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RESUMO

O nonilfenol etoxilado (NPE) € um desregulador enddcrino que esta presente no
meio ambiente devido ao seu uso como detergente nos processos de limpeza de efluentes
industriais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do NPE sobre o sistema
imune adaptativo em ratos Wistar machos. Nestes animais foram avaliados o efeito do
NPE sobre as células linfocitarias periféricas atraves da realizacdo de hemograma e do
perfil linfocitério adaptativo, analisando os marcadores de superficie CD4, CD8, CD28 e
CD45 RA. Foi também avaliado o efeito do tratamento sobre o figado e bago, bem como
sobre 0 metabolismo intermediario, através das analises de glicemia, triglicerideos e
colesterol. Os dados ndo demonstraram diferencas significativas em relagdo ao indice
hepatico e esplénico. O nivel de triglicerideos apresentou um aumento de 50% nos grupos
tratados, na avaliagdo dos niveis de colesterol e glicose ndo foi demonstrado diferencas
significativas entre os grupos. Os resultados indicaram que o ndmero de linfécitos e
mondcitos dos grupos tratados tiveram uma queda significativa de aproximadamente 25%
e 50% em relacdo ao grupo controle. Foi demonstrado que o nimero de células fortemente
marcadas quanto a presenca da proteina CD45RA High na superficie celular dos
linfocitos € maior nas células dos ratos do grupo tratado e que o tratamento aumenta a
relacdo entre as células CD45RA High/Dim. Esses resultados levantam a hip6tese que as
células aumentadas nos grupos tratados apresentam fen6tipo de membrana compativel
com células T terminalmente diferenciadas (TEMRA). Este estudo forneceu dados novos
sobre a acdo do NPE, até onde se tem conhecimento, € a primeira pesquisa a constatar a
presenca elevada de células TEMRA em animais tratados com NPE, contribuindo com

um novo foco para futuras pesquisas dessa substancia.

Palavras-chave: Sistema imune adaptativo, triglicerideos, citometria de fluxo,

hemograma, células TEMRA.



ABSTRACT

Ethoxylated nonylphenol (NPE) is an endocrine disruptor that is present in the
environment because of its use as a detergent in the industrial effluent cleaning processes.
The objective of this work was to evaluate the influence of ethoxylated nonylphenol
(NPE) on the adaptive immune system in male Wistar rats. In these animals, the effect of
NPE on peripheral lymphocyte cells was evaluate by performing hemogram and adaptive
lymphocytic profile, analyzing CD4, CD8, CD28 and CD45 RA surface markers. The
effect of treatment on the liver and spleen, as well as on the intermediate metabolism, was
also evaluate through glycemic, triglyceride and cholesterol analyzes. The data did not
show significant differences in relation to the hepatic and splenic index. The level of
triglycerides presented a 50% increase in the treated groups; in the evaluation of
cholesterol and glucose levels, no significant differences between the groups were
demonstrate. The results indicated that both, the number of lymphocytes and monocytes
of the treated groups had a significant decrease of approximately 25% and 50% relative
to the control group. The number of strongly labeled cells for the presence of the CD45RA
High protein on the cell surface of the lymphocytes showed to be higher in the cells of
the mice in the treated group and that the treatment increases the ratio between the
CD45RA High/Dim cells. These results raise the hypothesis that enlarged cells in the
treated groups exhibit terminally differentiated T cell (TEMRA). This study provided new
data on the action of NPE, to the best of our knowledge, is the first research to verify the
elevated presence of TEMRA cells in animals treated with NPE. In addition, these
findings contribute a new focus for future research on this substance.
Keywords: Adaptive immune system, triglycerides, flow cytometry, blood count,

TEMRA cells.



1 INTRODUCAO

O efeito de micropoluentes orgéanicos presentes em ambientes aquaticos vem
atraindo atengéo devido ao seu impacto no meio. Os animais, mesmo estando em seus
respectivos habitats naturais, vém sofrendo alteracfes fisiologicas e metabdlicas que
podem ser consequéncia da exposi¢do dos organismos aos micropoluentes do grupo dos
desreguladores enddcrinos, responsaveis pela maior parte das mudancas encontradas no
sistema enddcrino. O efeito destas substancias é explicado pela semelhanca estrutural
com varios horménios. Por este motivo, muitos estudos estdo focados em investigar a

interferéncia destes desreguladores sobre o0 eixo neuro-imuno enddcrino.

Os desreguladores sdo alvos de grande discussdo na comunidade cientifica
mundial e tem interesse consideravel da midia. Estudos cientificos recentes comprovaram
a gravidade e a diversidade dos problemas que podem advir da exposicdo a essas
substancias. Nas Ultimas décadas, diversas agéncias governamentais de ambito mundial
tém considerado a problematica dos desreguladores enddcrinos como uma importante

area de pesquisa.

Estudos imunotoxicolégicos utilizando mamiferos como animais de
experimentacao ainda sdo incipientes e os dados de toxicidade de efluentes, dguas de
poc¢os, aguas de consumo ou de outras fontes hidricas sdo escassos no que tange aos
desreguladores enddcrinos. Por tanto, é essencial ponderar que estudos que visem a
avaliacdo dos efeitos toxicolégicos dos desreguladores endocrinos terdo impacto
indiscutivel a salde, tanto em seres humanos quanto em outras espécies que utilizam os

corpos d’agua que recebem despejo de efluentes.

Os efluentes mesmo dentro dos padrdes de toxicidade legais estabelecidos

possuem diversas substancias nocivas aos animais. E importante rever quais os tipos de



produtos que podem representar perigo a saude. Considerando que, os efeitos toxicos nos
organismos mais complexos ndo se limitam a letalidade, como as observadas no caso da
exposicao aguda, mas a outros impactos, as vezes ‘“‘silenciosos”, observados na exposi¢ao

cronica.

