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RESUMO

INTRODUCAO: A radiacdo ultravioleta (UV) pode gerar varios efeitos nocivos a salde
humana, dentre eles danos no DNA, catarata, melanoma, dentre outras malignidades. Em
funcéo desses efeitos existe a necessidade de proteger a saude da populacédo dos raios UV
utilizando-se de cosmeéticos que atuem como filtros contra essa radiacdo. O octil metoxi
cinamato (OMC) € um deles. Diversos estudos tém apontado o OMC como potencial
desregulador da tireoide, além da sua presenca em fluidos biol6gicos como o leite materno
humano, sangue e urina. Em humanos, altera¢cdes na funcéo tireoidiana durante periodos
criticos do desenvolvimento podem gerar comprometimentos como hiperatividade,
problemas motores e déficit de memdria e aprendizagem. OBJETIVO: O presente trabalho
visa avaliar se a exposicdo ao OMC no periodo lactacional & capaz de induzir a
desregulacdo tireoidiana e alteracdes neurocomportamentais em ratos, bem como, a
desregulacao tireoidiana e do sistema imune em camundongos. METODOLOGIA: Foram
utilizados ratos Wistar e camundongos Swiss de ambos os sexos. As gestantes foram
acompanhadas do dia gestacional 0 ao 22. Os ratos filhotes foram divididos nos 3 grupos de
exposicdo no dia pos-natal 1 (PN): oleo de milho, PTU (4mg/Kg/dia) ou OMC (500
mg/Kg/dia) e receberam diariamente uma dose de OMC 500 mg/kg/dia ou dos controles. No
PN23 o sangue foi coletado de metade dos filhotes para dosagem de T4, analise bioquimica
e hematoldgica e a outra metade seguiu durante a pré-puberdade para serem submetidos a
testes comportamentais. Os camundongos Swiss filhotes e as mées foram divididos em 5
grupos de exposicdo no dia pés-natal 1: 6leo de milho, PTU (4mg/Kg/dia), OMC (1.000
mg/Kg/dia) e apenas as lactantes (mées) receberam diariamente uma das doses de OMC
ou dos controles. No PN23, o sangue foi coletado de todos os filhotes para dosagem de T4,
contagem de leucdcitos totais e contagem diferencial no sangue periférico. O baco, timo e
os linfonodos inguinais foram pesados. Também, foi realizado o ensaio de citotoxicidade e
de proliferagédo celular do OMC no baco de camundongos Swiss. E realizado o ensaio com
baco de camundongos Swiss. RESULTADOS E DISCUSSAO: A exposi¢do dos ratos ao
OMC durante o periodo lactacional reduziu 20% do T4 total, atrasou a abertura de olhos de
93,5% da prole e reduziu o ganho de peso corporal. A anélise hematoldgica evidenciou uma
reducdo em 27% do numero de plaquetas e 36% do numero de glébulos brancos apenas
nas fémeas. Nos testes comportamentais foi observada uma alteragdo na deambulagéo
apenas dos machos sem alteracdo na neofilia no teste do campo vazado. O labirinto
aquético de Morris revelou alteragdo no aprendizado dos ratos de ambos 0s sexos. A
exposicdo dos camundongos ao OMC via leite materno reduziu 19% do T4 total, gerou
atraso na abertura de olhos dos expostos na dose de 1.000 mg/Kg/dia. Além disso, o filtro

solar gerou uma redugcdo no ganho de peso dos roedores de ambos 0s sexos na maior



dose. Essa mesma dose gerou aumento no peso relativo do baco. No ensaio de atividade
mitocondrial com MTT, as concentracbes de 10, 100 e 200 pg/mL e no ensaio de
proliferacdo celular com CFSE (carboxifluoresceina succinimidil éster) as concentracdes de
10 e 100 pg/mL reduziram a proliferacdo de células do baco de camundongos expostos ao
OMC. No ensaio com CFSE, a suplementacdo com T4 a 10° M aos animais expostos ao
OMC restabeleceu a proliferacéo celular. CONCLUSAO: O filtro solar OMC causou varias
alteracdes no desenvolvimento, sistema imune, parametros hematolégicos, comportamento
e proliferacdo celular e ao que tudo indica sugere-se que grande parte dessas alteracoes
pode ser atribuida a desregulacao tireoideana induzida por essa substancia. Tais alteragbes
servem de alerta para 0 uso de OMC em infantes expostos em periodos criticos do

desenvolvimento.

Palavras-chave: Filtro solar, OMC, desregulador da tiredide, sistema imune,

neurocomportamental, desenvolvimento, periodo lactacional, infantes.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The ultraviolet radiation may induce several adverse effects for human
health, as well DNA damage, cataract, immunosuppression, melanoma and others
malignancies. Because these effects is necessary to protect the population health of
ultraviolet (UV) using cosmetics that act like filters against this radiation and octyl
methoxycinnamate (OMC) is one these. Several studies shows the OMC like potential
thyroid disruptor that may to be in biologics fluids such as blood, urine and human breast
milk. It is well knew that disturbances in the thyroid axis during critical period of development
may cause hyperactivity, motor disorders and deficit in memory and learning. OBJETIVE:
This present work aim to evaluate if the thyroid disruption induced by administration of OMC
in rats in lactacional period cause neurobehavioral alterations in rats such as in mice immune
system. METODOLOGY: It was used Wistar rats and Swiss mice both sexes. The pregnant
were accompanied at gestational day 0 to 22. The pups rats were divided in 3 groups of
exposition in the post-natal day 1 (PND): corn oil, PTU (4mg/Kg/day) or OMC (500
mg/Kg/day) and received daily one dose OMC 500 mg/kg/day or controls. In the PND23 the
blood were collected of half pups for total T4 dosage, biochemistry analysis and hematologic
and the other half followed during the pre-puberty for to be submitted to behavioral tests. The
Swiss mice pups and the dams were divided in 5 groups of exposition in the PND1: corn oil,
PTU (4mg/Kg/day), OMC (1.000 mg/Kg/day) and only the dams received daily one of doses
OMC or controls. In the PND23, the blood were collected of all pups for total T4 dosage,
count of total leukocytes and differential count in the peripheral blood. The spleen, thymus
and inguinal lymph nodes were weighed. Moreover, were done the assay of cytotoxicity and
proliferation cell of OMC in spleen of mice Swiss. RESULTS AND DISCUSSION: The
exposition of rats to the OMC during lactacional period decreased 20% of total T4, delayed
the eyes opening of 93,5% of pups and decreased the gain of body weight. The hematologic
analysis showed reduction in 27% of platelets number and 36% of leukocytes number only in
the females. In the behavioral tests was displayed change in the locomotor activity just male
less change in the neophilia in the hole board test. The Morris water maze showed alteration
in the learning of rats both sexes. The exposition of mice to OMC via breast milk decreased
19% total T4, induce delay in the eyes opening exposed dose 1.000 mg/Kg/day.
Furthermore, the sunscreen induced reduction in the weight gain in rodents of both sexes in
the higher dose. This same dose induced increase in the relative weight of spleen. In the
assay of mitochondrial activity with MTT, the concentrations 10, 100 and 200 pg/mL and in
the assay of cell proliferation with CFSE (carboxyfluorescein succinimidyl ester), the
concentrations 10 and 100 pg/mL decreased the cells proliferation of spleen of mice

exposed to the OMC. However, in the assay with CFSE, the supplementation with total T4



10°M reestablished the cell proliferation. CONCLUSION: The sunscreen OMC induced
several alterations in the development, immune system, hematologic parameters, behavior
and cell proliferation and suggest that most of these changes may be attributed to thyroid
disruption induced by OMC. Such alterations serve as a warning for the use of OMC in

infants exposed in critical periods of development.

Key words: Sunscreens, OMC, thyroid disruptor, immune system, neurobehavioral

alterations, development, lactacional period, infants.
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1- INTRODUCAO

A radiacdo ultravioleta (UV) pode desencadear diversos efeitos nocivos a
saude humana, dentre eles: envelhecimento precoce, catarata, alteracées quimicas
e histolégicas na pele, imunossupressdo, melanoma, danos no DNA, dentre outras
malignidades (BALOGH et al., 2011).

7

A radiagdo UV emitida pelos raios solares é parte do espectro
eletromagnético referente aos comprimentos de onda entre 100 e 400 nm como
mostra a figura 1. Em funcéo da intensidade com que essa radiacdo UV é absorvida
pelo oxigénio e pelo ozénio, bem como seus efeitos fotobioldgicos, a regido UV pode
ser subdividida em 3 intervalos espectrais como mostra a tabela 1.

m . m nm
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32
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Figura 1. Espectro eletromagnético
Fonte: INPE
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Tabela 1. Tipo de radiacéo ultravioleta

Fonte: Adaptado do INPE

Nome Intervalo Espectral (nm) Caracteristicas e Efeitos

uvC 100 - 280 Totalmente absorvida pelo
oxigénio e pelo o0zb6nio
estratosférico.  Portanto,
ndo atinge a superficie
terrestre. E utilizada na
esterilizacdo de agua e
materiais cirurgicos.

uvB 280 - 320 Fortemente absorvida pelo
ozbnio estratosférico. E
prejudicial a saude
humana, podendo causar
gueimaduras e cancer de
pele a longo prazo.

UVA 320 - 400 Sofre pouca absorcao
pelo oz6nio estratosfeérico.
E importante para sintese
de vitamina D no
organismo. Contudo, o
excesso de exposicao
pode causar queimaduras
e envelhecimento precoce
a longo prazo.

Em funcdo desses efeitos deletérios causados pela radiacdo UV, o uso dos
filtros UV tem crescido no mundo todo nas ultimas décadas, como forma de
prevencao aos efeitos danosos desta radiacao (WANG et al., 2001; KRAUSE et al.,
2012).

Os filtros UV sao altamente lipofilicos e podem ser classificados em
inorganicos ou organicos. O primeiro grupo tem como principais representantes o
diéxido de titanio (TiO,) e o 6xido de zinco (ZnO), que por serem impermeaveis aos
raios UV agem refletindo a radiacdo em sua maior parte. O segundo grupo tem
como representantes as benzofenonas, os derivados dos benzilidenos céanfora,
salicilatos, benzimidazoéis, para-aminobenzdicos e o0s cinamatos, que agem
absorvendo a radiagdo UV de alta energia, nociva aos seres humanos,

transformando-as em radiacao de baixa energia (CABRAL et al., 2011).
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Dentre os varios produtos de cuidado pessoal presentes no mercado,
diversos cosmeéticos possuem uma ou mais associacfes dessas substancias
anteriormente mencionadas em sua composi¢cdo, sendo eles: protetores solares,
xampus, sprays para cabelo, tonalizantes, batons, protetores labiais, sabonetes
liquidos entre outros, produtos esses que se encontram registrados no Brasil. Além
de produtos de cuidado pessoal, os filtros solares também podem ser encontrados
em aditivos plasticos, tapetes, roupas e sabdo em p0, o0 que ressalta ainda mais a

aplicacao espectral destes compostos (SCHLUMPF et al., 2004).

Observacdes realizadas em voluntarios humanos no ano de 1990 mostraram
gue as substancias organicas presentes nos protetores solares penetram na pele e
podem ser encontradas no nivel sisttmico (HAYDEN et al.,, 1997; FELIX et al.,
1998). Alguns estudos tém reportado a presenca de filtros UV organicos em varios
fluidos corporais, tais como urina (CALAFAT et al., 2008), sangue (YE et al., 2005),
leite materno (YE et al., 2005) e sémen (LEON et al., 2010). Além disso, os filtros UV
tém sido encontrados em ecossistemas aquaticos (FENT et al., 2010), apontando a
presenca dessas substancias na agua de torneira (DIAZ-CRUZ et al., 2012), aguas
residuais e lodo de esgoto tratado (GAGO-FERRERO et al., 2011), tecido muscular
de peixes da espécie Salmo trutta (BUSER et al., 2006) e em aves mergulhadoras
(FENT et al., 2010), sugerindo a possibilidade da presenca sistémica destas

substancias.

Diversos dados na literatura tém demonstrado que os filtros UV organicos
apresentam atividade desreguladora enddcrina, podendo atuar no eixo hipotalamo-
pituitaria-tiredide (HPT), além de afetar também a capacidade reprodutiva e
diferentes aspectos do desenvolvimento de humanos e roedores (KRAUSE et al.,
2012). Vérios sdo os agentes ja conhecidos que podem desregular o eixo HPT,
especialmente se a exposi¢cado ocorrer em periodos precoces do desenvolvimento.
As alteragbes podem ser diretas, na glandula, e/ou nos centros reguladores
superiores, a saber, o hipotdlamo e a hipofise, afetando os niveis de horménios
tireotroficos (TRH) e/ou tireoestimulante (TSH), hormoénios estes diretamente
relacionados a sintese dos hormonios tireoidianos. Dentre os disruptores enddcrinos

gue podem alterar o eixo HPT, podemos citar: o alaclor (agrotéxicos) (WILSON et
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al., 1996), as isoflavonas (fitoesterdides da soja), a etilenoureia (presente em
fungicidas), as tionamidas (farmacos) (DIVI et al., 1997), os tetrabromobisfenois A
(retardantes de chama) (SCHUUR et al., 1998; DARNERUD et al., 2003) e os filtros
UV, podendo ser incluidos neste grupo as benzofenonas 2 e 3, os benzilidenos
canfora e o octil metoxicinamato (CigH2603) (SEIDLOVA-WUTTKE et al., 2006;
KLAMMER et al., 2007).

O octil metoxicinamato (OMC) €& provavelmente o filtro organico mais
amplamente utilizado em todo o mundo. E um filtro solar UVB liquido, com pico de
absorcdo em 308 nm. E insolivel em agua e miscivel em etanol e em diversos
lipideos utilizados em formulacBes dermocosméticas (vaselina liquida, Oleo de
améndoas, 6leo de oliva, ciclometicona, dipropilenoglicol, ésteres graxos e 6leos
vegetais) (SCHNEIDER et al., 2004). Com relacdo a capacidade de absorcao
sistémica do OMC pela pele, ja foi demonstrado sua presenca em amostras de urina
e sangue apos aplicacdo dérmica (JANJUA et al., 2004). Esta substancia também foi
encontrada em amostras de leite materno de mulheres que foram expostas ao OMC
(SCHLUMPF et al., 2008). Nas ultimas décadas, os estudos que avaliavam a
exposicao ao OMC tinham como foco os efeitos estrogénicos e anti-androgénicos
tanto em animais selvagens como em animais de laboratério (GELBKE et al., 2004;
OWENS et al., 2006; SAFE et al., 2004), sendo demonstrado efeitos téxicos em
varios Orgdos, como utero, vagina e figado (SEIDLOVA-WUTTKE et al., 2006;
KLAMMER et al., 2007). Contudo poucos foram os estudos que avaliaram a

influéncia do OMC sobre o eixo HPT.

Os hormonios tireoidianos desempenham papel fundamental durante o
desenvolvimento de diversos sistemas em mamiferos, com especial atencao para o
desenvolvimento do sistema nervoso central e no sistema imunoldgico (CHROUSOS
et al., 2000; ARLT et al., 2004).
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1.1 RELACAO TIREOIDE E SISTEMA NERVOSO

Véarios fenbmenos do neurodesenvolvimento sao influenciados pelos
hormbénios da tiredide, como: crescimento axonal e dendritico, migracao,
sinaptogénese e sobrevivéncia neuronal, proliferacdo e diferenciacdo de
oligodendrocitos e mielinizacdo, bem como a eficacia sinaptica (ANDERSON et al.,
2003).

A importancia dos hormoénios da tiredide no desenvolvimento € observada
durante situacfes em que ocorre o excesso ou déficit destes. Prejuizos intelectuais
marcantes ocorrem em recém-nascidos com hipotireoidismo congénito decorrentes
da auséncia de hormonios tireoideanos (auséncia do suprimento desses hormdénios
pela mae e/ou pelo feto), resultando em uma reducgéo generalizada dos processos
metabdlicos (HEYERDAHL et al., 1991; KLEIN et al, 1999; BONGERS-
SCHOKKING et al., 2001; ROVET et al., 2003). O hipertireoidismo durante a infancia
pode também levar a uma significativa deficiéncia intelectual, embora esses efeitos
nao tenham sido muito bem detalhados ainda (KOPELMAN et al., 1983; BOYAGES
et al., 2000; WHYBROW et al., 2000).

O hipotireoidismo congénito (HC) é a causa mais comum e tratavel de retardo
mental e a sua prevaléncia é de aproximadamente 1/3.000 nascimentos
(BUYUKGEBIZ et al., 2003), sendo que os efeitos relacionados ao HC variam com a
intensidade da deficiéncia. O cretinismo é o quadro mais severo relacionado ao HC
e compreende sintomas como espasticidade, retardo mental severo e surdez
(MORREALE DE ESCOBAR et al.,, 1987). Efeitos de coordenagcdo motora pobre,
ataxias, displegia espastica, hipotonia muscular, estrabismo e distlrbios de
aprendizado também relacionam-se com o HC (BUYUKGEBIZ et al., 2003). Quadros
de depressdo e disturbios de memodria também se fazem presentes no adulto
(RIVAS & NARANJO et al., 2007).

Estudos realizados em camundongos por SCHWEGLER e colaboradores
(1991) mostram que o hipertireoidismo pode aumentar o tamanho da fibra musgosa
(fm), um grupo de axbnios terminais que surgem de células granulares do giro
denteado situado na regido hipocampal do cérebro (FROTSCHER et al., 2006). Esse
aumento confere uma vantagem aos animais com maior projecéo dessa fibra em
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relacdo ao grupo controle no teste do labirinto radial (usado para avaliar memoria e
aprendizagem), uma vez que foi evidenciado que o0s animais hipertireoideos
cometiam menos erros para cumprir a tarefa (SCHWEGLER et al., 1991). Por outro
lado, segundo Madeira e Paula-Barbosa (1993), o hipotireoidismo desencadeia
diminuicdo da proliferacdo das células granulares, atrofia de dendritos apicais em
neurdnios piramidais na regido CA3 do hipocampo, alterando a morfologia da fm,
além de gerar déficits cognitivos na aprendizagem espacial e na memodria.

Estudos experimentais in vivo e in vitro tém evidenciado que substancias
como a benzofenona 2, benzofenona 3, metilbenzilideno canfora (MBC) e o octil
metoxicinamato (OMC) atuam como desreguladores enddcrinos, sendo até entdo
descritos na literatura cientifica, como os capazes de perturbar o eixo HPT, além dos
ja descritos efeitos de toxicidade reprodutiva e no desenvolvimento (KRAUSE et al.,
2012). Estudos comparativos entre a acdo do OMC e do MBC tém demonstrado que
o MBC em pequenas doses, de 59 mg/kg/dia, administrado oralmente em ratas
adultas da cepa Sprague Dawley por quatorze dias, € capaz de reduzir
significativamente os niveis séricos de tiroxina (T4), levando a hipotireoidismo
(SEIDLOVA-WUTTKE et al., 2006). Os estudos envolvendo a exposi¢do de ratas
ovariectomizadas ao OMC tém mostrado reducao nos niveis séricos de tiroxina (T4)
e aumento em TSH (SEIDLOVA-WUTTKE et al., 2006), e diminuicdo da atividade
deiodase do tipo 1, enzima responsavel pela conversao do T4 em T3, a forma ativa
do horménio (KLAMMER et al., 2007). Em estudo de exposicéo transgeracional ao
OMC, ratos neonatos expostos apresentaram hipoatividade e alterac6es na memoria
e aprendizado, sem comprometimentos no eixo reprodutivo (AXELSTAD et al.,
2011).

N&o esta claro ainda o real risco da exposi¢édo aos filtros UV e a inducdo ao
hipotireoidismo, principalmente em uma janela temporal do desenvolvimento
extremamente vulneravel, a infancia. Logo, a avaliacdo do potencial risco ao OMC
no periodo pés-natal sobre a homeostase do eixo HPT e seu impacto sobre o
neurodesenvolvimento e a possivel persisténcia destes danos até a vida adulta, se

faz necessério, uma vez que estamos diariamente expostos a estas substancias.
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1.2 RELACAO TIREOIDE E SISTEMA IMUNOLOGICO

A regulacdo homeostatica da imunidade envolve fatores que séo intrinsecos e
extrinsecos ao sistema imune, dentre os fatores extrinsecos podem ser
considerados os horménios e neurotransmissores. A comunicacédo bidirecional entre
oS sistemas nervoso e imunolégico é mediada muitas vezes por hormdnios, em
especial pelo eixo hipotadlamo-pituitaria-adrenal, quando h& estimulo por estresse
fisico ou emocional (CHROUSOS et al., 2000; ARLT et al., 2004). Poucos sao 0s
estudos mostrando a influéncia dos horménios tireoideanos na resposta imune
normal, mas diversos estudos demonstram a inter-relacdo da funcdo imune em
resposta a estimulos ambientais e imunossupressdo mediada por estresse (DAVIS
et al, 1998, DORSHKIND & HORSEMAN, 2000; DORSHKIND &
HORSEMANELSON, 2001).

