimada, Ana Lucia B Data: 13/02/2014

Artigos completos publicados em periddicos

Ordenar por

[ Ordem Cronolégica v]

1. W CARVALHO, A. L. N. ; ANNONI, R. ; TORRES, L. H. L. ; DURAO, A. C. C.S. ; SHIMADA, A.L.B. ; ALMEIDA,
F. M. ; HEBEDA, C. B. ; LOPES, F. D. T. Q. S. ; DOLHNIKOFF, M. ; MARTINS, M. A. ; SILVA, L. ; FARSKY, S. ; SALDIVA, P. ;
ULRICH, C. M. ; OWEN, R. ; MARCOURAKIS, T. ; MAUAD, T. . Anacardic Acids from Cashew Nuts Ameliorate Lung
Damage Induced by Exposure to Diesel Exhaust Particles in Mice. Evidence-Based Complementary and Alternative
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Medicine (Print) JcR, v. 2013, p. 1-13, 2013.
Citagdes: WEB OF SGENCE™ 1 | SCOPUS 2

2 W CARRAU, GONZALO ; DREWES, CARINE C. ; SHIMADA, ANA LUCIA B. ; BERTUCCI, ANA ; FARSKY,
SANDRA H.P. ; STEFANI, HELIO A. ; GONZALEZ, DAVID . Synthesis and preliminary biological evaluation of a
compound library of triazolylcyclitols. Bioorganic & Medicinal Chemistry (Print) &R, v. 21, p. 4225-4232, 2013.

3. W Shimada, Ana Licia Borges ; Ribeiro, André Luiz Teroso ; Bolonheis, Simone Marques ; Ferraz-de-
Paula, Viviane ; Hebeda, Cristina Bichels ; Farsky, Sandra Helena Poliselli . In vivo hydroquinone exposure impairs
MCP-1 secretion and monocyte recruitment into the inflamed lung. Toxicology (Amsterdam) IR, v. 296, p. 20-26,
2012.

Citagdes: wesorsaence” 5 | SCOPUS 6

4. W Shimada, Ana LACcia Borges ; Lino-dos-Santos-Franco, Adriana ; Bolonheis, Simone Marques ;
Nakasato, AndrA ; Damazo, AmA Icar Sabino ; Tavares-de-Lima, Wothan ; Farsky, Sandra Helena Poliselli . In vivo
hydroquinone exposure causes tracheal hyperresponsiveness due to TNF secretion by epithelial cells. Toxicology
Letters KR, v. 211, p. 10-17, 2012.

Citagoes: WEE OF SCENCE™ 4 | SCLEPUS 5

5. W Ribeiro, André Luiz Teroso ; Shimada, Ana Liicia Borges ; Hebeda, Cristina Bichels ; de Oliveira,
Tiago Franco ; de Melo Loureiro, Ana Paula ; Filho, Walter dos Reis Pereira ; Santos, Alcinéa Meigikos dos Anjos ; de
Lima, Wothan Tavares ; Farsky, Sandra Helena Poliselli . In vivo hydroquinone exposure alters circulating neutrophil
activities and impairs LPS-induced lung inflammation in mice. Toxicology (Amsterdam) JCR, v. 288, p. 1-7, 2011.

Citages: wes oF saEncE™~ 6 | SCUPUS 8

Resumos expandidos publicados em anais de congressos

1. BOIAN, Elisiane Coan ; BOIAN, Marciele Coan ; BORELLI, S. ; SHIMADA, Ana Lucia Borges . Detecgdo de
Antigenos HLA Classe I soliveis no plasma dos grupos étnicos: Caucaséides e Mulatos. In: II Congresso Internacional
de Salide / VI Seminério Cientifico do CCS, 2007, Maringd. Anais do II Congresso Internacional de Satide / VI
Seminario Cientifico do CCS, 2007.

2. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; NISHIYAMA, Paula ; SARUHASHI, Milca Ribeiro ; OLIVEIRA, Jodo Henrique
Torquato ; OLIVEIRA, Anderson Rodrigo ; PERARO, Luiz ; SHIMAZAKI, Licia Toshico . Medicamentos de alto custo
utilizados no tratamento da osteoporose. In: II Congresso Internacional de Satide / VI Seminario Cientifico do CCS,
2007, Maringa. Anais do II Congresso Internacional de Satde / VI Seminario Cientifico do CCS, 2007.

3. SARUHASHI, Milca Ribeiro ; SHIMADA, Ana Lucia Borges ; PERARO, Luiz ; SHIMAZAKI, Licia Toshico ;
NISHIYAMA, Paula ; OLIVEIRA, Anderson Rodrigo . Orientagdo farmacéutica as pessoas portadores da Doenga de
Alzheimer. In: II Congresso Internacional de Sadde / VI Seminario Cientifico do CCS, 2007, Maringd. Anais do II
Congresso Internacional de Sadde / VI Semindrio Cientifico do CCS, 2007.

4. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; TASCA, Raquel Soares ; CAMPANHA, Angela Maria ; BONFIM, Patricia de Souza
; BOIAN, Elisiane Coan ; PAIXAO, Céssia Lopes . Benzodiazepinicos Dispensados pela Farmacia Ensino da
Universidade Estadual de Maringa no Periodo de 1996 a Junho de 2007. In: II Congresso Internacional de Satde / VI
Seminario Cientifico do CCS, 2007, Maringd. Anais do II Congresso Internacional de Saide / VI Seminario Cientifico
do CCS, 2007.

5. BOIAN, Elisiane Coan ; BONFIM, Patricia de Souza ; CAMPANHA, Angela Maria ; PAIXAO, Cassia Lopes ;
SHIMADA, Ana Lucia Borges ; TASCA, Raquel Soares . Dispensagdo de Psicofarmacos na Farmécia Ensino da
Universidade Estadual de Maring4 - Parana, no Periodo de Janeiro de 1996 a Junho de 2007. In: II Congresso
Internacional de Sadde / VI Seminério Cientifico do CCS, 2007, Maringa. Anais do II Congresso Internacional de
Salide / VI Seminario Cientifico do CCS, 2007.

6. BOIAN, Elisiane Coan ; BONFIM, Patricia de Souza ; CAMPANHA, Angela Maria ; PAIXAO, Cassia Lopes ;
SHIMADA, Ana Lucia Borges ; TASCA, Raquel Soares . Evolugdo da Dispensagédo dos Medicamentos Psicotrépicos
Anorexigenos na Farmécia Ensino da Universidade Estadual de Maringé - Parana, no Periodo de Janeiro de 1996 a
Junho de 2007. In: II Congresso Internacional de Satide / VI Seminario Cientifico do CCS, 2007, Maringa. Anais do II
Congresso Internacional de Satde / VI Seminario Cientifico do CCS, 2007.
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Resumos publicados em anais de congressos

1. RODRIGUES,S. F.P.; FIEL, L.A. ; LOIOLA, R.A. ; SHIMADA, A.L.B. ; PEREIRA, N. R. ; GUTERRES, S. S. ;
POHLMANN, A. R. ; FARSKY, S. . Indomethacin/Indomethacin Ester-Loaded Nanocapsules Reduce Brain Tumor of Mice:
Mechanism of entrance into the brain, in vivo, and into the tumor cells, in vitro. In: 11th World congress on
inflammation, 2013, Natal. Immuno Natal 2013, 2013. v. (inico. p. 54-54.

2. RODRIGUES,S. F.P. ; FIEL, L. A. ; LOIOLA, R. A. ; SHIMADA, A.L.B. ; PEREIRA, N. R. ; GUTERRES, S. S. ;
POHLMANN, A. R. ; FARSKY, S. . Indomethacin/Indomethacin Ester-Loaded Nanocapsules Reduce Brain Tumor of Mice:
Mechanism of entrance into the brain, in vivo, and into the tumor cells, in vitro. In: XVIII Semana Farmacéutica de
Ciéncia e Tecnologia, 2013, Sdo Paulo. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences. Sdo Paulo: Divisdo de Biblioteca
e Documentagdo do Conjunto das Quimicas da USP, 2013. v. 49. p. 61-61.

3. SHIMADA, A.LB.; LOIOLA, R. A. ; RODRIGUES, S. F. P. ; FARSKY, S. . PCB126 INSTILLATION CAUSES INSULIN
RESISTANCE AND OXIDATIVE STRESS IN ISLETS OF LANGERHANS OF WISTAR RATS. In: XVIII Semana Farmacéutica
de Ciéncia e Tecnologia, 2013, Sdo Paulo. Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences.. Sdo Paulo: Divisdo de
Biblioteca e Documentagdo do Conjunto das Quimicas da USP, 2013. v. 49. p. 44-44.

4. RODRIGUES,S. F.P. ; FIEL, L. A. ; SHIMADA, A.LB. ; LOIOLA, R. A. ; PEREIRA, N. R. ; GUTERRES, S. S. ;
POHLMANN, A. R. ; FARSKY, S. . Indomethacin/indomethacin ester nanocapsules, but not indomethacin in solution,
reduce brain tumor of mice. In: XVIII Congresso Brasileiro de Toxicologia, 2013, Porto Alegre. Livro de resumos do
CBTOX, 2013. v. (nico.

