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1. RESUMO

O cloreto de tributilestanho (TBT) é um obesogénico associado a varias
complicacBes metabdlicas. O tecido adiposo marrom (TAM) € um alvo emergente
gue pode amenizar algumas das complicacdes metabodlicas. No entanto, poucos
estudos avaliaram o efeito do TBT na funcdo do TAM. Nesse trabalho, avaliamos
se a exposicao subaguda e baixa de TBT (100 ng/kg/dia por 15 dias via gavagem)
resulta em alteracdes morfofisioldgicas do TAM em ratos machos. Os parametros
do TAM foram avaliados em condicfes de temperatura ambiente (23°C) e ap0s teste
de tolerancia ao frio (condicao de frio — 6°C). Uma redugdo na concentracao serica
T4 livre foi observada em ratos TBT da condicdo ambiente. Uma reducdo na
temperatura corporal foi observada em ambas as condi¢cdes nos ratos TBT,
sugerindo uma funcédo termogénica anormal. Foram observadas irregularidades na
morfologia do TAM em ratos TBT. Especificamente, acumulo de lipidios no TAM e
aumento do numero de adipdcitos uniloculares. O TBT também reduziu as goticulas
lipidicas e o niUmero de adipocitos multiloculares em temperatura ambiente. Todos
esses parametros foram opostos na condicdo de frio. Foram observados sinais de
inflamacdo no TAM em ratos TBT em condicdo ambiente. O acumulo de colageno
no TAM aumentou na condicdo ambiente, exacerbando na condicdo de frio nos
ratos TBT. A producdo de EROs aumentou em ambas as condi¢des. Além disso,
correlagdes negativas foram observadas entre temperatura corporal e acimulo de
lipidios no TAM e acumulo de lipidios no TAM e concentracdes séricas de T4 e
namero de adipocitos multiloculares. Foi também observada correlacdo positiva
entre acumulo de lipidios no TAM e inflamacao e niveis de anion superéxido. Assim,
esses dados sugerem que a exposicdo subaguda e baixa de TBT prejudicou a
morfofisiologia do TAM associada ao acumulo de lipidios, inflamacgéo, fibrose e

estresse oxidativo em ratos machos.



2. ABSTRACT

Tributyltin (TBT) chloride is an endocrine-disrupting chemical linked with several
metabolic complications. Brown adipose tissue (BAT) is emerging as a therapeutic
target for metabolic complications. However, few studies have evaluated the TBT
effect on BAT function. This study assessed whether a TBT exposure (100 ng/kg/day
for 15 days via gavage) could modulate BAT morphophysiology. We evaluated the
BAT parameters at room temperature (23°C) and after a cold tolerance test (CTT —
6°C) conditions. Interestingly, were observed low T4 levels in TBT rats under normal
temperatures. A reduction in body temperature was observed in both conditions in
TBT rats, suggesting an abnormal thermogenic function. BAT morphology
irregularities were observed in TBT rats. Specifically, an increase in BAT lipid
accumulation and unilocular adipocyte number. TBT also reduced lipid droplets and
multilocular adipocyte number at room temperature. All these parameters were
opposite in the CTT condition. Inflammation signals were observed in the TBT BAT.
Collagen accumulation in TAM increased in the ambient condition, exacerbating in
the cold condition in TBT rats. ROS production increased under both conditions.
Finally, we observed negative correlations between body temperature and BAT lipid
accumulation, BAT lipid accumulation and T4 levels, and multilocular adipocyte
number. Conversely, and positive correlation was observed between BAT lipid
accumulation, inflammation, and ROS production. Thus, these data suggest that the
subacute and low dose of TBT exposure impaired BAT morphophysiology linked

with lipid accumulation, inflammation, fibrosis, and oxidative stress in male rats.
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3. INTRODUCAO

A obesidade é uma doenca endocrino-metabdlica caracterizada pelo
acumulo excessivo de gordura a tal ponto que gera prejuizos a saude do individuo
(DE HEREDIA; GOMEZ-MARTINEZ; MARCOS, 2012; PEREIRA; ALVAREZ-
LEITE, 2014). A prevaléncia e incidéncia de sobrepeso e obesidade em todo o
mundo aumentaram significativamente nas Ultimas trés décadas. Segundo a
Organizacao Mundial da Saude (OMS), desde 1975, a obesidade quase triplicou e,
a cada ano, pelo menos 2,8 milhbes de pessoas morrem em decorréncia da
obesidade ou sobrepeso. Temos mais de 1,9 bilhées de obesos no mundo e cerca
de 60 % da populacéo ja tem algum grau de sobrepeso (MAFFETONE; RIVERA-
DOMINGUEZ; LAURSEN, 2017; WHO, 2003). Em 2016, 41 milhdes de criancas
menores de 5 anos e 340 milhdes de criancas e adolescentes entre 5 e 19 anos
estavam acima do peso ou obesos (GONZALEZ-CASANOVA et al., 2020). No
Brasil, dados recentes do Ministério da Saude mostram que a frequéncia de adultos
obesos esta proxima 22,5 % (VIGITEL). Esses numeros explicam a razéo pela qual
esta doenca atingiu padroes de pandemia, sendo que sua compreensao e controle

sao prioridades de saude publica.

Uma forma de investigar a presenca de obesidade é por meio do indice de
massa corporal (IMC). Calculado pela divisdo do peso corporal em quilogramas pelo
quadrado da altura em metros, o qual € uma métrica simples usada para indicar a
gordura corporal total (CHOOI; DING; MAGKOS, 2019; SWINBURN et al., 2011).
Para adultos, as diretrizes atuais dos Centros de Controle e Prevencéo de Doencas
dos EUA (CDC) e da OMS definem uma faixa normal de IMC como 18,5 a 24,9,
enquanto um IMC = 25 kg/m? é considerado excesso de peso e um IMC = 30 kg/m?
é classificado como obeso, com obesidade grave definida como IMC = 40 kg/m?
(CHOOI; DING; MAGKOS, 2019; SWINBURN et al., 2011). Porém, essa definicdo
€ uma forma simplista de diagndstico de uma doenca tdo complexa. A obesidade é
uma doenca multifatorial que resulta do balanco energético positivo cronico, ou seja,
guando a ingestdo de energia dietética excede o gasto energético por um longo

periodo. O excesso de energia € convertido em triglicerideos que sdo armazenados
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em depaositos de tecido adiposo que se expandem em tamanho, aumentando assim
a gordura corporal e causando consequentemente ganho de peso (CHOOI; DING;
MAGKOS, 2019; “Health Effects of Overweight and Obesity in 195 Countries over
25 Years,” 2017; SWINBURN et al., 2011).

A obesidade pode afetar pessoas de qualquer idade. Estudos anteriores que
avaliaram as tendéncias da obesidade descobriram que sua prevaléncia aumentou
em adultos e criancas independentemente da idade, sem discricdo de localidade
geografica, etnia ou status socioecondmico (“Health Effects of Overweight and
Obesity in 195 Countries over 25 Years,” 2017; SWINBURN et al., 2011). Em paises
em desenvolvimento, a obesidade é geralmente mais prevalente entre adultos de
classe média (especialmente mulheres), no Brasil a frequéncia entre homens e
mulheres adultos é similar (Vigitel); ja em paises desenvolvidos, afeta ambos os
sexos e todas as idades, mas sua prevaléncia é desproporcionalmente maior entre
os grupos desfavorecidos (CHOOI; DING; MAGKOS, 2019; “Health Effects of
Overweight and Obesity in 195 Countries over 25 Years,” 2017; SWINBURN et al.,
2011).

A obesidade prejudica diversas funcdes fisioldégicas do corpo e compreende
uma ameaca significativa a saude publica (WILLIAMS et al., 2015). Aumenta o risco
de desenvolvimento de varias doencas, como diabetes mellitus (NANDIPATI;
SUBRAMANIAN; AGRAWAL, 2017; SINGH et al., 2013), doencas cardiovasculares
(CZERNICHOW et al., 2011; SINGH et al., 2013), vérios tipos de cancer (LAUBY-
SECRETAN et al., 2016), uma série de distirbios musculoesqueléticos
(ANANDACOOMARASAMY et al., 2008) e problemas de satde mental (ANSTEY
et al.,, 2011), todos os quais tém efeitos negativos sobre a qualidade de vida,
produtividade no trabalho e custos de saude. Nos EUA, os custos com saude
relacionados aos cuidados de pacientes com obesidade foram de US$ 149,4 bilhdes
em 2014(KIM; BASU, 2016). Na Europa, estima-se que o custo total direto e indireto
atribuivel ao sobrepeso e a obesidade foi equivalente a 0,47-0,61 % do produto
interno bruto (PIB) (VON LENGERKE; KRAUTH, 2011)
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Historicamente, acreditava-se que a origem da obesidade se baseava na
ingestao de alimentos altamente caléricos e no sedentarismo (PRENTICE, 2001;
PRENTICE; JEBB, 1995). Contudo, estas duas causas sozinhas néo explicam o
crescimento exponencial no numero de casos de pessoas obesas
(BHUPATHIRAJU; HU, 2016; SELLAYAH; CAGAMPANG; COX, 2014). Diversos
estudos indicam que a etiologia dessa doencga cronica € multivariada e complexa.
Os fatores biologicos predisponentes incluem caracteristicas genéticas e
ambientais, determinantes pré-natais e microbiota intestinal, entre outros. Pessoas
propensas a desenvolver obesidade também podem ser afetadas por causas
comportamentais, como ingestdo excessiva de alimentos caldricos, aumento do
tamanho das porgbes e a pratica de um estilo de vida sedentério. Ao contrério, a
predisposicdo genética para a obesidade pode ser influenciada por gatilhos
epigenéticos, como alta disponibilidade de alimentos, status socioeconémico ou
presenca de contaminantes quimicos no ambiente (BAILLIE-HAMILTON, 2002;
KADOUH; ACOSTA, 2017; NEWBOLD et al., 2008).
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interacOes subjacentes a obesidade poligénica demonstram que fatores genéticos,
sociais, comportamentais e ambientais sédo todos capazes de influenciar o fenétipo
obeso. (MUTCH; CLEMENT, 2006)

Com o crescimento da industrializacdo e modernizagdo mundial ocorreu o
crescimento do desenvolvimento e da producdo de compostos quimicos organicos
e inorganicos. Notavelmente, este aumento se relacionou diretamente ao
crescimento no numero de pessoas obesas no mundo (BAILLIE-HAMILTON, 2002).
Por essa razao foi questionado a participacdo desses compostos na patogénese da
obesidade, e até mesmo no aumento de casos de outras doencas (MAGUERESSE-
BATTISTONI et al., 2017; MCALLISTER et al., 2009). Nos ultimos anos, foi
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identificada uma classe de substancias quimicas que podem interferir nos
processos metabdlicos. O Centro Espanhol de Pesquisa Biomédica em
Fisiopatologia da Obesidade e Nutricdo (CIBERobn), que reane 24 grupos de
pesquisa, mostrou que certos compostos quimicos sintéticos presentes no meio
ambiente e na vida cotidiana, associados a pesticidas e inseticidas, mas também
perfumes, plasticos ou cosméticos predispdem a obesidade. Esses compostos
quimicos também s&o encontrados em fertilizantes sintéticos, lixo eletrénico e
aditivos alimentares que estdo presentes na cadeia alimentar e produtos de
consumo regular como alimentos, bebidas, produtos de cuidados pessoais e
produtos de limpeza doméstica (HEINDEL et al., 2017; VELMURUGAN et al., 2017;
WONG; DURRANI, 2017).



160 ; —@— Producdo de Compostos Sintéticos 770 7
o,
8 140 - A % Adultos com Sobrepeso 765 g’_
&) (O]
= T 60 _’5
Lg 120 - 3
) 8 A 722 n
2 & 100 ' 150 2
g0 13
8 9 80 +45 %
52 =
OF 60- 140 &
b= t35 &
l ) C
g | 130 8
2 20 A &

£ ‘___--—A— AN 125

O T T T T T 20

1930 1940 1950 1960 1970 1980 1990 2000

Anos

Figura 2. A producdo de produtos quimicos organicos sintéticos e a
porcentagem de adultos com excesso de peso nos Estados Unidos durante o
século XX. A ilustracéo foi retirada de The Detox Diet, de Paula Baillie-Hamilton.
Modificado de BAILLIE-HAMILTON, 2002.

A OMS classifica essas moléculas como desreguladores enddécrinos (EDC),
também conhecidos como interferentes ou disruptores enddécrinos. Além disso, a
OMS define EDC como uma substancia ou mistura exégena que altera(m) a funcéo
do sistema enddcrino e consequentemente, causa(m) efeitos adversos para a

saude em um organismo intacto, sua progénie ou (sub) popula¢cdes (WHO, 2013).
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Presentes cada vez em maiores quantidades e variedades no meio ambiente, estes
compostos sao uma fonte de contaminagdo aos seres vivos e motivo de
desenvolvimento de doencas (BOYER, 1989; JENKINS et al., 2009; LATINI, 2005).

Os custos estimados com saude no ano de 2010 por conta da exposi¢cao aos
EDC se encontram na casa de bilh6es de euros na Europa. Mesmo com as menores
probabilidades de exposicéo os custos se mantém altos, 109 bilhGes de euros. Esta
estimativa sugere que 1,28 % do PIB da Unido Europeia € alocado para gastos com
o0 manejo de casos de exposicdo a EDC (TRASANDE et al., 2015). Nos Estados
Unidos a situacao é ainda mais preocupante, na qual a simulagéo indica que mais
de 2 % do PIB, aproximadamente 340 bilhdes de doélares, sdo gastos no custeio de
doencas causadas pela exposicdo a EDC (ATTINA et al., 2016). Nessas simulacdes
foram considerados apenas 0s compostos que apresentam evidéncias suficientes
de inducéo de desregulacbes enddcrinas em humanos, ou seja, menos de 5 % dos

compostos estudados.

Dentro da classe de EDCs, os compostos que estdo relacionados com o
desenvolvimento da obesidade sdo denominados desreguladores enddécrinos
obesogénicos, ou apenas obesogénicos. Os obesogénicos podem atuar alterando
a diferenciacdo ou funcdo das células adiposas e/ou iniciando ou exacerbando a
desregulacéo dos controles homeostaticos (GRUn 2009). Estes incluem compostos
aos quais a populacdo humana esta diariamente exposta por meio de seu uso em
pesticidas/herbicidas, produtos industriais e domeésticos, plasticos, detergentes,
retardantes de chama e como ingredientes em produtos de higiene pessoal
(THAYER et al., 2012). Devido ao efeito deletério dos obesogénicos sobre a saude,
€ necessario caracterizar os danos causados pelas diferentes vias de exposicao
desses compostos. Isso implica determinar os mecanismos envolvidos nos quais 0s
individuos entram em contato com o contaminante. Também é necessario entender
o papel como desregulador metabdlico e as diferentes consequéncias fisiologicas e
patolégicas, em particular a relacdo com o0s processos de adipogénese
(GONZALEZ-CASANOVA et al., 2020; HEINDEL et al., 2017). Como exemplos
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conhecidos desses compostos existem o bisfenol A, os ftalatos e os
organoestanicos (OTs) (MAGUERESSE-BATTISTONI et al., 2017).