Ja é bem conhecido o papel dos hormdnios tireoideanos e o seu envolvimento
em inumeros processos fisioldgicos, tais como desenvolvimento tecidual e o
metabolismo de lipideos e carboidratos (YEN et al., 2001). A relacao reciproca entre
a glandula tiredide e a funcédo imunoldgica tem sido pouco explorada em individuos
aparentemente saudaveis, sendo que investigacfes prévias da interacdo entre
esses horménios e o sistema imune tém sido predominantemente restritos a uma
gama limitada de populacbes clinicamente afetadas por distirbios da funcédo da
tiredide (PALMBLAD et al., 1981; NAKANISHI et al., 1991; COVAS et al., 1992;
MARIOTTI et al., 1992; KRETOWSKI et al., 1999; BOSSOWSKI et al., 2003).
Enquanto estes estudos demonstram que a concentracdo do hormonio tireoideano
estd associada com a alteracdo da imunidade, ndo esta claro se estas observacoes
sdo diretamente devido a acdes dos hormoénios da tiredide ou da autoimunidade
subjacente. Apesar de ja ter sido demonstrado que os horménios da tiredide
participam da linfopoiese primaria e secundaria (FABRIS et al., 1995), os seus
efeitos sobre o sistema imune recebem menos atencdo quando comparados aos
hormdonios do eixo hipotalamo-pituitaria-adrenal (DORSHKIND & HORSEMAN, 2000;
WANG & KLEIN, 2001). Este fato poderia ser relacionado com o papel dominante da
autoimunidade na patogénese de disturbios da tiredide (PAWLIKOWSKI et al.,

1994).
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Seres humanos com hipotireoidismo, ou animais em que o hipotireoidismo foi
induzido experimentalmente (utilizando tratamento com propiltiouracil — PTU ou por
tireoidectomia) apresentam uma diminui¢do da atividade timica, somada a involugéo
do baco e de linfonodos, gerando depressdo na resposta imune humoral e celular
(FABRIS et al., 1995). A suplementacdo com hormdnios tireoideanos recompdem
essa resposta humoral (CHATTERJEE & CHANDEL, 1983; OHASHI & ITOH, 1994;
KLECHA et al., 2000).

InteracBes entre os hormonios da pituitaria-tiredide e o sistema imunolégico
baseiam-se principalmente sobre a expressao de receptores do horménio tireotréfico
(TSH) e horménios da tiredide pelos linfocitos, ou nas alteracdes imunolOgicas
observadas em flutuacdes fisiologicas e patologicas de horménios da tiredide. A
triiodotironina (T3) € capaz de modular a funcdo imune de linfocitos via receptores
nucleares regulando alvos génicos, e por interacdes ndo-gendmicas com receptores
de membrana independente da sintese proteica (YEN et al., 2001; CSABA et al.,
2005; PALLINGER et al., 2005). Em estudo de HODKINSON e colaboradores
(2009), foi sugerido que a elevacao das concentracdes de T3 e T4, dentro de uma
escala fisiolégica considerada normal, forneceria efeitos benéficos a imunidade inata
e adaptativa através da manutencdo de populacbes celulares especificas e
aumentando a responsividade a estimulos imunes. Concentracdes elevadas de
horménios tireoideanos estdo associadas com os numeros elevados de células
natural killer T (NKT) (HODKINSON et al., 2009).

NUmeros alterados de células NKT estéo ligados a aumento na incidéncia de
desordens autoimunes (MIYAKE & YAMAMURA, 2007), sendo que individuos
idosos com as fungdes tireoidianas normais apresentam numeros de ceélulas NKT
aumentadas (PAOLISSO et al., 2000; MOCCHEGIANI & MALAVOLTA, 2004;
ABEDIN et al., 2005). Somado a isso, evidéncias de que os horménios tireoideanos
atuam regulando a resposta linfocitaria foi demonstrada previamente em trabalhos
de KLECHA e colaboradores (2006), no entanto os mecanismos celulares e

moleculares desta regulacdo permanecem ainda nao esclarecidos.

Tendo em vista os dados descritos acima, fica evidente que a desregulacao

hormonal da tiredide, desencadeada por agentes exdgenos como os filtros UV
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organicos, podem gerar efeitos sistémicos, dentre eles alteracdes na funcao

imunoldgica.

Portanto, a conexao existente entre os sistemas neuro-imune-endocrino €
fortemente estabelecida na literatura, visto que os mensageiros desta relacdo sao os
horménios entre outros como 0s neuropeptideos, neurotransmissores e citocinas. O
sistema neuro-imune-endocrino tem a capacidade de sintetizar e liberar estas
moléculas, que por sua vez podem estimular ou suprimir a atividade de células

neuroendocrinas ou imunes por ligarem-se aos receptores (JARA et al., 2006).
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2- JUSTIFICATIVA

A importancia deste trabalho reside no fato de que os protetores solares tém
sido cada vez mais utilizados pela populacdo, e mesmo recomendados por médicos
e especialistas na prevencao de danos causados pelas radiagdes UV, e pela virtual
inexisténcia de dados sobre a potencial toxicidade do OMC em uma janela temporal
do desenvolvimento, a saber a infancia. Criancas potencialmente formam um
subgrupo da populacdo exposta a estes compostos, 0s protetores solares, com
maior vulnerabilidade do que adultos. Isto se da pelos provaveis efeitos destes
compostos, como a desregulacdo do eixo tireoidiano e mesmo hormonios sexuais e
de crescimento, além de consequentemente prejudicar os sistemas nervoso e
imunoldgico, visto a inter-relacéo entre estes sistemas.

Os potenciais desfechos induzidos pelo OMC sobre parametros renais,
hepaticos, neurocomportamentais, além de possiveis efeitos citotoxicos e
interferéncias sobre proliferagdo celular devem servir como ferramentas preditivas no
estabelecimento de uma relag&o translacional entre roedores e humanos.

Estes dados podem ter papel extremamente relevante na tomada de decisfes
regulatorias, por parte da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) e
Ministério da Saude (MS), acerca de compostos com potencial toxicidade,

especialmente para a faixa etaria estudada, a infancia.
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3- OBJETIVO GERAL

Avaliar os potenciais danos causados pela exposi¢cdo ao octil metoxicinamato
(OMC) no periodo lactacional e seu impacto logo apés o desmame, através de uma

analise integrativa dos sistemas imunologico, nervoso e da tireoide em roedores.

3.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a interferéncia da exposicdo ao OMC diretamente e via leite materno
sobre parametros de desenvolvimento, tais como descolamento de orelhas,
crescimento de pelos, erupcao dos incisivos, abertura de olhos e o ganho de
peso;

e Verificar se 0 OMC administrado em roedores no periodo lactacional, direta e
indiretamente via leite materno, modula os hormdonios tireoideanos;

e Examinar se o OMC administrado durante o periodo lactacional induz
alteracdes sobre parametros bioquimicos e hematoldgicos;

e Investigar alteragbes de ansiedade, atividade locomotora, neofilia e
capacidade cognitiva através de testes comportamentais realizados em ratos
jovens expostos ao OMC durante a lactacéo;

e Quantificar o peso relativo bem como a celularidade do baco, timo e
linfonodos de camundongos expostos ao OMC via leite materno;

e Avaliar se a exposicdo ao OMC via leite materno interfere com a contagem de
leucécitos, mononucleares e polimorfonucleares totais.

e Investigar o efeito da exposicdo ao OMC sobre o numero e fendtipo de
populacdes celulares do sistema imune presentes em oOrgaos linféides
primario (timo) e secundario (baco);

e Apurar se a exposi¢cdo in vitro de células do baco ao OMC gera efeitos
citotoxicos, interfere com a atividade mitocondrial e/ou proliferagéo celular e

se a adicao de tiroxina restabelece essa proliferacéao celular.
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4- METODOLOGIA

4.1 ANIMAIS

4.1.1 Ratos e Camundongos

Para os ensaios in vivo, foram utilizados ratos Wistar de ambos o0s sexos, a
partir do 5° dia de vida e camundongos Swiss de ambos os sexos a partir do 1° dia
de vida. As fémeas gravidas foram fornecidas pelo Instituto de Ciéncia e Tecnologia
em Biomodelos da Fundacdo Oswaldo Cruz (ICTB) entre o 14° e 15° dia de
gestacdo. Todos os animais utilizados neste estudo nasceram no biotério do INCQS.
Os animais tiveram livre acesso a agua e comida, e foram mantidos em um ambiente
com temperatura controlada a aproximadamente 22°C+/-2°C e ciclo alternado de
claro e escuro de 12h com umidade de 55% +/- 5%. Todos 0s experimentos que
incluiram manipulacdo animal neste projeto foram realizados de acordo com o0s
principios éticos da Comiss&o de Etica no Uso de Animais da FIOCRUZ (licenca de
aprovacao LW-30/14).

Os ensaios in vitro (citotoxicidade, atividade mitocondrial e proliferacéo
celular) foram realizados com os bacos de 2 camundongos/ensaio, da linhagem
Swiss com 8 semanas de vida pesando aproximadamente 30 gramas; Os animais
foram previamente eutanasiados com solucdo de Cloridrato de Cetamina 10% da
marca CETAMIN (35 mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina 2% da marca XILAZIN (5
mg/Kg), ambos produzidos pelo laboratério Syntec do Brasil e administrados por via
intraperitoneal. O volume de administracdo da solucéo foi de 500 pL/animal com o
objetivo de atingir a overdose. A confirmacdo do plano anestésico foi verificada
através de reflexo palpebral, caudal e interdigital. Em seguida foi verificado se o
coracdo do animal havia parado de bater. Uma vez garantida a auséncia de sinais
de nocicepgdo, bem como a eutanasia, os roedores foram submetidos a uma

assepsia com alcool etilico a 70%.
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4.2 ADMINISTRACAO DE DROGAS E FORMACAO DOS GRUPOS

Os ratos filhotes foram expostos por via oral (v.0.) com o auxilio de uma
sonda gastrica apropriada para animais nesta idade (WATANABE et al., 2003). A
sonda era feita de polietiieno com uma luz interna 0,28 mm x 0,61 mm x 30,5m da
marca BECTON DICKINSON. A exposi¢éo foi realizada do 5° ao 22° dia pds-natal.
Ninhadas com 8 animais foram formadas a partir de um pool de filhotes nascidos a
termo no mesmo dia, sem intervencdo do experimentador, ou seja, de forma
aleatéria. Em cada ninhada formada havia 4 machos e 4 fémeas, com um casal para
0S grupos controles cada um e dois casais para o grupo OMC:

(i) Veiculo (6leo de milho);

(i) Controle para hipotireoidismo (PTU — propil tiouracil — 4 mg/Kg/dia);

(i) OMC (500 mg/kg/dia).

Enquanto que nos camundongos, as maes foram expostas por via oral (v.0.) com
o auxilio de uma sonda gastrica apropriada para animais nesta idade (WATANABE et
al., 2003). A sonda era de aco inox BD-10 com uma canula de 1,0 mm de diametro,
com esfera de 1,7 mm, raio de 40 mm e 31 mm de comprimento. A exposi¢ao foi
realizada do 1° ao 22° dia pés-natal. A exposicdo da prole as substancias foi de forma
indireta via leite materno. Ninhadas com 8 animais foram formadas a partir de um pool
de filhotes nascidos a termo no mesmo dia, sem intervencdo do experimentador, ou
seja, de forma aleatéria. Em cada ninhada formada havia 4 machos e 4 fémeas. Um
total de 39 mées com 8 filhotes cada foram utilizados neste estudo divididos em 5
grupos de exposicao:

- 9 maes receberam: (i) Veiculo (6leo de milho);

- 6 mées receberam: (ii) Controle para hipotireoidismo (PTU — propil tiouracil —
4 mg/Kg/dia);
- 7 méaes receberam: (iii) OMC (250 mg/kg/dia);

- 8 méaes receberam: (iv) OMC (500 mg/kg/dia);

- 9 mées receberam: (v) OMC (1.000 mg/kg/dia).
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4.3 PREPARO DAS SOLUCOES.

4.3.1 OMC e Veiculo

O Octil Metoxicinamato (OMC), de nomenclatura 2-etilhexil-4-metoxicinamato
segundo a IUPAC, CAS 78848 com 98% de pureza, marca SIGMA ALDRICH, nos
ensaios in vivo foi preparado nas doses de 250 mg/kg/dia, 500 mg/kg/dia, 1.000
mg/kg/dia e 1500 mg/kg/dia de peso corpéreo do animal utilizando 6leo de milho
como veiculo. O OMC foi homogeneizado em vértex PHOENIX LUFERCO e modelo
AP59 durante aproximadamente 5 minutos. A solucéo foi preparada de modo a
utilizar um volume de administracéo de 5 mL/kg/dia de peso corpéreo do animal.

O ¢6leo de milho marca LIZA com teor de 100% foi incorporado como veiculo
na solucéo do grupo OMC. Além disso, foi o controle negativo do experimento e seu
volume de administracéo foi de 5 mL/kg/dia de peso corpéreo do animal.

Nos ensaios in vitro, 0 OMC foi preparado nas concentracdes de 400, 200,
100, 50, 10, 1 pg/mL. O veiculo foi o meio de cultura RPMI contendo soro fetal
bovino, marca SIGMA ALDRICH. Nestas condicfes, o OMC foi homogeneizado em

sonicador da marca Ultrasonic Cleaner e modelo USC 1400 por 30 minutos.

4.3.2 PTU e Veiculo

O propil tiouracil (PTU), de nomenclatura 6-Propil-2-tioxo-2,3-di-hidro-4 (1H)

- pirimidina segundo a IUPAC, CAS 51-52-5 com 98% pureza, marca SIGMA
ALDRICH foi preparado na dose de 4 mg/Kg/dia de peso corpéreo do animal
utilizando agua destilada como veiculo. O PTU foi homogeneizado com agitador
magnético marca KASVI durante aproximadamente 30 minutos. A solucdo foi
preparada de modo a utilizar um volume de administracdo de 5 mL/kg/dia de peso
corp6reo do animal.

A &gua destilada foi incorporada como veiculo na solu¢ao do grupo PTU.
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4.3.3 Tiroxina e Veiculo

A levotiroxina (T4), de nomenclatura 3,5,3',5'-tetraiodo-L-tironina segundo a
IUPAC, CAS 51-48-9 com 98% pureza, marca SIGMA ALDRICH foi preparada na
concentracéo de 10 molar. O veiculo foi 0 meio de cultura RPMI contendo soro fetal
bovino, marca SIGMA ALDRICH. O T4 foi homogeneizado em voértex PHOENIX

LUFERCO e modelo AP59 durante aproximadamente 8 minutos.

4.4 PARAMETROS DO DESENVOLVIMENTO

Os animais foram pesados diariamente em balancas semi-analiticas da marca
PRECISA modelo 3000D com sensibilidade de 0,1 g a fim de se ajustar o volume de
administracdo das substancias (5 mL/Kg de peso corpdreo) dos filhotes e das maes
bem como para observacdo do desenvolvimento das lactantes e dos lactentes, além
da avaliacdo da toxicidade da substancia teste. Além disso, até o dia pds-natal 16
para os ratos e até o pOs-natal 14 para os camundongos, os animais foram
observados a fim de se verificar o dia exato do desfecho de parametros de
desenvolvimento como crescimento de pelos, erupcdo dos incisivos e abertura de
olhos para ratos e camundongos e descolamento de orelhas apenas para
camundongos. O estudo com os ratos foi realizado em quadruplicata com cerca de
80 filhotes para cada ensaio e com camundongos em duplicata com cerca de 136

filhotes no primeiro ensaio e 176 filhotes no segundo ensaio.

4.5 ENSAIO DE SOBREVIDA E DEFINICOES DE DOSES

O ensaio de sobrevida foi realizado para definir a dose de OMC a ser utilizada
nos ensaios subsequentes. A dose de 500 mg/Kg/dia, foi definida com base neste
ensaio previamente realizado usando o0 mesmo tempo de exposi¢cdo, mesma via de
acao utilizando as doses de 500, 1.000 ou 1500 mg/Kg/dia de OMC. Neste ensaio o

filtro UV OMC foi admnistrado durante 18 dias (periodo lactacional) observando-se
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durante esse tempo, dia apos dia, se 0 OMC apresentava como desfecho a morte
dos ratos filhotes.

Embora ndo tenha sido realizado um ensaio de sobrevida com os
camundongos, o ensaio de sobrevida realizado com os ratos serviu como base para
a escolha das doses a serem adotadas para os camundongos. A dose que gerou
efeitos nos ratos sem desencadear morte foi também utilizada para os
camundongos. Tomando esta dose como partida, escolhemos o dobro e a metade
desta para criarmos nossa curva de doses. Os resultados obtidos com base no
ganho de peso, abertura de olhos e dosagem hormonal, nos ofereceram subsidios

para definicdo da dose a ser empregada nas avaliacées subsequentes.

4.6 COLETA DE SANGUE

Nos ratos, ap6s o periodo de administracdo das substancias (PN23), parte
dos animais de ambos os sexos foram eutanaziados com Tiopental a 4% da marca
CRISTALIA para coleta de sangue do ventriculo esquerdo por puncédo cardiaca até
exsanguinacdo do roedor. Do sangue total obtido, 250 pL/animal foram
encaminhados para analise hematolégica, 300 pL/animal para bioquimica e 450
pL/animal para dosagem hormonal de tiroxina total. Os animais que nao foram
eutanaziados foram acompanhados até o PN32 a fim de serem submetidos a uma
bateria de testes comportamentais, que ocorreu entre PN25 e PN32.

Nos camundongos, apds o periodo de administracdo das substancias (PN23),
todos os animais, mées e filhotes de ambos os sexos foram eutanaziados com
overdose de solucdo de Cloridrato de Cetamina 10% da marca CETAMIN (140
mg/Kg) e Cloridrato de Xilazina 2% da marca XILAZIN (20 mg/Kg), ambos
produzidos pelo laboratério Syntec do Brasil e administrados por via intraperitoneal.
Apds isso, uma pequena inciséo foi feita na cauda de cada roedor a fim de se coletar
uma gota de sangue. Essa gota de sangue foi pingada diretamente em laminas de
vidro individualizadas, submetidas ao esfregaco e coradas com um Kit Panotico
Rapido da Marca LaborClin. Posteriormente foi realizada a contagem de células

mononucleares e polimorfonucleares em um microscépio 6ptico.
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Mais 10 pL de sangue foram coletados da cauda e homogeneizados em
placa de 96 pocos contendo 190 pL de solugéo Turk (1:20). Para o preparo da
solucéo de Turk foram utilizados 2% de &cido acético glacial 100% PA da marca
SIGMA ALDRICH, agua destilada e uma pitada de violeta de genciana. Desse
preparado, pipetou-se uma aliquota de 10 pL de solucdo que foi inserida em uma
Céamara de Neubauer da marca KASVI para contagem de leucdcitos totais em
microscépio optico.

Apols a coleta de sangue da cauda, os animais foram exsanguinados por
puncédo cardiaca pelo ventriculo esquerdo. O sangue total obtido foi colocado em um
microtubo com gel separador e ativador de coagulo do fabricante Vacuplast e
capacidade para 500 pL. O tubo foi submetido a centrifugacéo a 13.226 G por 10
minutos em uma centrifuga da marca ZENTRIFUGEN, modelo MIKRO 20. Apés a
centrifugacéo, apenas o soro foi coletado em microtubos individuais de polipropileno
com tampa da marca EPPENDORF e armazenados em freezer a -70°C para
posterior dosagem hormonal de tiroxina total.

4.7 DOSAGEM HORMONAL DE TIROXINA TOTAL (T4)

Nos ratos, o volume de sangue coletado foi de até 5 mL sendo colocado em
tubos de ensaio de vidro previamente identificados. O sangue foi mantido no tubo
overnight e no dia seguinte com a separacdo entre as fases apds a formacao e
retracdo do coagulo e separacao do soro, este foi coletado em triplicata, aliquotas de
70 pL por eppendorf. Os soros foram acondicionados em freezer a — 20°C para
posterior dosagem hormonal de T4 total.