O nonilfenol etoxilado (NPE) é considerado um desregulador enddcrino, pela sua
semelhanca molecular estrutural com o estradiol, que pode inibir ou mimetizar o
estrogénio natural se ligando aos seus receptores. E um potente desregulador com efeito
estrogénico e muito utilizado no mundo como detergente industrial, sendo facilmente
comercializado, também pode ser encontrado principalmente em tintas, pesticidas e em
plasticos. O NPE faz parte da categoria dos alquilfendis etoxilados (APES) representando
85% do total dos APEs. Sabe-se hoje que o estrogénio e outros ligantes de receptores de
estrogénio podem agir sobre a interacdo do eixo neuro-imuno enddcrino, sendo necessario
avaliar o papel do nonilfenol diretamente sobre o desenvolvimento e a funcionalidade da

resposta imunoldgica em si.

No Brasil, mesmo com investimentos em sistemas de esgoto e plantas de
tratamento, apenas uma pequena porcdo do volume de esgoto gerado pelas cidades é
efetivamente tratada antes de chegar aos corpos hidricos. A liberacdo de esgoto em corpos
de &gua sem nenhum tratamento é uma das principais causas de deprecia¢do da qualidade
da 4gua e, consequentemente, da vida. A auséncia de recursos basicos adequados para o

saneamento compromete o fornecimento pablico e o uso primario deste recurso.

Em trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa foi constatado o uso de NPE,
proveniente do Renex 95 um detergente comercial, no tratamento de pecas e de efluentes

de industrias metal-mecéanicas, o qual acaba sendo liberado nos corpos hidricos.
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Esse contexto imp&e uma necessidade continua de encontrar novas fontes de agua,
tratamentos quimicos mais complexos e efetivos para garantir a disponibilidade de agua
potavel, bem como entender, por meio de estudos in vivo, os efeitos gerados por
determinados tipos de substancias, como o NPE, sobre diferentes fun¢des fisiologicas,

entre estas as do sistema imunologico.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Avaliar a influéncia do consumo subcrénico de nonilfenol etoxilado sobre
0 sistema imunologico adaptativo e metabolismo intermediario em ratos Wistar

machos, visando identificar os efeitos a saude.

2.2 Objetivos especificos

Verificar o efeito da ministracdo do nonilfenol etoxilado sobre a contagem de

células sanguineas de ratos.

— Auvaliar a acdo da administragdo do nonilfenol etoxilado sobre o perfil linfocitario
adaptativo das amostras sanguineas de ratos para os marcadores CD4, CD8, CD28
e CD45RA.

— Auvaliar o efeito do tratamento com nonilfenol etoxilado sobre o figado, através de
ensaios de funcdo e lesdo hepatica.

— Verificar a acdo do tratamento com nonilfenol etoxilado sobre o metabolismo

intermediario, através das analises de glicemia, triglicerideos e colesterol.

12



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA GERAL

Alguns produtos quimicos, conhecidos como desreguladores endécrinos (EDCs,
do inglés, Endocrine Disrupting Chemicals), podem ter efeitos nocivos sobre diversos
sistemas do nosso corpo. Essas substancias mimetizam a acdo de horménios naturais,
inibindo-os ou alterando as funcbes reguladoras normais dos sistemas imunoldgico,
nervoso e endocrino. Os desreguladores enddcrinos interferem na funcdo dos horménios
naturais, e os efeitos sobre a salde podem aparecer muito tempo depois que a exposi¢do

parou (Monneret, 2017).

3.1 Desreguladores Endécrinos

Segundo a Agéncia de Protecdo Ambiental dos Estados Unidos (USEPA) (1997),
um desregulador enddcrino é um agente exdgeno que interfere na sintese, na secrec¢do, no
transporte, na ligacdo, na acdo ou na eliminacdo de hormdnios naturais dos organismos.
Estas interferéncias podem atuar na reproducdo, no desenvolvimento e/ou no

comportamento, bem como na manutencdo da homeostase imunol6gica animal.

Em geral, os desreguladores endocrinos sdo compostos muito estaveis e
lipofilicos. A funcdo hormonal mais afetada por estes agentes € o mecanismo de
sinalizacdo dos esteroides que determinam, principalmente, as caracteristicas sexuais e
comportamentais das espécies (Nogueira, 2003).

Mesmo que as concentra¢fes desses compostos no meio aquatico estejam na
ordem de pg/L ou mesmo ng/L e pg/L (conhecidos como "micropoluentes”), ndo podem
ser excluidos os efeitos adversos a saude animal. A consciéncia publica e governamental
sobre os efeitos que estes coquetéis de produtos quimicos tém sobre esses recursos
tornaram-se um fator importante na reducéo dos niveis de micropoluentes no ambiente

(Lepom et al., 2009).
13



Os desreguladores endocrinos representam uma gama extensiva de substancias
que podem ser produtos naturais, como os fitoestrogénios (isoflavonas, lignanos e
coumestanos) que sao produzidos pelas proprias plantas e bastante comuns em produtos
de origem vegetal, ou compostos quimicos sintéticos (xenoestrogénios), empregados nos
mais variados usos industriais, comerciais e domésticos como detergentes (surfactantes),

resinas, aditivos e monémeros utilizados na producdo de plasticos (Maniero, 2008).

Embora algumas moléculas naturais de origem vegetal possuam propriedades
enddcrinas, estas geralmente ndo causam tantos problemas ao homem quanto aquelas de
origem xenobioticas, uma vez que essas moléculas ndo se ligam tdo fortemente aos
receptores hormonais dos animais, sendo facilmente dissociadas de seu receptor e,
sobretudo, sdo também facilmente excretadas e ndo se acumulam nos tecidos corporeos
(Meyer et al., 1999).

Todavia, alguns xenoestrogénios séo produzidos intencionalmente, como no caso
de solventes clorados e inseticidas, desenvolvidos para atuar seletivamente sobre o
sistema endocrino de insetos especificos, enquanto outros sdo formados como
subprodutos durante o processo industrial, sendo descartados em aguas superficiais
devido a sua incompleta remogédo nas estacdes de tratamento de efluentes (Maniero,

2008).