Organoestanicos sdo derivados tetravalentes sintéticos de estanho (IV) com
uma férmula geral de R(4-n)SnXn, onde R representa substituintes organicos e X
pode ser um haleto, &nion ou um grupo organico ligado covalentemente através de
um heteroatomo (O, N, S, Cl, etc.) (Fig. 1) (HOCH, 2001). Mono-, di-, tri- e tetra-
organoestanicos tém muitas aplicacdes industriais, como por exemplo,
estabilizantes de PVC, biocidas em tintas anti-incrustantes, catalisadores na
producao de polimeros, agentes preservativos de madeiras, pesticidas e fungicidas
agricolas, biocidas em materiais de construcédo e itens de casa, desinfetantes de
superficie (incluindo aqueles usados em hospitais e pratica veterinaria),
higienizadores de roupas, repelentes de roedores, detectores de cintilacdo de raios
y e raios X, aditivos balisticos para combustiveis solidos de foguetes, ionéforos em
eletrodos seletivos de ions de membrana liquida e farmacos, por exemplo, anti-
inflamatorios e drogas para o tratamento de cancer (ROSENBERG, 2013; SOUSA
et al., 2014). Dentre a gama de usos dos OTs a aplicagédo que gerou maior destaque
foi sua acdo em tintas anti-incrustantes. Estas tintas sdo aplicadas nos cascos de
navios para evitar incrustacées de organismos marinhos devido a acéo biocida dos
OTs, dessa forma, reduzindo o custo de manejo naval, do tempo de docagem e do
consumo de combustiveis. Dentre os OTs aplicados para essa finalidade o
tributilestanho (TBT) ganhou maior destaque (BRYAN et al., 1986; GRACELI et al.,
2013). Estimasse que o uso de TBT nas tintas gerou uma renda na ordem de bilhdes
para a industria naval por reduzir os gastos causados pelas incrustacfes (SOUSA
et al., 2014).
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Figura 3. Estrutura do composto tributilestanho.

https://pt.wikipedia.org/wiki/Tributil _estanho Acessado em 06 de junho 2022.

Contudo, por volta da década de 1970 surgiram 0s primeiros relatos de
efeitos toxicos do uso de TBT em tintas anti-incrustantes sobre organismos nao
alvos (ALZIEU, 1998; BLABER, 1970). Na Inglaterra o pesquisador Blaber (1970)
encontrou sinais de alteragdes na anatomia do gastropode Nucella lapillus, as quais
se caracterizavam pelo surgimento de 6rgédos sexuais masculinos em individuos
fémeas. Este fenbmeno foi denominado imposex, sendo comprovado
posteriormente que a causa era exclusivamente a exposicdo ao TBT
(MATTHIESSEN, 2013).

As primeiras regulamentacdes adotadas para o uso do TBT como biocida nas
tintas anti-incrustantes surgiram em 1982, pelo Ministério Francés do Ambiente,
com a finalidade de reduzir sua utilizagdo (ALZIEU, 1998). Entretanto, esta
diminuicdo néo foi generalizada devido & importancia econdémica dessas tintas para
as industrias que utilizam o transporte maritimo (LIU et al., 1997). Com o passar do
tempo, o TBT, bem como sua bioacumulacdo no ambiente, apresentou elevada
toxicidade sobre vérias espécies, 0 que gerou a adogdo de uma série de restricdes
em varios paises (DORNELES et al.,, 2008; MATTHIESSEN; GIBBS, 1998;
WHALEN; LOGANATHAN; KANNAN, 1999). Em 2001, a Organizacao Internacional
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Maritima (IMO) adotou um decreto, segundo o qual tintas com TBT teriam que ser
removidas ou seladas dos cascos das embarcacfes até janeiro de 2008 (IMO,
1999).

Entretanto, alguns destes decretos ndo impedem a producdo e
comercializacao de tintas anti-incrustantes com TBT; eles apenas solicitam que 0s
fabricantes parem voluntariamente a producéo (SONAK et al., 2009), como era
encontrado no endereco eletrbnico de um fabricante norte-americano que
comercializava a tinta ate 0 ano de 2017 (Figura 2;
https://www.seahawkpaints.com/product/islands-44-plus/) (TURNER; GLEGG,
2014). Além disso, o decreto criado pela IMO s6 alcangou aceitacao global por volta
de 2010 (IMO, 2017), quando os paises que possuem quase 100 % da frota naval
mundial concordaram com esta acéo de regulacdo, o que gera uma preocupacao
com a persisténcia do TBT no ambiente, ja que estudos indicam que este pode
persistir por 20 anos no sedimento em condi¢cdes favoraveis (SWENNEN et al.,
1997). Porém, em muitos paises em desenvolvimento sabe-se que a
regulamentacgao, fiscalizacdo e cumprimento do decreto ndo ocorre da forma
desejada (CHAMP, 2003; SANTOS et al., 2011). Além disso, a chance de
contaminacdo da agua no processo de retirada das tintas dos cascos dos navios,
que geram residuos contaminados com TBT, os quais ndo possuem a devida
atencdo no decreto da IMO e podem ser uma fonte de contaminagcdo do meio
ambiente (SONAK et al., 2009). Estes detalhes somados geram uma preocupacao

com a real situacéo da contaminacdo ambiental pelo TBT.
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Figura 4. Captura de tela Islands 44 Plus ™ como anunciado no site Sea Hawk

Paints. https://www.seahawkpaints.com/product/islands-44-plus/ Acessado em

agosto de 2017.

A exposicao ao biocida tributilestanho (TBT) continua sendo um importante

problema de salde publica por ser um poluente persistente e bioacumulativo e
possuir uma longa histéria de amplo uso global (ANTIZAR-LADISLAO, 2008;
BARBOSA et al., 2021; ECHA, 2008). Apesar dos esfor¢cos da IMO, por meio da

Convencao Internacional sobre o Controle de Sistemas Anti-incrustantes Nocivos

em Navios para proibir o uso de tintas anti-incrustantes a base de TBT (setembro

de 2008), e da Convencéo de Rotterdam para proibir a comércio de tributilestanho

(TBT), tintas anti-incrustantes contendo TBT como principio ativo ainda estao sendo

registradas para comercializagao atualmente. De fato, estudos recentes relataram

que anos depois a mesma situacdo nao apenas persiste, mas pode ter uma
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distribuicdo global ainda maior de TBT do que se pensava anteriormente (PAZ-
VILLARRAGA; CASTRO; FILLMANN, 2022; UC-PERAZA; CASTRO; FILLMANN,
2022).

O TBT ainda é detectado em sedimentos marinhos (0,5-20.000 ng/g), agua
do mar (0,1-281,8 ng/l) e frutos do mar (0,15-19.757 ng/g), representando um
problema ambiental ao longo de &reas costeiras sob a influéncia de portos e
marinas, como Europa (FURDEK et al., 2012), Asia (GARG et al., 2011), Africa do
Sul (VAN GESSELLEN; BOUWMAN; AVERBUJ, 2018), Oceania (ROACH,;
WILSON, 2009), América do Norte (KEITHLY; CARDWELL; HENDERSON, 1999;
TALLMON, 2012) e América do Sul (ABREU et al., 2021; BATISTA-ANDRADE et
al., 2018; CASTRO et al., 2018). A Autoridade Europeia de Seguranca Alimentar
(EFSA) e a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (US-EPA)
estabeleceram uma ingestdo diaria toleravel para humanos (TDI) de 250 e 300
ng/kg/dia de TBT, respectivamente. O TDI foi obtido pela aplicacdo de um fator de
seguranca de 100 vezes ao nivel de efeito adverso ndo observado (NOAEL) em
camundongos, o qual € 25 ug/kg/d (EFSA, 2004; EPA, 1997; VOS et al., 1990).

No Brasil, diferentes estudos vém demonstrando ao longo do tempo o perfil
de contaminacado por TBT no litoral brasileiro (CASTRO et al., 2008; DE CASTRO;
PERINA; FILLMANN, 2012; FERNANDEZ et al., 2002). No Estuéario de Santos foi
encontrada a presenca de TBT em crustaceos que foram coletados proximo a areas
de atividade naval, como ancoragem e docagem (CRISTALE et al., 2012). No sul
da Bahia foi demonstrada a presenca de gastropodes afetados pelo fenbmeno
imposex, o0 qual é caracterizado como um indicador da contaminacao por TBT
(ZEIDAN; BOEHS, 2016). Ja no Espirito Santo (ES) investigacbes demonstraram
niveis preocupantes de contaminacao por OTs no litoral do Espirito Santo utilizando
espécies indicadoras, como as fémeas do gastropode Cymatium parthenopeum
parthenopeum (COSTA et al., 2008), essa contaminagdo se mostrou persistente
com indicios de continuacdo do uso dessas tintas (COSTA et al., 2013; DA COSTA
et al., 2017). Todos esses dados demonstram a presenca do TBT em grande parte

do litoral brasileiro.
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Além disso, o TBT tem uma meia-vida de dias a meses na agua e até varios
anos em sedimentos (ECHA, 2008; RUDEL, 2003). O TBT possui alta taxa de
acumulo em organismos marinhos; entretanto, sua bioacumulacdo ndo segue a
particdo do equilibrio ambiental (DORNELES et al., 2008). Organismos aquaticos
podem ser expostos através da coluna de agua, sedimentos e ingestéao de alimentos
contaminados. Organismos terrestres também podem ser expostos via sedimentos
contaminados com TBT, aplicagcdo de produtos biocidas e/ou lodo de esgoto
contaminado no solo, deposicao atmosférica e por ingestdo de alimentos ou agua
contaminados (ANTIZAR-LADISLAO, 2008; SILVA et al.,, 2014). Assim, para a
populacdo em geral, a principal via de exposi¢cao a maioria dos OT € a ingestao, por
meio do consumo de &gua, bebidas e alimentos contaminados, principalmente
alimentos marinhos (AZENHA; VASCONCELOS, 2002; CHIEN et al., 2002).

A histéria do TBT esta longe de terminar; de fato, a descoberta de suas novas
potenciais acées como EDC o colocou novamente na vanguarda da pesquisa
cientifica. Varios estudos in vitro e in vivo com crustaceos, gastropodes, anfibios,
peixes, roedores e humanos demonstraram que o TBT é capaz de interferir em
muitos processos fisioldgicos, induzindo efeitos téxicos complexos (CHAMORRO-
GARCIA et al., 2013; GRUN et al., 2006; HORIGUCHI et al., 1994; JORDAO et al.,
2015; SHI; ZHU; GUO, 2014; ZHANG et al., 2011). Uma ampla gama de respostas
prejudiciais é observada em moluscos, peixes e anfibios expostos a baixos niveis
de TBT (0,1-100 ng/L), tais como impossex, apoptose e metamorfose irregular
(HORIGUCHI et al., 1994; SHI; ZHU; GUO, 2014; ZHANG et al., 2011). Além disso,
o OT pode se acumular em aves e mamiferos marinhos levando a disfuncéo
reprodutiva e metabodlica (COENEN et al.,, 1992; DORNELES et al., 2008). Em
modelos de roedores, estudos toxicoldégicos mostraram anormalidades
reprodutivas, metabdlicas, cardiovasculares, renais, neurais, imunoldgicas e outras
usando diferentes doses de TBT (100 ng — 100 mg/Kg) (BERTULOSO et al., 2015;
COUTINHO et al., 2016; DE ARAUJO et al., 2018; DOS SANTOS et al., 2012; EMA,
1999; GRUN et al., 2006; MERLO et al., 2016; PODRATZ et al., 2012, 2015; SENA
etal., 2017; XIMENES et al., 2017). Portanto, dados em diferentes modelos animais
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demonstram os efeitos deletérios da exposicdo ao TBT em multiplos sistemas de

orgaos.

Além dos efeitos citados anteriormente o TBT tem grande influéncia sobre o
eixo reprodutivo. A exposicao de ratos a diferentes doses de TBT causou o retardo
da separacao prepucial, alteracdo do peso de 6rgdos reprodutivos, reducdo da
concentracdo de testosterona plasmética e de horménio luteinizante (GROTE et al.,
2004). Em ratas foi demonstrado que o TBT interfere no equilibrio dos horménios
sexuais, desregula o ciclo estral de ratas férteis e reduziu o peso dos ovarios
(PODRATZ et al., 2012). Somado a isso o TBT desregulou o controle neural do eixo
reprodutivo, além de causar inflamacdo no utero e reduzir a fertilidade desses
animais (SENA et al., 2017).

Dentre todas as outras acfes toxicas, os efeitos metabdlicos do TBT
requerem atencao por sua gravidade. O TBT é capaz de ativar o receptor PPARY,
que, dentre outras funcdes, € responsavel pelo controle de adipogénese e
lipogénese (GRUN et al., 2006). Importante destacar que ele é capaz de ativar a
adipogénese em diferentes idades e ambos os sexos (PENZA et al., 2011). Além
disso, o TBT é capaz de causar inflamacéo e esteatose no figado, aumentar as
concentracfes de insulina no sangue, induzir resisténcia a insulina e diminuir a
tolerancia a glicose, além de aumentar a adiposidade, com hipertrofia do tecido
adiposo e inflamacdo neste que caracterizam um quadro de obesidade
(BERTULOSO et al., 2015; CEOTTO FREITAS-LIMA et al., 2018).

O estudo da programacao fetal relatou que a exposi¢cao ao TBT no Utero leva
a distarbios metabdlicos e imunoldgicos na vida adulta (COOKE et al., 2008; GRUN
et al., 2006; KIRCHNER et al., 2010). Camundongos fémeas prenhas expostas a
TBT (0,05 ou 0,5 mg/Kg) durante os dias gestacionais 12 a 18 tém filhotes com
aumento da adiposidade no figado, testiculo, glandula mamaria, gordura inguinal e
epididimal durante a vida adulta. O TBT também estimulou a formacgé&o de adipdcitos
em células estromais da medula 6ssea humana com alta expressdo de mRNA de

proteina de ligacéo de acidos graxos de adipdcitos e menor expressao de proteinas
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de fatores hematopoiéticos apos 14 dias de exposicao (1-10 nM) (CARFI’ et al.,
2008). Da mesma forma, anormalidades reprodutivas e metabdlicas sédo
encontradas em modelos de roedores de exposicdo a TBT com concentracdes
séricas de estanho variando entre 41 e 48,7 ng/g (BERTULOSO et al., 2015; SENA
et al., 2017).

Apesar de vérios estudos experimentais e evidéncias de que humanos
podem ser expostos a diferentes fontes de TBT, dados disponiveis sobre sua acéo
em humanos séo limitados (ANTIZAR-LADISLAO, 2008; GRACELI et al., 2013;
RANTAKOKKO et al., 2013, 2014). Assim, hd uma crescente preocupacao publica
sobre os possiveis efeitos nocivos a saide humana resultantes da exposicédo ao
TBT. Embora a exposicao oral a agua e/ou frutos do mar contaminados com OT
tenha sido relatada como a principal causa de exposicdo humana, a taxa de
consumo de frutos do mar per capita varia consideravelmente entre os diferentes
paises e regides (KEITHLY; CARDWELL; HENDERSON, 1999). Amostras de frutos
do mar coletadas em mercados asiaticos, europeus e norte-americanos em 1997
exibiram concentracbes de TBT em média de 185 ng (g/peso seco) (ANTIZAR-
LADISLAO, 2008). Peixes e frutos do mar coletados nos mercados finlandeses em
2000-2002 exibiram concentracdes de TBT, MBT, trifenilestanho (TPT), DBT e
difenilestanho (DPhT) de 2,53, 1,52, 1,11, 0,25 e 0,14 ng/g de peso fresco,
respectivamente (RANTAKOKKO et al., 2006). A ingestdo combinada de TBT, DBT
e TPT de pessoas que consomem peixes e frutos do mar regularmente na Noruega
foi entre 33-83 ng/kg de peso seco por dia, enquanto uma média entre pessoas que
consomem grandes quantidades desses alimentos foi de 70-170 ng/kg de peso seco
por dia (EFSA, 2004; FLOYD; GEORGE, 2005).