A determinagdo da concentracdo de tiroxina total (T4 total) em soro de ratos
(Ratus novergicus) foi realizada através de kits RIA (Radio Immune Assay) de
acordo com os protocolos descritos nos proprios kits.

Marcaram-se o0s tubos revestidos em duplicata para um dos padrdes,
amostras e controles. Para a determinacédo das contagem Total, marcou-se 2 tubos
normais. Em seguida, agitou-se os padrdes, amostras e controles brevemente e
distribuiu-se 50 puL de cada um em seus respectivos tubos. Dispensou-se 200 pL de

T4 marcado com iodo radioativo [**I] em cada tubo, incluindo os tubos n&o
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revestidos para contagem total. Dispensou-se 100 pL de anti-T4 em cada tubo, exceto
nos tubos da contagem total. Agitou-se suavemente a estante de tubos para remover
quaisquer bolhas. Incubou-se durante 1 hora a temperatura ambiente com agitacao
continua. Descartou-se o conteudo de cada tubo exceto dos da contagem total. Lavou-
se 0s tubos com 2 mL de Solucdo de Lavagem exceto os da contagem total e
decantou-se. Evitou-se a formagdo de espuma durante a adicdo da solucdo de
lavagem. Os tubos foram deixados na posi¢céo inversa por 2 minutos e removeu- se 0
liquido restante.

A leitura de cada tubo foi realizada por 1 minuto no contador de particulas
gama da marca ISOMEDIC-ICN e modelo 4/600.

O kit usado da MP Biomedicals utiliza Radioimunoensaio em fase soélida com
tiroxina marcada com iodo radioativo [**I] e usa tubos com anticorpos monoclonais
de T4.

Por fim, apdés a leitura dos tubos calculou-se a média dos valores de
radioatividade para os padrfes, controles e amostras. Em seguida construiu-se uma
curva padrdo plotando a média de radioatividade obtida para cada padrdo de
referéncia contra as concentracbes em pg/dL no grafico linear, com a radioatividade
no eixo y e a concentracdo no eixo x. Usando o valor de radioatividade médio para
cada amostra, determinou-se a concentracdo correspondente de T4 em pg/dL com
base na curva padrao.

Nos camundongos, as amostras de soro dos animais que foram eutanasiados
no PN23 e armazenadas a - 70 °C foram descongeladas para dosagem de T4 total
utilizando kits EIA (Enzimatic Immune Assay) de acordo com os protocolos descritos
nos proprios kits. Os kits utilizados foram da ACCU Bind fornecidos pela USA
DIAGNOSTICA.

Em seguida, pipetou-se 25 pL dos padrdes, controles e amostras em suas
respectivas microcavidades. Apos a adicdo, pipetou-se 100 pL do reagente de
trabalho — conjugado enzimético T4 em todas as microcavidades. Homogenizou-se
gentilmente por 30 segundos e cobriu-se a placa. A mesma foi incubada ao abrigo
da luz com papel aluminio por um periodo de 1 hora. Apos esse periodo, descartou-
se 0 conteudo das microcavidades e adicionou-se 300 pL da solucdo de lavagem
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previamente preparada em todas as microcavidades. Esse passo foi repetido por
mais 4 vezes, totalizando assim 5 lavagens. Ao final a placa foi seca batendo-a em
papel absorvente. Pipetou-se 100 pL do substrato — solucéo de trabalho em todas as
microcavidades. Os reagentes foram pipetados sempre na mesma ordem para
minimizar o intervalo de tempo de reacdo entre as microcavidades. A placa foi
incubada por 15 minutos em temperatura ambiente. Em seguida, pipetou-se 50 pL
da solucdo de parada em todas as microcavidades. Homogenizou-se gentilmente
por 20 segundos. Novamente os reagentes foram pipetados sempre na mesma
ordem para minimizar o intervalo de tempo de reac¢éo entre as microcavidades.

A leitura da placa de 96 pocos presente no kit foi realizada no
espectrofotometro da marca VERSA MAX modelo CA94089 em um comprimento de
onda de 450 nm com uma programacao de 10 segundos de agitacdo utilizando o
programa SOFT MAX PRO para Windows 2000.

Por fim, apés a leitura da placa calculou-se a média dos valores de
absorbéancia para os padrdes, controles e amostras. Em seguida, construiu-se uma
curva padrao plotando a média de absorbancia obtida para cada padrdo de
referéncia contra as concentraces em pg/dL no grafico linear, com a absorbancia
Nno eixo y e a concentracdo no eixo X. Usando o valor de absorbancia médio para
cada amostra, determinou-se a concentracao correspondente de T4 em pg/dL com

base na curva padrao.

4.8 ANALISE DE PARAMETROS BIOQUIMICOS E HEMATOLOGICOS (RATOS)

As anadlises sanguineas dos ratos foram realizadas pelo Instituto de Ciéncia e

Tecnologia em Biomodelos (ICTB/FIOCRUZ). As analises bioquimicas foram
realizadas em amostras séricas usando um analisador automatico para quimica
clinica (JOHNSON & JOHNSON). O soro foi obtido por centrifugacédo do sangue em
microtubos contendo ativador de coagulagao e gel separador sem anticoagulantes, a
13.226 G por 10 minutos em uma centrifuga da marca ZENTRIFUGEN, modelo
MIKRO 20. O soro obtido foi aliguotado em microtubos de polipropileno com tampa
da marca EPPENDORF. Foram utilizados para as avaliacdes espectrofotométricas
0s seguintes parametros bioquimicos: glicose, colesterol total,
aspartatotransaminase (AST), alanina transaminase (ALT), fosfatase alcalina (FAL),



proteinas totais, ureia, albumina, creatinina, creatina e acido Urico. As analises
hematologicas foram realizadas em amostras de sangue total coletado em tubos
contendo EDTA, utilizando um analisador automatizado hematoldgico (Contador de
sangue animal Sysmex, Kobe). Foram avaliados os seguintes parametros: contagem
de células vermelhas do sangue (RBC), hemoglobina, hematdcrito, volume
corpuscular médio (MCV), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo da
hemoglobina corpuscular média (CHCM), contagem de células brancas do sangue
(WBC), e plaquetas.

4.9 TESTES COMPORTAMENTAIS (RATOS)

4.9.1 Labirinto em cruz elevado (LCE)

Este artefato € feito de madeira ou acrilico e € composto por dois bracos
abertos unidos perpendicularmente a dois bragos circundados por paredes (bragcos
fechados) (figura 2). Os bracos tém 10 cm ou mais de largura, com 50 cm ou mais
de comprimento, sendo os fechados com paredes de alturas de 40 cm ou mais, com
elevacdo de 30 a 50 cm do chdo do ambiente de teste.

Este teste foi de bastante valia no estudo do OMC, uma vez que alteracfes
tireoidianas podem culminar com alteragdes no estado de ansiedade.

No PN25 (48 horas ap6s o desmame) os ratos de cada grupo experimental

X

- foram colocados individualmente na juncdo dos
' bragos abertos com os fechados com o focinho
voltado para um dos bracos abertos, de costa
E‘, para o avaliador. Cada animal teve 5 minutos
— para explorar livremente o artefato. Os animais
/.. foram testados uma Unica vez. Neste teste foram
registrados o numero de entradas dos roedores
nos bragos abertos, o numero de entradas dos
roedores nos bracos fechados e o numero de

-
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Figura 2. Labirinto em cruz elevado

Fonte: Acervo Pessoal



entradas no centro. A premissa para que uma entrada fosse contabilizada é que o
roedor tivesse as quatro patas na regido de interesse (braco aberto, braco fechado
ou centro). A expressao dos resultados é estabelecida em funcdo do namero de
entradas do roedor nos bracos abertos. E a interpretacdo dos resultados € dada da
seguinte forma: quanto maior o numero de entradas nos bracos abertos, menos
ansioso o rato foi, quanto menor o numero de entradas no brago aberto, mais
ansioso ele foi. O teste completo de cada roedor foi registrado através de uma
camera frontal Motorola 5 megapixels usando sistema de gravacao de video para
registro do experimento e contabilizado através do programa ACC Plus M

desenvolvido pelo Laboratério de Neurofisiologia da UERJ.

4.9.2 Campo vazado (CV)

O aparelho (figura 3) consiste de uma arena fechada, medindo 80 x 60 x 50,
com 20 orificios de 3 cm de diametro espacados regularmente e contendo num total
de 30 quadrantes no artefato. O aparelho ficou a 10 cm do chéo.

Este ensaio foi adotado em nosso desenho experimental, pois potenciais
alteracdes tireoideanas induzidas pelo OMC podem desencadear alteracdes
locomotoras e na busca por novidades, parametros esses que sdo avaliados no
campo vazado.

Os ratos de todos 0s grupos experimentais foram expostos a este ambiente
por um periodo de 5 minutos, podendo explora-lo livremente. Os roedores foram
testados individualmente uma Unica vez no PN26 sempre colocados para iniciar o
teste a partir da borda do artefato com o focinho voltado para a parede. A mesma
borda foi adotada para todos os animais que foram
avaliados.

Cada quadrante percorrido (espaco virtual entre um
orificio e outro) foi registrado quando o animal colocou as
guatro patas no quadrante seguinte. Foram levados em
consideracao todos os quadrantes do artefato (quadrantes

do centro e os quadrantes da borda). Enquanto que o head

dipping foi contabilizado toda vez em que o animal
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Figura 3. Campo vazado

Fonte: Acervo Pessoal



colocava o focinho dentro do orificio. Foram levados em consideracdo todos os
orificios do artefato (orificios do centro e os orificios da borda). A interpretacdo dos
resultados foi dada da seguinte maneira: quanto maior o nimero de quadrantes
percorridos pelo rato, mais hiperativo ele foi, quanto menor, mais hipoativo o rato foi.
E quanto maior o numero de vezes que rato colocou a cabeca nos orificios, mais
curioso ele foi, quanto menor o numero de vezes, menor o interesse pela busca por
novidades. O teste completo de cada roedor foi registrado através de uma camera
frontal Motorola 5 megapixels usando sistema de gravacao de video para registro do
experimento e contabilizado através do programa ACC OpF HB desenvolvido pelo

Laboratorio de Neurofisiologia da UERJ.

4.9.3 Labirinto aquético de Morris (LAM)

A arena utilizada (figura 4)

r possuia 210 cm de diametro, lateral
éj com 51 cm de altura e superficie
interior ndo reflexiva. A plataforma
situada no interior da arena
apresentava entre 10 - 12 cm de
didmetro e ficava submersa entre 1 - 2

cm abaixo da superficie da &gua

: Q | durante a etapa de aquisicédo de
Figura 4. Labirinto aquatico de Morris

Fonte: Acervo pessoal

A temperatura da agua foi mantida dentro da faixa preconizada para a

realizacdo do teste, entre 19 e 22°C.

A sala de teste continha diversas referéncias visuais, tanto as endodgenas
(portas, estantes, pia, avaliador), como aquelas que foram colocadas

intencionalmente em torno do artefato, como figuras geométricas (triangulo,
43



retangulo, etc.). As referéncias permaneceram no mesmo lugar durante todos os dias

de teste para minimizar os fatores de confuséo para os animais.

O avaliador permaneceu dentro da sala de testes, em uma posicdo fixa

durante todos os dias de avaliagéo.

Etapal - Aquisicdo de memodria:

Nesta etapa os animais foram testados a partir do PN27 durante 4 dias para
aguisicdo de memoria. Nesses quatro dias a plataforma de escape se situou sempre
no meio do quadrante sudeste no interior da piscina, submersa a 1 cm da superficie

da agua.

Antes do teste foi adicionado a dgua guache nao-téxico de cor branca a fim

de camuflar a plataforma para que o animal ndo pudesse enxerga-la.

Cada animal foi testado individualmente, realizando 4 sessdes consecutivas.
Cada sesséao representou um ponto de partida diferente para o animal. Esses pontos
de partida foram permutados durante todos os dias do teste, como mostrado na
tabela 2. Cada roedor teve 1 minuto por sessédo para encontrar a plataforma de
escape. Ao encontrar a plataforma, o tempo no cronémetro foi parado, registrado e a
partir dai o animal s6 era removido da mesma ap6s 15 segundos. Em seguida, o
rato foi secado com toalha limpa e colocado em uma caixa com lampada
incandescente para auxiliar na secagem. O animal ficou na caixa por 1 minuto e
apoés esse intervalo foi levado novamente para execucgéo da sesséo seguinte (figura
5). O roedor em cada sessao foi sempre colocado com o focinho voltado para a
borda da piscina e ao término das 4 sessfes, 0s pellets fecais deixados por ele
foram recolhidos para o ensaio do animal seguinte. Quando o animal ndo encontrava
a plataforma no intervalo de 60 segundos, este era guiado pelo avaliador até a
mesma e permanecia nela por 15 segundos. Se mesmo guiado pelo avaliador, o
animal se recusasse a chegar até a plataforma, ele era forcado a ficar nela
(MORRIS, 1984).
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Tabela 2. Pontos de partida (se¢8es) durante as duas etapas do teste.

Etapal 1° 2° 3° 4°
Dia 1 Norte Sudoeste Oeste Nordeste
Dia 2 Nordeste Oeste Sudoeste Norte
Dia 3 Oeste Norte Sudoeste Nordeste
Dia 4 Sudoeste Nordeste Oeste Norte
Etapa 2 1°

Dia5 Norte - - -

\—. Piscina

SW

O—* Plataforma

Figura 5. Desenho da piscina com plataforma e os respectivos pontos de partida dos

ratos durante a primeira etapa.
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N
\ — Piscina

Sem Plataforma

Figura 6. Desenho da piscina sem plataforma com o Unico ponto de partida dos
ratos durante a segunda etapa

Etapa 2 — Teste:

Esta etapa foi realizada em apenas 1 dia, representando o quinto dia de
ensaio, um apoés o ultimo dia da etapa de aquisicdo de memoria. Nesta etapa a
plataforma foi retirada da piscina, como mostra a figura 6, e o animal realizou
apenas uma Unica sessao, ou seja, foi solto a partir de 1 ponto de partida, sendo
definido o lado norte para todos os animais. Nesta etapa o animal continuou tendo 1
minuto para realizacdo do teste, no entanto foi avaliado o tempo em que o roedor
permaneceu no quadrante onde estava a plataforma nos 4 primeiros dias. Essa
avaliacdo foi feita posteriormente através da gravacdo do teste que foi filmado na
integra com uma camera frontal Motorola 5 megapixels usando sistema de gravacao
de video para registro do experimento. Para essa avaliacdo a piscina foi dividida em
quatro quadrantes e foi observado quanto tempo cada roedor ficou no quadrante
sudeste, ou seja, quadrante onde se situava a plataforma durante os 4 dias de
aquisicdo de memoria. O tempo foi registrado com o auxilio de um cronémetro. Apos
a realizacao do teste, o animal foi removido da piscina, secado com toalha limpa e
colocado na caixa. Os pellets fecais deixados pelo roedor em teste foram removidos
para o animal subsequente ser submetido ao mesmo (MORRIS, 1984). A figura 7
detalha todo o desenho experimental utilizado com os ratos desde o acasalamento
até os testes comportamentais.
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COLETA DE ORGAOS (CAMUNDONGOS)

Foram coletados o6rgdos do sistema imune como baco, timo e os dois
linfonodos inguinais dos camundongos. Os 6érgdos coletados foram pesados
individualmente em balanca analitica com sensibilidade de 0,0001 g da marca KN
WAAGEN e modelo FA2204B.

Apbs serem pesados, 0s 6rgados coletados foram colocados em placas de 12
pocos sobre gelo e triturados separadamente. Os pocos que continham baco e timo
receberam 1 mL de PBS + EDTA e os que continham linfonodos receberam 500 pL
de PBS + EDTA. Aliquotas de cada 6rgao foram obtidas e preparadas com diluicdes
ideais em placa de 96 pocos com solucdo de TURK. Por fim, aliquotas de 10 pL
dessas placas foram pipetadas e inseridas em Camara de Neubauer para contagem
total de esplendcitos, timocitos e linfocitos.

Outras aliquotas apenas do timo e do baco foram obtidas da suspensao
celular triturada para aquisicdo das células em citometria de fluxo. Posteriormente, a
suspensao celular foi transferida para tubos de polipropileno de 15 mL com tampa
da marca FALCON e centrifugadas a 16.100 G, a temperatura de 4°C, durante 5
minutos em centrifuga da marca HOFFMANNLAB e modelo HCL4. Apds a
centrifugacdo, o0s sobrenadantes foram desprezados e as células foram
ressuspensas em 4 mL de PBS adicionado de 3% de soro fetal bovino e 0,01% de

azida sodica.

4.10 ANALISES DA EXPRESSAO DE MARCADORES DE DIFERENCIACAO EM
TIMOCITOS E ESPLENOCITOS POR CITOMETRIA DE FLUXO

A citometria de fluxo foi utilizada para a analise dos fenoétipos dos timécitos e
esplendcitos dos camundongos submetidos aos tratamentos e de animais controle.
Apés eutanasia dos animais, o timo e o baco foram extraidos e a suspenséao celular
de cada um dos 6rgéos foi obtida ap0s trituracéo. Para avaliacdo do fenoétipo celular
foram utilizados anticorpos monoclonais contra antigenos de superficie celular.

Foram realizadas as seguintes marcacoes: anti-CD3/anti-CD4/anti-CD8 para o timo;
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anti-CD3/anti-CD4/anti-CD8 para o baco. Os cédigos descritos para 0os anticorpos
segundo a EXBIO sao 514 para CD3, 359 para o CD4 e 207 para o CD8. Como
controle, anticorpos isotipo ligados a fluoréforos especificos, foram usados para
medidas de ligacdes inespecificas. As aquisicdes das amostras foram feitas em um
Citbmetro CyFlow Space da Partec, sendo coletados 10.000 eventos para cada
tubo. As andlises foram realizadas no programa FlowMax™, empregando-se

diferentes estratégias, dependendo do fendtipo celular analisado.

4.11 MARCACAO DE SUPERFICIE DOS LINFOCITOS

Os linfécitos foram adquiridos a partir de marcadores de superficie (anticorpo
monoclonal) de forma direta. Foi realizado um pool com uma mistura de trés
anticorpos listados no quadro 1, de acordo com a amostra a ser analisada. Todos os
anticorpos foram fornecidos pela EXBIO.

Abaixo segue o quadro 1 com os anticorpos que foram utilizados na
Citometria de Fluxo bem como os fluorocromos usados e suas respectivas

caracteristicas.

Quadro 1: Anticorpos usados na marcacdo de triturado de bago e timo de

camundongos CyFlow® Space

Marcador | Fluorocromo | Excitagcdo | Emissao Parametro
de Méaxima Maxima segundo aparelho
superficie CyFlow Space da
PARTEC
Anti-CD3 PerCP-Cy 5.5 | 488 nm 670 nm FL3
Peridinin-
chlorophyll
proteins
Anti-CD8 PE 495 nm 557 nm FL2
Phycoerythrin
Anti-CD4 FITC 494 nm 517 nm FL1
Fluorescein

isothiocyanate

Fonte: PARTEC CyFlow® Space Instument Operation Manual.
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Foram utilizadas 10° células do triturado do baco ou do timo dos
camundongos. Em seguida foi adicionado os conjuntos de marcadores (anticorpo
monoclonal ligado ao fluorocromo), segundo o quadro 1 e em quantidades de acordo
com as especificacdes do fabricante. Incubou-se por 1 hora as amostras com 0s
anticorpos, na auséncia de luz e em temperatura ambiente. Como a analise foi
realizada para avaliar os linfécitos, adicionou-se em cada amostra 600 puL de solucéo
para lise de hemacias fornecida pela BD Biosciences (Lising Buffer), a qual agiu
sobre a amostra por 15 minutos. Terminado o procedimento de lise das hemacias,
as amostras receberam a adicdo de tampao PBS, para interromper a acao da lise.
Foram adicionados 500 pL de solucdo de PBS. Em seguida centrifugou-se a 447 G
por 10 minutos em centrifuga da marca HOFFMANNLAB e modelo HCL4. Apéds a
centrifugacédo o sobrenadante foi descartado e as células ressuspensas em 800 L
de PBS. A figura 8 detalha todo o desenho experimental utilizado com os

camundongos desde o0 acasalamento até a eutanasia dos roedores.
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4.12 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE NO BACO DE CAMUNDONGOS

Este experimento foi realizado com a finalidade de se avaliar se o filtro UV
OMC era toxico para as células do baco dos camundongos. Os dois camundongos
gue foram eutanasiados previamente, mencionados no item 4.1 animais, foram
conduzidos para uma cabine de fluxo laminar da marca VECO e modelo VCFS-09
para a remoc¢do dos bacos dos respectivos roedores. Deste ponto, todos os
procedimentos foram executados nesta mesma condicao.