Essas substancias sintéticas com acdo desreguladora sdo geralmente persistentes
no ambiente, acumulam-se no solo e nos sedimentos, sdo transportadas para outras
regides pela atmosfera e podem acumular-se ao longo da cadeia trofica, expondo os
animais superiores a maiores riscos. Varias destas substancias podem ser excretadas por
meio do leite materno, constituindo-se, assim, uma fonte de contaminagdo para

mamiferos recém-nascidos (Meyer et al., 1999).

14



Outros exemplos de desreguladores endocrinos sdo: o grupo dos esteroides no
qual faz parte a estrona e o 17 B- estradiol, o grupo dos compostos poli- arométicos onde
se encontra a bifenila policlorada (PCB), 0 grupo dos compostos organicos oxigenados
que possui os ftalatos e o bisfenol, o grupo dos pesticidas, e, o grupo dos alquifenois onde

se enquadra o nonilfenol e o nonifenol etoxilado (Birkett & Lester, 2003).

Em humanos, os hormdnios esteroides (androgénios e estrogénios) regulam o
processo de desenvolvimento fetal, como a diferenciacdo sexual. Androgénios, incluindo
a testosterona, regulam o desenvolvimento do fenétipo masculino e um distarbio no nivel
de esteroides pode causar feminilizagao de fetos masculinos, caso exista um excesso de
compostos estrogénicos ou uma deficiéncia de androgénios. Por outro lado, fetos
femininos podem se tornar masculinizados devido ao excesso de androgénio ou pela falta

de estrogénio durante o periodo de diferenciagdo sexual (Waring & Harris, 2005).

Os efeitos da exposi¢ao do organismo ao desregulador enddcrino vai depender de
diversos fatores. Além do tempo e grau de exposi¢cdo, sabe-se que durante os primeiros
estagios de vida ele ¢ extremamente mais nocivo do que quando num estado mais
avangado. No primeiro caso, os defeitos ou disfuncdes podem se tornar permanentes,
enquanto que no segundo caso, em geral, os efeitos cessam assim que se interrompe a
exposi¢do ao desregulador. E comprovado, dessa forma, que o desenvolvimento de
diversas doencgas envolve a exposi¢cdo a estes compostos e substancias. Acredita-se que
exemplos disso estejam no cancer de mama, uUtero e prostata. Além disso, também ¢
possivel citar o desenvolvimento sexual anormal, alteragdo de algumas glandulas,
distarbios nas fungdes do ovario, fertilizagdo, gravidez, efeitos neurocomportamentais e

sobre o sistema imunoldgico (Kortenkamp & Altenburger, 1998).

15



3.2 Nonilfenol

Entre as substancias consideradas desreguladoras endocrinas, esta o grupo dos
alquifendis (APs). Estes sdo estruturalmente formados por uma cadeia carbonica ligada a
um grupo fenolico e podem ser utilizados no processo de fabricacdo dos alquifendis
etoxilados (APEs). Entre eles, estdo presentes o octilfenol (OP), nonilfenol (NP) e o
nonilfenol etoxilado (NPE). Os dois ltimos sao mais facilmente encontrados no ambiente
natural, ndo apenas no ar, solo e agua, mas também nas plantas, sedimentos, poeira
domiciliar e tecidos animais (MDPE, 2010).

Devido a rapida biodegradacdo do alquifenois etoxilados, gerando metabolitos
mais toxicos com potencial de desregulacdao endocrina, a Comissao Européia, através da
Diretiva n° 2003/53 / CE, proibiu sua utilizagdo na Unido Européia, sendo reconhecido
como uma das 13 substincias perigosas prioritarias listadas na Unido Europeia (Unido
Europeia, 2008).

Desde que nonilfenol foi sintetizado pela primeira vez em 1940, a sua utilizacéo
e producéo teve aumento de forma quase exponencial (Manzano et a.l., 1998). Antes da
sua proibi¢do na Europa, a producédo anual de nonilfenol alcangcou 154.200 toneladas nos
EUA e 73.500 toneladas na Europa (HELCOM, 2002). Os efeitos do nonilfenol e do
nonilfenol etoxilado no ambiente tém sido extremamente controversos. Preocupacdes
surgiram pela primeira vez em 1983-84, quando, na Suica, Giger et al. demonstraram que
o nonilfenol etoxilado e produtos de degradacdo de nonilfenol foram mais toxicos para a

vida aquatica do que seus precursores (Giger et al., 1984).

Os acordos da Unido Europeia (UE) para a eliminagdo progressiva de compostos
nonilfendlicos em meados de 1990 levou a Associacdo das Industrias Quimicas dos
Estados Unidos (USCMA), juntamente com a Agéncia de Protecdo Ambiental (USEPA),

iniciarem um estudo para investigar o grau de contaminacao de rios e de esgotos tratados

16



nos Estados Unidos. A partir desse estudo concluiu-se que os etoxilados de nonilfenol
foram degradados de forma mais eficiente em esgotos tratados nos EUA do que em seus

equivalentes Europeus (Naylor et al., 1992).

A USEPA aceitou os riscos do nonilfenol e preparou um guia para a qualidade da
agua ambiental que recomenda concentragdes de nonilfenol em 4gua doce de até 6,6 pg/L,
e em 4gua salgada abaixo de 1,7 pg/L (Brooke & Thursby, 2005). Na Unido Europeia, 0
limite méximo de NP no lodo para o uso da terra é de 50 mg/kg (Comissdo Europeia,
2002) e o limite em &guas superficiais é de 0,3 pg/L (Unido Europeia, 2008). No entanto,
muitos outros paises, incluindo China, india e varios paises sul-americanos, incluindo o
Brasil, utilizam e produzem compostos nonilfendlicos em grandes quantidades e
nenhuma acdo foi tomada, por qualquer um desses paises, para reduzir ou eliminar seu
uso. Etoxilados de nonilfenol sdo substituidos por outros surfactantes na maioria dos
mercados europeus, canadenses e japoneses, principalmente por etoxilados de alcoois.
Estes surfactantes séo menos eficientes, mas considerados ambientalmente mais seguros,

pois eles degradam-se mais rapidamente (Campbell, 2002).