5. SHIMADA, A.LB.; LOIOLA, R. A. ; RODRIGUES, S. F. P. ; CRUZ, W. S. ; SA-NUNES, A. ; FOCK, R. A. ; FARSKY, S..
PCB126 instillation reduces immunological responses and alters metabolic parameters: a role in diabetes
generation/development?. In: XVIII Congresso Brasileiro de Toxicologia, 2013, Porto Alegre. Livro de resumos do
CBTOX, 2013. v. tnico.

6. SHIMADA, A.LB.; Lino dos Santos Franco, A. ; BOLONHEIS, S. M. ; de Lima, Wothan Tavares ; FARSKY, S. .
Hydroquinone causes trachea hyperresponsiveness dependent on TNF-a secretion from epithelium. In: Simpdsio
Anual de Pesquisas em Ciéncias Farmacéuticas, XVI Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, 2011, S&o Paulo.
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, 2011. v. 47. p. 64-64.

7. BOLONHEIS, S. M. ; SHIMADA, A.L.B. ; SIMMONS, S. ; CHUDZINSKI-TAVASSI, A. M. ; FARSKY, S. . Amblyomin-X, a
kunitz serineprotease inhibitor enhances phagocytosis of Candida albicas in THP-1 derived macrophages. In: Simpésio
Anual de Pesquisas em Ciéncias Farmacéuticas, XVI Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia, 2011, Sdo Paulo.
Brazilian Journal of Pharmaceutical Sciences, 2011. v. 47. p. 55-55.

8. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; RIBEIRO, A. L. T. ; HEBEDA, C. B. ; LIMA, W. T. ; FARSKY, S. . Effects of
Hydroquinone inhalation on secretion of trachea cells. In: XII International Congress of Toxicology, 2010, Barcelona.
Toxicology Letters, 2010. p. 34.

9. RIBEIRO,A.L T.; SHIMADA, Ana Lucia Borges ; HEBEDA, C. B. ; LIMA, W. T. ; FARSKY, S. . Inhaled
Hydroquinone effects on leukocyte recruitment into the lung and adhesion molecules from circulating blood. In: XII
International Congress of Toxicology, 2010, Barcelona. Toxicology Letters, 2010. p. 33-34.

10. RIBEIRO, A. L. T. ; SHIMADA, Ana Lucia Borges ; SILVA, P. C. B. ; HEBEDA, C. B. ; LIMA, W. T. ; FARSKY, S. .
Effects of Inhalation of Hydroquinone on Lung Leukocyte Recruitment Induced by LPS. In: XIV Semana Farmacéutica
de Ciéncia e Tecnologia da FCF/USP, 2009, S&o Paulo. Anais da XIV Semana Farmacéutica de Ciéncia e Tecnologia da
FCF/USP, 2009.

11. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; RIBEIRO, A. L. T. ; SILVA, P. C. B. ; HEBEDA, C. B. ; LIMA, W. T. ; FARSKY, S. .
Inhalation of Hydroquinone Impairs LPS-Induced Leukocyte Migration to the Lung. In: 41° Congresso Brasileiro de
Farmacologia e Terapéutica Experimental, 2009, Ribeirdo Preto. Anais do XLI Congresso de Farmacologia e
Terapéutica Experimental, 2009.

12. RIBEIRO, A. L. T. ; SHIMADA, Ana Lucia Borges ; HEBEDA, C. B. ; LIMA, W. T. ; FARSKY, S. . Effects of
Inhalation of Hydroquinone on Phagocitic and Fungicidal Activities on Alveolar Macrophages. In: XVI Congresso
Brasileiro de Toxicologia, 2009, Belo Horizonte-MG. Revista Brasileira de Toxicologia, 2009. v. 22. p. 220.
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13. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; SARUHASHI, Milca Ribeiro ; PERARO, Luiz ; SHIMAZAKI, Liicia Toshico ;
OLIVEIRA, Anderson Rodrigo ; NISHIYAMA, Paula . Pharmaceutical Care to the Wilson ‘s Disease Patients. In: 6th
International Congress of Pharmaceutical Sciences, CIFARP, 2007, Ribeirdo Preto. Anais do 6th International
Congress of Pharmaceutical Sciences, 2007.

14. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; ZANELLA, Gisele Neumann ; MACHINSKI JR, Miguel ; NISHIYAMA, Paula .
Exposigdo Ocupacional ao Merclirio Metalico. In: I Congresso de Farmacia de Maringa, 2007, Maringa-PR. ADAPEC
Arquivos, 2007. v. 11. p. 186.

15. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; SARUHASHI, Milca Ribeiro ; PERARO, Luiz ; SHIMAZAKI, Liicia Toshico ;
NISHIYAMA, Paula . O Programa de Medicamentos Excepcionais da 152 Regional de Salide do Estado do Parana. In: I
Congresso de Farméacia de Maringd, 2007, Maringa-PR. ADAPEC Arquivos, 2007. v. 11. p. 200.

16. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; BANDO, Erika ; MACHINSKI JR, Miguel ; NISHIYAMA, Paula . Identificagdo de
Substancias Psicoativas Ilicitas pelo Laboratério de Toxicologia da Universidade Estadual de Maringd. In: II Seminério
sobre Prevengdo e Tratamento da Dependéncia Quimica e Il Semana de Prevengdo ao Uso Indevido de Drogas, 2005,
Maringé. II Seminério sobre Prevengdo e Tratamento da Dependéncia Quimica e III Semana de Prevengdo ao Uso
Indevido de Drogas, 2005.

17. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; BANDO, Erika ; MACHINSKI IR, Miguel ; NISHIYAMA, Paula . Analises de
Substancias Psicoativas em Material Bioldgico. In: II Semindrio sobre Prevengdo e Tratamento da Dependéncia
Quimica e IIT Semana de Prevengdo ao Uso Indevido de Drogas, 2005, Maringa. II Seminario sobre Prevengdo e
Tratamento da Dependéncia Quimica e III Semana de Prevengdo ao Uso Indevido de Drogas, 2005.

18. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; BANDO, Erika ; MACHINSKI JR, Miguel ; NISHIYAMA, Paula . Monitorizagdo
Bioldgica realizada pelo Laboratério de Toxicologia no ano de 2004. In: I Congresso Internacional de Sadde, V
Semindario Cientifico do CCS e XVIII Semana da Integragdo de Farmacia, 2005, Maringa, 2005.

19. NISHIYAMA, Paula ; BANDO, Erika ; SHIMADA, Ana Lucia Borges ; FERNANDES, Marcio Adriano ; MACHINSKI
JR, Miguel . A contribuigdo do Laboratério de Andlises Toxicoldgicas na Toxicovigilancia. In: VI Congresso Nacional da
Rede UNIDA, 2005, Belo Horizonte-MG. Olho Méagico (UEL). Londrina-PR, 2005. v. 12. p. 353-354.

20. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; BANDO, Erika ; MACHINSKI JR, Miguel ; NISHIYAMA, Paula . Analise Forense e
Controle de Farmacodependéncia Realizadas pelo Laboratério de Toxicologia da UEM. In: XIV Congresso Brasileiro de
Toxicologia, 2005, Recife-PE. Revista Brasileira de Toxicologia, 2005. v. 8. p. 186.

Apresentacgdes de Trabalho

1. RIBEIRO JUNIOR, G.; VERAS, M. M. ; COSTA, N.S. X. ; SHIMADA, A.L.B. ; ALEMANY, A. A. S. ; SALDIVA, P. ;
FARSKY, S. ; MAUAD, T. . Mice exposed to ambient particulate matter present alterations in gene expression of P21
and SIRT2. 2014. (Apresentagdo de Trabalho/Seminario).

2. SHIMADA, A.LB.; CRUZ, W.S. ; NAKASATO, A. ; FARSKY, S. . PCB126 Inhalation reduces the number and
function of lymphocytes in rats. 2013. (Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

3. SHIMADA, A.L.B.; GUERONI, D. ; SA-NUNES, A. ; FOCK, R. A. ; FARSKY, S. . Polychlorinated biphenyl exposure
alters traffic pattern and cell adhesion molecules expression of lymphocytes. 2013. (Apresentagdo de
Trabalho/Congresso).

4. SHIMADA, A.LB.; LOIOLA, R. A. ; RODRIGUES, S. F. P. ; FARSKY, S. . PCB126 instilattion causes insulin
resistance and oxidative stress in islets of langerhans of Wistar rats. 2013. (Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

5. SHIMADA, A.LB.; LOIOLA, R. A. ; RODRIGUES, S. F. P. ; CRUZ, W. S. ; SA-NUNES, A. ; FOCK, R. A. ; FARSKY, S. .
PCB126 instillation reduces immunological responses and alters metabolic parameters: a role in diabetes
generation/development?. 2013. (Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

6. CRUZ, W.S.; SHIMADA, A.L.B. ; FARSKY, S. . PCB126 instillation enhances aryl hydrocarbon receptor expression
on rat s tissue. 2013. (Apresentagdo de Trabalho/Congresso).
7. SHIMADA, A.L.B.. Imunotoxicidade: O risco é real?. 2013. (Apresentagdo de Trabalho/Conferéncia ou palestra).
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8. SHIMADA, A.LB.; BOLONHEIS, S. M. ; NAKASATO, A. ; FARSKY, S. . Alterations on biological systems caused by
in vivo PCB126 inhalation exposure in rats. 2012. (Apresentagéo de Trabalho/Congresso).