Em voluntarios adultos alemées com idade entre 18 e 54 anos, ambos os
sexos apresentaram concentracfes séricos de TBT e TPT variando de 0,02-0,05
Mg/l e 0,17-0,67 ug/L, respectivamente (LO et al., 2003). Tsuda et al. (1995)
relataram uma ingestao diaria de oxido de tributilestanho (TBTO) estimada em 6-9
pg/dia avaliada durante 1991 e 1992 no Japao. As concentracdes de

monobutilestanho, DBT e TBT em figados humanos obtidos por autdpsia no
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Hospital Universitario Ehime, Japéo, entre 1997-1998, estavam na faixa de 14-22,
45-78 e <2 ng/g, peso umido, respectivamente (TAKAHASHI et al., 1999).
Concentragdes de tributilestanho variando de 320 a 1510 ng/g de peso seco foram
observados em amostras de ostras de Taiwan e foram dependentes dos locais de
amostragem. A ingestdo de ostras pelos pescadores foi relatada entre 94 e 250
g/dia, e da populacéo geral foi de 139 g/dia (CHIEN et al., 2002). O consumo médio
de frutos do mar de um chinés foi relatado como 68,8 g/dia (1997-1999), e o nivel
meédio toleravel de residuos para frutos do mar na China é estimado em 90,8 ng
Sn/g. As concentracbes de TBT, DBT e MBT em moluscos coletados da baia
chinesa de Bohai em 2003 variaram de <2,8 a 383,9, <3,2 a 158,1 e <2,5a 52,2 ng
Sn/g, respectivamente (CAO et al., 2009; YANG et al., 2006). Gui-bin et al. (2000)
também relataram eventos de envenenamento humano na China como resultado
da exposicdo ao TMT (trimetilestanho). O estudo mostrou que dezoito funcionarios
foram expostos ao TMT em 1998 devido ao seu uso como estabilizador plastico sem

equipamento de protecéo, resultando na morte de um dos trabalhadores.

No entanto, a estimativa da taxa de ingestdo de frutos do mar das
comunidades ribeirinhas brasileiras € de 200 g/dia/70 kg com base na literatura
anterior de avaliacfes de risco a saude humana (FERNANDEZ; LIMAVERDE;
SCOFIELD, 2005; HO; LEUNG, 2014). Observamos altas concentracfes séricas de
estanho (37,0 £ 2,0 Sn ng/g), ciclos estrais irregulares, desenvolvimento folicular
ovariano anormal e deposi¢cdo de coldgeno ovariano em ratas como resultado da
exposicdo oral a taxas semelhantes as de ribeirinhos brasileiros através do
consumo de frutos do mar contaminados com OT (844,3 £7,0 Sn ng/g) coletados na
Baia de Vitoria, ES, Brasil em 2007-2012 (PODRATZ et al., 2015, 2020). TBT (155
ng/ml) foi detectado em sangue humano de participantes do estudo em Michigan,
EUA (WHALEN; LOGANATHAN; KANNAN, 1999). Outros estudos mostraram que
as concentracbes de TBT no tecido humano variam entre 0,01 e 85,0 ng/g
(KANNAN et al., 1996; NIELSEN; STRAND, 2002; RANTAKOKKO et al., 2013,
2014).
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Atualmente, existem dados disponiveis limitados sobre o acimulo de OT/TBT
humano, e a avaliagcdo de risco com base em estudos experimentais em animais e
ingestao humana estimada de fontes de alimentos contaminados com OT/TBT pode
levantar preocupacdes devido a disparidade de dados qualitativos e quantitativos
(MERLO et al., 2018).

No contexto da patogénese da obesidade e exposicdo a compostos capazes
de causar alteracbes endodcrinos-metabdlicas, h4 um componente que vem
ganhando destaque, o tecido adiposo marrom (TAM). Esse tecido relacionado com
a manutencdo da temperatura corporal em recém-nascidos e animais de pequeno
porte, surge como possivel alvo terapéutico para controle dessa doenca
(CHONDRONIKOLA; SIDOSSIS, 2019; SCHEELE; WOLFRUM, 2020). Contudo, a
investigagéo dos efeitos dos EDCs se faz cada vez mais importante para elucidar o
papel desse tecido na complexa trama da obesidade (DI GREGORIO et al., 2019).

O TAM possui essa coloragao por apresentar alta vascularizagéo e grandes
quantidades de mitocondrias nos seus adipdécitos, o que o diferencia do tecido
adiposo branco (TAB) (CANNON; NEDERGAARD, 2004), sendo que essas
caracteristicas sdo essenciais para o desempenho de suas funcdes. Ao contrario
do TAB, que tem por funcdo o armazenamento de gordura e controle endocrino-
metabdlico, o TAM é um 6rgdo que realiza alto gasto energético. Este gasto ocorre
para a formacédo de calor, a qual pode ser realizada com ou sem tremor por
mamiferos (Fig. 3) (WARWICK; BUSBY, 1990). A termogénese no TAM ocorre sem
tremor devido a acao da proteina desacopladora 1 (UCP1) nas mitocondrias dos
adipdcitos marrons. A UCP1 desacopla o fluxo de prétons da cadeia respiratéria
mitocondrial gerando calor pela dissipacdo da energia que seria utilizada para a
producdo de ATP (Fig. 4) (CANNON; NEDERGAARD, 2004; VAN DEN BERG et
al., 2017). A alta vascularizacdo é necessaria para distribuicdo do calor produzido
pelo TAM para o restante do corpo. Ha também o tecido adiposo bege que se
diferencia do TAM por necessitar de estimulagdo de receptores (-adrenérgicos e
frio para expressar UCP1 em suas mitocdndrias, diferentemente do TAM o qual

expressa UCP1 constitutivamente (Van de berg).
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Figura 5. Caracteristicas gerais dos adipécitos marrons, brancos e bege. O
adipdcito marrom estimulado (esquerda) contém numerosas pequenas goticulas
lipidicas, muitas mitocondrias e expressa altos niveis de proteina de
desacoplamento 1 (UCP1), que esta incorporada na membrana mitocondrial interna
e necessaria para a termogénese. A cor da gordura marrom reflete o alto teor de
ferro das mitocéndrias. Um adipécito branco (meio) em contraste contém uma Unica
gota de lipidio grande (unilocular), menos mitocéndrias e ndo expressa UCP1. Um
adipécito bege (a direita) € caracteristicamente intermediario entre o adipdcito
marrom e o branco, possuindo multiplas goticulas lipidicas (multilocular) (embora
muitas vezes maiores do que as observadas em um adipdcito marrom), mais
mitocondrias do que um adipdcito branco e expressa UCP1. Modificado de JUNG;

SANCHEZ-GURMACHES; GUERTIN, 2019.
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Figura 6. Localizacdo e funcdo UCP1l na cadeia respiratéria mitocondrial
(CRM). Os numeros I-IV correspondem aos complexos CRM. A ATP-sintase € 0
quinto complexo da CRM. Durante a respiracdo, os protons sdo bombeados através
dos complexos CRM, e um gradiente de protons é gerado. A energia do gradiente
de prétons conduz a sintese de ATP pelo complexo ATP-sintase. UCP1 catalisa
uma reentrada regulada de protons na matriz, desacoplando o CRM e,
consequentemente, reduzindo a sintese de ATP e gerando calor (BRONDANI et al.,
2012).

A atividade termogénica do TAM ¢ altamente regulada pelo sistema nervoso
autdbnomo simpatico, o qual é ativado nos casos de exposi¢cado ao frio (VAN DEN
BERG et al.,, 2017). A ag¢do do simpatico sobre o TAM ocorre via ativacdo do
receptor de membrana 3-adrenérgico, um receptor acoplado a proteina Gs, o qual
encontra-se em sua maioria no TAM. Este receptor ativa a adenilato ciclase e dessa
maneira aumenta os niveis de AMPc na célula, o AMPc ativa a quinase dependente
de AMPc (PKA) (CANNON; NEDERGAARD, 2004; LOWELL; SPIEGELMAN,

2000). A PKA ativa a termogénese em duas fases: agudamente aumentando a
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lipdlise, a captacado de glicose e a atividade da UCP1 nos adipdécitos; e cronicamente
aumentando a transcricdo génica, a partir da ativacédo de fatores de transcricao e
seus coativadores, como a proteina de ligagdo ao elemento de resposta AMPc
(CREB), PPARY e PPAR coativador 1 alfa (PGC-1a), e do aumento da expressao
genes ligados a termogénese, como o0 gene da UCP1 e genes que regulam a
biogénese mitocondrial (LOWELL; SPIEGELMAN, 2000; PUIGSERVER;
SPIEGELMAN, 2003).

Embora a atividade simpatica provavelmente seja um importante regulador
abrangente da atividade do TAM, outros mediadores também participam dessa
regulacdo. As “batocinas”, do termo em inglés, batokines, sdo substancias
produzidas pelo TAM e atuam nos diferentes tipos de células que o compdem
(SCHEELE; WOLFRUM, 2020; YANG; STANFORD, 2022). As batocinas podem ser
ferramentas valiosas para aumentar a quantidade de adipécitos marrons ativos
maduros em humanos adultos. As batocinas tém atividades autdcrinas, paracrinas
ou enddcrinas. As batocinas abrangem uma variedade de moléculas de sinalizacgéo,
incluindo peptideos, metabdlitos, lipidios ou microRNAs (YANG; STANFORD,
2022).

Outro regulador importante da acdao do TAM € a inflamacdo. Diferentes
células inflamatdrias e citocinas por elas liberadas agem no TAM (VILLARROYA et
al., 2018). A sinalizagdo pro-inflamatoria pode prejudicar a sensibilidade a insulina
do BAT (CANNON; NEDERGAARD, 2004; VILLARROYA et al., 2018). O BAT esta
entre os tecidos mais sensiveis a insulina em modelos experimentais de roedores e
o efeito da sinalizacao pro-inflamatéria na captacao de glicose induzida pela insulina
e exemplificado pelo TNFa, que induz fortemente a resisténcia a insulina em
adipdcitos marrons através da interacdo com receptores TNF (TNFR) em sua
superficie celular (LORENZO et al., 2008; NIETO-VAZQUEZ et al., 2008;
VALVERDE et al., 1998). Aléem de seus efeitos metabdlicos, as citocinas pro-
inflamatorias parecem alterar a atividade termogénica especifica do TAM. Assim, a
inflamacgéo induzida por macrofagos infiltrados no TAM pode causar resisténcia a

insulina e reduzir a termogénese (SAKAMOTO et al., 2016). Além dos efeitos diretos
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gue as citocinas pré-inflamatérias parecem transmitir ao interagir com os receptores
na membrana dos adipocitos marrons, a inflamacéo pode inibir especificamente a
estimulacdo de adipécitos marrons baseada no sistema nervoso simpético
(NGUYEN et al., 2011; QIU et al., 2014).

O tecido adiposo marrom (TAM) foi primeiramente descrito em roedores por
Conrad Gessner em 1551 (CANNON; NEDERGAARD, 2004). Estudos na década
de 1980 forneceram uma evidéncia clara de que o TAM ndo esta presente apenas
em recém-nascidos, mas também em humanos adultos, mostrando a presenca da
UCP1 em depésitos adiposos diversos, e sua ativagdo em pacientes com
feocromocitoma (LEAN et al., 1986a, 1986b). Desde o inicio do século 20, os
anatomistas notaram que o tecido adiposo é um tecido contendo aspecto altamente
heterogéneo (CHONDRONIKOLA; SIDOSSIS, 2019). Os primeiros estudos
localizaram o TAM nas areas interescapular, axilar, paravertebral e perirrenal, tanto
em bebés (CHONDRONIKOLA; SIDOSSIS, 2019) quanto em adultos (HEATON,
1972). Embora esses estudos iniciais tenham apoiado que o TAM ainda esta
presente em adultos (BOUILLAUD; COMBES-GEORGE; RICQUIER, 1983;
HEATON, 1972; HUTTUNEN; HIRVONEN; KINNULA, 1981; HUTTUNEN;
KORTELAINEN, 1990) até a nona década de vida (LEAN, 1989), prevaleceu a
nog¢do de que apenas animais e humanos recém-nascidos possuem quantidades
fisiologicamente significativas de TAM (CUNNINGHAM; STOLWIJK; WENGER,

1978; LEAN, 1989) e o interesse cientifico em TAM humano nao ganhou forca.

Em 2002 radiologistas realizando tomografia por emissdo de
pésitrons/tomografia computadorizada (PET/CT) usando 2-desoxi-2-
[18F]fluoroglicose (18F-FDG) radiomarcada para fins de diagnostico de céancer,
relataram um aumento da captagéo de glicose radiomarcada incomum e simétrico
no tecido adiposo perto da base do pescoco, térax e areas do ombro que néo
correspondiam ao cancer (HANY et al., 2002). Semelhante as lesbes malignas, o
TAM metabolicamente ativo capta quantidades significativas de glicose e 18F-FDG
da circulacéo e, assim, pode ser facilmente visualizado por PET/CT. A prevaléncia

desse aumento da captacdo de 18F-FDG na area supraclavicular foi associada a
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menor temperatura externa (CHRISTENSEN; CLARK; MORTON, 2006; COHADE;
MOURTZIKOS; WAHL, [s.d.]; KIM et al., 2008), magreza (STURKENBOOM et al.,
2004) e ao sexo feminino (COHADE et al.,, 2003; TRUONG et al., 2004). A
administracdo de propranolol (betabloqueador néo seletivo) reduziu a captacéao de
18F-FDG (SODERLUND; LARSSON; JACOBSSON, 2007; TATSUMI et al., [s.d.]).
Embora os radiologistas estivessem convencidos de que o aumento da atividade
metabdlica observado correspondia ao TAM hipermetabdlico (HANY et al., 2002), o
resto do mundo cientifico continuou a ignorar sua presenca. Ha pouco tempo,
Nedergaard et al. resumiu os achados mencionados anteriormente, apoiando a
nog¢do ha muito negligenciada de que os adultos humanos possuem quantidades
significativas de TAM (NEDERGAARD; BENGTSSON; CANNON, 2007). Em 2009,
trés estudos independentes forneceram evidéncias solidas de que humanos adultos
possuem quantidades significativas de TAM funcional (CYPESS et al., 2009; VAN
MARKEN LICHTENBELT et al., 2009; VIRTANEN et al., 2009).