Os EUA e o Canada consumiram entre 135 e 180 milh&es de quilos por ano de
NPE (Unido Europeia, 2008). O principal uso do NP ¢ a sintese de detergentes liquidos
industriais e domésticos (80% da demanda de producdo), além de ser responsavel pelo
crescimento constante do consumo de NP (Vazquez-Duhalt, 2005).

A principal fonte de nonilfenol para o ambiente € a degradacéo de etoxilados de
nonilfenol (Langford & Lester, 2002). Na camada superficial de &guas naturais a
concentragdo de nonilfenol pode diminuir devido a fotolise induzida por luz solar (Ahel
etal., 1994), mas em sedimentos tem uma meia-vida estimada de mais de 60 anos (Shang

etal., 1999).
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O nonilfenol encontrado no meio ambiente advém de substincias como
detergentes industriais, dispersantes, emulsificantes, floculantes, tintas, plasticos, 6leos e
espermicidas. Além disso, também sao encontrados em produtos de uso pessoal, como
cosméticos e produtos para cabelo e banho (Ahel & Giger, 1985; Lee, 1998; Gerolin,
2008).

Em outros estudos, ha afirmacdes de que o nonilfenol também pode ser
encontrado na dgua comercializada em garrafas feitas de plastico PVC, polietileno de alta
densidade (PEAD) e no leite comercializado em embalagens contendo PEAD (Loyo-
Rosales ef al., 2004), no leite que passou por tubulacdes industriais constituidas por PVC
(Sonnenschein & Soto, 1998), na agua de consumo e em efluentes de estacdes de
tratamento de esgoto, em concentracdes suficientes para causar a feminilizacdo de peixes
(Shiraishi et al., 1989; Sonnenschein & Soto, 1998).

De acordo com uma pesquisa realizada pela US Geological Survey investigando
139 corregos em todos os 30 estados nos Estados Unidos durante 1999 e 2000, as
concentragdes médias e maximas de NP foram de 0,8 e 40 pg/L, respectivamente, com
uma frequéncia de deteccdo de 50,6% (Kolpin et al., 2002). Em um estudo de agua
potavel de 31 grandes cidades de toda a China o NP foi encontrado em 55 de 62 amostras
com concentracdes média e maxima de 0,27 e 0,558 ng/L (Fan et al., 2013).

NPE e NP sdo compostos pouco hidrofilicos e, portanto, espera-se que sejam
rapidamente adsorvidos no sedimento. Os valores da concentragdo para 0 NP em
sedimentos sdo muito mais altos que aqueles encontrados em aguas de superficie, e
podem atingir concentragdes até 13,7 pug / kg (Vazquez-Duhalt, 2005).

NP acumula facilmente em animais e corpos humanos devido a sua
hidrofobicidade, demonstrando sua grande toxicidade. Portanto, é importante melhorar a

precisdo da avaliacdo da exposi¢do ao NP e monitorar seus riscos para a satde (Zhang et
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al., 2016). Por exemplo, de acordo com um estudo realizado em Taiwan, NP foi
encontrado no leite de mulheres que tém o 6leo de peixe em abundancia na alimentacéo,

atingindo uma concentracao de 4,47 pg/kg (Chen et al., 2010; Tao et al., 2014).

A eficiéncia de Estaces de Tratamento de Agua (ETA) na remocao de nonilfenol
é altamente variavel entre 11% a 99% dependendo do tipo de processo de tratamento
empregado na unidade (Berryman et al., 2004). Através de analises por HPLC, um
processo de tratamento composto por ozonizagdo e subsequente filtragdo com carvao

ativado com cloracéo foi capaz de remover 95% do NP (Petrovic et al., 2003).

As diretrizes sobre a qualidade do consumo de agua dos EUA séo dadas pelo Safe
Drinking Water Act, estabelecendo o nivel maximo de contaminantes que podem ser
aceitaveis na agua potavel. Embora ndo seja aplicada como uma lei, o0 guia regula a
concentracdo abaixo da qual ndo sdo apresentados riscos para a saude humana. Além
disso, outro guia é a Recomendacdo Nacional de Critérios de Qualidade da Agua

(USEPA, 2015).

A regulamentacdo brasileira é composta basicamente de dois guias: a Resolugédo
357/2005 da CONAMA (Agéncia Nacional do Meio Ambiente) (Brasil, 2005), para
avaliacdo de contaminacédo de corpos d'agua e a Resolucdo 2914 do Ministério Nacional
da Saude, para estabelecer e garantir a utilidade na oferta publica. Em relacdo aos
pardmetros fisicos, quimicos e bioldgicos, a legislacdo sobre qualidade das dguas em
nosso pais esta bem definida, quanto aos padrdes de emissdo no meio ambiente e
eventuais problemas que podem causar a salde dos seres vivos, em especial aos seres
humanos. Com relacdo aos desreguladores endocrinos, os padrdes de emissdo destas
substancias e as formas de monitoramento ainda estdo sendo discutidas, principalmente

em relagdo a quanto e quais substancias podem ser descartadas para a natureza, e quais
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0s niveis seguros, como exemplo o Brasil ndo tem nenhuma regulamentacdo para o NP

em aguas superficiais (Vidor & Jahn, 2015).

A Tabela 1 mostra os valores maximos permitidos de alguns EDCs de acordo com
o regulamento atualmente aplicado tanto no Brasil quanto nos Estados Unidos, para a
agua e suprimento de superficie, bem como o valor de orientacdo fornecido pelo Guia da

Organizacdo Mundial da Saude de qualidade da 4gua potavel.

Tabela 1

Concentracdo maxima (ug/L?) de desreguladores endécrinos em agua potavel (1) e

agua de superficie (2) de acordo com leis nacionais e internacionais.

Concentragdo Maxima (ug/L™?)