9. SHIMADA, A.LB.; CRUZ, W.S. ; NAKASATO, A. ; FARSKY, S. . Polychlorinated bipheny 126 inhalation alters
metabolic parameters and inflammatory markers in rats. 2012. (Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

10. SHIMADA,A.L.B.; CRUZ, W.S. ; NAKASATO, A. ; FARSKY, S. . In vivo PCB126 inhalation exposure alters
adhesion molecules expression on circulating leukocytes. 2012. (Apresentagdo de Trabalho/Simpdsio).

11. SHIMADA,A.LB.; CRUZ, W.S. ; NAKASATO, A. ; FARSKY, S. . Exposigdo inalatéria ao PCB126 altera o nimero
e fungdo de leucdcitos de ratos. 2012. (Apresentagdo de Trabalho/Outra).

12. SHIMADA, A.L.B. . Poluentes atmosféricos. 2012. (Apresentag&o de Trabalho/Conferéncia ou palestra).

13. SHIMADA, A.L.B.; Ribeiro, ALT ; HEBEDA, C. B. ; BOLONHEIS, S. M. ; FARSKY, S. . Papel da MCP-1 no prejuizo
da migragdo de leucdcitos mononucleares (MN) apds exposigdo in vivo a hidroquinona (HQ). 2011. (Apresentagdo de
Trabalho/Congresso).

14. RIBEIRO, A. L. T. ; SHIMADA, A.L.B. ; HEBEDA, C. B. ; OLIVEIRA, T.F. ; PEREIRA FILHO, W. R. ; SANTOS, A. M.
A. ; LOUREIRO, A. P. M. ; FARSKY, S. . Efeitos da exposigdo in vivo a baixas concentragdes de hidroquinona sobre o
estresse oxidativo e sobre o recrutamento leucocitdrio para o pulmdo inflamado. 2011. (Apresentagdo de
Trabalho/Congresso).

15. BOLONHEIS, S. M. ; SHIMADA, A.L.B. ; SIMMONS, S. ; CHUDZINSKI-TAVASSI, A. M. ; FARSKY, S. . Amblyomin-X,
a kunitz serineprotease inhibitor enhances phagocytosis of Candida albicas in THP-1 derived macrophages. 2011.
(Apresentagdo de Trabalho/Simpdsio).

16. SHIMADA, A.L.B. ; Lino dos Santos Franco, A. ; BOLONHEIS, S. M. ; LIMA, W. T. ; FARSKY, S. . Hydroquinone
causes trachea hyperresponsiveness dependent on TNF-a secretion from epithelium. 2011. (Apresentagdo de
Trabalho/Seminério).

17. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; Ribeiro, ALT ; HEBEDA, C. B. ; LIMA, W. T. ; FARSKY, S. . Effects of
hydroquinone inhalation on secretion of trachea cells. 2010. (Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

18. RIBEIRO, A. L. T. ; SHIMADA, Ana Lucia Borges ; HEBEDA, C. B. ; LIMA, W. T. ; FARSKY, S. . Inhaled
hydroquinone effects on leukocyte recruitment into the lung and adhesion molecules from circulating blood. 2010.
(Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

19. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; RIBEIRO, A. L. T. ; HEBEDA, C. B. ; BOLONHEIS, S. M. ; Lino dos Santos Franco,
A.; LIMA, W. T. ; FARSKY, S. . Effects of Hydroquinone inhalation on functions of tracheal tissue. 2010. (Apresentagdo
de Trabalho/Congresso).

20. Ribeiro, ALT ; SHIMADA, Ana Lucia Borges ; HEBEDA, C. B. ; BOLONHEIS, S. M. ; LIMA, W. T. ; FARSKY, S. . In
vivo Hydroquinone exposure affects leukocyte recruitment and adhesion molecules expression on LPS inflamed lung.
2010. (Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

21. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; Ribeiro, ALT ; HEBEDA, C. B. ; BOLONHEIS, S. M. ; LIMA, W. T. ; FARSKY, S..
Effects of Hydroquinone inhalation on functions of tracheal tissue. 2010. (Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

22. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; RIBEIRO,A. L. T. ; SILVA, P. C. B. ; HEBEDA, C. B. ; LIMA, W. T. ; FARSKY, S..
Inhalation of Hydroquinone Impairs LPS-induced Leukocyte Migration to the Lung. 2009. (Apresentagdo de
Trabalho/Congresso).