Uma vez removidos, os dois bacgos foram prontamente triturados no interior de
microplacas apropriadas com o auxilio de um émbolo de seringa de 5 mL. O
procedimento de trituracdo foi realizado gentilmente para garantir que apenas as
células do interior do baco fossem retiradas sem a membrana externa do 6rgao. O
baco foi triturado em meio contendo RPMI puro da marca SIGMA ALDRICH a
temperatura ambiente.

A suspensdo de células obtida proveniente da trituracdo do o6rgdo foi
transferida com o auxilio de uma pipeta para um tubo da marca GREINER de 15 mL
contendo o reagente Ficoll-Paque™ Plus da marca GE HEALTHCARE BIO-
SCIENCES AB. A proporc¢éo de células para Ficoll foi de 1:1. Foram usados 4 mL da
suspensao de células para 4 mL de Ficoll. Nesse experimento o reagente Ficoll foi
utilizado pois, cria um gradiente de densidade formando fases na mistura. A fase
superior representa as células mononucleares de interesse nesse experimento.

O tubo de 15 mL foi centrifugado a 16.100 G por 20 minutos em centrifuga da
marca HOFFMANNLAB e modelo HCL4 para que a diferenca entre as fases ficasse
mais evidente. ApGs o término do processo de centrifugacdo foi possivel observar a
olho nu a formagédo de um anel de células no interior do tubo. Essas células
mononucleares foram coletadas cuidadosamente com o auxilio de uma pipeta de
1.000 pL efetuando movimentos circulares e transferidas para um tubo de 15 mL
contendo 4 mL de RPMI puro. Esse tubo foi centrifugado novamente a 16.100 G por
10 minutos.

Enquanto a etapa de centrifugagcéo ocorria, 1 microtubo de polipropileno com
tampa de 2 mL da marca Eppendorf contendo 996 puL de RPMI + soro fetal bovino a

10% (R10) da marca SIGMA ALDRICH e 4 pyL do filtro solar OMC foi
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homogeneizado em um equipamento Sonicador da marca Ultrasonic Cleaner e
modelo USC 1400 por 30 minutos.

Apébs o término da centrifugacéo, o sobrenadante do tubo foi descartado. Em
seguida o pellet contido no interior do tubo rico em mondcitos e linfocitos foi
ressuspenso em 1 mL de RPMI puro. Uma diluicdo de 1:100 foi realizada para
contagem das células em Cémara de Neubauer da marca KASVI. A leitura foi
realizada em microscopio 6ptico da marca OLYMPUS, modelo BH2, com uma
objetiva de 40x e o registro do numero de células foi contabilizado em contador
manual de células da marca ION modelo ION 1026.

Em seguida preparou-se uma placa de 96 pocos da marca FALCON e
fabricante BECTON DICKINSON para receber as células do baco e o filtro solar
OMC nas diversas concentra¢des. Cada poco na placa recebeu 1x10° células com
meio R10 da marca SIGMA ALDRICH e o volume de células foi ajustado de acordo
com o numero encontrado contabilizado no microscépio. Para mais detalhes de
como foi montada a placa de 96 pocos, veja a figura 9.

O tubo que foi levado ao sonicador por 30 minutos (Solucdo Mae), foi
aliguotado para mais 6 microtubos de 2 pL (Solucdes Filhas) em volumes pré-
definidos correspondentes as 6 concentracdes de OMC que foram utilizadas no
ensaio. Para mais detalhes de como foram obtidas as concentracbes de OMC, veja
a figura 10.

Os grupos de exposicao utilizados no experimento foram os seguintes:

- Meio R10 + células (controle negativo);

- 400 pg/mL de OMC + meio R10 + células;

- 200 pg/mL de OMC + meio R10 + células;

- 100 pg/mL de OMC + meio R10 + células;

- 50 pg/mL de OMC + meio R10 + células;

- 10 pg/mL de OMC + meio R10 + células;

- 1 pg/mL de OMC + meio R10 + células.

Em seguida, 200 uL de cada microtubo foram pipetados em quadruplicata nos

seus respectivos pocos na placa ja contendo células com meio R10.
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Efetuou-se o calculo da curva de concentragcdes de células.

BACO

1 2 [3 |4 |5 |6 |7 10 11 | 12
CONTROLE 400 | 200 | 100 | 50 10 1 Curva
WO |HO | Mg | MO | MO | HO (10°)

A 2

B 1

C 0,5

D 0,25

E Branco

r

G

H

OBSERVACAO: A/B/C/D = BACO

Figura 9. Esquema da placa de 96 pocos do ensaio de citotoxicidade em baco de camundongos. Os
grupos experimentais foram realizados em quadruplicata como mostra a figura em destaque no
esquema acima. Os grupos experimentais foram divididos em meio+células ou meio+ células com 6
concentracdes de OMC: 400, 200, 100, 50, 10 ou 1 pg. Além disso, uma curva de células foi realizada
com as concentracgdes de 2, 1, 0,5,0,25 e branco.
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Solucéio Mae 996 pL R10 + 4 pL de OMC

C=4mg/mL

1 mL de solucéo (1.000 pL)

400 pg/mL

200 pg/mL

100 pg/mL

50 pg/mL

10 pg/mL

_

Solucbes Filhas

Solucéo Neta

2,5 pl de OMC
997,5 pL de R10

(10 pg/mL)

100 pL

1 pg/mL

Figura 10. Esquema para obtencéo das concentracdes individualizadas do filtro solar OMC.
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Apos tal procedimento a placa de 96 pocos foi levada para uma estufa de CO,
da marca THERMO FISHER SCIENTIFIC e modelo 3425 por 44 horas para ser
incubada a 37°C. Apos as 44 horas de incubacéo, a placa de 96 pocos foi retirada
da estufa e levada novamente para a cabine de fluxo laminar. Na cabine com as
luzes apagadas, foi adicionado 22 L do reagente MTT da marca SIGMA ALDRICH
a 5 mg/mL em todos os pocos na placa. A placa foi coberta com papel aluminio da
marca THERMOPRAT devido a fotossensibilidade do MTT e levada novamente para
incubacédo na estufa de CO, por mais 4 horas a 37°C.

Apos as 4 horas de incubacao a placa foi retirada da estufa e centrifugada em
uma centrifuga apropriada para placas de 96 pocos da marca HT e modelo CN 5400
a 15.093 G por 5 minutos.

Apos o término da centrifugacdo, todo o sobrenadante foi removido e
adicionou-se 150 pL do reagente DMSO da marca SIGMA ALDRICH para
dissolugdo do precipitado. Em seguida a placa foi deixada em repouso por 10
minutos.

Por fim, a placa foi analisada em um espectrofotbmetro da marca VERSA
MAX e modelo CA94089 em um comprimento de onda de 550 nm com uma
programacao de 10 segundos de agitacao utilizando o programa SOFT MAX PRO
para Windows 2000.

4.13 AVALIACAO DA ATIVIDADE MITOCONDRIAL NO BACO DE CAMUNDONGO

Este experimento foi realizado para confirmar os resultados observados no
ensaio de citotoxicidade, uma vez que avaliamos o efeito do OMC sobre células
mononucleares (linfécitos e mondcitos) no ensaio de citotoxicidade, realizamos o
ensaio de atividade mitocondrial para investigar se 0 OMC apresentava toxicidade
para uma subpopulacao celular especifica, no caso para os linfocitos T, devidamente

extratificados neste experimento.
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4.13.1 Procedimentos para sensibilizacdo com anti CD3

Vinte e quatro horas antes da realizacdo do ensaio de proliferacdo celular,
uma placa de 96 pocos da marca FALCON e fabricante BECTON DICKINSON foi
sensibilizada (utilizando 20 pocos conforme esquema na figura 11) com anticorpo
purificado anti CD3 da marca EXBIO.

Em seguida filtrou-se o reagente PBS puro 0,01M da marca SIGMA ALDRICH
em um volume suficiente para cobrir o fundo dos pocos da placa que seriam
utilizados no ensaio.

A etapa seguinte foi diluir o anticorpo anti CD3 na concentracdo de 10 pug/mL
no PBS previamente filtrado em filtro de seringa Milipore 0,22 um. Apds realizado tal
procedimento, a solucdo foi homogeneizada em vortex da marca PHOENIX
LUFERCO e modelo AP59.

Em seguida transferiu-se o volume de 25 pL/poco do anticorpo em questao
para seus respectivos pocos na placa.

Pipetou-se um volume arbitrario de PBS filtrado entre os pocos na placa como
estratégia para dificultar a evaporacdo nos po¢os com as amostras.

Por fim a placa foi levada para incubagdo em uma estufa de CO, da marca
THERMO FISHER SCIENTIFIC e modelo 3425 por 24 horas.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 |10 11 |12
Meio | Meio | 1pg 10pg | 100 pg | 200 pg Curva
-CD3 | +CD3 | OMC | OMC | OMC | OMC (10°%)
A
B 4
C 2
s |° !
S
E 0,5
F 0,25
G Branco
H

Figura 11. Esquema da placa de 96 pocos do ensaio de atividade mitocondrial no baco de
camundongos. Cada grupo experimental foi feito em quadruplicata como mostra a regido em
destaque no esquema acima. Os grupos experimentais foram divididos em Meio+células sem o
estimulo anti CD3 (-CD3); Meio+células com o estimulo anti CD3 (+CD3); Meio+células com CD3 + 4
concentracdes de OMC: 1, 10, 100 ou 200 pg. Além desses grupos foi também montada uma curva

de células com as concentragdes de 4, 2, 1, 0,5, 0,25 x 10° células e branco
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4.13.2 Procedimentos para a obtencdo das concentracées de OMC

Todos os procedimentos para a realizagdo do ensaio de atividade
mitocondrial foram 0os mesmos executados no ensaio de citotoxicidade desde o
inicio do método até o procedimento de contagem das células do baco na camara de
Neubauer em microscopio éptico (ver item 4.13).

A partir daqui, por conseguinte, foram preparados 6 tubos Eppendorfs de 2
mL sendo dois deles contendo meio R10 e células e os quatro tubos restantes
contendo as 4 concentra¢cdes do OMC (1, 10, 100 e 200 pg/mL) mais meio R10 e
células. Para mais detalhes de como foram obtidas as concentra¢cdes de OMC, veja
a figura 12. Esses eppendorfs foram incubados em uma estufa de CO, a 37°C da
marca THERMO FISHER SCIENTIFIC e modelo 3425 por 1 hora.

ApoOs o tempo de incubacao pipetou-se 200 uL em quadruplicata das diversas
concentracbes dos Eppendorfs em seus respectivos po¢os na placa previamente
sensibilizada com anti CD3.

Efetuou-se o célculo da curva de concentracdes de células.

Por fim a placa foi levada a estufa de CO, a 37°C por 92 horas.
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Solucéo Mée 996 pL R10 + 4 yL de OMC
C =4 mg/mL

1 mL de solucéo (1.000 pL)

/\ 2o 2,5 L

50 L
25 uL/ \
- — _— Rt
g il
2,5 yuL de OMC +
997,5 uL de R10
(20 pg/mL)
200 pg/mL 100 pg/mL 10 pg/mL
100 pL
Solucdes Filhas VL
1 pg/mL

Solucéo Neta

Figura 12. Esquema para obten¢éo das concentrac¢des individualizadas do filtro solar OMC.
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4.13.3 Procedimentos para adicdo do MTT e revelacéo da placa

Apébs as 92 horas de incubacgédo, a placa de 96 pocos foi retirada da estufa e
levada para leitura em um microscopio invertido bem como registro fotografico. As
fotos foram feitas utilizando uma camera FULL HD TRUE VALUE HDMI 1080p com
lente de 0,5x apropriada para microscopio biolégico invertido, marca LEICA
MICROSYSTEMS e modelo 521227 com objetiva de 10x. Apds o registro das
imagens, a placa foi levada novamente para a cabine de fluxo laminar. Na cabine
com as luzes apagadas, foi adicionado 22 pL do reagente MTT da marca SIGMA
ALDRICH a 5 mg/mL em todos os pocos na placa. A placa foi coberta com papel
aluminio da marca THERMOPRAT devido a fotossensibilidade do MTT e levada
novamente para incubacédo na estufa de CO, por mais 4 horas a 37°C.

Daqui por diante, todos os procedimentos para a continuidade do ensaio,
envolvendo as etapas de centrifugacdo, remocdo do sobrenadante e adicdo do
DMSO para solubilizacdo do precipitado bem como a leitura da placa no
espectrofotometro, foram realizados igualmente com a mesma metodologia

empregada no ensaio de citotoxicidade (ver item 4.13).

4.14 AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR NO BACO DE CAMUNDONGOS

Este experimento foi realizado para confirmar se o OMC efetivamente exerce
efeitos sobre a proliferacéo celular de linfécitos T, uma vez que o ensaio de atividade

mitocondrial sugere potencial toxicidade indireta sobre a proliferacéo celular.

4.14.1 Procedimentos para sensibilizacdo com anti CD3

Os procedimentos para a sensibilizacdo com anti CD3 foram idénticos aos
realizados no ensaio de atividade mitocondrial (ver item 4.14.1).
O esquema da placa sensibilizada com o anti CD3 com as respectivas

exposicoes aparece na figura 13.
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
Meio Meio | Meio | Meio Meio Meio Meio Meio Meio | Meio
-Cb3 | +CD3 | +CD3 | +CD3 +CD3 | +CD3 +CD3 +CD3 +CD3 -
- - lpg | 10pg | 100pg | 1pg | 10pg | 100 pg - -
- - OoMC | oMC omcC OoMC | oMC omcC - -
- - - - - T4 T4 T4 T4 T4

BACO

Figura 13. Esquema da placa de 96 pocos do ensaio de Proliferacdo celular com CFSE no baco de

camundongos. Cada grupo experimental foi feito em quadruplicata como mostra a regido em

destaque no esquema acima. Os grupos experimentais foram divididos em Meio+células sem o

estimulo anti CD3 (-CD3); Meio+células com o estimulo anti CD3 (+CD3); Meio+células com CD3 + 3

concentragdes de OMC: 1, 10 ou 100 ug; Meio+células com CD3 + 3 concentracbes de OMC: 1, 10

ou 100 pg + T4 10 M; Meio+células com o estimulo anti CD3 (+CD3) + T4 10 M; Meio+células sem
o estimulo anti CD3 (-CD3) + T4 10™ M.
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4.14.2 Procedimentos para o preparo do filtro solar OMC e T4

Todos os procedimentos para a realizacdo do ensaio de proliferacdo celular
foram 0os mesmos executados no ensaio de citotoxicidade desde o inicio do método
até o procedimento de contagem das células do bagco na cdmara de Neubauer em
microscopio Optico (ver item 4.13).

A partir daqui, por conseguinte, apés as células terem sido isoladas no
gradiente e contadas, foi adicionado 2 pL do reagente CFSE (estoque 5 mM) da
CellTrace™ Cell Proliferation Kits. O CFSE é um reagente que prontamente se
difunde dentro das células ligando-se covalentemente as aminas intracelulares e
emitindo uma fluorescéncia. A medida em que ocorre a proliferacdo celular, essa
fluorescéncia vai diminuindo, uma vez que o reagente CFSE comeca a ser dividido
também com as novas células geradas.

Foi adicionado 1 mL de PBS a esta solucio de CFSE e levada a
centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes anteriormente descritas. Apds o término da
centrifugacéo, o sobrenadante é descartado e novamente adicionou-se 1 mL de PBS
para a lavagem do CFSE. Pela segunda vez o CFSE foi centrifugado. Apés o fim do
processo 0 sobrenadante foi descartado e adicionado 1 mL de R10 para
resuspender as células e centrifugado pela terceira vez. Apés a centrifugacado, as
células com CFSE a 10 uM estéo prontas para serem usadas.

Em seguida foram preparados 10 tubos Eppendorfs de 2 mL sendo dois deles
contendo meio R10 e células, 3 tubos contendo as 3 concentracdes do OMC (1, 10 e
100 pg/mL) mais meio R10 e células, 3 tubos contendo as 3 concentracdes do OMC
(1, 10 e 100 pg/mL) + 2 pL de T4 + meio R10 e células, 2 tubos contendo apenas
T4. Para mais detalhes de como foram obtidas as concentracbes de OMC, veja a
figura 14. OBS: Cada tubo recebeu 100 pL de células com CFSE.

Essas substancias ficaram durante 30 minutos em seus respectivos tubos em
contato com as células.

ApoOs esse tempo pipetou-se 200 uL em quadruplicata dos diversos tubos em
seus respectivos pogos na placa previamente sensibilizada com anti CD3.

Por fim a placa foi levada a estufa de CO, a 37°C por 72 horas.
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Apoés as 72 horas de incubacao, a placa de 96 pocos foi retirada da estufa, e

com o auxilio de ponteiras individualizadas para cada grupo experimental, o fundo

dos pocos foi raspado, 200 pL de células foram pipetados e solubilizados em 800 pL

de PBS num tubo de ensaio apropriado para Citometria de Fluxo. Por fim a

aquisicao das amostras contidas em seus respectivos tubos de ensaio foi realizada

no Citbmetro CyFlow Space da Partec, sendo coletados 10.000 eventos para cada

tubo. As anélises foram realizadas no programa FlowMax™.

OoMC

C=4mg/mL

Solugdo Mae 1992 pL R10 + 8 L de

1 mL de solucéo (2000 pL)

100 pg/mL

10 pg/mL

2,5puL

N

-

2,5 uL de OMC +
997,5 uL de R10

(20 pg/mL)

100 pL

Solucbes Filhas

1 pg/mL

Solucdo Neta

Figura 14. Esquema para obtencéo das concentracdes individualizadas do filtro solar OMC.
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4.15 ANALISE ESTATISTICA

Todas as distribuicdes de dados foram avaliadas quanto a normalidade pelo
teste de Kolmogorov-Smirnof. Para essa avaliacdo, um valor de p maior que 0,1
indica que os dados se distribuem normalmente. Para dados com distribuicdo
normal, foram calculados médias e erro padrdo da média. Para a avaliacdo do
ganho de peso, foi realizada ANOVA de medidas repetidas, com sexo e grupo como
fatores de repeticdo entre os sujeitos. Para dados com distribuicdo livre, foram
realizadas analises estatisticas apropriadas para cada tipo de dado. A variavel
abertura de olhos foi analisada por meio do teste do Qui-quadrado. Para todos os
testes, valores de p menores que 0,05 foram considerados como tendo significancia
estatistica. Para analise estatistica dos dados de peso dos 6rgdos, celularidade,
contagem total e diferencial de leucdcitos, citometria de fluxo, foi utilizada a analise
de variancia ANOVA ONEWAY, seguida de pos-hoc Dunnett enquanto que para
citotoxicidade, atividade mitocondrial e proliferagdo celular pos-hoc Tukey para
avaliacao da diferenca entre os grupos. Foi considerado o nivel de significancia de p
< 0,05.

As andlises estatisticas foram realizadas por meio dos programas Graph Pad
Prism 5 e SPSS verséao 15.0 para Windows.
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5 - RESULTADOS

5.1 PERCENTUAL DE SOBREVIVENCIA (RATOS)

Com o objetivo de se definir a dose do filtro solar OMC a ser administrado nos
ratos a partir do dia pos-natal 5 (PN5), um estudo piloto foi realizado. Nele foram
testadas as seguintes doses: 500, 1.000 e 1.500 mg/kg/dia. Neste ensaio foi
observado que a dose de 1.500 mg/kg/dia resultou na mortalidade de 100% dos
ratos a partir do segundo dia de exposicdo. J& a dose de 1.000 mg/kg/dia foi
responsavel pela morte da metade dos roedores deste grupo a partir do terceiro dia
de exposicdo enquanto que a dose de 500 mg/kg/dia neste estudo ndo acarretou
gualquer morte durante os 18 dias de exposicdo como mostra o grafico 1. A partir
desse estudo piloto, a dose de 500 mg/kg/dia foi adotada como Unica na execucao
do protocolo experimental propriamente dito.