Brasil EUA OMS
Composto 12 2° 1° 2 1¢
Benzopireno 0,7 0,018¢ 0,2 n.m.f 0,7
Nonilfenol n.m.f n.m.f n.m.f 289/7" n.m.f
Pentaclorofenol 9 3 1 199/13" 9
Diexil-Ftalato 20 n.m.f 6 n.m.f 8

a: Portaria MS 2914/2011 (Brasil 2011); b: Resolu¢gdo CONAMA 357/2005 (Brasil
2005); c: Safe Drinking Water Act, SDWA (USEPA 2004); d: Recomendacao nacional
de critérios de agua (USEPA, 2009); e: Organizacdo Mundial da Saude (OMS); f: valor

ndo mencionado; g: Agua doce; h: Agua salgada. Adaptado de Araujo et al., (2017).
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3.2.1 Efeitos do nonilfenol em células animais

Considerando que existe um consenso geral de que altas doses de NP podem afetar
0 sistema imunoldgico, além de causar desregulacdo enddcrina, ndo ha consenso de que
baixas doses de NP podem colocar seres humanos em risco de desregulacdo enddcrina.
No entanto, a sociedade mundial estd usando a agua potavel com concentracdes
significativas de NP até 55,3 pg/L, e as consequéncias adversas da exposicdo a NP pode
tomar uma variedade quase infinita de formas, incluindo as doencas mais preocupantes
do desenvolvimento inicial do ser humano (Berryman et al., 2004).

A atividade estrogénica do nonilfenol se deve a semelhanca estrutural com o anel
fenolico do 17B-estradiol (Figura 1). O nimero ¢ a posi¢do do grupo hidroxila na
estrutura molecular sdo importantes fatores que contribuem para uma forte ligacdo no

receptor de estrogénio e na resultante atividade estrogénica (Wang & Lou, 2004).

OH
O
OH
n
HO CgHyg

17 - estradiol 4 - Nonilfenol MNonilfenol Etoxilado

HO

Figura 1. Semelhanga dos anéis fendlicos entre 17 B-estradiol, 4 — nonilfenol e nonilfenol

etoxilado.

A atividade biologica do NP se deve ao fato que este composto interage com a
cavidade de ligacdo do receptor de estrogénio através semelhancgas estruturais no anel

fendlico (Witorsch, 2002).
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O NP tem um efeito direto sobre a cascata de caspases e altera o ciclo celular em
células neurais (Kudo et al., 2004). O tratamento com NP em células-tronco neurais
resultou na condensacéo nuclear e fragmentacdo do DNA, essas alteracbes morfoldgicas,
sdo resultantes do processo de apoptose. Por outro lado, uma exposicdo de células a NP
levou a parada do ciclo celular e resultou em niveis de expressao de proteina da ciclina A
e B1 menores que os controles. Em conjunto, estes resultados indicam que, em contraste
com outros desreguladores enddcrinos, NP pode apresentar uma citotoxicidade elevada,
levando as células para apoptose por meio da cascata de caspase e de parada do ciclo

celular (Vazquez-Duhalt, 2005).

3.3 EDCs e Sistema Imunoldgico

Varios aspectos relativos aos efeitos de EDCs na resposta imune sdo dignos de
atencdo. Uma série de estudos demonstraram que as EDCs podem ter o potencial de afetar
negativamente o sistema imunolégico. Por exemplo, um desregulador enddcrino, o
metoxicloro, ¢ um inseticida amplamente utilizado, descrito como estrogénico
(Cummings, 1997; Jorgensen et al., 2000; White et al., 2005).

White et al. (2005) mostraram que a exposi¢do ao metoxicloro na dieta durante o
desenvolvimento e a fase adulta modula as respostas imunitarias em ratos Sprague
Dawley proporcionando um aumento da resposta dos plamécitos e da atividade das
celulas NK e por numeros alterados de células B e celulas T citotoxicas no bago. Por outro
lado, a exposicédo ao 4-terc-octilfenol, um alquilfenol ambientalmente persistente descrito
como EDC, aumenta a produgdo de interleucina-4, uma citocina pro-inflamatdria
intimamente associada a respostas imunes alérgicas, em células T via ativacdo de NF-AT

(Lee et al., 2004).
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Os componentes do sistema imunologico, especialmente aqueles envolvidos no
sistema imune inato, foram altamente suscetiveis a exposicdo ao bisfenol A, mesmo em
baixas concentragdes de 0,1 ¢ 1 ug/L. Em niveis ambientais relevantes poderiam modular
a expressao de genes envolvidos na resposta imunoldgica apds exposicao a longo prazo
(Wenhui, 2016).

As citocinas envolvidas com o sistema imunoldgico desempenham um papel
critico na gravidez, particularmente nos estagios iniciais, durante o implante de
blastocistos e no desenvolvimento placentario; usando um modelo in vitro, foi mostrado
que o NP, interferiu na secrecdo de citocinas na placenta humana no primeiro trimestre.
Estes resultados suscitam preocupacdo com a exposi¢do materna a este produto quimico
durante a gravidez e sugerem um possivel envolvimento de fatores ambientais nas
complicacdes da gravidez (Bechi et al., 2010).

Os desreguladores enddcrinos tém um efeito geral sobre os processos de
diferenciacdo das células envolvidas na resposta imune, como consequéncia podem
causar uma ativacao inespecifica do sistema imune na auséncia de condicdes patogénicas
e alteracOes na apresentacdo de antigenos para as células T. Todos esses efeitos devem
ser correlacionados com a capacidade de promover a proliferacdo celular, indicando um
risco para a perturbacédo do equilibrio fisioldgico do sistema imunologico (Pisapia et al.,
2012).

Existem poucos relatos a respeito do efeito do nonilfenol sobre o sistema
imunoldgico e é de suma importancia o entendimento dos mecanismos de acdo dessa
substancia.

A manifestacdo de autoimunidade ou infeccdo em seres humanos é a soma de
varios eventos genéticos, ambientais e metabdlicos sobre a resposta imune. Por exemplo:

fatores de transcricdo ativados por ligantes e receptores de estrogénio que regulam
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programas de expressdo de genes. O estrogénio ou outros ligantes de receptores de
estrogénio podem influenciar sobre o desenvolvimento e a funcao de células do sistema
imunoldgico. A magnitude da sinalizacdo dos receptores de estrogénio pode ser
responsavel ndo so pela diferenciacdo de sexo, mas também, durante a gravidez, podera
contribuir para a inducdo da autoimunidade e predisposicdo a infeccdes. Todos esses
efeitos somados poderdo resultar em doencas inflamatdrias cronicas ou em uma alteracédo
da resposta imunoldgica na resolucdo de um processo infeccioso (Kovats, 2012).