O mapeamento morfolégico de autdopsias (AHERNE; HULL, 1964; HEATON,
1972) e a ressonancia magnética post-mortem (LIDELL et al., 2013) revelaram
grandes quantidades de TAM em bebés humanos, sugerindo que essa gordura &
um regulador necessario da temperatura corporal no inicio da vida, quando o tremor
muscular ainda ndo é desenvolvido (LIDELL, 2018). Esta producédo de calor
provavelmente também é a funcéo mais importante em pequenos mamiferos, como
os ratos e camundongos (CANNON; NEDERGAARD, 2004). Um extenso
mapeamento post-mortem de adipécitos marrons em tecidos adiposos humanos
desde a infancia e até os 80 anos de idade revelou uma mudanca gradual na
morfologia dos adip6citos multiloculares (que possuem multiplas goticulas de
lipidios) (HEATON, 1972). Durante a primeira década de vida, os adipdcitos
multiloculares eram abundantes e continham apenas pequenas quantidades de
lipidios. Esse fenaotipo foi encontrado até os 20 anos de idade, embora com menor
frequéncia entre os individuos. Apos isso, adipécitos multiloculares ainda foram
encontrados, no entanto, essas células estavam mais cheias de lipidios (HEATON,
1972).



34

Nos mamiferos de pequeno porte, independentemente da idade, e nos de
grande porte recém-nascidos o TAM é um 6rgdo bem desenvolvido o qual garante
o controle da temperatura (Fig.5) (DE JONG et al., 2015; SMITH, 1964). Contudo,
em adultos de animais de grande porte, como os humanos, acreditava-se que 0s
depdsitos de TAM eram totalmente perdidos e a termogénese era exclusivamente
dependente de musculo esquelético. Entretanto, estudos demonstraram que
humanos adultos possuem depdsitos de TAM espalhados pelo corpo, que sao
formados por adipdcitos marrons em pequenas quantidades e/ou adipdcitos
brancos com caracteristicas de adipdcitos marrons, e que estes participam do
balanco energético. Esses adipoOcitos parecidos com adipécitos marrons estdo
presentes principalmente no TAB e sdo induzidos quando expostos a estimulos
externos, como frio ou agonistas B-adrenérgicos (GIRALT; VILLARROYA, 2013;
HARMS; SEALE, 2013; LEE; LEE; OH, 2019). O tecido adiposo bege, como é
conhecido, também expressa UCP1, mas em condicbes normais a expressao de
UCP1 é muito menor no tecido adiposo bege do que no TAM classico. No entanto,
quando exposto a estimulos externos, como exposi¢ao ao frio ou B-adrenérgica, a
UCPL1 é regulada positivamente e o tecido adiposo bege se assemelha ao TAM
classico (VELICKOVIC et al., 2018; WU et al., 2012). UCPL1 é conhecido por ser o
marcador definidor para as atividades termogénicas de adipécitos marrons/bege
(SHAPIRA; SEALE, 2019).
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Figura 7. Locais de depdsitos de TAM em humanos e roedores. Os recém-
nascidos humanos tém um depdésito interescapular distinto de TAM que regride com
a idade. Os adultos humanos tém depdésitos de TAM supraclaviculares na regidao do
pescoco. Depdsitos menores também podem ser encontrados ao longo da aorta,
vértebras e rins. TAM € encontrado em diferentes locais em roedores. O TAM
cervical esta localizado abaixo dos musculos que vao da parte de tras da cabeca
até a area interescapular. A porcéo ventrolateral das escapulas € um depdsito axilar
de TAM. O principal depdésito de TAM é encontrado na regido interescapular. TAM
também é proeminente ao redor da aorta e do hilo dos rins. (VAN DEN BERG et al.,
2017).

Curiosamente, de forma semelhante aos pequenos mamiferos (CANNON;
NEDERGAARD, 2004), a atividade do TAM adulto € aumentada em associa¢do com
uma refeicdo e esta ligada a captacéo de acidos graxos livres e glicose (U DIN et
al., 2018), sugerindo um papel independente do frio, embora ainda simpaticamente
regulado, do TAM promovendo a homeostase metabdlica. Notavelmente, como

mencionado acima, a morfologia do TAM em humanos adultos difere daquela dos
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bebés e é caracterizada por uma mistura heterogénea de adipécitos uniloculares e
multiloculares com um teor de gordura maior do que o observado no TAM infantil
homogeneamente multilocular (HEATON, 1972; JESPERSEN et al., 2013, 2019;
ZINGARETTI et al., 2009). A este respeito, 0 TAM infantil se assemelha ao TAM
interescapular de camundongos alojados em temperaturas abaixo da
termoneutralidade (30°C), enquanto o TAM de adultos tem a morfologia do TAB
inguinal de camundongos alojados em condi¢des frias ou TAM interescapular de
camundongos alojados na termoneutralidade (SANCHEZ-GURMACHES et al.,

2018). Assim, a morfologia do TAM parece refletir o uso ou atividade do tecido.

Desde a descoberta de que humanos adultos possuem TAM funcionalmente
competente ou uma foto comparando roedores e humanos pela presenca do TAM
(CYPESS et al., 2009; SAITO et al., 2009; VAN MARKEN LICHTENBELT et al.,
2009; VIRTANEN et al., 2009; ZINGARETTI et al., 2009), varios estudos abordaram
sua funcéo no metabolismo energético. Foi demonstrado que em humanos adultos
0 conteldo ativo de TAM estéa negativamente correlacionado com o IMC (SAITO et
al., 2009; VAN MARKEN LICHTENBELT et al., 2009) e estudos in vivo sugerem um
papel funcional de TAM no metabolismo de todo o corpo (CHONDRONIKOLA et al.,
2014, 2016; CYPESS et al., 2015; LEE et al., 2014; SCHEELE; NIELSEN, 2017). E
importante ressaltar que estudos usando 18F-FDG PET/CT apds a exposi¢do ao
frio sugerem que nem todos os individuos tém TAM responsivo ao frio, revelando
uma perda de uma funcdo metabdlica potencialmente importante em uma grande
parte da populacdo (BETZ et al., 2013; GERNGROSS et al., 2017; SAITO et al.,
2009; YONESHIRO et al., 2011, 2013). Embora tenham sido relatados pequenos
aumentos na resposta do TAM ap0s a exposicao repetida ao frio (HANSSEN et al.,
2015, 2016; LEE et al., 2014), a ativacdo do TAM esté claramente associada a idade
(YONESHIRO et al., 2011, 2013) e nenhuma abordagem satisfatoria para restaurar
eficientemente o TAM funcional em individuos idosos e obesos foi relatada até o

momento.

Duas descobertas importantes no final dos anos 2000 despertaram um

interesse renascentista no TAM: (1) os adipécitos marrons, diferentemente das
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células de TAB, séo derivados de precursores miogénicos (TIMMONS et al., 2007)
e (2) existe um terceiro tipo de adipdcitos (célula de gordura bege) que expressam
UCP1 juntamente com outros marcadores moleculares de adip6cito marrom
(PETROVIC et al., 2010; WU et al.,, 2012). E um debate de longa data se a
interconversao ocorre entre adipdocitos marrons e adipocitos brancos (FRONTINI et
al., 2013) e se isso constitui um processo uni ou bidirecional. Foi demonstrado que
a diferenciacdo de adipdcitos termogénicos em TAB durante a aclimatagéo ao frio
ocorreu através do recrutamento de novo de pré-adipocitos (WANG et al., 2013).
No entanto, ainda ndo esta claro se a interconversao branca de adipécitos marrons
é devido a uma mudanca de identidade celular ou devido a formacédo de um estado
de adipécitos marrons “inativo” “ou dormente” (ROSENWALD et al., 2013). No
entanto, um estudo recente sobre TAM perirrenal em adultos demonstra a presenca
de adipdcitos uniloculares que séo positivos para UCP1, e a fracdo vascular
estromal de bidpsias adiposas nesta regido continha pré-adipécitos que se
diferenciaram em adipdcitos termogénicos in vitro (JESPERSEN et al., 2019). Em
conjunto, esses achados enfatizam a plasticidade do TAM e parecem refletir uma
continua adaptacdo dependente do ambiente desse tecido (SCHEELE; NIELSEN,
2017).

As primeiras demonstracfes de uma ligacdo entre obesidade e TAM foram
obtidas em camundongos obesos genéticos (camundongos ob/ob), onde foi
encontrada reducdo nas atividades termogénicas do TAM, bem como em ratos
alimentados com dieta de cafeteria onde foi evidente a ativacdo do TAM
(ROTHWELL; STOCK, 1979, 1981; THURLBY; TRAYHURN, 1979). Essas
observacgfes iniciais foram seguidas por varios estudos de outros modelos
genéticos e nado genéticos de obesidade, confirmando a ligacdo entre a
termogénese no TAM e a obesidade em roedores (TRAYHURN; BEATTIE, 2001).
Um ponto critico € a confirmacao se os dados que mostram a ligacéo entre TAM e
obesidade em modelos experimentais animais podem sugerir uma correlacao
semelhante em humanos. Estudos demonstraram que variantes genéticas de UCP1

sao associados ao metabolismo da gordura, obesidade e diabetes (JIA et al., 2010).
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A descoberta de que adipécitos multiloculares também estdo presentes no TAB
abriu novas oportunidades no direcionamento do tecido adiposo para combater
doencas induzidas pela obesidade (BARGUT et al.,, 2017; CEREIJO; GIRALT;
VILLARROYA, 2015). De fato, alteracdo na expressao génica termogénica do tecido
adiposo foi encontrado em resposta a obesidade e diabetes (KELLER; ATTIE, 2010;
MARCELIN; CHUA JR, 2010; RUSCHKE et al., 2010). Além disso, também foi
sugerido que TAB e TAM, apesar de suas fungbes opostas, compartilham a
capacidade de diferenciacao trans reversivel reciproca em resposta a necessidades
fisiologicas. Assim, o balangco energético positivo crénico tem sido sugerido para
induzir o clareamento, enquanto a necessidade cronica de termogénese tem sido
sugerida para induzir o escurecimento (CINTI, 2011, 2018). Embora existam
algumas preocupacdes sobre se a termogénese facultativa do TAM pode ser mais
do que um componente muito menor do gasto energético em humanos adultos,
essas Ultimas descobertas levam a um interesse renovado na ativacdo e/ou
recrutamento de TAM na etiologia e terapia da obesidade e doencas metabdlicas
relacionadas em humanos. Portanto, os adipécitos marrons sdo atualmente
possiveis alvos para tentativas de tratamento da obesidade e suas complicacdes
por meio do aumento do gasto energético (TIMMONS et al., 2007; VAN MARKEN
LICHTENBELT et al., 2009). Estudar fatores secretados de TAM metabolicamente
ativo, conhecido como batocinas, oferece uma abordagem alternativa para

identificar novos alvos de drogas para regulacdo metabdlica.

Como ja mencionado a fungdo do TAM diminui com a obesidade e o
envelhecimento, dando-lhe uma aparéncia esbranquicada, mas os mecanismos que
contribuem para esse declinio nao foram completamente definidos. Enquanto mais
de 100 estudos analisaram recentemente o mecanismo de escurecimento do TAB,
muito poucos estudos se concentraram nos processos pelos quais o TAM clareia
(MORI et al., 2014; VERNOCHET et al., 2014). Foi demonstrado em um modelo de
rato que a obesidade induz o clareamento do TAM que é caracterizado pela
diminuicdo da sinalizacdo B-adrenérgica, acumulo de grandes goticulas lipidicas e

disfuncdo e perda mitocondrial (SHIMIZU et al., 2014). A influéncia potencial de
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poluentes ambientais na homeostase energética e no desenvolvimento da
obesidade, alterando a atividade termogénica do TAM, recentemente chamou
atencdo como possivel causa de clareamento e inducdo de obesidade (ZHANG;
SUN; LIU, 2016).

Em relacdo aos poluentes obesogénicos a literatura apresenta poucas
informacgdes sobre EDCs e a atividade do TAM. O diclorodifeniltricoroetano (DDT),
e seu metabdlito primario diclorodifenildicloroetileno (DDE) (LA MERRILL et al.,
2014; LEE et al.,, 2011; TAYLOR et al., 2013), bem como em particulas finas
transportadas pelo ar (poluentes de transito) (XU et al., 2010, 2011a, 2011b), sédo
alguns compostos que demonstraram prejudicar a massa e a funcdo do TAM em
associacdo com o desenvolvimento de obesidade e/ou metabolismo doencas
relacionadas. Em relacéo aos poluentes anti-obesogénicos, o]
perfluorooctanossulfonato (PFOS) e o acido perfluorooctandico (PFOA), que tém
uma associacdo reversa com a obesidade e estdo associados ao aumento da
expressdo de UCP1 e aumento da capacidade oxidativa nas mitocondrias da
gordura marrom (SHABALINA et al., 2015, 2016). Os efeitos opostos desses
diferentes poluentes ambientais sugerem que mais estudos sdo necessarios para
esclarecer a resposta metabdlica aos EDCs. Poucos estudos relataram os efeitos
do TBT na fungéo do BAT adulto (CHAMORRO-GARCIA et al., 2013; SHOUCRI et
al., 2018). Chamorro-Garcia et al.,, (2013) observaram um efeito modesto na
morfologia do BAT em camundongos machos adultos e um efeito mais modesto ou
inalterado em camundongos fémeas apds a exposicdo pré-natal ao TBT. O
tratamento com TBT resulta na incapacidade de induzir marcadores de
escurecimento dos adipdcitos, em parte devido a sinalizacdo sustentada do
interferon (SHOUCRI et al., 2018).

Visto o estudo da possibilidade do aumento da participagdo do consumo
energeético por meio da ativacdo de TAM em pacientes obesos como uma forma de
tratamento (ORAVA et al., 2011; SAITO et al.,, 2009; WICKSTEED; DICKSON,
2017), poucos estudos investigaram a consequéncia da obesidade sobre o TAM, 0s

quais demonstraram que nesse quadro o TAM apresenta caracteristicas
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semelhantes ao TAB, adipdcitos uniloculares, com grande acumulo de lipidios,
baixa funcdo mitocondrial e baixa vascularizagao (FAN et al., 2016; SHIMIZU;
WALSH, 2015). Contudo, mesmo com a grande influéncia dos compostos
desreguladores enddcrinos sobre o surgimento da epidemia de obesidade, a sua

participacdo sobre o TAM ainda foi pouco investigada.

Assim, os efeitos do TBT sobre a funcdo do TAM permanecem obscuros. No
presente estudo, investigamos se 0 nosso modelo de exposi¢cdo usando uma dose
subaguda baixa de TBT levaria a anormalidades do TAM, como prejuizo na
termogénese, intolerancia ao frio, acumulo de lipidios do TAM, inflamacéao, estresse

oxidativo e fibrose por meio de um mecanismo de desregulacdo enddécrina.
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4. HIPOTESE

Nossa hipotese € que a exposicdo ao composto TBT pode alterar a
morfometria e funcdo do TAM, e até mesmo prejudicar a geracdo de calor do
individuo. Este possivel comprometimento da funcédo termogénica do TAM, por
alteragdo de vias moleculares regulatérias, componentes celulares e/ou
extracelulares necessarios para sua correta funcéo, seja por acao direta do TBT ou
por acao indireta causada pela obesidade induzida pelo TBT, pode contribuir para

o efeito obesogénico apresentado pelo TBT.
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5. JUSTIFICATIVA

A populagdo mundial atualmente sofre os efeitos da pandemia de obesidade,
doenca que afeta diferentes aspectos da vida e esta relacionada a graves
comorbidades e até mesmo a morte. Dentre os fatores que desencadeiam a
obesidade se encontram compostos quimicos denominados obesogénicos. Sendo
TAM um possivel alvo terapéutico para o tratamento da obesidade é de grande
importancia o estudo dos efeitos da exposicdo ao TBT, um composto com
capacidade de geracdo de obesidade, sobre a funcdo do TAM para maior
entendimento dos possiveis efeitos a partir desta exposi¢ao. Possibilitando assim a
geracéo de conhecimento para embasar a criacdo e/ou reavaliacdo de normas das

agéncias regulamentadoras.
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6. OBJETIVOS

Objetivo geral
Avaliar o efeito da exposicdo subaguda de baixa dose de TBT sobre a funcéo

metabdlica de ratos, com foco na termogénese.