CO

OMC 500 ma/kg
OMC 1000 mg/kg
OMC 1500 mg/kg

Pttt

Sobrevivéncia (%)

A

0 5 10 15 20
Dias

Grafico 1. Porcentagem de sobrevivéncia de ratos a partir do PN5 de ambos os sexos expostos
ao OMC em diferentes concentra¢gdes, 500, 1.000, ou 1.500 mg/kg/dia, administrado oralmente
durante o periodo lactacional. N minimo = 7.
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5.2 PARAMETROS DO DESENVOLVIMENTO

Diariamente o desenvolvimento dos ratos filhotes de ambos os sexos foi
acompanhado durante o periodo lactacional (PN5 ao PN23). Nesta etapa, foram
registrados o0s seguintes parametros: dia do crescimento de pelos, erupcdo dos
incisivos e abertura total de ambos os olhos. Nao foram observadas alteracbes nos
parametros crescimento de pelos e erupcdo dos incisivos para 0s grupos PTU e
OMC com relacao ao grupo controle (tabela 3). Contudo, com relacdo a abertura de
olhos, tanto o grupo PTU quanto o OMC apresentaram atraso com relacdo ao grupo

oleo de milho. Essa diferencga foi estatisticamente significativa.

O atraso na abertura de olhos j& foi correlacionado na literatura ao atraso no
neurodesenvolvimento, sendo ja demonstrado que roedores com desregulacao

tireoidiana apresentam atraso neste parametro.

A andlise estatistica através do teste do quiquadrado mostrou que 72,20%
dos animais do grupo 6leo de milho tendem a abrir os olhos depois do pés-natal 14,
enquanto que 93,50% dos animais OMC abrem os olhos ap6s esse periodo pés-
natal (tabela 3), sugerindo atraso neste importante indicador do

neurodesenvolvimento.
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Tabela 3. Efeito da exposicao ao OMC sobre a frequéncia do crescimento de pelos,

erupcéo dos incisivos, abertura de olhos de ratos lactentes de ambos 0s sexos.

PARAMETROS CRESCIMENTO ERUPCAO ABERTURA
DE PELOS DOS INCISIVOS DE OLHOS
GRUPO Antes | Depois Antes Depois = Antes Depois
PN8 PN8 PN12 PN12 PN14 PN14
CONTROLE Contagem 18 1 16 2 5 13
% dentro | 94,74 5,26 88,90 11,10 27,80 72,20
GRUPO
PTU 4 mg Contagem 17 0 11 7 0 18*
% dentro | 100 0 61,10 3890 O 100*
GRUPO
OMC 500 mg Contagem 37 0 25 11 2 29*
% dentro | 100 0 69,40 30,60 6,50 93,50*
GRUPO

Dados sado mostrados como porcentagem do nimero de animais por grupo. N minimo = 17 por grupo
por sexo. (Pearson Quiquadrado 120,69; gl =
estatisticamente significativas quando p< 0,05 (*).

4; p < 0,001). Diferencas foram consideradas
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5.3 GANHO DE PESO

Com o propésito de avaliar a toxicidade do OMC, os animais foram pesados
diariamente para verificar os efeitos da exposicéo a este filtro UV sobre o ganho de
peso no periodo lactacional. O registro de peso diario dos filhotes revelou que o
ganho de peso dos animais do grupo OMC 500 mg/Kg de ambos o0s sexos foi
significativamente menor quando comparado aos ratos do grupo éleo de milho como
€ evidenciado no grafico 2 e 3 abaixo. O mesmo fendmeno foi observado para o

grupo PTU 4 mg/Kg. Contudo, o efeito foi mais tardio no grupo PTU.

70 -

Machos

50 4

) ,

‘c-)" % —4=—0leo de milho

@ 30 4 —=—PTU 4 mg/Kg

o OMC 500 mg/Kg
20 |
10

5 6 7 8 9 10111213 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23

Pds-natal (dias)

Grafico 2 - Ganho de peso durante o periodo lactacional de ratos durante 18 dias de
exposicdo ao OMC. Dados sdo mostrados como média + EPM do peso. Animais foram
pesados diariamente. N minimo = 31 por grupo por sexo. ANOVAr mostrou que 0s animais do
grupo OMC 500 mg/Kg de ambos 0s sexos apresentaram um ganho menor de peso com
relagdo ao grupo 6leo de milho durante os 18 dias de administracéo para ambos os sexos. As
diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05 (*).
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Grafico 3 - Ganho de peso durante o periodo lactacional de ratas durante 18 dias de
exposicdo ao OMC. Dados sdo mostrados como média + EPM do peso. Animais foram
pesados diariamente. N minimo = 31 por grupo por sexo. ANOVAr mostrou que os animais do
grupo OMC 500 mg/Kg de ambos os sexos apresentaram um ganho menor de peso com
relagdo ao grupo 6leo de milho durante os 18 dias de administracdo para ambos os sexos. As
diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05 (*).
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5.4 DOSAGEM HORMONAL

Com a finalidade de comprovar os dados da literatura que apontam o OMC
como potencial desregulador tireoideano, a dosagem sérica de T4 total foi realizada
no PN23. Nela foi observada que a exposicdo dos ratos no periodo lactacional ao
OMC desencadeou uma reducdo nos niveis séricos de tiroxina total comparado aos
animais do grupo controle, o que € indicativo que 0s animais expostos ao filtro solar
exibem um perfil de hipotiroxinemia (Gréafico 4). Os niveis de T4 total dos roedores
do grupo OMC foram de aproximadamente 5 pg/dL, enquanto que os animais do
grupo controle apresentaram niveis em cerca de 6,25 pg/dl, havendo portanto

reducdo de 20% nos niveis do hormonio tireoideano.

7.5

1

n
=
|

g
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|

T4 Total {pgfdL)

a.a
co DM

Gréfico 4. Niveis séricos de tiroxina (T4 total) de ratos de ambos os sexos através de Kit RIA. Dados
sdo mostrados como média + EPM de T4 total (ug/dL). N minimo = 7 por grupo por sexo. A analise
estatistica foi realizada utilizando o teste t student. p valor = 0,0135. As diferencas foram
consideradas significativas quando p< 0,05 (*).
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5.5 ANALISE BIOQUIMICA E HEMATOLOGICA

Com a finalidade de avaliar se as alteracdes séricas na tiroxina total
impactariam em parametros bioguimicos e hematoldgicos, um painel completo foi

obtido para andlise dos ratos expostos ao OMC.

Essa andlise integrativa envolveu parametros de funcionamento hepatico,
renal, bem como glicose, proteinas totais, colesterol e hemograma completo. Nossos
resultados ndo revelaram nenhuma alteracdo significativa do grupo OMC com
relacdo ao grupo controle negativo para ambos o0s sexos em nenhum dos

parametros bioquimicos investigados como mostra a Tabela 4 abaixo.

co PTU OMC
Glicose M 145,7 + 39,60 154,9 + 18,6 146,2 +
F 145,90 + 25,31 151,6 + 23,74 148,92 +
Uréia M 37,50 + 16,70 47,4 + 13,8 29 +
F 38,80 + 14,65 46,5 + 11,21 34,27 +
Creatina M 921,10 + 1043,60 1583,8 + 16349 1132,2 +
F 1408,60 + 1155,12 1040,8 + 677,06 2269,25 +
Creatinina M 0,30 + 3,07 0,3 + 3,06 0,2 +
F 0,20 + 3,04 0,2 + 2,88 0,36 +
Albumina M 2,30 + 3,48 2,2 + 3,15 2,2 +
F 2,20 + 3,07 2,2 + 3 2,08 +
Asp-AminT M 102,80 + 50,95 127,7 + 89,3 113,7 +
F 124,10 + 49,13 126,1 + 46,8 155,2 +
Alan-AminT M 40,20 + 23,00 33,2 + 24,04 56,7 +
F 46,60 + 18,04 38,6 + 15,18 59,88 +
Ptns Tot M 4,20 + 4,23 4,3 + 3,99 4,2 +
F 4,10 + 3,88 4,2 + 3,71 4,19 +
Acido Urico M 1,50 + 4,74 2,1 + 3,79 1,3 +
F 1,60 + 4,41 1,8 + 4,00 1,58 +
Colesterol M 76,00 + 35,40 182,7 + 87 88,2 +
F 79,90 + 18,95 168,3 + 67,34 88,28 +
Fosfat Alc M 248,40 + 141,30 182,7 + 90,51 215,8 +
F 270,40 + 41,72 171,4 + 29,19 207,93 +

24,54
32,15
11,22
8,72
1121,09
2189,84

3,05
4,1
2,95
4,18
64,92
154,06
47,99
33,65
4,29
4,75
5,19
5,54
23,24
21,89
86,26
73,77

Tabela 4. Andlise bioquimica sérica de ratos de ambos os sexos no PN23 expostos ao Controle, PTU
4mg/Kg ou OMC 500 mg/Kg durante o periodo lactacional. Dados sdo mostrados como média + EPM do
parametro avaliado. N minimo = 6 por grupo por sexo. A andlise estatistica foi realizada utilizando o teste

ANOVA seguido do teste Dunnett. As diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05 (*).



Com a finalidade de se obter um painel hematoldgico, realizamos um
hemograma completo no PN23 nos ratos expostos ao filtro solar durante o periodo
lactacional mostrado na Tabela 5. Em muitos dos experimentos realizados em nosso
laboratorio observamos uma alteracdo na viscosidade do sangue de roedores
expostos ao PTU ou ao filtro solar OMC. Nossos resultados mostraram que 0
namero de plaquetas das fémeas expostas ao OMC com relacdo ao grupo controle
negativo reduziram de forma significativa, mais especificamente uma reducédo de
aproximadamente 27%. O mesmo efeito foi observado com relacdo ao parametro
WBC, onde houve uma reducao nas fémeas expostas ao filtro solar frente ao grupo
controle. O WBC refere-se a contagem de leucocitos envolvendo neutrdfilos,
basofilos, eosindfilos e linfcitos. A avaliagdo mostrou que a exposic¢ao ao filtro solar
reduz significativamente os leucdcitos apenas das fémeas comparadas ao grupo

controle, especificamente uma reducdo de aproximadamente 36%.

co PTU OMC
RBC M 546 + 008 547 + 0.2 5,35 + 0,22
F 566+ 008 541 + 02 5,24 + 0,22
HGB M 1022 + 022 950 + 0,15 9,95 + 0,62
F 1020 + 038 952 + 03 1027 + 0,33
HCT M 3382 + 047 3138 + 0,16 32,73 + 2,27
F 3428 + 126 3097 + 1,13 32,75 + 1,19
MV M 61,96 + 1,24 57,72 + 2,09 6130 + 3,67
F 61,97 + 1,34 5730 + 153 62,88 + 1,75
MCH M 1874 + 0,58 17,50 + 0,85 18,65 + 0,72
F 1845 + 040 17,67 + 0,63 19,67 + 0,19
MCHC M 30,17 + 047 3026 + 045 30,45 + 0,88
F 2980 + 0,06 30,82 + 039 3135 4 0,77
WBC M 347 + 037 406 + 064 433 + 1,18
F 470 + 065 3,87 4+ 049 3,00 4+ 0,48
PLAQUETA M 918,17 + 62,86 101650 + 82,58 839,00 + 81,45
F 991,86 + 5877 95390 + 71,89 723,71* 4 55,10

Tabela 5. Andlise hematoldgica do sangue total de ratos de ambos 0s sexos no PN23 expostos ao
Controle, PTU 4mg/Kg ou OMC 500 mg/Kg durante o periodo lactacional. Dados sao mostrados
como média + EPM do parametro avaliado. N minimo = 4 por grupo por sexo. A anélise estatistica
foi realizada utilizando ANOVA seguida do pés-teste Dunnett. As diferencas foram consideradas
significativas quando p< 0,05 (*).
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5.6 TESTES COMPORTAMENTAIS

5.6.1 LABIRINTO EM CRUZ ELEVADO (LCE)

O teste do labirinto em cruz elevado foi selecionado para o0s ensaios
comportamentais com a finalidade de investigar possiveis alteracdes de ansiedade
desencadeadas pela exposicao ao filtro solar OMC durante a lactacdo. Neste teste
nao foram observadas alteracbes significativas nos ratos de ambos 0S sexos
expostos ao OMC guando comparados aos animais do grupo controle com base nos
parametros investigados no teste. Contudo, foi observado um aumento significativo
no namero de entradas nos bracos abertos dos ratos do grupo PTU comparados aos
animais do grupo controle. A diferenca foi de aproximadamente 100% e o resultado

demonstra que o PTU reduziu a ansiedade dos machos (grafico 5).
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Grafico 5 - Teste do labirinto em cruz elevado em ratos no dia PN25. O grafico A representa os
machos e o B as fémeas. Dados sdo mostrados como média + EPM. N minimo = 12 por grupo por
sexo. Andlise estatistica utilizada foi o teste ANOVA com o pés-teste Dunnett. Machos (F=5,207;
gl=2; p<0,0604) e Fémeas (F=1,318; gl=2; p<0,9142). Diferencas foram consideradas significativas
guando p< 0,05 (*).
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5.6.2 CAMPO VAZADO (CV)

O teste do campo vazado foi selecionado para 0s ensaios comportamentais
com o0 objetivo de investigar possiveis alteracbes na atividade locomotora
desencadeadas pela exposicao ao filtro solar OMC durante a lactacdo. Neste teste
observamos que apenas os machos do grupo OMC apresentaram maior nimero de
guadrantes percorridos que os ratos do grupo controle. Esses quadrantes foram
registrados como uma medida de deambulacao realizada por esses roedores. Essa
diferenca foi estatisticamente significativa. O grafico 6A mostra que os ratos do
grupo OMC deslocaram-se aproximadamente 33% mais que os roedores do grupo
controle. O fato dos animais do grupo OMC terem se deslocado mais que os do
grupo controle sugere que o filtro solar em questdo induziu um perfil de

hiperatividade nesses roedores.
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Grafico 6 - Teste do campo vazado em ratos no dia PN26. O gréafico A representa a deambulacao
dos machos e B a deambulagdo das fémeas. Dados sdo mostrados como média + EPM. N minimo =
12 por grupo por sexo. Analise estatistica utilizada foi o teste ANOVA com o pds-teste Dunnett.
Machos (F=4,342; gl=2; p<0,0198) e Fémeas (F=4,569; ¢l=2; p<0,4232). Diferencas foram

consideradas significativas quando p< 0,05 (*).
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Além da atividade locomotora, o teste do campo vazado foi selecionado para
investigar a neofilia, que é a busca por novidade do roedor. A finalidade foi avaliar se
a exposicao ao filtro solar OMC durante a lactacdo modula de alguma forma este
comportamento. A andlise deste parametro demonstrado no grafico 7 ndo revelou
nenhuma alteracdo estatisticamente significativa dos animais expostos ao OMC
guando comparado ao controle para ambos os sexos no head diping (o ato de olhar
no interior dos orificios do artefato). O resultado sugere que a exposicdo ao OMC

nao interferiu com a curiosidade dos roedores de ambos 0S sexos.
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Gréfico 7 - Teste do campo vazado em ratos no dia PN26. O gréfico A representa o head diping dos
machos e B 0 head diping das fémeas. Dados sdo mostrados como média + EPM. N minimo = 12 por
grupo por sexo. Andlise estatistica utilizada foi o teste ANOVA com o pos-teste Dunnett. Machos
(F=2,455; gl=2; p<0,1262) e Fémeas (F=1,316; gl=2; p<0,5627). Diferencas foram consideradas

significativas quando p< 0,05 (*).
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5.6.3 LABIRINTO AQUATICO DE MORRIS (LAM)

Este teste comportamental foi realizado com o objetivo de avaliar alteragbes
cognitivas que envolvem essencialmente memoaria e aprendizagem que podem ter
sido moduladas em funcédo da desregulacéo tireoideana. Este teste é dividido em

duas etapas que visam checar esses parametros.

5.6.3.1 Etapa de aquisicao de memdria (aprendizagem)

A etapa de aquisicdo de memoéria evidenciou que todos os grupos de
exposicao adquiriram memoéria ao longo dos dias, uma vez que o0 tempo para
encontrar a plataforma foi reduzindo gradativamente ao longo dos 4 dias desta
etapa. Exceto os ratos machos do primeiro ao segundo dia do grupo PTU que
parecem ndo ter adquirido memdria neste dia. Houve diferengas estatisticamente
significativas entre todos os grupos expostos no 4 dia de teste. Tal fenébmeno foi

observado em ambos os sexos (Gréafico 8 e 9).
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Grafico 8 — Teste do labirinto aquatico de Morris em ratos no PN27, 28, 29 e 30 que receberam 0leo
de milho (CO), PTU 4 mg/Kg/dia ou OMC 500 mg/Kg/dia durante a amamentacdo. Machos durante a
etapa de aquisicdo de memoéria. Dados sdo mostrados como média + EPM do tempo para encontrar a
plataforma. N minimo = 12 por grupo por sexo. Andlise estatistica foi realizada através de ANOVAr

para os 4 primeiros dias de teste. Diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05 (*).
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Gréfico 9 — Teste do labirinto aquatico de Morris em ratos no PN27, 28, 29 e 30 que receberam 6éleo
de milho (CO), PTU 4 mg/Kg/dia ou OMC 500 mg/Kg/dia durante a amamentac¢do. Fémeas durante a
etapa de aquisicdo de memoria. Dados sédo mostrados como média + EPM do tempo para encontrar a
plataforma. N minimo = 12 por grupo por sexo. Andlise estatistica foi realizada através de ANOVAr

para os 4 primeiros dias de teste. Diferengas foram consideradas significativas quando p< 0,05(*).
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5.6.3.2 Teste de memoria no LAM (5°dia)

No quinto dia foi realizado o teste propriamente dito e foi observado que nao
houve diferencas significativas entre o grupo OMC versus o0 grupo controle para
ambos os sexos. Evidenciando assim, que a exposi¢cdo ao filtro solar durante o
periodo lactacional ndo interferiu na memoria dos ratos. Contudo, o controle positivo
PTU para ambos 0s sexos mostrou-se sensivel para avaliacdo de memoaria no teste
do Labirinto Aquatico de Morris, uma vez que foi observado um tempo de
permanéncia significativamente reduzido no quadrante onde se encontrava a

plataforma comparado ao grupo controle (Gréfico 10).
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Gréfico 10 - Dia do teste propriamente dito no labirinto aquatico de Morris em ratos de ambos os
sexos no PN31 que receberam 6leo de milho (CO), PTU 4 mg/Kg/dia ou OMC 500 mg/Kg/dia durante
a amamentacdo. Dados sdo mostrados como média + EPM do tempo em que o animal ficou no
qguadrante onde a plataforma se encontrava na etapa de aquisicdo de memoéria. N minimo = 12 por
grupo por sexo. Analise estatistica foi realizada através de ANOVAr para o quinto dia de teste.
Diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05(*).
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5.7 PARAMETROS DO DESENVOLVIMENTO (CAMUNDONGOS)

Esta analise foi realizada para avaliar se a exposicao indireta através do leite
materno geraria efeitos semelhantes aos observados pela exposicdo direta.
Diariamente o desenvolvimento dos filhotes de ambos os sexos foi acompanhado
durante o periodo lactacional. Nesta etapa foram registrados o0s seguintes
parametros: dia do descolamento das orelhas, crescimento de pelos, erupcdo dos
incisivos e abertura total de ambos os olhos. Nao foi observada nenhuma alteracao
nos parametros descolamento de orelhas, crescimento de pelos e erupgédo dos
incisivos para os grupos PTU e OMC com relagéo ao grupo controle. Contudo, com
relacdo a abertura de olhos, os animais do grupo OMC 1.000 mg/Kg atrasaram o dia
da abertura de ambos olhos com relacdo ao grupo 6leo de milho (controle). Essa

diferenca foi estatisticamente significativa (tabela 6).

A analise estatistica através do teste do quiguadrado mostrou que 58,80%
dos animais do grupo Oleo de milho abrem os olhos depois do pdés-natal 14,
enquanto que 75,00% dos animais OMC 1.000 mg/Kg abrem os olhos apds esse
periodo pos-natal (tabela 6), sugerindo atraso neste importante indicador do

neurodesenvolvimento.

Tabela 6. Efeito da exposicdo ao OMC sobre a frequéncia da abertura de olhos de
camundongos de ambos 0s sexos.