As diferencgas sexuais incluindo os niveis dos hormonios sexuais sao um fator
crucial que modula a sensibilidade e as respostas imunitarias a infeccdo por virus (Klein
et al., 2011). Os receptores de hormonios esteroides estdo presentes nas células imunes e
podem regular as respostas inflamatorias por meio de efeitos sobre fatores transcricionais,
incluindo NF-«B, fornecendo uma via mecanicista pela qual a homeostase imunoldgica é
diferencialmente regulada entre os sexos (McKay & Cidlowski, 1999; Biswas et al.,
2005; Chadwick et al., 2005).

A influéncia marcante dos horménios sexuais endégenos sobre a morfologia do
timo e outros d6rgdos linfoides vem sendo demonstrada por varios autores. Por exemplo,
a administracdo de estrogénios induz a involucdo do timo. Por outro lado, a remocéo do
timo, especialmente durante o periodo neonatal, pode induzir patologias nos ovarios,
testiculos e tecidos da tireoide. Embora a base bioguimica exata para as interacdes
bidirecionais ndo tenha sido completamente elucidada, horménios e citocinas podem ter
um papel importante na comunicagao entre os sistemas enddcrino e imune. As interacoes
bidirecionais entre esses sistemas implicam que a modulagdo dos tecidos reprodutivos
por estrogénios no meio ambiente também pode afetar o sistema imunoldgico (Ansar

Ahmed, 2000). A Figura 2 esquematiza estas possiveis interacdes.
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Figura 2. Interacio entre o sistema imune e o sistema enddcrino

Os hormonios sexuais desempenham um papel importante no desenvolvimento de
doencas autoimunes, particularmente no IUpus eritematoso sistémico e artrite reumatoide.
Anormalidades no metabolismo dos hormdnios sexuais tém sido observadas em pacientes
com estas duas doencas. O curso de muitas doencas autoimunes é afetado durante os
periodos de flutuac@es fisiologicas dos hormdnios sexuais (por exemplo, gravidez ou a
menopausa). Ao mesmo tempo, 0s horménios sexuais também sdo suspeitos de serem
envolvidos em condicOes alérgicas, tais como asma, a rinite alérgica e dermatite em
humanos (Ansar Ahmed, 2000).

A partir do comego dos anos 90, o estudo do sistema imunolégico ganhou uma
nova estratégia extremamente robusta, a citometria de fluxo. Esta técnica possibilitou um
impressionante progresso inicialmente nos estudos das moléculas de superficie, presentes

nas células do sistema imune e houve um incremento bastante importante no que diz
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respeito a classificacdo de subpopulacfes celulares. Utilizando a citometria de fluxo
associada ao uso de um conjunto de anticorpos monoclonais torna-se possivel definir as
composicdes estruturais de proteinas especificas de membranas capazes de determinar e
diferenciar subpopulacdes celulares. Esses antigenos de diferenciacdo celular
reconhecidos por grupos de anticorpos monoclonais foram denominados como grupo de
diferenciagao celular “cluster differentiation” (CD) (Roitt et al., 1997; Stiene-Martin et
al., 1998). Atualmente, séo reconhecidos a partir de experimentacéo laboratorial, mais de
371 diferentes tipos de CD, conhecidos por CD1, CD2, CD3, CD4, etc., cujas relacdes
entre as células identificadas e suas fungdes especificas também estdo relacionadas (Clark
etal., 2016).

Outro impulso dado pela citometria de fluxo a imunologia foi ter contribuido para
alavancar o estudo do perfil de secrecdo de citocinas das células do sistema imunoldgico

(Kathryn et al., 2001; Dorronsoro et al., 2014).

3.4 Células TEMRA

As células T tém funcdes importantes na prote¢do imunolégica contra patégenos
infecciosos, gerando células efetoras que medeiam o controle do antigeno e formam
células de memoria que proporcionam imunidade protetora a longo prazo contra
infeccBes recorrentes. As células T efetoras e de memdria sdo diversificadas em
subconjuntos distintos com fungdes especializadas e inUmeras moléculas foram usadas
para ajudar a identificar esses subconjuntos e caracterizar a heterogeneidade das células
T CD4 e CD8, seus dois principais subconjuntos (Sallusto et al., 2004).

Também foi demonstrado a presenca de subconjuntos fenotipicos e
funcionalmente distintos de células T, analisando a expressdo de CD27 e CD45RA. As

células que expressam CD27, mas ndo CD45RA, apresentam propriedades funcionais
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sugestivas de células de memoria e aqueles que expressaram CD45RA, mas ndo CD27,
apresentam propriedades funcionais sugestivas de células efetoras (Hamann et al., 1997).

As células efetoras CD45RA+ TEMRA séo celulas que representam o tipo de
células de memdria mais diferenciada, elas tém alta susceptibilidade a apoptose e
expressam altos niveis de moléculas citotoxicas, como a perforina e o0 Fas-ligante. As
células T, por exemplo, podem ser divididas em pelo menos quatro subconjuntos
diferentes, com base em seu fendtipo (expressdao de CD em sua superficie celular) e
funcBes celulares: células Naive (T naive), (CCR7+, CD45RA+), células de memdria
central (TCM), (CCR7+, CD45RA-) apresentam alto potencial de proliferacdo e a falta
de uma funcdo efetora imediata, enquanto que, a célula de memoria efetora (TEM),
(CCR7-, CD45RA-) e a célula de memoria efetora que reexpressa CD45RA (TEMRA),
(CCR7-, CD45RA+) possuem pouca capacidade proliferativa, mas produzem citocinas e
exercem atividade citotdxica, respectivamente (D Asaro et al., 2006).