Objetivo especifico
Avaliar os efeitos da exposi¢cao ao TBT sobre a morfofisiologia dos diferentes érgaos

gue participam da funcdo metabdlica:

Tecido adiposo branco;
Pancreas;

Figado;

Tireoide;

ok~ 0N e

Tecido adiposo marrom.
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7. MATERIAL E METODOS

Composto

Foi utilizado o Cloreto de tributilestanho — TBT - (TBT, 96%, Sigma, St. Louis,
Mo., USA), o qual foi dissolvido em 0,4% etanol, baseado em protocolos de estudos
prévios (BERTULOSO et al., 2015; PODRATZ et al., 2012). O reagente usado foi
de grau analitico.

Animais experimentais

Ratos Wistar adultos (12 semanas de idade) foram mantidos sob temperatura
controlada entre 23-25°C com ciclo claro/escuro de 12:12 h. Racéo para ratos e
agua filtrada da torneira foram fornecidas a vontade. Todos os protocolos foram
aprovados pela Comissao de Etica em Animais da Universidade Federal do Espirito
Santo (CEUA-UFES) (60/2017). Os ratos foram divididos em dois grupos: ratos
controle (CON, n=30) foram tratados diariamente com veiculo (0,4% etanol) e ratos
TBT (TBT, n=30) foram tratados diariamente com TBT (100 ng/kg/dia) por 15 dias
por gavagem. Apos o tratamento alguns animais (n=15) foram anestesiados com
cetamina e xilazina (90 mg/kg e 4,5 mg/kg, respectivamente, inje¢cao intraperitoneal)
antes da eutanasia e os 6rgados umidos foram pesados (Fig. 6). Alguns animais
passaram por um teste de tolerancia ao frio antes da eutanasia (n=15). As doses e
vias de exposicdo foram escolhidas com base em nossos estudos anteriores
(BERTULOSO et al., 2015; MERLO et al., 2016) para induzir um aumento nas
concentracdes séricas de estanho e complicagcbes metabodlicas (BERTULOSO et
al., 2015; SENA et al., 2017).
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AMBIENTE FRIO
3 >y, 15dias(23°C) | . 6horas (4°C)
"coN (veiculo) 1 " Meste _tolelré?cia ao frio ¥
TBT (100 ng/kg/dia) (Avaliagdo funcional)
Ratos Wistar machos Gavagem
3 meses Medida temperatura retal Medida temperatura retal
360 g (diariamente) (a cada hora)
Avaliacao histologica e Avaliacgao histologica e
bioquimica bioquimica
Avaliagédo sanguinea Avaliagao sanguinea

Figura 8. Modelo experimental.

Afericdo datemperatura retal e teste de tolerancia ao frio

Os animais foram mantidos a 24 + 1 °C (condicdo ambiente). Nos dias de
medicado os animais tiveram um tempo de habituagcéo de 2h ao ambiente do teste.
Os animais foram imobilizados antes do teste, estes passaram por adaptacdo a
imobilizacdo previamente. As medi¢cdes basais das temperaturas internas do corpo
foram realizadas com um termometro retal (Physitemp, RET-3 probe). Para afericdo
da temperatura o termémetro era inserido no reto do animal sem ultrapassar a
profundidade de 2 cm, evitando contato com fezes para néo influenciar na medida
de temperatura. Todo procedimento foi realizado por pesquisador devidamente
treinado neste protocolo, evitando um desconforto do animal e garantindo coleta
adequada dos dados. Estudos de teste de tolerancia ao frio foram realizados em
incubadoras de roedores com temperatura controlada. Os ratos foram colocados
em gaiolas pré-refrigeradas a 4-5 °C com cama, maravalha, acesso livre a comida
e agua padrao. A temperatura foi medida a cada 60 min durante um periodo de 6h.
Animais com reducéo de temperatura abaixo de 32 °C foram retirados do protocolo,
para evitar sofrimento e potencialmente morte por hipotermia (EMMETT et al., 2017;
MEYER; OOTSUKA; ROMANOVSKY, 2017). A morfofisiologia do TAM também foi

avaliada apos o teste de tolerancia ao frio (condigéo de frio).
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Adiposidade, perfil lipidico, tolerancia a glicose e analise de sensibilidade a
insulina

Para avaliar os parametros metabolicos de ratos CON e TBT, foram avaliados
peso corporal, adiposidade (que foi obtida pela soma dos pesos dos tecidos
adiposos epididimal, abdominal, retroperitoneal e perirrenal), peso e morfologia do
figado (BERTULOSO et al., 2015; SENA et al., 2017). As concentracdes séricas de
colesterol total (CT), lipoproteina de alta densidade (HDL), lipoproteina de baixa
densidade (LDL) e triglicerideos (TG) foram avaliados a partir do soro. A avaliagdo
de CT, HDL, LDL e TG foi realizada por meio de kits colorimétricos de acordo com
as orientacdes do fabricante (Bioclin) (BERTULOSO et al., 2015; MERLO et al.,
2016). Um teste de sensibilidade a insulina (TSI) foi realizado sem jejum, os animais
foram injetados i.p. com insulina (0,75 U/kg de peso corporal; Sigma-Aldrich). As
concentracdes de glicose no sangue foram registradas em 0, 30, 60, 90 e 120 min
apos a injecéo de insulina. Para avaliar o teste de tolerancia a glicose (TTG), ratos
em jejum receberam i.p. D-glicose (2 mg/g de peso corporal) e as concentragdes de
glicose no sangue foram registradas em 0, 15, 30, 60 e 90 min usando um
glicosimetro Accu-Chek (Roche Diagnostics Corp, Ind) (BERTULOSO et al., 2015;
SENA et al., 2017).

Ensaios hormonais

As concentracdes séricas de insulina, adiponectina, leptina, T4 livre e T3 total
foram medidos por meio de ELISA de acordo com as instru¢cdes do fabricante
(Diagnostic Prod. Corporation, LA, CA) (CEOTTO FREITAS-LIMA et al., 2018;
KURIYAMA et al., 2007).
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Avaliacdo das atividades das enzimas hepéaticas

As atividades séricas da transaminase pirtvica (TGP) e da transaminase
oxalacética (TGO) foram medidas usando kits colorimétricos de acordo com as
instrucdes do fabricante (Bioclin, Belo Horizonte, MG, Brasil) (BERTULOSO et al.,
2015).

Disseccao do tecido adiposo marrom

Para disse¢&o do TAM foi preciso primeiro retirar o TAB subcutaneo que fica
acima do mesmo. O TAB subcutaneo anterior esté localizado entre as escapulas,
descendo da nuca até as axilas do animal e encontra-se diretamente em cima do
depodsito TAM interescapular. Para isolar o depdsito subcutéaneo anterior, 0 animal
foi colocado em decubito ventral, sua pele dorsal na nuca foi levantada e foi feito
um pequeno corte na pele. Com cuidado foi feita uma inciséo vertical na linha média
(2-3 cm) através da pele, comecando na nuca e descendo ao longo da coluna até o
meio das costas e duas incisbes horizontais (1 cm cada), estendendo-se
lateralmente a partir da linha média, na parte superior e inferior da inciséo vertical.
A pele foi descascada cuidadosamente para expor a parte anterior do depdésito
subcutaneo. O depdsito foi retirado seguindo as bordas naturais do tecido. Para
isolar o TAM foi feito um corte horizontal ao longo da parte inferior borda do tecido
subcutaneo anterior, seguindo a borda natural do depdsito. Em seguida foram feitas
duas incisdes verticais ao longo da lateral bordas do depdsito, seguindo as bordas
naturais do tecido. O TAB foi virado cuidadosamente para cima e assim foi revelado
o0 TAM interescapular em forma de borboleta embutido no TAB. O TAM foi separado
cuidadosamente do TAB circundante (BAGCHI; MACDOUGALD, 2019).
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Analise morfologica

O tecido adiposo epididimal (TAE), figado, pancreas, tireoide e TAM foram
removidos de ratos CON e TBT e fixados em PBS-formalina (4%) (pH 7,4) por 24 —
48 horas em temperatura ambiente. Os 6rgdos embebidos em parafina foram
seccionados em fatias de 5 um de espessura e corados com hematoxilina e eosina
(H&E); as fatias foram examinadas como imagens de alta qualidade (2048x1536
pixels) usando um microscépio Olympus (AX70; Olympus, Center Valley, PA),
fotografadas com uma camera AxioCamlCcl e exportadas para o software
AxioVision (software 4.8). As fotomicrografias foram obtidas com objetivas de 10 e
100x e foram utilizadas para avaliar a estrutura organizacional geral e a composicao
celular (BERTULOSO et al., 2015; SENA et al., 2017). O didametro dos adipécitos
do TAE foi determinado como a média da distancia entre os didmetros maior e
menor dos adipdcitos (LUDGERO-CORREIA et al., 2012). O numero de ilhotas
pancreaticas foi contado e representado como numero de ilhotas por milimetro
quadrado (YAMABE; KANG; ZHU, 2010). O numero de foliculos tireoidianos foi
contado e representado como numero de foliculos por milimetro quadrado e o
didmetro do foliculo foi determinado como a distancia média entre os foliculos
maiores e menores (RODRIGUES-PEREIRA et al., 2022). O teor de lipidios do TAM
foi mostrado como a porcentagem da area coberta por vesiculas lipidicas, medida
usando ImageJ. O nimero de vasos sanguineos BAT foi contado e representado
como numero de vasos sanguineos por milimetro quadrado. O namero de goticulas
lipidicas foi calculado usando o plugin Adiposoft do programa ImageJ
(GALARRAGA et al, 2012). A densidade numérica de adipécitos uni e
multiloculares foi estimada dividindo-se o nimero total de ndcleos contados na area
de teste, exceto aqueles que tocam a linha de exclusdo, pela area de teste em mm?2
e selecionando o numero de goticulas em cada adipécito a partir da imagem gerada
pela analise do plugin Adiposoft (CHAMORRO-GARCIA et al., 2013; RANGEL-
AZEVEDO et al., 2022; SCHNEIDER; RASBAND; ELICEIRI, 2012; SHIMIZU et al.,
2014).
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Avalicdo da presenca de mastocitos

Cortes dos tecidos foram corados com Alcian Blue de acordo com um
protocolo padréo (Sigma-Aldrich Co, LLC). Cada uma das secdes de 5 um foi usada
para obter fotomicrografias (objetivas de 40 e 100x). O numero de células coradas
positivamente (ou seja, células contendo granulos citoplasmaticos roxos) dentro do
tecido foi avaliado. O numero de células coradas positivamente foi entdo expresso
por unidade de area (mm?2) (BERTULOSO et al., 2015; MERLO et al., 2016).

Avaliacdo de atividade de mieloperoxidase (MPO) e n-acetil-B-d-
glicosaminidase (NAG)

O numero de neutréfilos nos tecidos foram mensurados pela avaliacdo de
atividade de MPO, como previamente descrito (ARAUJO et al., 2010). Os 6rgéos
foram pesados, homogeneizados em tampéao pH 4,7 (0,1 M NaCl, 0,02 M NaPO4 e
0,015 M NaEDTA) e centrifugados. Os pellets foram entdo suspensos em tampao
NaPO4 0,05 M (pH 5,4) contendo brometo de hexadeciltrimetilaménio 0,5%,
seguido por 3 ciclos de congelamento e descongelamento usando N2(I) e
centrifugados. Atividade de MPO no sobrenadante das amostras foi avaliada pela
medida da mudanca de absorcao 6tica (DO) em 450 nm usando tetrametilbenzeno
(1,6 mM) e H202 (0,3 mM). A reagéo foi terminada pela adigdo de 50 mL de H2SO4

(4 M). Os resultados sao expressos como mudanca de DO/mg de proteina.

A infiltracdo de células mononucleares nos tecidos foi quantificada pela
medida do nivel da enzima lisossomal NAG, a qual esta presente em altos niveis
em macréfagos ativados (BARCELOS et al., 2005). A hipofise e adrenal foram
homogeneizadas em salina 0,9% contendo Triton X-100 0,1% vol/vol (Promega) e
depois centrifugados. Uma amostra do sobrenadante foi incubada por 10 minutos
com 100 mL de p-nitrofenil-n-acetil-B-d-glicosamida (Sigma-Aldrich Co, LLC) que foi
preparada em tampao citrato/fosfato (0,1M acido citrico e 0,1 M Na2HPO4; pH 4,5)

para atingir uma concentracéo final de 2,24 mM. A reacao foi terminada adicionando
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100 mL de tampao de glicina 0,2 M (pH 10,6). Hidrélise do substrato foi determinado
pela mensuragdo da absorgdo em 400 nm. Os resultados sao expressos como
DO/mg de tecido.

Avaliacdo da densidade de superficie de colageno

Cortes de TAM foram corados com Picrosirius red e usados para obter 15
fotomicrografias usando a objetiva de 20x. As areas do TAM foram selecionadas
aleatoriamente e as areas contendo apenas adipOcitos unicelulares e vasos
sanguineos foram evitadas. Os campos aleatoérios de cada érgao foram analisados
usando o software ImageJ. As imagens foram convertidas em imagens de alto
contraste preta e brancas para visualizar as areas coradas de coldgeno. Os
resultados representam a porcentagem de colageno depositado na area total de
TAM (MERLO et al., 2016; PODRATZ et al., 2015).