23. Ribeiro, ALT ; SHIMADA, Ana Lucia Borges ; SILVA, P. C. B. ; HEBEDA, C. B. ; LIMA, W. T. ; FARSKY, S..
Effects of Inhalation of Hydroquinone on Lung Leukocyte Recruitment Induced by LPS. 2009. (Apresentagdo de
Trabalho/Simpésio).

24. Ribeiro, ALT ; SHIMADA, Ana Lucia Borges ; HEBEDA, C. B. ; LIMA, W. T. ; FARSKY, S. . Effects of Inhalation
of Hydroquinone on Phagocitic and Fungicidal Activities on Alveolar Macrophages. 2009. (Apresentagdo de
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Trabalho/Congresso).

25. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; SARUHASHI, Milca Ribeiro ; PERARO, Luiz ; OLIVEIRA, Anderson Rodrigo ;
SHIMAZAKI, Licia Toshico ; NISHIYAMA, Paula . Pharmaceutical Care to the Wilson s Disease Patients. 2007.
(Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

26. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; SARUHASHI, Milca Ribeiro ; PERARO, Luiz ; NISHIYAMA, Paula ; OLIVEIRA,
Anderson Rodrigo ; SHIMAZAKI, Licia Toshico ; OLIVEIRA, Jodo Henrique Torquato . Medicamentos de Alto Custo
Utilizados no Tratamento da Osteoporose. 2007. (Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

27. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; BOIAN, Elisiane Coan ; BONFIM, Patricia de Souza ; PAIXAO, Céssia Lopes ;
CAMPANHA, Angela Maria ; TASCA, Raquel Soares . Evolugdo da Dispensagédo dos Medicamentos Psicotrépicos
Anorexigenos na Farmécia Ensino da Universidade Estadual de Maringd - Parana, no Periodo de Janeiro de 1996 a
Junho de 2007. 2007. (Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

28. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; BONFIM, Patricia de Souza ; BOIAN, Elisiane Coan ; PAIXAO, Céssia Lopes ;
CAMPANHA, Angela Maria ; TASCA, Raquel Soares . Dispensagédo de Psicofarmacos na Farmécia Ensino da
Universidade Estadual de Maringé - Parana, no Periodo de Janeiro de 1996 a Junho de 2007. 2007. (Apresentagdo de
Trabalho/Congresso).

29. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; BONFIM, Patricia de Souza ; BOIAN, Elisiane Coan ; PAIXAO, Céssia Lopes ;
CAMPANHA, Angela Maria ; TASCA, Raquel Soares . Benzodiazepinicos Dispensados pela Farmacia Ensino da
Universidade Estadual de Maringé no Periodo de 1996 a Junho de 2007. 2007. (Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

30. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; SARUHASHI, Milca Ribeiro ; SHIMAZAKI, Liicia Toshico ; PERARO, Luiz ;
NISHIYAMA, Paula ; OLIVEIRA, Anderson Rodrigo . Orientagdo Farmacéutica as pessoas portadores da doenga de
Alzheimer. 2007. (Apresentagéo de Trabalho/Congresso).

31. BOIAN, Elisiane Coan ; BOIAN, Marciele Coan ; BORELLI, S. ; SHIMADA, Ana Lucia Borges . Detecgdo de
Antigenos HLA Classe I solliveis no plasma dos grupos étnicos: Caucaséides e Mulatos. 2007. (Apresentagdo de
Trabalho/Congresso).

32. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; SARUHASHI, Milca Ribeiro ; NISHIYAMA, Paula ; PERARO, Luiz ; SHIMAZAKI,
Liicia Toshico . Programa de Medicamentos Excepcionais: Os Primeiros Passos. 2006. (Apresentagéo de
Trabalho/Outra).

33. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; NISHIYAMA, Paula ; MACHINSKI JR, Miguel ; ZANELLA, Gisele Neumann .
Exposigdo Ocupacional ao Mercirio Metalico. 2006. (Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

34. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; SARUHASHI, Milca Ribeiro ; NISHIYAMA, Paula ; PERARO, Luiz ; SHIMAZAKI,
Licia Toshico . O Programa de Medicamentos Excepcionais da 152 Regional de Salide do Estado do Parana. 2006.
(Apresentagdo de Trabalho/Congresso).

35. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; BANDO, Erika ; MACHINSKI JR, Miguel ; NISHIYAMA, Paula . Monitorizagdo
Bioldgica Realizada pelo Laboratério de Toxicologia no ano de 2004. 2005. (Apresentagédo de Trabalho/Congresso).

36. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; BANDO, Erika ; MACHINSKI JR, Miguel ; NISHIYAMA, Paula . Identificagéo de
Substancias Psicoativas Ilicitas pelo Laboratério de Toxicologia da Universidade Estadual de Maringa. 2005.
(Apresentagdo de Trabalho/Seminario).

37. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; BANDO, Erika ; MACHINSKI JR, Miguel ; NISHIYAMA, Paula . Analises de
Substancias Psicoativas em Material Bioldgico. 2005. (Apresentagdo de Trabalho/Seminario).

38. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; BANDO, Erika ; MACHINSKI JR, Miguel ; NISHIYAMA, Paula . Analise Forense e
Controle de Farmacodependéncia Realizadas pelo Laboratdrio de Toxicologia da UEM. 2005. (Apresentagdo de
Trabalho/Congresso).

39. SHIMADA, Ana Lucia Borges ; BANDO, Erika ; FERNANDES, Marcio Adriano ; MACHINSKI JR, Miguel ;
NISHIYAMA, Paula . A contribuigdo do Laboratdrio de Andlises Toxicolégicas na Toxicovigilancia. 2005. (Apresentagéo
de Trabalho/Congresso).
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Bancas

Participacdo em bancas de trabalhos de conclusao

Monografias de cursos de aperfeicoamento/especializagao

1. SHIMADA, A.L.B.; MOSSINI, S. A. G.; NISHIYAMA, Paula. Participagdo em banca de Jorge Augusto Delatorre
Alencar. Estudo dos Riscos Quimicos em Trabalhadores de Galvanoplastia de Metais Sanitarios. 2012. Monografia
(Aperfeigoamento/Especializagdo em Engenharia de Seguranga do Trabalho) - Universidade Estadual de Maringa.

2. SHIMADA, Ana Lucia Borges; MOSSINI, S. A. G.; NISHIYAMA, Paula. Participagdo em banca de Ronaldo
Egevarth Leme. Programa de Prevengdo a Exposigdo Ocupacional ao Benzeno numa Empresa de Armazenagem de
Produtos da Regido de Maringd - PR. 2011. Monografia (Aperfeigoamento/Especializagéo em Engenharia de
Seguranga do Trabalho) - Universidade Estadual de Maringa.

Eventos

Participacdo em eventos, congressos, exposigoes e feiras

1. FEBRACE - Feira Brasileira de Ciéncias e Engenharia.Avaliadora. 2014. (Encontro).

2. Society of Toxicology 52nd Annual Meeting. PCB126 Inhalation reduces the number and function of lymphocytes
in rats. 2013. (Congresso).

3. 11th World Congress on Inflammation. POLYCHLORINATED BIPHENYL EXPOSURE ALTERS TRAFFIC PATTERN AND
CELL ADHESION MOLECULES EXPRESSION OF LYMPHOCYTES. 2013. (Congresso).

4. XVIII Congresso Brasileiro de Toxicologia. Alterations on lymphocyte membrane molecule caused by in vivo
PCB126 exposure. 2013. (Congresso).

5. 6th European Congress of Pharmacology. Alterations on biological systems caused by in vivo PCB126 inhalation
exposure in rats. 2012. (Congresso).

6. XLVII Semana Universitaria Paulista de Farmacia e Bioquimica. 2012. (Congresso).

7. 440 Congresso Brasiliero de Farmacologia e Terapéutica Experimental. Polychlorinated bipheny 126 inhalation
alters metabolic parameters and inflammatory markers in rats. 2012. (Congresso).

8. FEBRACE - Feira Brasileira de Ciéncias e Engenharia.Avaliadora. 2012. (Encontro).
9. XVII Congresso Brasileiro de Toxicologia. 2011. (Congresso).

10. XLVI Semana Universitéria Paulista de Farmacia e Bioquimica. 2011. (Congresso).
11. III Simpésio de Pés-Graduagdo em Analises Clinicas. 2011. (Simpésio).

12. VIII Semana de Estudos do curso de Biomedicina do Centro Universitario Nossa Senhora do Patrocinio.Atuagdo
profissional em pesquisa. 2011. (Outra).

13. XII International Congress of Toxicology. 2010. (Congresso).
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14. 42° Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica Experimental. 2010. (Congresso).
15. XVI Congresso Brasileiro de Toxicologia. 2009. (Congresso).
16. 41°Congresso Brasileiro de Farmacologia e Terapéutica Experimental. 2009. (Congresso).

17. 1Simpésio do Programa de Pés-Graduagdo em Farmécia - Area de Anélises Clinicas da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de S&o Paulo. 2009. (Simpdsio).

18. Férum de Etica em Experimentagdo Animal da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao
Paulo. 2009. (Encontro).