Como referido, o NPE pode influenciar o sistema imune de diversas maneiras;
contudo existe uma grande lacuna no que que tange ao conhecimento da a¢do do NPE
sobre esse sistema, e € de suma importancia a realizacdo de estudos que visem a

compreensdo dos seus mecanismos de acao.

27



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados desta dissertacdo estdo apresentados na forma de artigo cientifico
intitulado “Resposta do sistema imunologico e do metabolismo intermediario de ratos
wistar machos tratados com nonilfenol etoxilado”, o qual ser4 submetido a revista,

Environmental Toxicology and Chemistry.
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RESUMO

O nonilfenol etoxilado (NPE) € um desregulador enddcrino que esta presente no
meio ambiente devido ao seu uso como detergente nos processos de limpeza de efluentes
industriais. O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do NPE sobre o sistema
imune adaptativo em ratos Wistar machos. Nestes animais foram avaliados o efeito do
NPE sobre as células linfocitarias periféricas através da realizacdo de hemograma e do
perfil linfocitario adaptativo, analisando os marcadores de superficie CD4, CD8, CD28 e
CD45 RA. Foi também avaliado o efeito do tratamento sobre o figado e baco, bem como
sobre 0 metabolismo intermediario, através das analises de glicemia, triglicerideos e
colesterol. Os dados ndo demonstraram diferencas significativas em relacdo ao indice
hepatico e esplénico. O nivel de triglicerideos apresentou um aumento de 50% nos grupos
tratados, na avaliacdo dos niveis de colesterol e glicose ndo foi demonstrado diferencas
significativas entre os grupos. Os resultados indicaram que o namero de linfocitos e
monacitos dos grupos tratados tiveram uma queda significativa de aproximadamente 25%
e 50% em relacdo ao grupo controle. Foi demonstrado que o numero de células fortemente
marcadas quanto a presenca da proteina CD45RA High na superficie celular dos
linfécitos é maior nas células dos ratos do grupo tratado e que o tratamento aumenta a
relacdo entre as células CD45RA High/Dim. Esses resultados levantam a hip6tese que as
células aumentadas nos grupos tratados apresentam fendtipo de membrana compativel
com células T terminalmente diferenciadas (TEMRA). Este estudo forneceu dados novos
sobre a acdo do NPE, até onde se tem conhecimento, é a primeira pesquisa a constatar a
presenca elevada de células TEMRA em animais tratados com NPE, contribuindo com

um novo foco para futuras pesquisas dessa substancia.

Palavras-chave: Sistema imune adaptativo, triglicerideos, citometria de fluxo,

hemograma, células TEMRA.
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1. INTRODUCAO

Desreguladores enddcrinos sdo agentes exdgenos que interferem na sintese, na
secre¢do, no transporte, na ligacdo, na acdo ou na eliminacdo de hormdénios naturais no
organismo, que sdo responsaveis pela manutencéo, reproducdo, desenvolvimento e/ou
comportamento dos organismos (USEPA 1997). Entre as substancias consideradas
desreguladoras endocrinas, esta o grupo dos alquifendis etoxilados (APES),
estruturalmente formados por uma cadeia carbonica ligada a um grupo fendlico presente
no octilfenol (OP), no nonilfenol (NP) e no nonilfenol etoxilado (NPE) (MDEP 2010). O
NPE representa 85% do total dos APEs e é muito utilizado mundialmente como
detergente industrial, sendo facilmente comercializado. A presenca de NPE nos processos
industriais e a consequente presenca do mesmo no meio ambiente se deve principamente
ao seu uso como detergente nos processos de limpeza de efluentes industriais e ainda
pode ser encontrado em tintas, pesticidas e plasticos. Além disso, também pode ser
encontrado em produtos de uso pessoal, como cosmeéticos e produtos para cabelo e banho

(Ahel & Giger 1985; Lee 1998; Gerolin 2008).

No que tange aos seus efeitos bioldgicos, o0 NPE é considerado um desregulador
enddcrino pela sua semelhanga molecular estrutural com o estradiol podendo interferir na
acao do estrogénio natural, a partir da sua ligacdo aos receptores de estrogénio (Ansar
Ahmed 2000). Esta atividade se deve a semelhanca estrutural com o anel fendlico do 173-
estradiol. O nimero e a posic¢éo do grupo hidroxila na estrutura molecular sdo importantes
fatores que contribuem para uma forte ligacdo no receptor de estrogénio e na resultante

interferéncia na atividade estrogénica (Wang & Lou 2004).

O NPE, como desregulador enddcrino, tem um efeito geral sobre os processos de
diferenciacéo das celulas envolvidas na resposta imunoldgica; como consequéncia, pode

causar uma ativacao inespecifica do sistema imunologico na auséncia de condicdes
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patogénicas e alteracfes na apresentacdo de antigenos para as células T. Todos esses
efeitos podem estar correlacionados com sua influéncia na proliferacéo celular, indicando
um risco para a perturbacédo do equilibrio fisiologico do sistema imunologico (Pisapia et

al. 2012).

Devido a possibilidade da interagdo entre os sistemas endocrino e imunoldgico, e na
escassez de estudos avaliando a interferéncia do NP sobre os mesmos, faz-se necessario
avaliar o papel do NPE diretamente no desenvolvimento e na funcionalidade da resposta
imunologica. Neste trabalho, foi avaliado o efeito do tratamento crénico de ratos Wistar
machos com NPE através da contagem de células sanguineas, da avaliagéo do efeito sobre
o perfil linfocitario adaptativo das amostras sanguineas de ratos, sobre o figado e seus

efeitos sobre o metabolismo intermediario.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Nonilfenol Etoxilado (NPE)

Para tratamento dos animais foi utilizado o NPE (CAS 9016-45-9) da marca
Renex 95 (Simoquimica) principalmente usado como detergente industrial. Foi
armazenado em temperatura ambiente fora da incidéncia direta de luz e umidade,

conforme recomendado pelo fabricante.