Ensaio de anion superdxido

Para detectar os niveis do anion superoxido (Oz’), criosecgdes (8 um) do TAM
embebidos em OCT foram descongelados e incubados com o corante fluorescente
sensivel a Oz dihidroetidio (DHE) a 37°C por 30 minutos no escuro (MERLO et al.,
2019). Imagens foram obtidas usando um microscépio Leica com detector de
fluorescéncia a 585 nm (DM 2500). A intensidade do sinal, indicando a producao de
Oz, foi analisada na area de interesse em 20 secc¢des do 6rgao por um estudo cego.
Processamento e analise microscopica foram realizados no Laboratério de
Histologia Molecular e Imunohistoquimica, UFES. Os niveis de Oz indicam estresse

oxidativo.
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Anélise estatistica

Todos os dados sdo relatados como a meédia + EPM. Para identificar
possiveis outliers nos dados, foi utilizado o teste de Grubbs bilateral. Quando o teste
de Grubbs identificou um outlier, usamos um método ROUT adaptado para detectar
quaisquer outliers dessa coluna de dados e os removemos de acordo com a
configuracdo Q em 1% (alfa = 0,01). Os testes omnibus de D’Agostino e Pearson
foram usados para avaliar a normalidade dos dados. As comparacdes entre 0s
grupos foram realizadas usando o teste t de Student ndo pareado para dados
gaussianos. Além disso, para os dados ndo gaussianos, foi utilizado o teste de
Mann-Whitney. ANOVA de duas vias foi utilizada para linhas do gréafico para verificar
a interacdo entre as variaveis independentes (tempo e deformacéo) e foi seguida
pelo pos-teste de Turkey. Um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente
significativo. Para avaliar a relacdo entre os parametros avaliados, foi utilizada a
correlagcdo de Spearman ou Pearson caso fosse detectada uma distribuicdo nao
gaussiana ou gaussiana, respectivamente. Todas as correlagdes foram obtidas a
partir de valores de animais pareados. Finalmente, quando a significancia estatistica
foi identificada, testamos se a regressao linear ou ndo linear era mais adequada. As
analises estatisticas e a construcdo gréafica foram realizadas no GraphPad Prism
versao 6.00 (La Jolla, CA, EUA).
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8. RESULTADOS

Efeitos da exposi¢cdo ao TBT no peso corporal, adiposidade, funcéo do TAB e
perfil lipidico

Ratos expostos a uma dose subaguda baixa de TBT ndo apresentaram
alteracdes significativas no peso corporal, peso TAE e adiposidade em comparacao
com ratos CON (p > 0,05, Fig.6A, B e C, respectivamente). Da mesma forma, néo
foram observadas alteragBes significativas no didmetro dos adipécitos no TAE,
presenca de mastocitos e atividade de MPO e NAG (presenca de neutroéfilos e
macrofagos) (p > 0,05, Fig.6D, E, F, G, H, I, J e K), bem como entre as
concentragcfes séricas de adiponectina e leptina entre 0s grupos experimentais
analisados (Fig.6L e M). Os pesos de TAM, figado, rim, adrenal, baco, coracéo,
testiculos, epididimo, gordura retroperitoneal, perirrenal e mesentérica foram
semelhantes entre os ratos CON e TBT (Tabela 1, p > 0,05). Ratos TBT né&o
apresentaram alterag@es significativas nas concentracdes séricas de TG, TC e HDL
em comparacao com ratos CON (p > 0,05, Tabela 2). No entanto, um aumento nas
concentragfes séricas de LDL foi observado em ratos TBT em comparagdo com
ratos CON (Tabela 2, p > 0,05).
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Tabela 1. Avaliacdo do peso de 6rgaos e tecidos.

Peso (mg/mm tibia CON BT

Tecido adiposo marrom 0,60 + 0,03 0,70 + 0,06
TAB retroperitoneal 121,3 + 5,89 134,7 + 8,14
TAB perirrenal 37,4 + 3,07 44,0 £ 3,29
TAB mesentérico 104,0 + 7,82 116,7 £ 11,4
Figado 383,1 + 28,2 385,6 + 49,2
Rins 64,3 + 3,14 62,5 + 3,57
Adrenal 1,15 + 0,16 1,20 + 0,11
Baco 18,8 + 0,57 18,5+ 0,85
Coracio 30,1+ 1,08 29,4 +0,99
Testiculos 71,1+ 1,36 68,5+ 5,76
Epididimos 22,5 +0,89 21,9 +1,08

Os valores sédo expressos como média £+ EPM (n = 5). TAB: Tecido
adiposo branco. (Teste t de Student).

Tabela 2. Efeitos da exposicédo ao TBT sobre o perfil lipidico.

CON TBT
TG 174,6 + 30,6 1453 +£17,9
CT 87,5+ 6,07 78,3 +7,84
HDL 121+2,31 17,0 £ 8,17
LDL 10,0 £ 2,06 15,1 + 1,56*

CT: Colesterol Total; HDL: Lipoproteina de alta densidade;
LDL: Lipoproteina de baixa densidade; TBT: Tributilestanho;
TG: Triglicerideos. p < 0,05 vs CON. Média £+ EPM. n = 4
(Teste t de Student).
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Figura 9. Peso corporal, adiposidade, peso e morfologia do tecido adiposo
TAE e niveis de adipocinas em ratos machos. (A) peso corporal, (B) peso TAE e
(C) adiposidade em ratos CON e TBT. Cortes representativos corado com H&E de
TAE de ratos CON (D) e TBT (E). (F) Diametro dos adipécitos no TAE. Cortes
representativos corado com Alcian Blue de TAE de ratos CON (G) e TBT (H). (1)
NUumero de mastacitos, (J) atividade de MPO e (K) atividade de NAG no TAE. Niveis
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séricos (L) de adiponectina e (M) de leptina. Teste t de Student. Ponta de seta:
Mastécitos; MPO: Mieloperoxidase (presenca de neutrofilos); NAG: N-Acetil-B-D-
Glucosaminidase (presenca de macréfagos); TAE: tecido adiposo epididimal.

Efeitos da exposi¢cdo ao TBT no metabolismo da glicose

O teste de tolerancia a glicose e o teste de sensibilidade a insulina
demonstraram que os ratos TBT respondem de forma semelhante aos ratos CON
apos estimulos de glicose e insulina, bem como as concentracfes séricas de
insulina n&o apresentraram alteracdes (p > 0,05, Fig.7A, B e C, respectivamente).
O numero de ilhotas, nimero de mastdcitos e atividade de MPO e NAG do pancreas
nao mostraram alteracdes significativas apos a exposicao a TBT (p > 0,05, Fig.7D,

E, F, G, H, |, J e K, respectivamente).

Efeitos da exposicdo ao TBT na morfofisiologia hepatica

As atividades séricas da TGP e da TGO ndo mostraram alteracdes
significativas entre os ratos CON e TBT (p > 0,05, Fig.8A e B, respectivamente).
Além disso, o figado corado com H&E de ratos CON e TBT mostrou poucas
alteracdes morfologicas. Ambos os figados apresentavam arquitetura hepatica
normal com parénquima composto por células poligonais unidas entre si em placas
anastomosadas, com bordas voltadas para sinuséides ou hepatdcitos adjacentes e
espaco portal preservado (Fig.8C e D). No entanto, uma redu¢cdo no numero de
mastocitos foi observada no figado de ratos TBT em comparag¢do com ratos CON
(p < 0,05, Fig.8E, F e G). Nao foram observadas alteracdes significativas na
atividade hepética de MPO e NAG entre os dois grupos (p > 0,05, Fig.8H e |,

respectivamente).
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Figura 10. Metabolismo da glicose e avaliacdo da morfologia do pancreas em
ratos machos. (A) TTG, (B) TSI e (C) niveis séricos de insulina em ratos CON e

TBT. Cortes representativos corado com H&E em ratos CON (D) e TBT (E). (F)

Numero da ilhotas pancreaticas. Cortes representativos corado com Alcian Blue do
pancreas de ratos CON (G) e TBT (H). (I) Namero de mastécitos do pancreas. (J)
Atividade de MPO no pancreas. (K) Atividade de NAG do pancreas. Teste t de
Student. Ponta de seta: Mastdcitos; TTG: Teste de tolerancia a glicose; TSI: Teste
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de sensibilidade a insulina; MPO: Mieloperoxidase; NAG: N-Acetil-B-D-

Glucosaminidase.
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Figura 11. Avaliacdo da funcéo e morfologia hepéatica em ratos machos. (A)
Atividade sérica de TGP e (B) atividade sérica de TGO em ratos CON e TBT. H&E
representativo do figado de ratos CON (C) e TBT (D). Corte representativo de figado
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corado com Alcian Blue de ratos CON (E) e TBT (F). (G) Numero de mastocitos do
figado. (J) Atividade de MPO no figado. (K) Atividade de NAG do figado. ****p <
0,0001 vs CON. Teste t de Student. Ponta de seta: Mastdcitos; TGO: transaminase
glutdmica oxaloacética; TGP: Glutamato Piruvato Transaminase; MPO:

Mieloperoxidase; NAG: N-Acetil-B-D-Glucosaminidase.

Efeitos da exposicdo ao TBT na morfofisiologia da tireoide

As tireoides coradas com H&E de ratos TBT mostraram poucas alteracdes
morfolégicas. As glandulas tireoides CON exibiram uma organizacdo histolégica
caracteristica, com foliculos maiores na periferia da glandula e foliculos de vérios
tamanhos na regido central (Fig.9A). No entanto, um aumento nos foliculos
tireoidianos foi observado em ratos TBT em comparagédo com ratos CON (p < 0,05,
Fig.9 B e C). N&o foram observadas alterac¢des significativas no diametro do foliculo
tireoidiano (Fig. 9D) e na presenca de mastoécitos (Fig.9E, F e G) entre os dois
grupos. Os concentracdes séricos de T4 livre foram reduzidos pela exposicao a TBT
(p < 0,05, Fig.9H); no entanto, os concentracdes totais de T3 permaneceram
semelhantes em ratos TBT em comparagédo com ratos CON (p > 0,05, Fig.9l).
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Figura 12. Avaliacdo da funcdo e morfologia da tire6ide em ratos machos.
Corte representativo de tiredide corado com H&E de ratos CON (A) e TBT (B). (C)
Diametro dos foliculos tireoidianos e (D) numero de foliculos tireoidianos. Corte
representativo de tiredide corado com Alcian Blude de ratos CON (E) e TBT (F). (G)
Numero de mastocitos na tireoide. (H) Niveis séricos de T4 livre. (1) Niveis séricos
de T3 total. *p < 0,05 vs CON. Teste t de Student. Ponta de seta: Mastdcitos; T3:
Triiodotironina; T4: Tiroxina.

Efeitos da exposicédo ao TBT na temperatura corporal

Ratos TBT apresentaram reducéo da temperatura retal no dia 15 de
tratamento em comparagao com ratos CON em condi¢cdo ambiente (Fig. 10A, p <
0,05). Foram observadas em ratos TBT uma reducdo na temperatura retal nos

tempos 1 e 4 horas e diminui¢do de 0,8% da area sob a curva (AUC) durante o teste
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de tolerancia ao frio em comparacdo com ratos CON (Fig. 10B e C,
respectivamente, p < 0,05).

Peso corporal, adiposidade e BAT, pesos de gordura epididimal,

retroperitoneal, perirrenal e mesentérica foram semelhantes entre ratos CON e TBT
na condi¢&o de frio (Tabela 3, p > 0,05).
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Figura 13. Temperatura retal em ratos machos. (A) Temperatura retal em
temperatura ambiente. (B) Temperatura retal durante TTF em ratos machos CON e
TBT. (C) Area abaixo da curva da temperatura retal do TTF. *p < 0,05 vs CON. Teste
t de Student usado na avaliagdo da AUC. ANOVA de duas vias (teste de

comparacao multipla de Tukey). AUC: area sob a curva; TTF: teste de tolerancia ao
frio.
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Tabela 3. Avaliacdo do peso corporal, de 6rgéos e tecidos ap6s TTF.

Peso (mg/mm tibia) CON TBT
Peso corporal (9) 426,7 +11,0 440,9 + 6,93
Tecido adiposo marrom 0,62 + 0,05 0,64 + 0,07
TAB epididimal 153,0 + 10,0 149,0 £ 4,90
TAB retroperitoneal 144,8 +12,8 143,7 + 6,67
TAB perirrenal 50,1 + 6,41 455 + 2,69
TAB mesentérico 116,3 + 7,70 102,5 + 8,00
Adiposidade 412,2 £+ 29,6 439,4 + 27,66

TAB: Tecido adiposo branco; TTF: Teste tolerancia ao frio. Os valores séo

expressos como media + EPM (n = 5). Teste t Student.

A exposicao ao TBT induz alteragc6es morfolégicas no BAT

As seccdes coradas com H&E de TAM de ratos CON continham morfologia
regular, com adipécito multilocular e pequenas goticulas de lipido na condicéo
ambiente (Fig. 11A). No entanto, o TAM de ratos TBT apresentou um pequeno
aumento no numero de adipdcitos uniloculares (Fig. 11B) que contribuiu para um
aumento no acumulo de lipidios em relacdo aos ratos CON na condicdo ambiente
(8%, p < 0,05, Fig. 11E). Ambos os ratos CON e TBT mostraram uma reducéo no
acumulo de lipidios no TAM em condicad de frio em compara¢éo com os respectivos
ratos CON e TBT na condicdo ambiente (11% e 39%, respectivamente, p <0,05,
Fig. 11E). Ratos TBT apresentaram um numero reduzido de espacos que
representam a presencga de goticulas lipidicas em comparacdo com ratos CON na
condicdo ambiente (10%, p < 0,05, Fig. 11F). No entanto, os ratos TBT
apresentaram um namero maior desse espago em comparacao aos ratos CON em
condigéo de frio (15%, p < 0,05, Fig. 11F). Ratos TBT apresentaram aumento no
namero de adipdcitos uniloculares e redugcdo de adipécitos multiloculares,

comparados aos ratos CON na condigcdo ambiente (11% e 8%, respectivamente,
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p<0,05, Fig. 11G e H). No entanto, os ratos TBT apresentaram um namero reduzido
de adipdcitos uniloculares e um aumento dos adipécitos multiloculares em relagéo
aos ratos CON em condicao de frio (15% e 28%, respectivamente, p<0,05, Fig. 11G
e H).
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Figura 14. Morfologiado TAM em ratos machos. TAM CON (A) e TBT (B) corados
por H&E em condi¢cdo ambiente e CON (C) e TBT (D) em condicao de frio apos TTF.
(E) Acumulo de lipidios em TAM. (F) Namero de goticulas lipidicas em TAM. (G)
Numero de adipdcitos uniloculares em TAM. (H) Numero de adipdcitos
multiloculares em TAM. (I) Numero de vasos sanguineos em TAM. As médias com
a mesma letra ndo séo significativamente diferentes umas das outras. ANOVA de
duas vias (teste de comparacdo multipla de Tukey). Ponta de seta: vasos

sanguineos. TAM: Tecido adiposo marrom.

Numeros de vasos sanguineos no TAM ap0s exposi¢do ao TBT

Ratos TBT nao apresentaram alteracdes significativas no nimero de vasos
sanguineos TAM em comparacao com ratos CON na condi¢cao ambiente (p > 0,05,
Fig. 111). ApGs a exposicao ao frio, 0 numero de vasos sanguineos no TAM foi
aumentado em ratos CON, enquanto o numero de vasos sanguineos no TAM em

ratos TBT permaneceu o0 mesmo que na condicdo ambiente (p < 0,05, Fig. 111).

Efeitos da exposicdo ao TBT no perfil lipidico, enzimas hepéticas e
concentragdes hormonais em condigdes de frio

Os concentragdes séricos de TG, CT, HDL e LDL ndo mostraram alteracdes
significativas entre os ratos TBT e CON em condicdo de frio (p > 0,05, Tabela 4).
Os concentragfes séricos de GPT e GOT ndo mostraram alteracdes significativas
entre ratos TBT e CON (p > 0,05, Tabela 4). Da mesma forma, ndo foram
observadas alteracbes significativas nos concentragcdes seéricos de insulina,
adiponectina, leptina, T4 e T3 entre ratos TBT e CON na condicé&o de frio (p > 0,05,
Tabela 4).



Tabela 4. Efeitos da exposi¢cdo ao TBT sobre parametros séricos apos TTF.