DESCOLAMENTO CRESCIMENTO ERUP(;KO ABERTURA
PARAMETROS DE ORELHAS DE PELOS DOS INCISIVOS DE OLHOS
GRUPO Antes Depois Antes Depois Antes Depois Antes Depois
PN4 PN4 PN5 PN5S PN10 PN10 PN14 PN14
CONTROLE Contagem 2 30 0 31 6 22 7 10
% dentro 6,2 93,8 0 100 21,4 78,6 41,2 58,8
GRUPO
PTU4 mg Contagem 0 24 0 24 8 12 5 6
% dentro 0 100 0 100 40 60 45,5 54,5
GRUPO
OMC 250 mg Contagem 0 21 0 21 9 10 7 8
% dentro 0 100 0 100 47,4 52,6 46,7 53,3
GRUPO
OMC 500 mg Contagem 6 16 0 22 1 21 10 8
% dentro 27,3 72,7 0 100 4,5 95,5 55,6 44,4
GRUPO
OMC 1000 mg Contagem 8 21 7 22 6 23 7 21*
% dentro 27,6 72,4 24,1 75,9 20,7 79,3 25 75%

GRUPO

Dados sdo mostrados como porcentagem do nimero de animais por grupo. N minimo = 17 por
grupo por sexo. (Pearson Quiquadrado mostrou que os animais do grupo OMC 1.000 mg/Kg
de apresentaram atraso na abertura de olhos com relagcédo ao grupo 6leo de milho. Diferencas
foram consideradas estatisticamente significativas quando p< 0,05 (*).



5.8 GANHO DE PESO

Com o proposito de avaliar a toxicidade do OMC, os animais foram pesados
diariamente para verificar os efeitos da exposicéo a este filtro UV sobre o ganho de
peso no periodo lactacional. Esta analise também foi realizada para certificar que a
exposicao indireta através do leite materno geraria efeitos semelhantes aos
observados pela exposicao direta.

O registro de peso diario dos filhotes revelou que o ganho de peso dos
animais do grupo OMC 1.000 mg/Kg de ambos os sexos foi significativamente

menor que dos camundongos do grupo 6leo de milho como € evidenciado no grafico
11 e 12 abaixo.
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Grafico 11- Ganho de peso durante o periodo lactacional de camundongos de ambos os
sexos durante 18 dias de exposi¢do ao OMC. Dados sdo mostrados como média + EPM do
peso. Animais foram pesados diariamente. N minimo = 17 por grupo por sexo. ANOVAr
mostrou que os animais do grupo OMC 1.000 mg/Kg de ambos 0s sexos apresentaram ganho
de peso menor com relagédo ao grupo 6leo de milho durante os 22 dias de administragcao para
ambos o0s sexos. As diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05(*).
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Gréfico 12 - Ganho de peso durante o periodo lactacional de camundongos de ambos os
sexos durante 18 dias de exposi¢do ao OMC. Dados sdo mostrados como média + EPM do
peso. Animais foram pesados diariamente. N minimo = 17 por grupo por sexo. ANOVAr
mostrou que os animais do grupo OMC 1.000 mg/Kg de ambos 0s sexos apresentaram
ganho de peso menor com relagdo ao grupo Oleo de milho durante os 22 dias de

administracdo para ambos os sexos. As diferencas foram consideradas significativas
quando p< 0,05.
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5.9 DOSAGEM HORMONAL

Este experimento foi realizado para confirmar se os achados anteriores de
ganho de peso e abertura de olhos estavam correlacionados com a reducdo nos
niveis séricos de T4 total nos animais expostos a 1.000 mg/Kg/dia de OMC. Como a
maior dose de OMC foi capaz de induzir menor ganho de peso corporal dos
camundongos de ambos o0s sexos bem como atraso na abertura de olhos, a dose de

1.000 mg/Kg/dia foi definida como dose padréao do filtro solar neste estudo.

Foi observada que a exposicdo indireta dos roedores via leite materno no
periodo lactacional ao OMC desencadeou reducdo nos niveis séricos de tiroxina
total comparado aos animais do grupo 6leo de milho, o que é indicativo que 0s
animais expostos ao filtro solar exibem um perfil de hipotiroxinemia (Grafico 13). Os
niveis de T4 total dos roedores do grupo OMC 1.000 mg/Kg/dia foram de
aproximadamente 9 ug/dL, enquanto que os animais do grupo 6leo de milho
apresentaram niveis em cerca de 11 pg/dL. Uma reducdo de 19% nos niveis do
hormonio tireoideano. Como ja esperado, uma reducdo significativa também foi
observada nos niveis séricos de tiroxina total do grupo PTU. O valor de T4 total foi
de aproximadamente 8 pg/dL do grupo PTU comparado aos 11 pg/dL do grupo oleo

de milho. Houve reducéo de cerca de 25 %.
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5.10 AVALIACAO DA TOXICIDADE DO OMC SOBRE ORGAOS LINFOIDES

Estas andlises foram realizadas com a finalidade de investigar se a exposicao
indireta ao OMC por meio do leite materno, era capaz de gerar toxicidade sobre

orgaos linféides.

O peso relativo do baco do grupo OMC 1.000 mg/kg evidenciou um aumento
significativo de cerca de 12,50% como mostra o gréafico 14A. Nao foram observadas
alteracdes significativas com relagdo ao grupo PTU. O registro de peso relativo do
timo ndo evidenciou alteracfes significativas com relacdo a este parametro para
nenhum dos grupos expostos como mostra o grafico 14C. O registro de peso relativo
dos linfonodos dos animais de ambos 0s sexos de todos 0s grupos nao apresentou
nenhuma alteracdo significativa com relacdo ao grupo 6leo de milho como mostra o

gréfico 14E.

O registro de celularidade relativa do bago nao evidenciou nenhuma alteracao
em nenhum dos grupos expostos, de ambos o0s sexos, com relacédo ao 6leo de milho
como mostra o grafico 14B. O registro de celularidade relativa do timo né&o
evidenciou nenhuma alteracdo em nenhum dos grupos expostos de ambos 0s sexos
com relacao ao 6leo de milho como mostra o gréafico 14D. O registro de celularidade
relativa dos linfonodos néo evidenciou nenhuma alteracdo em nenhum dos grupos
expostos, de ambos os sexos, com relacdo ao 6leo de milho como mostra o gréfico
14F.
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Gréfico 14 — Peso e celularidade relativas do baco, timo e linfonodos de camundongos
no PN23 de ambos 0s sexos expostos as substancias no periodo lactacional via leite
materno. Dados sdo mostrados como média + EPM do peso do 6rgdo. N minimo = 26 por
grupo para peso e celularidade relativas do baco e timo; N minimo = 25 para peso relativo
dos linfonodos e N minimo = 9 para celularidade relativa dos linfonodos; A analise
estatistica empregada foi ANOVA seguido do poés-teste Dunnett. As diferengas foram
consideradas significativas quando p < 0,05 (*).
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5.11 AVALIACAO DAS ALTERACOES DO OMC SOBRE SANGUE PERIFERICO

Este experimento foi realizado com o proposito de se avaliar a toxicidade do
OMC via exposicao indireta através do leite materno sobre o niamero de leucocitos

totais bem como as subpopulagdes de células mononucleares e polimorfonucleares.

A contagem de leucdcitos totais provenientes de sangue periférico aumentou
significativamente no grupo PTU com relacdo ao grupo 6leo de milho, cerca de 40%.
Contudo, nenhuma alteracdo foi observada na contagem de leucdcitos totais dos

roedores expostos ao filtro solar OMC como mostra o gréafico 15A.

A contagem de células mononucleares totais ndo apresentou alteracées
estatisticamente significativas dos grupos expostos com relacdo ao grupo Oleo de
milho como mostra o grafico 15B. Em correspondéncia ao resultado da contagem
total de células mononucleares, a contagem de células polimorfonucleares totais
também ndo apresentou alteracdes estatisticamente significativas dos grupos

expostos com relacdo ao grupo 6leo de milho como mostra o grafico 15C.
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Gréfico 15 — Contagem de leucdcitos
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5.12 EFEITOS DO OMC SOBRE OS LINFOCITOSBE T

Este ensaio foi realizado com a finalidade de se investigar se a desregulacao
tireoideana induzida pela exposigdo indireta via leite materno ao OMC

desencadeava alteracdes nos linfocitos B e T do bagco dos camundongos.

Na citometria de fluxo do bago, a andlise do ndmero total de linfocitos B e T
por grama de tecido ndo revelou alteracfes estatisticamente significativas dos

grupos expostos com relacao o grupo 6leo de milho como mostra o grafico 16.
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Gréfico 16 — A representa o N° Total de Linfécitos B/g de tecido enquanto que B representa o N°
Total de Linfécitos T/g de tecido no bago de camundongos de ambos os sexos no PN23 expostos as
substancias no periodo lactacional via leite materno. Dados séo mostrados como média + EPM dos
linfécitos B ou T. N minimo = 7 por grupo. A andlise estatistica empregada foi o teste ANOVA
seguido do pos-teste Dunnett. As diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05 (*).
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5.13 EFEITOS DO OMC SOBRE OS TIMOCITOS

Este ensaio foi realizado com a finalidade de se investigar se a desregulacao
tireoideana induzida pela exposicdo indireta via leite materno ao OMC

desencadeava altera¢des nos timocitos dos camundongos.

Na citometria de fluxo do timo, a analise do numero total de timdcitos
estratificadas nas subpopulacbes duplo negativas (CD4/CD8) e duplo positivas
(CD4*/CD8"), CD4 e CD8 néio revelou alteracGes estatisticamente significativas dos

grupos expostos com relacao o grupo 6leo de milho como mostra o grafico 17.
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Grafico 17 — N° total de timdcitos no timo de camundongos de ambos 0s sexos no PN23 expostos
as substancias no periodo lactacional via leite materno. Dados sdo mostrados como média + EPM
dos timacitos. N minimo = 25 por grupo. A andlise estatistica empregada foi o teste ANOVA seguido
do pés-teste Dunnett. As diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05 (*).
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5.14 AVALIACAO DA CITOTOXICIDADE

Este experimento foi realizado com a finalidade de se investigar se a
desregulacéo tireoideana induzida pela exposicdo indireta, via leite materno, ao

OMC desencadeava citotoxicidade no baco dos camundongos.

A anadlise de viabilidade dos esplendcitos dos camundongos mostrou que o
filtro solar OMC em nenhuma das concentracdes utilizadas foi capaz de interferir
significativamente com a viabilidade das células mononucleares das roedoras. As
concentracfes de 1, 10, 50, 100, 200 e 400 pg/mL de OMC apresentaram 100% de

viabilidade celular como mostra o grafico 18.
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Grafico 18 — Porcentagem de viabilidade de células mononucleares no bago de

camundongos. O grafico mostra o efeito das diversas concentragdes do filtro solar OMC
sobre a viabilidade celular em 48 horas de incubacéo. As barras foram representadas por
média. O ensaio foi realizado uma Unica vez com um N = 4 por grupo.
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5.15 AVALIACAO DA ATIVIDADE MITOCONDRIAL

Uma vez que nao observamos evidéncias de citotoxicidade no ensaio
anterior, realizamos este experimento com a finalidade de investigar se a exposicao
indireta, via leite materno ao OMC, desencadeava alteragbes na atividade
mitocondrial de linfocitos T.

O ensaio de atividade mitocondrial nos esplendcitos de camundongos
evidenciou que o filtro solar OMC a partir da concentracdo de 10 pg/mL interfere
substancialmente na atividade dos linfocitos T. A concentracdo de 10 pg/mL
apresentou 76 Abs., a concentracédo de 100 pg/mL 6 Abs., e a de 200 pg/mL 4 Abs.,
mostrando assim uma relacdo dose-dependente da concentracdo de OMC para a
atividade mitocondrial nos camundongos. O grafico 19 ilustra de forma mais clara
esses efeitos. Além disso, confirmamos esses resultados através de fotografias
obtidas das células. As imagens da figura 15 ilustram o efeito das diversas
concentracfes do filtro solar OMC sobre a atividade mitocondrial de linfécitos T em
96 horas de incubacdo. As setas indicam maior quantidade de células formando
‘cachos” (regido mais acastanhada). As imagens sem as setas (sem “cachos’)
evidenciam uma quantidade menor de células em funcdo da menor proliferacdo. As
imagens foram realizadas com uma camera com lente de 0,5x apropriada para

microscopio biolégico invertido com objetiva de 10x.
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Gréfico 19 — Atividade mitocondrial de linfécitos T no baco de camundongos. O grafico 90
mostra o efeito das diversas concentracdes do filtro solar OMC sobre a atividade mitocondrial
de linfécitos T em 96 horas de incubacdo. As barras foram representadas por média. O
ensaio foi realizado uma Unica vez com um N = 4 por grupo.
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Figura 15 — Ensaio de Atividade mitocondrial com células mononucleares do bago de
camundongos fémeas. A, representa células sem o anticorpo anti CD3; B, células com o
anticorpo anti CD3; C, células com o anticorpo anti CD3 e OMC 1 pg/mL; D, células com o
anticorpo anti CD3 e OMC 10 pg/mL; E, células com o anticorpo anti CD3 e OMC 100 pg/mL e F,
células com o anticorpo anti CD3 e OMC 200 pg/mL. A imagem mostra o efeito das diversas
concentracdes do filtro solar OMC sobre a atividade mitocondrial de linfécitos T em 96 horas de
incubacéo. O ensaio foi realizado uma unica vez com um N = 4 por grupo.
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5.16 AVALIACAO DA PROLIFERACAO CELULAR

Com base nas sugestivas evidéncias fornecidas pelo ensaio de atividade
mitocondrial e visando compreender melhor o papel do hormdnio tireoideano sobre a
proliferacdo celular usando o T4 total como suplementacgédo, realizamos este Ultimo

experimento.

O ensaio de proliferacédo celular nos esplendcitos de camundongos machos
evidenciou que o filtro solar OMC nas concentracfes de 10 e 100 pg/mL diminuiu
significativamente a proliferacdo dos linfocitos T. Quanto maior a concentragdo do
filtro solar OMC, menor a proliferacdo, mostrando assim uma relacdo dose
dependente da concentracdo de OMC para a proliferacdo celular. Contudo, a
proliferacdo celular foi restabelecida de maneira significativa com suplementacao de
tiroxina total na concentragéo de 10 molar. Essa concentracéo foi usada para todas
as células expostas as diversas concentracdes de OMC. O grafico 20 ilustra de

forma mais clara tais efeitos.
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Grafico 20 — Proliferacdo celular de linfécitos T in vitro no baco de camundongos com CFSE. O
grafico mostra o efeito das diversas concentragdes do filtro solar OMC sobre a proliferacéo
celular de linfécitos T em 72 horas de incubacao. O ensaio foi realizado uma Unica vez. Dados

sdo0 mostrados como média + EPM das células proliferando. N minimo = 3 por grupo. A andlise 92
estatistica empregada foi o teste ANOVA seguido do pés-teste Tukey. As diferencas foram
consideradas significativas quando p< 0,05.



Como controle do ensaio foi realizada uma marcacdo do CFSE no dia zero do
experimento. O histograma mostrado no grafico 21 foi realizado na citometria de
fluxo e evidenciou que a perda de CFSE foi proporcional a proliferacédo celular. Com
o0 aumento da proliferacdo celular, ocorreu um deslocamento da curva para a
esquerda. Fica evidente que com o aumento das concentracdes de OMC deslocam
essa curva para a direita. Contudo, a proliferacdo celular foi restabelecida de
maneira significativa com suplementacéo de tiroxina total na concentracdo de 107

molar deslocando novamente a curva para a esquerda.
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Gréfico 21 — Proliferacédo de linfécitos T no in vitro baco de camundongos com CFSE. Os
graficos na forma de histograma realizados pelo citbmetro mostram o efeito das diversas
concentracdes do filtro solar OMC sobre a proliferacéo celular de linfécitos T em 72 horas de
incubacao.
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6 — DISCUSSAO

Nossos experimentos com os roedores administrando o filtro UV OMC no
periodo lactacional, tanto por via direta ou indiretamente através do leite materno,
desencadearam atraso na abertura de olhos, menor ganho de peso e reducéo
significativa nos niveis séricos de T4 total para ambas as espécies roedoras,
evidenciando assim a desregulacéo tireoideana.

A administracao direta do OMC gerou alguns efeitos hematoldgicos apenas
nas fémeas, uma vez que observamos menor numero de leucdécitos e plaquetas nas
ratas. Os testes comportamentais evidenciaram algumas alteracdes importantes, tais
como maior locomogdo dos machos no teste do campo vazado. Além disso, o teste
do labirinto aquatico de Morris resultou em menor capacidade de aprendizagem
durante a etapa de aquisicdo de memodria para ambos os sexos, contudo ndo houve
alteracdes significativas na etapa de avaliagdo de memaria propriamente dita.

A administracéo indireta do OMC atraves do leite materno acarretou efeitos
sobre o baco, aumentando significativamente seu peso relativo, evidenciando assim
a toxicidade do filtro UV sobre érgéos linfoides.

Por fim, nossos ensaios in vitro revelaram que o OMC reduz atividade
mitocondrial e proliferacdo celular. Além disso, evidenciamos que esta alteracdo na
proliferacdo celular tem participacdo da tiroxina, horménio chave nesse processo.

Em um primeiro momento, observamos que a literatura diverge muito em
relacdo as doses minimas necessarias para inicio de algum fendmeno téxico por
parte do OMC (SCHMUTZLER et al., 2004; SEIDLOVA-WUTTKE et al., 2006;
KLAMMER et al., 2007; AXELSTAD et al., 2011). Com o objetivo de se definir a dose
a ser adotada em nosso estudo, bem como determinar os desfechos especificos de
cada dose, avaliamos o percentual de sobrevida dos animais que receberam o filtro
solar em diferentes doses. Nossos resultados mostraram que apenas 0s animais da

dose de 500 mg/kg/dia ndo foram a 6bito.

Nossos dados demonstram que doses superiores a 500 mg/kg/dia séo letais
para os roedores, mas tal fato é evidente apenas para animais recém-nascidos, pois

alguns trabalhos usando tais doses em ratos adultos, ndo apresentaram a letalidade
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como desfecho. SCHNEIDER e colaboradores (2005) ndo observaram morte dos
roedores com a administracao de 1.000 mg/kg/dia de OMC, assim como KLAMMER
e colaboradores (2007) usando a mesma dose e AXELSTAD e colaboradores
(2011) com as doses de 750 e 1.000 mg/kg/dia. Isto sugere que os lactentes séo
mais vulneraveis ao OMC em doses superiores a 500 mg/kg/dia, uma vez que a
letalidade € um indicativo de maior toxicidade para os roedores nesta idade. No
entanto, ndo se sabe ao certo as causas para o efeito letal do OMC. Disturbios na
tiredide no periodo pés-natal poderiam explicar o percentual de sobrevivéncia, pois
se a mortalidade estiver correlacionada com a caréncia dos hormoénios tireoideanos,
a suplementacdo dos mesmos evitaria a morte da prole, ou seja, T4 exerceria um
efeito protetor. No entanto para confirmar tal hipdtese € preciso realizar um estudo
complementar suplementando com T4 total roedores expostos ao OMC para verificar

se 0 mesmo é capaz de impedir a morte da prole.

Uma vez estabelecida a dose, e com o intuito de avaliar se a exposicdo ao
OMC, administrado durante a lactacdo, causaria danos no desenvolvimento,
observamos que o filtro solar foi capaz de atrasar significativamente o dia em que a
maioria dos animais que compdem esse grupo abrem totalmente os dois olhos. Esse
parametro € um marcador do neurodesenvolvimento muito empregado na literatura
(GOTTESFELD e SILVERMAN, 1990). E, portanto ele € um indicativo de que
alteracdes cerebrais podem ter ocorrido nestes roedores. O atraso no dia da
abertura dos olhos provavelmente se deu em fungdo do quadro de hipotiroxinemia
induzido pela administracdo oral de OMC durante o periodo lactacional. EAYRS e
colaboradores (1963) observaram que ao induzir um quadro de hipertiroxinemia em
ratos com injecfes de T3, era capaz de antecipar o dia em que esses roedores
abriam os olhos, uma vez que os animais expostos ao hormdonio tireoideano abriam
os olhos precocemente quando comparados aos animais do grupo controle. Em
contrapartida é esperado que animais com hipotiroxinemia abram os olhos mais
tardiamente. Nossos dados estdo de acordo com o que foi observado por
(GOTTESFELD e SILVERMAN, 1990). Este grupo de pesquisa induziu o
hipotireoidismo perinatal em filhotes através da administragdo de alcool etilico em
ratas gravidas e puderam observar que a prole apresentou atraso na abertura de
olhos. Para confirmar esta hipotese os filhotes receberam precocemente

95



suplementacdo com triiodotironina que reverteu o atraso na abertura de olhos

induzido pelo quadro de hipotireoidismo.