19. 6th International Congress of Pharmaceutical Sciences (CIFARP). 2007. (Congresso).
20. IICongresso Internacional de Salde, VI Seminario Cientifico do CCS. 2007. (Congresso).

21. .1 Congresso de Farmacia de Maringa, II Encontro Cientifico do LEPAC e XIX Semana de Integragdo de
Farmécia.. 2006. (Congresso).

22. ]IV Férum de Extenséo e Cultura da UEM: Extensdo Universitaria - Intercambio de Saberes. 2006. (Outra).
23. ]V Semana de Prevengdo ao Uso Indevido de Drogas. 2006. (Outra).

24. .1 Congresso Internacional da Salide, V Seminario Cientifico do CCS e XVIII Semana da Integragdo da
Farmécia. 2005. (Congresso).

25. II Maratona de Revezamento Volta de Maringa Pare de Fumar Correndo.Monitora. 2005. (Outra).

26. .II Seminario sobre Prevengdo e Tratamento da Dependéncia Quimica e III Semana de Prevengdo ao uso
Indevido de Drogas. 2004. (Seminério).

27. .Evento de Extensdo VII Semana de Artes, VI Mostra do Museu Dinamico Interdisciplinar, II Mostra Intregada de
Ensino, Pesquisa e Extensdo e V Simpdsio da APADEC. 2004. (Outra).

Organizacao de eventos, congressos, exposicoes e feiras

1. MARCOURAKIS, T. ; SHIMADA, Ana Lucia Borges ; TORRES, L. H. L. ; ELLER, S. C. W. S. ; DREWES, C.C. ;
BAIRROS, A. V. .II Escola de Inverno em Toxicologia. 2013. (Outro).

2, PINTO JR., E.; TORRES, L. H. L ; ALMEIDA, R. M. ; SHIMADA, A.L.B. ; RIBEIRO, A. L. T. ; OLIVEIRA, C.D. ;
FIGUEIREDO, N. G. . I Escola de Inverno em Toxicologia. 2012. (Outro).
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7.3 Aprovacao do comité de ética no uso de animais

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE QIENC!AS FARMACEUTICAS
Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF/48/2011

CERTIFICADO

A Comissao de 'Etiba no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sdo Paulo Certiﬁca que o Projeto
“Estudo experimental da exposicdo ao PCB126 sobre a inducéo de
Diabetes Mellitus tipo I’ (Protocolo CEUA/FCF/315), de
responsabilidade da pesquisadora Ana Lucia Borges Shimada, sob a
orientacdo da Profa. Dra. Sandra Helena Poliselli Farsky, esté de acordo
com as normas do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo
Animal - CONCEA e foi APROVADO em reunido de 02 de maio de

2011.

Sao Paulo, 03 de maio de 2011.

oy .

Creee
Prof. Dr/ﬁ( arco Antonio Stephano
Coordenador da Comissao de Etica no Uso de Animais
CEUA/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitaria - CEP 05508-300 - Sdo Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3622 1 Fax: (11) 3091-3677 -e-mail: ceuafcf@usp.br
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UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS
Comissao de Etica no Uso de Animais - CEUA

Oficio CEUA/FCF 45/2013
Séo Paulo, 09 de abril de 2013.

Prezado(a) Senhor(a),

A Comissdo de Etica no Uso de Animais da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo (CEUA/FCF/USP), em reunido realizada em
08 de abril de 2013, apreciou as alteracdes propostas para o projeto de pesquisa “Estudo
experimental da exposicdo ao PCB126 sobre a indugao de Diabetes Mellitus tipo II’
(Protocolo CEUA n° 315), a saber: inclusdo de 140 animais.

Sobre o assunto, a CEUA aprova a inclusdo de 100 animais.
Observou-se que as analises referentes aos experimentos 1, 2 e 3 delineados no formulario
poderiam ser realizadas no mesmo grupo de 20 animais. O mesmo procedimento de
preparo das amostras é descrita para os experimentos 1 e 2 no item 4.6 do projeto. Como a
quantidade de material necessario para essas andlises nao & grande, os tecidos poderiam

ser fracionados para atender as diferentes analises.

Cordialmente,

Prof. Dr. Joilsan de Oliveira Martins
Coordenadar da CEUA/FCF/USP

limo(a) Sr(a).

Ana Lucia Borges Shimada

Orientador(a)/supervisor(a): Profa. Dra. Sandra Helena Poliselli Farsky
FBC/FCF/USP

Av. Prof. Lineu Prestes, 580 - Bloco 13 A - Cidade Universitéaria - CEP 05508-900 - Sdo Paulo - SP
Fone: (11) 3091-3622 / Fone/Fax: (11) 3091-3677 - e-mail: ceuafcf@usp.br
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