CON TBT
Perfil Lipidico
TG 91,4 +8,81 75,2 + 4,45
CT 78,9 + 6,06 74,1 + 3,86
HDL 32,9+6,84 20,3+ 8,45
Enzimas Lipidicas
TGP 102,6 + 1,80 101,0 + 3,16
TGO 161,7 +13,9 162,6 £ 9,10
Hormonios
Insulina 2,58 + 0,53 2,54 +0,32
Adiponectina 1,00 + 0,01 1,01 + 0,01
Leptina 1515 + 308 2027 + 761
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CT: Colesterol Total; HDL: Lipoproteina de alta densidade; LDL:
Lipoproteina de baixa densidade; TBT: Tributilestanho; TG:
Triglicerideos; TGO: transaminase oxalacética; TGP: transaminase
pirGvica. Média £ EPM. N = 4 (Teste t de Student).

A exposicao ao TBT induz aumento da presenca de mastécitos no TAM

Um aumento no nimero de mastocitos no TAM foi observado nos ratos TBT
em comparacdo com os ratos CON na condicdo ambiente (157%, p < 0,07, Fig.
12A, B, E, F, I). Nao foram observadas alteracdes significativas no niumero de
mastdcitos no TAM entre ratos CON e TBT em condicao de frio (p > 0,05, Fig. 12C,
D, G, H e I). Além disso, os ratos CON mostraram um aumento no namero de
mastocitos no TAM em condicdo de frio em comparacdo com ratos CON na
condicdo ambiente (300%, p < 0,05, Fig. 12I).

As atividades de MPO e NAG no TAM, que indicam a presenca de neutrofilos
e macrofagos, foram semelhantes entre ratos CON e TBT na condicdo ambiente e
condigédo de frio (p > 0,05, Fig. 12J e L).
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Figura 15. Avaliacéo de células inflamatérias no TAM em ratos machos. Cortes
representativos de TAM corado com Alcian Blue de CON (A, E) e TBT (B, F) em
condicdo ambiente, e CON (C, G) e TBT (D, H) em condicéo de frio. (I) nimero de
mastocitos no TAM. (J) Atividade de MPO no TAM. (L) Atividade de NAG no TAM.
As médias com a mesma letra ndo séo significativamente diferentes umas das
outras; a, b, c e d: p <0,05. ANOVA de duas vias (teste de comparacao multipla de
Tukey). Ponta de seta: mastocitos; TAM: tecido adiposo marrom; MPO:

mieloperoxidase; NAG: n-acetil-B-D-glucosaminidase.

A exposicao ao TBT induz a producao de espécie reativa de oxigénio no TAM

A producéo de EROs no TAM foi avaliado usando o corante fluorescente DHE
para avaliar os niveis de anion superoxido. Um aumento nos niveis de anion
superoxido no TAM foi observado nos ratos TBT em comparagédo com os ratos CON
na condi¢cdo ambiente (17%, p < 0,05, Fig. 13A, B e E). Da mesma forma, um alto
nivel de anion superéxido no TAM foi observado em ratos TBT em comparacdo com
ratos CON em condicao de frio (6%, p <0,05, Fig. 13C, D e E). Nao foram
observadas diferencas significativas entre ratos do mesmo grupo de tratamento em
ambas as condi¢des de temperatura (p > 0,05, Fig. 13E).

A exposicao ao TBT induz a deposicado de colageno no TAM

Um aumento na deposicao de coldgeno no TAM foi observado nos ratos TBT
em comparacao com os ratos CON na condi¢cdo ambiente (25%, p < 0,05, Fig. 14A,
B e E). Da mesma forma, alto acimulo de colageno no TAM foi observado em ratos
TBT em comparagao com ratos CON em condicao de frio (22%, p < 0,05, Fig. 14C,
D e E). Ambos os ratos CON e TBT mostraram aumento da deposicao de colageno
no TAM em condicao de frio em comparagéo com os respectivos ratos CON e TBT
na condicdo ambiente (p <0,05, Fig. 14A, C, B, D e E).
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Figura 16. Avaliacdo da producdo de EROs no TAM em ratos machos. Cortes
representativos de TAM marcados DHE de ratos CON (A) e TBT (B) da condigéo
ambiente e ratos CON (C) e TBT (D) da condicao de frio. (E) Fluorescéncia DHE no

BAT. As médias com a mesma letra ndo sao significativamente diferentes umas das
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outras; a e b: p < 0,05. ANOVA de duas vias (teste de comparagdo mdultipla de
Tukey).
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Figura 17. Avaliacdo da deposicao de colageno no TAM em ratos machos.
Coloracgéao representativa de Picrosirius em TAM de ratos CON (A) e TBT (B) da
condicdo ambiente e ratos CON (C) e TBT (D) da condicéo de frio. (E) Deposicéo
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de colageno no TAM. As médias com a mesma letra ndo sdo significativamente
diferentes umas das outras; a, b e c: p < 0,05. ANOVA de duas vias (teste de

comparacao multipla de Tukey).

Correlagfes entre temperatura corporal, concentracdes de T4, parametros
BAT (acumulo de lipidios, adipdcito unilocular e multilocular, niumero de
mastocitos, producédo de EROs)

Para avaliar a relacdo entre a temperatura corporal (temperatura retal),
parametros do TAM (ou seja, acumulo de lipidios, numeros de adipdcitos
uniloculares e multiloculares, nUmeros de mastacitos e niveis de anion superéxido)
e concentracdes séricos de T4 livre, foram realizadas andlises de correlacdo aos
pares e um ajuste linear foi plotado.

Véarios marcadores do TAM foram correlacionados na condicdo ambiente e
condicao de frio. Observamos uma tendéncia de correlagcao linear negativa entre a
temperatura corporal e o acimulo de lipidios no TAM na condigdo ambiente (Fig.
15A, p = 0,0688). No entanto, nenhuma correlacao linear significativa foi observada
entre a temperatura corporal e o acumulo de lipidios no TAM em condicdo de frio
(Fig. 15B, p = 0,3224).

Uma tendéncia para uma correlacéo linear negativa foi observada entre o
acumulo de lipidios no TAM e os concentracdes de T4 na condicdo ambiente (Fig.
15C, p = 0,0755). Curiosamente, foi observada uma correlacao linear positiva entre
os concentracdes de T4 e o acumulo de lipidios no TAM em condicao de frio (Fig
15D, p < 0,05). O acumulo de lipidios no TAM foi negativamente correlacionado com
0 numero de adipdcitos multiloculares no TAM em ambas condigdes de temperatura
(Fig10E, p < 0,05 e Fig 15F, p <0,05).

O acumulo de lipidios no TAM foi positivamente correlacionado com o nimero
de mastocitos no TAM em ambas condi¢des de temperatura (Fig 15G, p < 0,001 e
Fig 15H, p <0,05). O numero de adipécitos multiloculares no TAM foi negativamente

correlacionado com o numero de mastocitos em na condicdo ambiente (Fig 151 p <
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0,05). No entanto, ndo foi observada correlacao significativa entre o nimero de
adipécitos multiloculares no TAM e o numero de mastocitos em condicao de frio (Fig
153, p = 0,3225).

Os niveis de anion superoxido no TAM foram positivamente correlacionados
com o acumulo de lipidios no TAM na condicdo ambiente (Fig 15K p < 0,001). No
entanto, 0s niveis de anion superéxido no TAM foram negativamente
correlacionados com o acumulo de lipidios no TAM em condigédo de frio (Fig 15L, p
< 0,05). Uma correlacdo linear positiva foi observada entre os niveis de anion
superéxido no TAM e o numero de mastocitos no TAM na condicdo ambiente (Fig
15M, p < 0,001). Nao foi observada correlacdo significativa entre niveis de anion
superdéxido no TAM e numero de mastécitos em condigcdo de frio (Fig 15N, p =
0,7290).



>

g

w

4

©
n

33.6

Temperatura retal (°C)

©
@
w

AMBIENTE

Pearson r: -0.5999
P=0.0668

@
@©

O

7 74 77
Acumulo lipidios (%)

80

80
£
@ .
L
3 76 ° °
N
@
° .
°
2 721
£
3 Pearson r: -0.5852
< o ®  P=0.0755
1.0 11 1.2 1.3 14 15
T4 livre (ng/mL)
80
g
h:
T 76
L
3
o
5 72
13
3 Pearson r: -0.8617
< 68 T T T T ) <0.05
65 70 75 80 85 90

®

]
i

de lipidios (%)
3

Adi

multil

2 72
X Pearson r: 0.8881
L L4 P<0.001
0 1 2 3 4 5
Mastécitos/mm?*
I 2. 90
L]
3 80
£
3
£ 704 .
X Pearson r: -0.7349
- P <0.05
%0 1 2 3 4 5
K Mastécitos/mm?
2 0.03,
©
3
£
3 0.02-
=
Q
<
€ 0.01-
2
8 Pearson r: 0.8816
I 100 P <0.001
70 72 74 76 78 80

<

0.03

a.)

0.02

(=4

o

=
L

Fluorescéncia DHE (u.

=3
>

Actimulo lipidios (%)

Pearson r: 0.8742
P <0.001

.00

Mastécitos/mm?

5

o

33.8-
‘5’_, . .
£ 332 ¢
©
- L]
g /
5 326
a LI
E - Spearman r: 0.3476
- P=0.3224
32.0 T T T 1
30 40 50 60 70
_ 704
g
8
T 55
2
°
°
=]
5 40
£
'é Spearman r: 0.6444
25 T T T T 1 il
12 13 14 15 1.6 17
T4 livre (ng/mL)
_ 70,
S o 8
]
I .
o .
2 401 .
£
E Pearson r: -0.7881
25 T T T 1 Eisi0:05
100 110 120 130 140
multiloculares/camp
H . 704
g
-
T 55
2
3
40
b Spearman r: 0.6444
25 . ‘ : ‘ F<005
12 1.3 14 15 16 17
Mastécitos/mm?
2. 145
.
130 . e
= L]
=
3
E 1154
L] Ll
3 e o Pearson r: -0.3493
S 100 : . : : 'P =0.3225
3 0 2 4 6 8 10
Mastécitos/mm?
L,., 0.03- .
5
2
=
P 0.02
g
&
g 0.01-
1 Pearson r: -0.7182
[ 0.00 . ' . IP <0.05
30 40 50 60 70
N Acumulo lipidios (%)
~ 0.03 ”
<
2
£
3 0.02-{
o
3 .
@ (14
3 0011 T g e
4 ° o
S 9 e Pearsonr:-0.1259
T, P =0.7290
2 4 6 8 10

Mastécitos/mm?

73



74

Figura 18. Correlacdo entre temperatura retal, niveis séricos de T4 livre e
parametros do TAM (acumulo de lipidios, numero de adipdcitos
multiloculares, niumero de mastoécitos e producdo de EROs). Os valores da
temperatura retal da condicdo ambiente (A) e da condicéo de frio (B), foram plotados
com o acumulo de lipidios no TAM. Os valores de acumulo de lipidios no TAM na
condicdo ambiente (C) e fria (D) foram plotados com o0s niveis séricos de T4 livre.
Os valores de acumulo de lipidios no TAM das condicbes ambiente (E) e fria (F)
foram plotados com o numero de adipocitos multiloculares no TAM. Os valores de
acumulacdo de lipidios no TAM das condigbes ambiente (G) e fria (H) foram
plotados com o niumero de mastdcitos no TAM. Os valores do numero de adipocitos
multiloculares no TAM das condicbes ambiente () e fria (J) foram plotados com o
ndmero de mastoécitos no TAM. Os valores de fluorescéncia de DHE (niveis de &nion
superoxido) no TAM das condi¢cdes ambiente (K, M) e fria (L, N) foram plotados com
o acumulo de lipidios no TAM e o numero de mastdcitos TAM, respectivamente. A
significancia estatistica (p < 0,05) foi testada usando o teste de Spearman ou
Pearson se uma distribuichio de dados nao gaussiana ou gaussiana,
respectivamente, fosse detectada.



75

9. DISCUSSAO

Nosso estudo fornece evidéncias de que a exposi¢cao subaguda a baixa dose
de TBT por 15 dias é responsavel por alteracbes na morfofisiologia do TAM,
incluindo aumento do acumulo de lipidios, remodelacdo na morfologia dos
adipdcitos, inflamacéo, alteracdo da organizacdo da matriz extracelular e estresse
oxidativo. Essas anormalidades contribuiram para o prejuizo na funcdo do TAM de
realizar a termogénese em ratos machos. Especificamente, a exposicdo ao TBT
resultou em baixa temperatura corporal em condi¢cdes de temperatura ambiente e
durante teste de tolerancia ao frio. Aumento do acumulo de lipidios no TAM,
diminuicdo do numero de goticulas lipidicas, aumento do nimero de adipdcitos
uniloculares e diminuicdo do niumero de adipdocitos multiloculares foram observados
em ratos TBT a temperatura ambiente em comparacdo com os controles. No
entanto, os ratos TBT apresentaram respostas opostas em todos esses parametros

em condicao de frio em comparagédo com os controles.

Além disso, foi observado uma tendéncia de correlacdo negativa entre o
acumulo de lipidios no TAM e a temperatura corporal em condicdo ambiente, assim
como foi observado correlagéo negativa entre o acumulo de lipidios e o nUmero de
adipécitos multiloculares tanto em condicdo ambiente quanto em condicdo de frio,
podendo ser resultado do efeito obesogénico do TBT na gordura marrom. Um
aumento no nimero de vasos sanguineos no TAM foi observado apenas em ratos
controle apos teste de tolerancia ao frio, sugerindo supresséo desta resposta em
animais TBT. A presenca de mastécitos aumentou no TAM de ratos TBT em
condicdo ambiente. Além disso, uma importante correlacao positiva foi observada
entre o acumulo de lipidios e o nimero de mastécitos em ambas as condi¢bes de
temperatura, sugerindo associacdo entre o acumulo de lipidios do TAM e a
inflamacé@o induzida pela exposicdo ao TBT. Aumento da producdo &anion
superoxido foi observado em ambas as condi¢cdes de temperatura em ratos TBT
comparado aos controles. Além disso, uma importante correlagdo positiva foi
observada entre producéo de anion superoxido e acumulo de lipidios e nimero de
mastocitos na condicdo ambiente. Uma reducdo na concentracdo sérica de T4 foi

observada em ratos TBT na condicdo ambiente. Correlaces negativas e positivas
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foram observadas entre as concentracdes séricas de T4 e o acumulo de lipidios na
condicdo ambiente e frio, respectivamente. Aumento no acumulo de colageno no
TAM foi observado na condicdo ambiente e exacerbado em condicdo de frio em
ratos TBT em comparagao com controles. Coletivamente, esses dados sugerem
que a baixa dose de exposi¢cdo ao TBT contribui para prejuizo da termogénese
associada ao acumulo de lipidios, reducdo do numero de adipécitos multiloculares,
inflamacéo, estresse oxidativo e alteracdo da matriz extracelular no TAM em ratos

machos.