Foi observado em nossos experimentos que a exposi¢ao da prole no periodo
lactacional ao filtro solar OMC na dose escolhida, foi capaz de reduzir
significativamente o ganho de peso com relacdo aos animais do grupo controle
negativo. Este efeito provavelmente ocorreu em funcdo da reducdo do T4 total, ja
gue os hormonios tireoideanos tém papel chave para o0 crescimento e
desenvolvimento ésseo. A reducdo do crescimento € uma consequéncia da
hipotiroxinemia desenvolvimental ja demonstrada na literatura (AKAIKE et al., 1991;
KOBAYASHI et al., 2005; GILBERT & SUI., 2006 e NODA et al., 2005). Nossos
dados estdo de acordo com AXELSTAD e colaboradores (2011) que observaram
gue a administracdo de 500 mg/kg/dia de OMC por via oral em ratas Wistar do dia
gestacional 6 ao pés-natal 17 gerou uma diminuicdo estatisticamente significativa no
ganho de peso da prole em periodos especificos como no PN7 e no PN14. Embora
a administragdo do OMC nao tenha sido realizada diretamente na prole, e sim
indiretamente através do leite materno, a interferéncia materna na transferéncia da
substancia para os filhotes pode ter sido um atenuante, uma vez que parte do filtro
solar provavelmente foi metabolizada e/ou distribuida para outros tecidos da mée
segundo AXELSTAD e colaboradores (2011) e consequentemente minimizou 0s
efeitos no ganho de peso dos filhotes o que torna os efeitos do nosso ensaio sobre a
prole, mais severos, jA que 0s mesmos receberam a substancia diretamente sem a
interferéncia maternal no processo. Por outro lado, a exposicéo fetal pode também
ter ocorrido, uma vez que a mae comecgou a ser exposta a partir do GD7, levando a
uma exposi¢ao mais prolongada da prole. Mas isso foi observado para os ratos. No
nosso modelo com camundongos, observamos que o grupo OMC 1.000 mg/Kg/dia
de ambos o0s sexos apresentou significativamente um menor ganho de peso com
relacdo aos animais do grupo oOleo de milho. E este resultado é convergente aos
encontrados por AXELSTAD e colaboradores (2011), que indiretamente via leite
materno observaram uma reducao significativa no ganho de peso de filhotes
amamentados por ratas Wistar que receberam OMC 500 mg/kg/dia por via oral

durante 33 dias de exposicao.
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Nossos resultados demonstraram que a administracdo de OMC no periodo
lactacional foi capaz de reduzir significativamente os niveis séricos de T4 total,
demonstrando assim que nossos dados estdo de acordo com a literatura que tem
apontado o OMC como um desregulador tireocideano. Foi o que observaram
KLAMMER e colaboradores (2007) ao administrar 333 ou 1.000 mg/kg/dia de OMC
durante 5 dias em ratas adultas ovarioctomizadas bilateralmente. SEIDLOVA-
WUTTKE e colaboradores (2006) observaram também reducdo de T4 total no
mesmo modelo animal, porém administrando 50 mg a cada 20 g de racédo ingerida
pelas ratas durante 14 dias de exposicdo. SCHMUTZLER e colaboradores (2004)
administrando a mesma dose de OMC s6 que por um periodo mais longo, 12
semanas, observaram o mesmo desfecho, pois os indices de T4 total foram
significativamente menores frente aos animais do grupo controle negativo. Além
desses, AXELSTAD e colaboradores (2011), usando um modelo mais semelhante
cCoOm 0 que usamos em nosso experimento, ou seja, roedores que nao sofreram
intervencéo cirargica (ovarioctomizacado), no qual as maes receberam por via oral do
GD7 ao PN17 o OMC nas doses de 500, 750 e 1.000 mg/kg/dia. Todas as doses
foram capazes de diminuir significativamente os niveis séricos de T4 total tanto nas
maes quanto na prole. Nossos dados em concordancia com a literatura revelam o
OMC como potencial desregulador endécrino, e usando a quantificacdo de T4 total
como desfecho, um potencial desregulador do eixo tireocideano e que tanto a
exposicao direta quanto a indireta pode desencadear efeitos sobre a tireoide,

especialmente para a prole.

A andlise bioguimica no PN23 de ratos de ambos os sexos expostos ao filtro
solar OMC nao evidenciou alteragcbes nos parametros investigados, sejam eles
hepaticos, renais ou outros. Nossos resultados estdo divergentes aos da literatura,
uma vez que KLAMMER e colaboradores (2005) demonstraram uma redugéo
significativa na dosagem sérica de glicose e colesterol de ratas Sprague-Dawley
ovarioctomizadas bilateralmente com 3 meses de vida e expostas por cinco dias por
via oral ao filtro solar OMC 1.000 mg/Kg/dia 74 dias apés a intervencgdo cirurgica.
Muito provavelmente essa divergéncia se deve ao fato de usarmos um modelo de
investigagdo mais proximo do subcronico enquanto que o outro trabalho aqui citado
realizou uma exposicdo aguda, fora o fato de nosso modelo n&o ter sofrido

97



intervencdo cirdrgica, uma vez que a ovarioctomizacdo bilateral aumenta a

susceptibilidade a alteragbes sistémicas.

A analise hematologica no PN23 de ratos expostos ao filtro solar OMC
evidenciou reducdo significativa no niumero de plaguetas apenas das fémeas com
relacdo aos animais do grupo 6leo de milho. Nosso resultado corrobora o de Neto &
Vaisman (2016) que mostraram que humanos com hipotireoidismo apresentam uma
tendéncia a reducdo no numero de plaquetas e reducdo na sua adesividade. Esta
alteracdo provavelmente esta envolvida com uma eritropoiese ineficiente ou
reduzida. Nossos resultados sugerem uma possivel alteracdo da funcionalidade da
medula e desequilibrio homeostatico na hematopoiese induzida pela desregulacao

tireoidiana apds a administracdo do filtro solar OMC.

Por fim os animais foram acompanhados no pds-desmame, mais
especificamente na pré-puberdade para serem submetidos a testes
comportamentais. Dentre eles, os roedores foram avaliados em testes de ansiedade.
Estudos correlacionam distarbios na glandula tire6ide com estado comportamental
de ansiedade e depressdo (DEMET et al., 2002; GUIMARAES et al., 2009). Na
tentativa de investigar alteracbes nesse processo, realizamos o0 teste
comportamental do labirinto em cruz elevado em ratos na pré-puberdade (PN25)
para verificar se 0s possiveis danos gerados na amamentacédo se refletiam nesta

fase do desenvolvimento dos roedores expostos ao filtro solar OMC.

Nossos resultados demonstraram que a exposicdo dos ratos de ambos 0s
sexos no periodo lactacional ao OMC ndo desencadeou efeitos ansioliticos ou
ansiogénicos na pré-puberdade no teste comportamental do labirinto em cruz
elevado. Contudo, foi observado que apenas os machos expostos ao PTU visitaram
significativamente mais vezes o0s bracos abertos evidenciando assim que o farmaco
antitireoidiano em questéo foi capaz de exercer um efeito ansiolitico sobre os ratos

desse grupo.

Os animais naturalmente preferem ficar mais tempo nos bracos fechados,
local onde estdo menos vulneraveis e se sentem mais seguros (PELLOW, et al.,

1985). O teste em si revela um paradigma de esquiva e aproximacdo aos bragos
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abertos potencialmente vistos como perigosos, no entanto os machos que
receberam o PTU entraram mais vezes nesses bragcos o que sugere que o PTU
diminuiu a ansiedade dos ratos deste grupo. Tal comportamento observado do grupo
PTU no teste de ansiedade possivelmente ocorreu em funcdo da alteracdo na

tiredide induzida durante amamentacao ou por outro mecanismo.

Esses dados sdo conflitantes aos de DIAS e colaboradores (2012) que
observaram que a exposicao oral por 3 meses de ratas adultas ao metimazol, uma
droga que assim como o PTU também é capaz de induzir o hipotireoidismo, reduziu
significativamente o nimero de entradas nos bracos fechados ja no primeiro més de
administracdo das substancias. Ou seja, 0 metimazol ao desencadear um quadro de
hipotiroxinemia, se mostrou ansiolitico. E importante salientar que o efeito do
hipotireoidismo induzido nos roedores submetidos ao teste do labirinto em cruz
elevado pode ser diferente dependendo da substancia usada bem como a idade em
gue o teste foi executado (SALA-ROCA et al.,, 2002; REIS-LUNARDELLI et al.,
2007). Contudo, a participacdo dos hormonios tireoideanos nesse processo tem
carater meramente especulativo, uma vez que nao se realizou a reposi¢cdo hormonal
neste estudo a fim de verificar se a mesma reverteria tais alteracdes

comportamentais.

Alguns trabalhos associam comprometimentos na glandula tiredide com
hiperatividade (AXELSTAD et al., 2008). Com o intuito de checar alteracées nesse
processo, realizamos o teste comportamental do campo vazado em ratos no pos-
desmame, mais especificamente na pré-puberdade para verificar se 0s possiveis
danos gerados na amamentacdo se refletiam nesta fase do desenvolvimento dos

roedores expostos ao filtro solar OMC.

Observamos em nossos experimentos que 0s animais expostos ao OMC no
periodo lactacional, locomoviam-se mais do que os animais do grupo 6leo de milho
no teste do campo vazado. Isso ocorreu apenas nos machos. As fémeas
naturalmente sdo mais ativas que os machos, locomovendo-se mais no ambiente
disponivel. O maior deslocamento apenas dos machos do grupo OMC sugere entédo
um perfil de hiperatividade que pode ter sido condicionado pela caréncia dos

hormoénios tireoideanos desencadeada durante a amamentacdo. No entanto, para
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confirmar tal hipétese sera preciso verificar através de um estudo complementar se
a reposicdo com T4 total é capaz de reverter ou atenuar a hiperatividade dos
roedores supostamente desencadeada pelo quadro de hipotiroxinemia induzido no
periodo lactacional. Nossos resultados sédo conflitantes aos de AXELSTAD e
colaboradores (2011) que observaram que ratos expostos ao OMC do dia GD7 ao
PN17 nas doses de 500, 750 e 1.000 mg/kg/dia n&o exibiram um perfil de
hiperatividade ao realizarem um teste de atividade locomotora em caixas com
fotocélulas que registravam o deslocamento. O teste foi realizado em duas idades
diferentes, PN63 e PN119. No pds-natal mais recente foi observado que os machos
do grupo OMC nao apresentavam diferencas significativas com relacdo aos
controles enquanto que as fémeas da dose de 750 e 1.000 mg/kg/dia eram mais
hipoativas que as fémeas do grupo controle. J& no PN119 foi observado que os
machos OMC da dose de 750 mg/kg/dia locomoviam-se significativamente mais que
0s controles enquanto que as fémeas apenas da dose de 1.000 mg/kg/dia eram
mais hipoativas que as do grupo controle. Entdo nossos resultados estiveram de
acordo apenas no PN119 na dose de 750 mg/kg/dia nos machos que apresentaram
hiperatividade. No entanto € preciso levar em consideracao que a dose administrada
€ maior que a que foi usada em nossos experimentos. A divergéncia entre nossos
resultados pode ser explicada por outras variaveis como o tempo de execuc¢do do
teste ja que nossos ensaios foram realizados em 5 minutos por animal enquanto de
AXELSTAD foi de 30 minutos. Além disso, o tempo de exposicdo e a forma de
exposi¢do, podem ter influenciado nos resultados, ja que em nossos estudos a prole
foi exposta diretamente ao OMC enquanto que no outro trabalho os filhotes foram
expostos via materna. Outra variavel importante a ser considerada é a idade dos
animais ao serem submetidos ao teste. Em nossos ensaios 0s roedores foram
submetidos ao teste do campo vazado no PN26 e nos de AXELSTAD e
colaboradores (2011) no PN63 e PN119. Talvez tenhamos observado a
hiperatividade por ter testado os animais em um periodo pds-natal que representa a
pré-puberdade (PN26) enquanto o outro grupo de pesquisa realizou seus testes na
puberdade (PN63) e na poOs- puberdade (PN119). Talvez nessa fase do
desenvolvimento (puberdade e pés- puberdade), os animais de alguma forma
conseguiram se reestabelecer mascarando assim possiveis alteracbes

neurocomportamentais que viessem a surgir evidenciadas por maior atividade
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locomotora. Outro dado que € importante de se destacar € que os machos do grupo
controle 6leo de milho deslocam-se menos que as fémeas do grupo controle éleo de
milho exibindo um perfil comportamental comum j& demonstrado na literatura
(AXELSTAD et al., 2011).

Varios estudos tém direcionado o papel das desordens tireoidianas sobre
aspectos cognitivos indicando principalmente que o hipotireoidismo desencadeia
comprometimentos neurocomportamentais (ZOELLER & CROFTON, 2005). A fim de
estudar esse processo, submetemos nossos ratos ao teste comportamental do
labirinto aquéatico de Morris, usado para avaliar memoria e aprendizagem. Neste
modelo, observamos que durante a etapa de aquisicAo de memodria, ou seja, nos
guatro primeiros dias de teste, existiram diferencas significativas entre os machos do
grupo controle e OMC no 4°dia de teste e nas fémeas no 2° e 3° dia de teste. E
importante salientar que ambos os grupos de exposi¢cédo vieram diminuindo o tempo
para encontrar a plataforma de escape ao longo dos dias de teste o que reforca
ainda mais que o filtro solar em questdo nédo inviabilizou a aquisicdo de memoria

espacial.

No 5° e ultimo dia de teste ndo foram observadas diferencas significativas
entre os animais do grupo OMC versus 0leo de milho de ambos os sexos. Nesta
etapa mesmo sem a plataforma foi possivel observar que os roedores tanto do grupo
OMC quanto do grupo 6leo de milho nadavam no quadrante onde a plataforma de
escape se situava nos quatro primeiros dias de teste. Entretanto, no 5°dia os
animais do grupo PTU de ambos os sexos nadaram significativamente menos com
relacdo ao 6leo de milho no quadrante onde a plataforma de escape se situava. I1sso
evidenciou ainda mais que o PTU interfere com processos cognitivos e portanto €
um controle positivo sensivel e ideal para tal teste. A etapa de aquisicdo de memoria
se mostrou eficaz uma vez que no dia do teste propriamente dito (5°dia), os
roedores tendiam a nadar em circulos no quadrante onde a plataforma se
encontrava, buscando insistentemente a mesma. Ao que tudo indica o quadro de
hipotiroxinemia induzido pelo OMC no periodo lactacional ndo foi severo o bastante
para desencadear alteracdes cognitivas na pré-puberdade no grupo OMC diferente

do grupo PTU. O que nado quer dizer que essas alteracbes n&o existiram. Uma
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hipotese é que os 5 dias de teste ndo foram suficientes para captar alteracdes
neurocomportamentais. Portanto, a hipotiroxinemia induzida pelo OMC, bem como o
tempo de avaliagdo estreito podem justificar o porqué de n&o termos observado

alteracdes cognitivas no teste do labirinto aquatico de Morris.

Uma andlise importante a se fazer € a dosagem dos niveis séricos de T4 total
dos roedores no dia em que eles sdo submetidos aos testes de memoria
propriamente dito (PN31). Essa avaliacdo revelard se a reducdo de T4 total
observada no desmame (PN23) foi revertida ou permaneceu no momento em que 0s
animais realizaram o teste do labirinto aquatico de Morris. E através dessa analise,
verificar se essa possivel normalizacdo dos niveis de T4 poderiam estar
correlacionados com os resultados nos testes comportamentais. Essa informacéo é
relevante, pois o resultado observado no teste do labirinto aquético de Morris pode
ter ocorrido pelo fato de os animais terem se recuperado e conseguentemente
restabelecido a glandula tireéide. Se nédo, se a reducao for persistente é possivel
sugerir que a hipotiroxinemia induzida pelo filtro solar ndo foi severa o suficiente

para gerar alteragdes cognitivas no 5° dia de teste.

Esses achados divergem dos de AXELSTAD e colaboradores (2011) que
observaram que a administracdo de OMC do GD7 ao PN17 foi capaz de melhorar a
memoria apenas dos machos das doses de 500 e 1.000 mg/kg/dia. O teste usado foi
o labirinto radial por 21 dias, porém na vida adulta e nele foi observado que os
machos do grupo OMC nas doses informadas realizavam menos erros que 0sS
animais do grupo controle negativo para cumprir a tarefa de encontrar e ingerir 0s
reforcos positivos espalhados no artefato. Talvez a sensibilidade e o tempo de
avaliacdo dos animais foram determinantes para observar o favorecimento dos
animais do grupo OMC no teste comportamental em questdo. Contudo, outros
trabalhos como os de AKAIKE e colaboradores (1991), AXELSTAD e colaboradores
(2008) e NODA e colaboradores (2005) observaram que o hipotireoidismo induzido
por uma droga antitireoidiana, propiltiouracil (PTU) era capaz de comprometer

significativamente esses roedores em testes de memoria e aprendizagem.

Nossos resultados também foram conflitantes aos de DIAZ e colaboradores
(2012) que submeteram ratas fémeas adultas por via oral ao metimazol por trés
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meses. O metimazol assim como o propiltiouracil € uma droga antitireoidiana e como
tal € um controle positivo para o hipotireoidismo. Foi observado que no 3° més de
realizacdo do teste do labirinto aquatico de Morris, as ratas com hipotireoidismo
ficavam menos tempo no quadrante onde a plataforma de escape se encontrava
durante a etapa de aquisicdo. J4 na etapa de aquisicdo de memoria ndo houve
diferencas significativas entre os grupos de exposicdo. Esses resultados sao
concordantes com diferentes modelos animais que correlacionam o hipotireoidismo
com disfuncdes cognitivas (TONG et al., 2007; WILCOXON et al.,, 2007; REIS-
LUNARDELLI et al., 2007).

ApoOs checarmos os diversos desfechos especificos desencadeados pela
administracdo direta do OMC em ratos filhotes no periodo lactacional, surgiu o
guestionamento de que o filtro solar em questdo também poderia promover
alteracbes na prole indiretamente através do leite materno, uma vez que dados na
literatura jA evidenciaram a presenca do OMC em amostras de leite materno
humano. Para checar essas alteracdes, camundongos foram usados como modelo,
pois € logisticamente mais simples o isolamento de seus 6rgdos para estudos do
sistema imunol6égico bem como a presenca de anticorpos disponiveis no mercado

para essa espécie.

Com o intuito de avaliar se a exposicdo ao OMC, administrado durante a
lactacdo, causaria danos no desenvolvimento, observamos que o filtro solar OMC na
maior dose em nosso estudo, 1.000 mg/Kg/dia, foi capaz de atrasar
significativamente o dia em que a maioria dos animais que compdem esse grupo
abriam totalmente os dois olhos. Além disso, esse parametro do desenvolvimento
teve papel chave na escolha da dose de OMC a ser usada em experimentos futuros.
Esse parametro é um marcador do neurodesenvolvimento muito empregado na
literatura (GOTTESFELD & SILVERMAN., 1990). E, portanto ele € um indicativo de
gue alteracdes cerebrais podem ter ocorrido nestes camundongos. O atraso no dia
da abertura dos olhos provavelmente se deu em fungcdo do quadro de
hipotiroxinemia induzido pela administracdo oral de OMC durante o periodo
lactacional. Nossos resultados corroboram os dados de GOLDEY e colaboradores

(1995) que ao administrarem 1, 5 ou 25 ppm de PTU na agua de beber em ratas
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gravidas do dia gestacional 18 ao 21, observaram atraso na abertura de olhos da
prole que foi correlacionado a reducdo sérica nos niveis de T3 e T4 evidenciados
nos dias pés-natal 1, 7, 14 e 21 neste estudo.