O TBT é um obesogénico que esta associado a alteracdes metabdlicas em
animais adultos e que podem ser herdadas transgeracionalmente em ambos o0s
sexos (BERTULOSO et al.,, 2015; CEOTTO FREITAS-LIMA et al., 2018;
CHAMORRO-GARCIA et al., 2013). Em estudos anteriores realizados por nosso
grupo foi demonstrando que a exposi¢cdo a 100 ng/kg/dia de TBT por 15 dias em
ratas € responsavel pelo desenvolvimento de diversas alteracdes em diferentes
orgaos e sistemas em roedores fémeas (DA COSTA et al., 2019; MERLO et al.,
2016; PODRATZ et al., 2012; RODRIGUES-PEREIRA et al., 2020). Nessa dose, as
ratas apresentaram alteracdes na foliculogénese ovariana e no ciclo estral, além da
reducado da fertilidade(PODRATZ et al., 2012; SENA et al., 2017). Também foram
relatadas alteracdes na glandula maméaria e na tireoide (DA COSTA et al., 2019;
RODRIGUES-PEREIRA et al., 2020, 2022). Assim, foi observado desregulagéo do
eixo hipotalamo-hipdfise-adrenal (MERLO et al., 2016). Associado a esses achados
as ratas apresentaram resisténcia insulinica associada a alteracdo no pancreas e
figado, hiperleptinemia, hipoadiponectinemia, dislipidemia, aumento do peso e
inflamacé@o dos depdsitos de tecido adiposo branco (BERTULOSO et al., 2015;
CEOTTO FREITAS-LIMA et al.,, 2018). Todos esses resultados associados
resultaram em um quadro semelhante a sindrome do ovario policistico nesses
animais (MERLO et al., 2018). Contudo, neste estudo ndo foram observadas
alteracdes no peso corporal, adiposidade, funcdo hepatica, funcdo pancreatica,
sensibilidade a insulina, além de outros marcadores metabdlicos em ratos expostos

a 100 ng/kg/dia de TBT por 15 dias. Dessa maneira é observado um aparente
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dimorfismo sexual na fungdo metabdlica frente & exposicéo subaguda de baixa dose

de TBT em ratos Wistar.

Apesar de haver essa diferenca na resposta ao TBT entre machos e fémeas,
nos observamos aumento nas concentracdes seéricas de LDL e do numero de
foliculos tireoidianos e reducdo das concentracfes séricas de T4 apds exposicao
ao TBT. Resultados semelhantes foram relatados por Rodrigues-Pereira et al. 2020,
2022. Si et al. (2011) mostraram que 5 ug/kg de TBT por 45 dias causou ganho de
peso corporal e aumento no depdsito de gordura testicular em camundongos
machos. Penza et al. (2011) mostraram que uma exposic¢ao de 60 dias ao TBT (0,5
Mg/kg) causou um aumento na massa gorda em ambos 0s sexos dos camundongos,
sugerindo que o TBT pode afetar a deposi¢cao de gordura de maneira dependente
do sexo e do tempo em camundongos pré-puberes e sexualmente maduros.
Portanto, a partir dos resultados encontrados por nosso grupo e outros, é possivel
sugerir que os machos apresentam uma resisténcia maior a alteracdes induzidas
pela exposicdo ao TBT do que o encontrado em animais fémeas, visto que
alteracOes sao observadas associadas com tempo e dose de exposi¢cao maiores.

Em pequenos roedores, como ratos e camundongos, o TAM € o principal
orgao responsavel pela termogénese. Essa funcéo é essencial para manutencao da
temperatura corporal e auxilio no gasto energético. Diante de tantas evidéncias da
acado de compostos obesogénicos sobre o controle do gasto energético, o estudo
dos efeitos da exposicdo a esses compostos sobre a funcdo do TAM é pouco
investigado. Chamorro-Garcia et al. (2013) observaram efeitos modestos sobre o
tamanho do depdsito, o tamanho dos adipdcitos e o nimero de células em TAM em
modelo de exposicdo transgeracional ao TBT. Em particular, observaram aumento
da area das vesiculas lipidicas, embora ndo em todos os grupos de exposi¢cdo ao
TBT, presenca de grandes vesiculas lipidicas e redugdo no numero de adipdécitos
marrons em machos F1, F2 e F3, embora os efeitos tenham sido significativos
apenas em F2. Em um estudo de exposi¢cdo ao DDT em camundongos fémeas, La
Merril et al. (2014) mostraram que 1,7 mg/kg do dia gestacional 11,5 até o dia pOs-

natal reduziu a temperatura corporal, que se tornou mais pronunciada com a idade,
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e prejudicou a tolerancia ao frio da prole feminina aos 6 meses de idade. Da mesma
forma, vonderEmbse et al. (2021) mostraram uma reducdo na temperatura corporal
em camundongos fémeas aos 4 meses de idade apds exposicao perinatal a 1,7mg
DDT/kg e 1,3 mg p, p'-DDE/kg sem anormalidades na morfologia TAM. Nossos
resultados sao consistentes com esses achados anteriores, pois observamos
termogénese anormal, acumulo aumentado de lipidios TAM e do numero de
adipdcitos lipidicos uniloculares e reducédo no numero de adipécitos multiloculares
em ratos TBT. No entanto, os ratos TBT apresentaram respostas opostas em todos
esses parametros em condi¢des de frio, sugerindo uma intensa remodelacéo das
goticulas lipidicas nos adipécitos TAM anormais. Além disso, correlagdes negativas
foram observadas entre o acumulo de lipidios no TAM e a temperatura corporal,
assim como nos numeros de adipdcitos multiloculares. Assim, nossos dados
sugerem que a exposi¢do ao TBT levou a anormalidades do TAM que contribuiram

para a termogénese anormal.

Os hormonios tireoidianos (HT) s&o de grande importancia para o controle do
gasto energético (BIANCO; SILVA, 1987; OBREGON, 2014). Eles atuam
estimulando a ativagcdo do TAM e promovendo producdo de calor por meio da
conversdo do T4 em T3 pela enzima deiodase 2 (DIO 2), o qual estimula a ativacéo
de UCP1 e lipdlise (DE JESUS et al., 2001; OLIVEIRA et al., 2022). Estudos
mostraram que a reducdo da acdo dos HT leva a acumulo de lipidio no TAM e
prejuizo na termogénese (SHU et al., 2017). A concentracéo de T4 livre reduziu nos
animais expostos ao TBT na condicdo ambiente, porém nao foi observado diferenca
entre 0s grupos apos a exposicao ao frio. A concentracdo de T4 livre apresentou
uma tendéncia de correlacao negativa com o acumulo de lipidio no TAM, o que pode
ajudar a explicar essa alteragcado nos animais TBT. Curiosamente, na condi¢cdo de
frio, a concentragéo de T4 livre apresentou uma correlagédo positiva com o acumulo
de lipidio no TAM. Esse resultado sugere que outros mecanismos de estimulacao
do TAM podem estar responsivos ao frio e, portanto, promovem 0 consumo de

lipidios no TAM nos animais TBT.
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A termogénese no TAM desempenha um papel critico para a manutencdo da
temperatura corporal em circunstancias regulares e frias em pequenos roedores
(ENERBACK et al., 1997). Em condicdes de frio, os adipdcitos marrons séo ativados
pelo sistema nervoso simpético, induzindo a lipélise (CANNON; NEDERGAARD,
2004; VAN DEN BERG et al., 2017). Os &cidos graxos ativam a UCP1 e sdo usados
como substrato para a termogénese (KAJIMURA; SAITO, 2014). Tanto em
humanos quanto em roedores, a exposicao ao frio induz a proliferacao de adipécitos
marrons e células endoteliais vasculares, refletindo a angiogénese ativa que
contribui para o aprimoramento da fungcdo TAM e da capacidade termogénica de
todo o corpo (KLINGENSPOR, 2003; LEE et al., 2015; XUE et al., 2009). Nossos
resultados séo consistentes com esses achados anteriores no qual observamos um
aumento no numero de adipdcitos multiloculares em ratos TBT em condi¢des de
frio, refletindo uma tentativa de manter a capacidade de temperatura corporal. No
entanto, ndo encontramos aumento no nimero de vasos sanguineos no TAM de
ratos TBT em condicbes de frio, apenas em ratos CON, sugerindo um possivel
comprometimento do fluxo sanguineo no TAM de ratos TBT. Uma importante
correlacao negativa foi observada entre o acumulo de lipidios TAM e o numero de
adipécitos multiloculares tanto em temperatura ambiente quanto em condi¢cdes de
frio. Observa-se que mesmo com uma aparente ativacdo do TAM apds o estimulo
por frio a temperatura corporal continua reduzida em animais TBT, 0 que sugere
prejuizo na producao do calor, mesmo com redu¢édo do acumulo de lipidios, e/ou

distribuicado irregular do calor formado.

A alta vascularizacdo do TAM é um aspecto de grande importancia para sua
funcdo de manutencao da temperatura corporal (VAN DEN BERG et al., 2017; XUE
et al., 2009). Os vasos sanguineos sao responsaveis por trazer oxigénio, assim
como &cidos graxos e glicose que servem de combustiveis para a producdo de
calor, além de serem responsaveis pela distribuicdo do calor produzido para o
restante do corpo (CANNON; NEDERGAARD, 2008; VAN DEN BERG et al., 2017).
A baixa vascularizacdo do TAM estd associada a uma condicdo chamada de
branqueamento, nessa condi¢cdo o TAM adquire aspectos do TAB, como presenca

de adipdcitos uniloculares, alto teor lipidico e baixa capacidade termogénica
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(SHIMIZU; WALSH, 2015). Nossos resultados sugerem um possivel processo de
branqueamento do TAM devido ao aumento do acumulo lipidico e de adipdcitos
uniloculares, reducdo da vascularizacdo na condicdo de frio e prejuizo na

termogénese observado pela reducao da temperatura corporal.

A inflamacao é uma caracteristica comum no tecido adiposo anormal como
resultado da exposicédo ao TBT ou modelos de obesidade (CEOTTO FREITAS-LIMA
etal., 2018; MIRZAEI et al., 2013; RAVANAN et al., 2011). Anteriormente, relatamos
que os mastdcitos sdo células inflamatoérias cruciais presentes no TAB apés a
exposicdo ao TBT e associadas a complicagbes metabdlicas em ratas
(BERTULOSO et al., 2015; CEOTTO FREITAS-LIMA et al., 2018; DA COSTA et al.,
2019). Da mesma forma, Liu et al. (2009) relataram que a deficiéncia genética de
mastocitos pode levar ao aumento do gasto energético e promover a expressao da
proteina UCP-1 em TAM de camundongos obesos machos induzidos por dieta
ocidental por 12 semanas. Observamos um aumento no nimero de mastécitos em
TAM de ratos TBT. Além disso, uma correlacdo positiva foi observada entre o
acumulo de lipidios TAM e o numero de mastécitos a temperatura ambiente,
sugerindo um papel importante dos mastocitos na funcdo anormal do TAM. No
entanto, é importante notar que os mastocitos sdo sensores de frio, tornando-se
degranulados quando expostos ao frio. Isso resulta na liberagéo de histamina que
aumenta o fluxo sanguineo no TAM, a qual € uma resposta fisiologica importante
para manter a termogénese adequada (DESAUTELS et al., 1994; FINLIN et al.,
2019; ROTHWELL; STOCK; WYLLIE, 1984; SHEN et al., 2008). Observamos um
aumento no numero de mastdcitos que foi relacionado com o nimero elevado de
vasos sanguineos no TAM de ratos controle em condi¢des de frio, sugerindo um
possivel aumento no fluxo sanguineo no TAM de ratos controle. Além disso,
correlacdo positiva foi observada entre o acumulo de lipidios no TAM e 0 nimero

de mastdcitos em condicdes de frio.

A geracdo de espécies reativas de oxigénio e consequente estresse oxidativo
€ um processo comum em tecidos com inflamacédo, assim como em tecidos com
excesso de lipidios (HAUCK; BERNLOHR, 2016; PIZZINO et al., 2017). Aléem disso,
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particularmente no TAM, foi observado dano induzido por espécies reativas de
oxigénio nas mitocondrias, apds exposi¢do ao frio, enquanto o estimulo por HT
demonstrou ativacdo do TAM sem aumento espécies reativas de oxigénio (BARJA
DE QUIROGA et al., 1991; OLIVEIRA et al., 2022; PETROVIC et al., 2010;
SANCHEZ-ALAVEZ et al.,, 2013). Os animais expostos ao TBT apresentaram
aumento de anion superoxido no TAM em ambas as condicbes de temperatura.
Portanto, o estresse oxidativo observado no TAM dos animais TBT pode estar
relacionado ao conjunto de fatores como reducédo do T4 livre, inflamacéo, acimulo

de lipidios e prejuizo na funcéo termogénica do TAM.

Outras anormalidades do tecido adiposo foram observadas em modelos de
TBT, incluindo estresse oxidativo do tecido adiposo e fibrose (CEOTTO FREITAS-
LIMA et al.,, 2018; DA COSTA et al., 2019). Nossos resultados atuais sao
consistentes com esses achados anteriores, pois observamos um aumento na
producdo de EROs no TAM e colageno em ambas as condi¢cbes de temperatura.
Importantes correlagbes positivas foram observadas entre os niveis de &anion
superoxido no TAM e acumulo de lipidios e nUmero de mastécitos em temperatura
ambiente. Além disso, tanto os niveis de anion superéxido quanto a inflamacéo
foram correlacionados negativamente com o numero de adipdcitos multiloculares.
Esses dados sugerem que a exposicdo ao TBT pode levar a irregularidades do
TAM, que pode ser substituido por tecido fibroso, levando a fibrose.

Em concluséo, o presente estudo demonstrou que a exposicdo subaguda a
baixa dose de TBT apresenta resultados diferentes em machos dos que ja foram
observados em estudos prévios com fémeas, sugerindo assim que ha um
dimorfismo sexual da resposta da funcdo metabdlica a exposicdo a esse
obesogénico. Além disso, o TBT induziu prejuizo da termogénese no TAM
associada a alteracdes da sua morfologia, tais como acumulo de lipidios, reducéo
no namero de adipocitos multiloculares, remodelacao intensa de goticulas lipidicas,
inflamacéo, estresse oxidativo e alteracdo da matriz extracelular em ratos machos.
Esses achados sugerem que o TBT é capaz de promover processo de

branqueamento do TAM independente de alteracdes do peso corporal e do tecido
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adiposo branco (Fig. 16). Portanto, a monitoracdo e prevencao da exposicdo de
individuos a esse composto € de grande importancia para a saude publica de forma

a prevenir problemas metabdlicos e/ou relacionados a obesidade na populacéo.
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Figura 19. Modelo dos principais efeitos da exposicdo do TBT sobre o TAM.
TBT leva a anormalidades morfofisioldgicas no TAM, tais como: TBT leva a aumento
da presenca de mastécitos. A maior presenca de células inflamatérias, bem como
a acao do TBT causam estresse oxidativo. O dano causado pelo TBT e estresse
oxidativo alteram a organizacdo da matriz extracelular. A agdo obesogénica do TBT
induz um clareamento do TAM, com aumento do nimero de adipdcitos uniloculares
em detrimento da reducdo do numero de adipocitos multiloculares. A combinacgéo

dos efeitos toxicos e obesogénicos do TBT resultam no prejuizo da termogénese e
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consequente reducao da temperatura corporal. EROs: Espécie reativa de oxigénio;

TAM: Tecido adiposo marrom; TBT: Tributilestanho.
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