Além disso, também foi observado em nossos experimentos que a exposi¢ao
da prole no periodo lactacional ao filtro solar OMC na dose de 1.000 mg/Kg/dia, foi
capaz de reduzir significativamente o ganho de peso com relacdo aos animais do
grupo 6leo de milho. Resultado consistente ao do atraso na abertura de olhos s6
observado na maior dose do estudo. O menor ganho de peso provavelmente
ocorreu em funcdo da reducdo do T4 total, jA que os horménios tireoideanos tém
papel chave para o crescimento e desenvolvimento Osseo. A reducdo do
crescimento € uma consequéncia da hipotiroxinemia desenvolvimental ja
demonstrada na literatura (AKAIKE et al., 1991; KOBAYASHI et al., 2005; GILBERT
& SUI., 2006 e NODA et al., 2005). Nossos achados foram convergentes aos de
GOLDEY e colaboradores (1995) que administraram 1, 4 ou 8 mg/Kg/dia de Bifenilas
Policloradas por via oral em ratas Long Evans gravidas do dia gestacional 6 ao dia
pés natal 21. As bifenilas sdo poluentes organicos persistentes de caracteristica
oleosa usadas como isolantes elétricos em transformadores de energia. Embora nao
sejam filtros UV, estas substancias ja foram demonstradas como desreguladores
tireoideanos e estas alteragcbes ja foram correlacionadas a déficits no
desenvolvimento de roedores. Estes autores reportaram um ganho de peso
significativamente menor dos filhotes expostos as bifenilas com relacdo aos ratos do
grupo controle. Tal efeito foi observado para os filhotes de ambos os sexos durante
o periodo lactacional (GOLDEY et al., 1995).

Em fungdo de termos encontrado resultados estatisticamente significativos
apenas na dose de 1.000 mg/kg/dia nos parametros desenvolvimentais de abertura
de olhos e ganho de peso, a maior dose de OMC foi adotada para investigagéo de
outros parametros em nossos ensaios. E importante ressaltar que estes resultados
mimetizaram 0os mesmos achados encontrados com 0s ensaios envolvendo ratos,
porém através de uma exposicdo indireta por meio do leite materno. Essa
informacdo é fundamental, pois filtros UV ja foram reportados no leite materno

humano o que favorece ainda mais a extrapolacdo desse modelo. Esses resultados
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revelam o ineditismo do nosso trabalho uma vez que os estudos até entdo
publicados ndo abordam duas espécies roedoras, com vias de exposi¢do direta e
indireta por um mesmo grupo de pesquisa, envolvendo uma mesma janela do
desenvolvimento, com animais de ambos o0s sexos e que ndo sofreram intervencao

cirdrgica tal como a ovarioctomizacao.

Nossos resultados demonstraram que a administracdo de 1.000 mg/kg/dia de
OMC bem como o PTU no periodo lactacional foram capazes de reduzir
significativamente os niveis séricos de T4 total da prole indiretamente exposta,
demonstrando assim que nossos dados estdo de acordo com a literatura que tem
apontado o OMC como um desregulador tireoideano. Nossos resultados corroboram
os dados de KLAMMER e colaboradores (2007) que administraram OMC nas doses
de 333 ou 1.000 mg/Kg/dia por via oral durante 5 dias em ratas adultas
ovarioctomizadas bilateralmente. Esse grupo de pesquisa realizou um trabalho
mecanistico vasto envolvendo multiplas vias. Neste estudo foram observadas
reducdes significativas nos niveis séricos de T3 e T4 total e aumento no horménio
tireoestimulante (TSH) na pituitdria caracterizando assim um quadro de
hipotireoidismo. As alteracdes hormonais foram encontradas tanto nas maes quanto
na prole e se manifestaram de maneira dose dependente. Nao houve alteracdes no
horménio de liberacdo da tireotrofina (TRH) no hipotalamo. Niveis normais foram
encontrados também ao checarem na tiredide a tireoperoxidase (TPO), enzima
chave para conversdo do ion iodeto em iodo, matéria-prima indispensavel para
sintese do hormonio tireoideano. Realizaram também uma avaliacdo da bomba de
cotransporte dos ions sodio e iodeto, essencial para o funcionamento adequado da
glandula tireoide, contudo nenhuma alteracdo foi encontrada. Por fim, investigaram
no figado dos roedores a atividade da enzima deiodase do tipo |, responsavel por
converter tiroxina (T4) em triiodotironina (T3) que € o hormdnio ativo propriamente
dito. Nesta avaliacdo foi reportado uma reducdo na deiodase hepatica do tipo | que
pode impactar nos HT e consequentemente no funcionamento adequado do eixo
tireoideano como um todo. Portanto, nossos dados corroboram os resultados
reportados em outros trabalhos evidenciando assim a desregulagao tireoideana

induzida também pela administracéo indireta do OMC no periodo lactacional.
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Com relacdo a resposta imunoldgica, os horménios e neurotransmissores
exercem papel chave na regulacdo homeostatica da imunidade. Contudo, a
correlagdo entre o sistema imune e a glandula tirebide ndo é muito explorada na
literatura em individuos saudaveis. Os achados focam-se essencialmente no estudo
de populagdes clinicamente afetadas por disturbios na glandula tiredide (PALMBLAD
et al., 1981; NAKANISHI et al., 1991; COVAS et al., 1992; MARIOTTI et al., 1992;
KRETOWSKI et al., 1999; BOSSOWSKI et al., 2003). No entanto FABRIS e
colaboradores (1995) j4 observaram que os HT participam na linfopoiese primaria e
secundaria. Portanto observamos os efeitos desencadeados pela desregulacéo
tireoidiana induzida pelo OMC sobre o sistema imune, visando confrontar nossos
resultados com estudos que demonstram essa relacdo dos HT's sobre os 6rgaos
linfoides. Para isso apds o fim da exposicdo dos animais ao OMC no PN23, os
mesmos foram eutanasiados e procedemos com a avaliacdo do peso relativo do
baco desses camundongos, obtendo com isso a informacgéo de que a exposi¢cado ao
OMC 1.000 mg/kg/dia aumentou significativamente o peso relativo do bago com
relacéo aos roedores do grupo 6leo de milho. E importante salientar que o baco é
um orgao com papel chave tanto imunolégico quanto hematolégico. Constituido por
duas polpas, uma branca, formada por tecido linfoide responsavel pela sintese e o
armazenamento dos linfécitos e uma polpa vermelha, local onde os eritrécitos
defeituosos e mais maduros sdo lisados além de liberar na circulacdo sanguinea
células de defesa quando necessario. Em funcdo disso, toxicidade induzida pelo
OMC sobre esse 6rgao linfoide potencialmente pode acarretar deficiéncias no
controle tanto do equilibrio imunolégico quanto hematoldgico afetando diretamente a
homeostase corporea dos expostos ao filtro UV em questdo. Nossos resultados
estdo em desacordo com CANO-EUROPA e colaboradores (2011) que observaram
gue ratos com hipotireoidismo induzido por metimazol apresentaram uma reducéo
significativa no peso relativo do baco. Uma possivel explicacdo para tal fato € que foi
observado que os animais com hipotireoidismo apresentaram aumento no indice
apoptético e na expressdo da caspase 3, enzima também envolvida no processo de
apoptose. Portanto o aumento do processo de morte celular por apoptose poderia

justificar a diminuicado do peso relativo do baco.
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Uma questao importante a ser ressaltada € que as caspases sao ativadas por
varios mediadores quimicos, inclusive os hormonios tireoideanos (HERMESH et al.,
2000). Logo a indugéao da hipotiroxinemia pela exposicdo ao OMC supostamente
poderia a vir interferir na expressao dessa enzima e consequentemente na morte
celular por apoptose que explicaria a reducdo do peso do baco encontrada por este

grupo de pesquisa.

Diferente do observado com o timo, ndo encontramos alteracao significativa
no peso relativo do timo do grupo quando comparado aos animais do grupo 6leo de
milho. O timo é uma glandula enddcrina principalmente envolvido com a sintese de
linfocitos T que atuam contra agentes infecciosos. Os linfocitos apds serem
produzidos no timo e maturarem, migram para o baco. Outro papel importante do
timo é evitar o crescimento anormal das células regulando-as. Esse crescimento
anormal pode acarretar cancer. Portanto, a exposicdo ao OMC se desencadeasse
alguma alteracdo nesse 6rgdo linfoide, potencialmente tornaria 0s expostos
susceptiveis a patdgenos e a problemas de maior gravidade como o cancer (DACIE
et AL., 1995). Nossos resultados divergiram aos de JOHNSON e colaboradores
(2012) que observaram que ratos adultos tireoidoctomizados apresentavam reducao
significativa do peso relativo do timo 60 dias apds o procedimento. A hipotese para
tal alteracdo, € que a reducédo dos HT interfere com os niveis dos corticoides, que
sdo capazes de promover a¢des no timo, através dos receptores de glicocorticoides,
gue estdo expressos neste 6rgdo. Estudos mostram que o tratamento de roedores
com corticosterona ou elevados niveis de glicocorticoides resultam na atrofia do timo
por estimularem a apoptose (KARATSOREOS et al., 2010).

Aléem da avaliacdo do peso dos o0rgaos, realizamos a contagem total de
células para verificar se o0 OMC interfere na quantidade de células presentes no
orgado. Nao observamos altera¢cfes significativas no nimero de células do baco dos
animais do grupo OMC quando comparados aos do grupo 6leo de milho. Esses
dados séo conflitantes aos de WINDNILL e colaboradores (1998) que observaram
gue roedores castrados e consequentemente mais susceptiveis a danos na tiredide
apresentaram um aumento no numero de linfécitos B justificado por um provavel

aumento na linfopoese B na medula éssea. A estratificacdo na contagem das células
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do orgao linfoide secundario ofereceria um panorama mais confiavel sobre

alteracbes em populacdes celulares especificas.

Assim como foi observado em relacdo ao baco, nossos resultados néo
apresentaram alteracdes significativas no numero de células do timo dos animais do
grupo OMC quando comparados aos do grupo o6leo de milho. Estudos demonstram
gue o aumento nas concentracfes dos hormoénios sexuais acarreta alteracdes na
celularidade do timo justamente por indugdo da morte celular por apoptose dos
timécitos (MCMURRAY et al., 2000). E é sabido que o filtro solar OMC apresenta
atividade estrogénica demonstrada por SCHLUMPF e colaboradores (2004), que
embora néo tenha sido o foco do nosso trabalho, explicaria alteracbes na contagem

de células do timo que ndo encontramos no Nosso estudo.

Além disso, a administracdo indireta de OMC na dose de 1.000 mg/Kg/dia no
periodo lactacional ndo alterou a contagem de leucdcitos totais com relacdo aos
camundongos do grupo 6leo de milho, contudo PTU aumentou significativamente o
namero de leucécitos totais. Esse efeito do PTU pode ser justificado provavelmente
por conta de sua acao sobre a medula éssea dos filhotes por interferéncia com a
homeostase da granulopoiese. Também ndo foram observadas alteracfes
estatisticamente significativas com relacdo a contagem de células mononucleares e

polimorfonucleares.

Uma outra avaliacdo preditiva de grande importancia que realizamos em
nossos estudos foi a analise de células do baco e do timo utilizando a Citometria de
Fluxo (CF) e adotando os camundongos como modelo em nossa pesquisa.

A CF é uma técnica que através de um laser emite um feixe de luz sobre
células conseguindo por meio de detectores informacgcOes sobre as caracteristicas
dessas células, tais como tamanho, granulosidade e fluorescéncia. A CF vem sendo
utilizada como uma ferramenta confiavel para diagnostico precoce de doencas, tais
como as autoimunes, verificar a rejeicdo de orgaos em individuos transplantados,
bem como para o prognéstico de pacientes acometidos por algumas desordens

imunoldgicas. Por conta disso a analise da proporgéo dos subtipos de linfécitos tem
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sido muito utilizada uma vez que ela revela o status imunoldgico de individuos e

roedores expostos a agentes potencialmente téxicos (CARVALHO, 2012).

N&o foram observadas alteracdes estatisticamente significativas com relacao
a contagem de linfécitos B e T no bagco nem tampouco com relacdo ao niumero de
timocitos no timo dos camundongos expostos ao OMC. Contudo essa avaliacao foi
de suma importancia, uma vez que flutuacdes nessas populacdes nos forneceriam
informacdes sobre o estado imunoldgico destes animais, essencialmente a reducao
dessas células indicaria falta de imunocompeténcia frente a agentes infecciosos

enquanto a elevacao sinaliza para maior propensao a doencas autoimunes.

Além da andlise da citometria de fluxo, outro ensaio realizado foi o de
citotoxicidade. O ensaio de citotoxicidade é de suma importancia, pois ele avalia a
capacidade intrinseca de um material em promover alteracdo metabdlica nas células
em cultura, podendo culminar ou ndo em morte celular. Com o estabelecimento de
uma gama de linhagens animais e humanas, pdde-se testar uma série de produtos,
desde drogas e material plastico, com intuito de avaliar o potencial de citotoxidade. A
utilizacdo de culturas de células in vitro torna-se cada vez mais uma pratica comum
nos laboratérios de controle de qualidade. Testes in vitro vém substituindo os
ensaios in vivo, principalmente pelo seu custo reduzido, alta reprodutibilidade,
facilidade de realizacdo e demanda sustentavel do mercado consumidor (BANCO
DE CELULAS DO RIO DE JANEIRO).

No ensaio de citotoxicidade, a analise de viabilidade dos esplendcitos dos
camundongos mostrou que o filtro solar OMC em nenhuma das concentracdes
utilizadas foi capaz de interferir significativamente com a viabilidade das células
mononucleares dos roedores. As concentracdes de 1, 10, 50, 100, 200 e 400 pg/mL
de OMC apresentaram 100% de viabilidade celular evidenciando assim que a
principio o OMC nao apresenta toxicidade para as células mononucleares.

Em seguida, complementar ao ensaio de citotoxicidade, realizamos o ensaio
de atividade mitocondrial com células do baco de camundongos suicos. Esse
experimento foi realizado para confirmar os resultados encontrados no ensaio de
citotoxidade, porém com uma populacdo mais especifica, ou seja, linfocitos T, ja que

no ensaio de citotoxicidade usamos células mononucleares (linfocitos e mondcitos).
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O ensaio de atividade mitocondrial com MTT nos esplendcitos de
camundongos evidenciou que o filtro solar OMC a partir da concentracéao de 10
pg/mL interfere substancialmente na atividade dos linfocitos T estimulados através
do anticorpo anti CD3. A concentracao de 10 pg/mL apresentou 76 Abs de atividade,
a concentracdo de 100 pg/mL 6 Abs., e a de 200 pg/mL 4 Abs., mostrando assim
uma relacdo dose dependente da concentracdo de OMC para atividade dos
roedores. Nossos resultados corroboram os dados de (BRONIOWSKA et al., 2016)
que incubaram células de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) por 72 horas com
benzofenona 3, metilbenzilideno canfora ou OMC nas concentracdes de 10 ou 10™
molar. O ensaio foi revelado com MTT e foi observado que a concentracdo de 10™
molar foi citotoxica para as células nervosas em todos os filtros testados. Embora o
tipo celular e a espécie tenham sido diferentes dos nossos ensaios, o resultado
revela a toxicidade do OMC também para células humanas que é importante de ser

salientado.

E preciso destacar que o ensaio de atividade mitocondrial fornece um dado
indicativo de proliferacédo celular, contudo precisa ser verificado pois pode se tratar
de um falso positivo, uma vez que a célula pode estar com elevada atividade
mitocondrial o que ndo condiz efetivamente com um estado de proliferacdo celular,
assim como a contrapartida também é verdadeira, pois a célula pode estar em baixa

atividade mitocondrial, no entanto proliferando-se eficientemente.

Em funcdo das evidéncias sugestivas no ensaio de atividade mitocondrial,
realizamos o ensaio de proliferacao celular com o CFSE. Como esse marcador cora
todos os linfécitos, os resultados sdo mais confiaveis que os ensaios de atividade
mitocondrial com MTT. O CFSE é um reagente que prontamente se difunde dentro
das células ligando-se covalentemente as aminas intracelulares e emitindo uma
fluorescéncia. A medida em que ocorre a proliferacdo celular, essa fluorescéncia vai
diminuindo, uma vez que o reagente CFSE comeca a ser dividido também com as

novas células geradas.
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O CFSE marca todos os linfécitos independentemente de sua cinética de
divisdo evitando uma das principais desvantagens dos marcadores de DNA e
marcadores de atividade mitocondrial (ASQUITH et AL., 2006). Com isso, utilizando-
se do CFSE, a probabilidade dos resultados ndo estarem refletindo a realidade em

casos de falso positivo e falso negativos é minimizada.

O ensaio de proliferacdo celular visa testar a atividade biolégica de um
determinado composto, seja ele organico ou inorganico, avaliando a sua capacidade
de inibir o crescimento de células. Este ensaio geralmente é uma das primeiras
etapas para avaliar a acdo dos diversos produtos naturais, candidatos a novas

drogas antitumorais, dentre outros (ALBERT et al., 2004).

No ensaio com o CFSE, nossos resultados demonstraram que o OMC reduziu
a proliferacdo celular nas concentracées de 10 e 100 pg/mL. Tal efeito parece ter
sido mediado pela participagdo de hormoénio tireoideano, uma vez que a
suplementacdo com tiroxina 10™ molar as células expostas ao OMC foi capaz de
restabelecer significativamente a proliferacdo celular. A funcdo dos horménios
tireoideanos e dos receptores dos horménios tireoideanos na proliferacdo celular ou
diferenciacdo ndo € homogénea. A resposta das células aos hormdnios tireoideanos
depende fortemente do tipo celular, do estado desenvolvimental, ou seja, trata-se de
uma célula progenitora ou diferenciada, do estado patofisiol6gico, isto é, célula
tumoral ou sadia e por fim, ao contexto celular. O balanco entre a proliferacédo celular
e a diferenciacdo celular € de suma importancia para o controle da homeostase

tecidual (KRESS et al., 2009).

Nossos resultados corroboram os dados de RACHON e colaboradores
(2006), que observaram uma reducdo na proliferacdo de esplendcitos de
camundongos machos da linhagem C57BL6 tratados com diversas concentracdes
de OMC (10°,10°,107 e 10°® molar) comparados aos esplendcitos que receberam
apenas o controle negativo dimetilsulfoxido. Neste estudo foi observado que o OMC
na concentracdo de 10, a maior utilizada, foi capaz de reduzir significativamente a

proliferacdo celular dos esplendcitos.
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Algumas hipoteses podem justificar nossos achados. Dentre elas, o
antagonismo competitivo ocasionado pela similaridade estrutural existente entre o
OMC com os horménios tireoideanos. Como as moléculas sdo semelhantes, o OMC
liga-se no sitio de ligagdo dos HT impedindo que esses exercam seus efeitos
gerando como consequéncia reducdo da proliferacdo celular. Uma vez que o
hormonio € ofertado, outros sitios podem ser acessados por este restabelecendo
assim a proliferacdo celular observada em nossos resultados. A outra hipotese diz
respeito ao antagonismo fisiolégico ou funcional, que na verdade seria explicado
pelo fato do OMC agir nos receptores dos hormonios tireoideanos como agonista,
contudo exercendo efeitos fisiologicos totalmente opostos que a tiroxina, por
exemplo, exerceria (GOODMAN & GILMAN, 2012).

Portanto, diante da escassez de dados a cerca do OMC na literatura e em
funcdo de seu uso abundante, é necessario fomentar mais estudos para
compreender melhor a complexidade dos fenbmenos engatilhados pela exposicdo
ao filtro solar em questdo, sejam eles de forma direta ou indiretamente via leite
materno durante uma importante janela do neurodesenvolvimento que é o periodo

lactacional, mas que ainda é pouco estudada.
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7 — CONCLUSAO

Nosso trabalho evidenciou o potencial toxico do OMC para neonatos expostos
direta e indiretamente por via oral, que podem sofrer alteracdes de desenvolvimento
e de comportamento, distarbios hematopoiéticos e da resposta imunoldgica
potencialmente correlacionados a desregulacéo tireoideana.

Alguns prejuizos ocasionados em funcdo da exposicdo ao OMC podem ser
atraso no desenvolvimento, déficits cognitivos, hiperatividade e susceptibilidade a
infeccdes, tais como virus, bactérias, fungos e helmintos

O OMC é um dos 27 filtros UV listados e aprovados para uso em formulacdes
cosmeéticas nos E.U.A e na Europa. Contudo, diante das diversas evidéncias
demonstradas em nossos estudos e reportados por outros grupos de pesquisa,
surge o questionamento sobre a necessidade de restricdes com relacdo ao seu uso
para alguns individuos, em especial lactantes e infantes devido a sua maior
vulnerabilidade.

Ainda nédo esta claro e completamente elucidado o mecanismo de a¢édo do
OMC. Portanto, mais estudos sdo necessarios para esclarecer os fenébmenos e
desfechos desencadeados pela exposicdo a este filtro solar ao qual estamos

amplamente expostos.
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