2.2 Administracdo Cronica do NPE na Dieta de Ratos

Tratamento e Grupos Experimentais: Foram utilizados ratos Wistar machos, com

3 meses de idade, alojados em caixas padronizadas, a 22 + 2 °C com ciclo claro/escuro
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de 12 horas, os quais foram separados aleatoriamente em trés grupos. Dois grupos de
ratos (n=12 por grupo) consumiram ad libitum dgua com NPE em diferentes diluicdes
0,1mL/L (10 mg/kg/dia) e 1,0 mL/L (100 mg/kg/dia), durante 30 dias seguindo protocolos
usados por outros autores (Fan et al. 2013; Han et al. 2004; Zhang et al. 2003). O grupo

controle recebeu agua potavel sem NPE.

Apos o término do periodo total de tratamento com as duas diluigdes de NPE, os
animais foram mortos por decapitagdo. O sangue troncular dos ratos foi coletado em tubo
com anticoagulante com EDTA (para as analises hematoldgicas e imunolégicas) e sem
anticoagulante, nesse ultimo foi realizada a separagdo do soro através da centrifugacdo a
2000 x g durante 10 minutos, para as analises bioquimicas. Também foram retirados e
pesados o figado e o baco dos animais, para célculo do indice hepético e do indice

esplénico (peso do 6rgao / peso do animal x100).

2.3 Analises Bioquimicas

O metabolismo intermediario foi avaliado através da andlise das concentracdes
plasmaticas de colesterol total, triglicerideos e glicose. A analise da funcdo hepatica foi
realizada por meio da dosagem das enzimas aspartato transaminase (AST) e alanina
transaminase (ALT). Estes parametros foram determinados utilizando-se “kits”
enzimaticos comerciais (LABTEST Diagnoéstica, Brasil), e a leitura em
espectrofotémetro (Anthos Zenyth 200RT, Bichrom, UK) seguindo as instruces do

fabricante.
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2.4 Hemograma

O sangue dos animais foi submetido a realizagdo de hemograma no final do
tratamento. Analises hematolédgicas foram realizadas em amostras de 50 microlitros de
sangue total coletado em tubos contendo EDTA, utilizando um analisador automatizado
hematolégico (SDH-3, Labtest, Brasil). Foram avaliados os seguintes parametros:

hemacias, hematdcrito, leucdcitos, granulocitos, linfécitos, mondcitos e plaquetas.

2.5 Analise da Imunidade Adquirida

As subpopulagdes linfocitarias foram analisadas por imunofenotipagem por

citometria de fluxo, onde foram utilizados os seguintes anticorpos:
Ac mono anti-rato CD4 camundongo (PE) c6digo MR5104,
Ac mono anti-rato CD8 camundongo (FITC), codigo MR5201,
Ac mono anti-rato CD28 camundongo (FITC) codigo A161184,
Ac mono anti-rato CD28 camundongo (PE) cédigo A16199 e
Ac mono anti-rato CD45 RA camundongo (PE) codigo MR6404.

Todos os anticorpos foram incubados de acordo com a recomendacéo do fabricante,
Thermo Fisher Scientific. As analises foram realizadas em citdmetro Accuri C6 (Accuri,

USA) e analisadas no programa CFlow software (Accuri Citometers, USA).

2.6 Analise Estatistica

Com base nos resultados das andlises, foram calculadas as médias e o erro padrao
da média (EPM) para cada uma das medidas realizadas e para cada um dos grupos

estudados. Para a comparagao entre os grupos foi aplicada analise de variancia (ANOVA)
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de uma via, complementada com o teste de Dunnet. As diferengas foram consideradas
significativas em relacdo ao controle quando a analise estatistica apresentou p < 0,05.
Para o tratamento estatistico foi utilizado o software Statistical Package for Social

Science (SPSS), versao 17.0.

2.7 Bioética

Todo o experimento seguiu o “Guide for the Care and Use of Laboratory Animals”
desenvolvido pelo Institute of Laboratory Animal Research (National Academic Press:
Washington, 2011) e estd de acordo com as recomendacgdes da Sociedade Brasileira de
Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). Este trabalho foi aprovado pela Comissao

de Etica no Uso de Animais da UCS (no. 001/13).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliacdo da Funcéo e Lesdo Hepatica

Né&o foram observadas diferencas significativas nas dosagens das enzimas AST e ALT
entre os grupos (Tabela 1), o que define que, para as dilui¢cdes e tempo aplicados nesse
estudo, o tratamento ndo demonstrou efeito hepatotoxico, nem interferiu na funcgéo
hepatica. Em relagdo aos niveis de albumina, também néo foram constatadas alteragdes

significativas entre os trés grupos estudados.
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Tabela 1. Dosagens da concentracao serica das enzimas AST, ALT, aloumina e fosfatase

alcalina apoés tratamento de ratos Wistar machos com nonilfenol etoxilado (mL/L).

Nonilfenol etoxilado (mL/L)

Controle 0,1 1,0
AST (U/L) 103,18 + 17,67 96,7 + 10,88 113,76 + 17,78
ALT (U/L) 81 +3.70 81,66 + 545 74,66 + 4.50
Fosfatase Alcalina 157,16 + 14,48 152,83 + 16,26 167,33 + 23.29
(U/L)
Albumina (g/dL) 3,23 + 0,053 317 + 0,039 3.305 + 0,050

Os valores representam a media + erro padrdo médio. n= 6 animais por grupo. Os dados
dos animais tratados ndo apresentaram diferenca significativa em relacdo ao Grupo

Controle (p <0,05, ANOVA, Dunnet).

Enquanto nos estudos de Korkmas et al. (2010), foi relatado um aumento de 100%
da AST e ALT em ratos ap6s exposicdao ao nonilfenol, Woo et al. (2007) néo
evidenciaram alteragdes nos niveis séricos destas enzimas, mesmo em doses altas de 250
mg/kg/dia. As discrepancias de resultados pode residir no fato dos estudos terem seguido
diferentes protocolos experimentais para desenvolver a intoxicagdo, como gavagem e

administracao ad libitum.

3.2 Metabolismo intermediario e indices hepatico e esplénico

A avaliacdo dos niveis de colesterol e glicose em sangue ndo apresentaram diferencas

significativas entre os grupos (Tabela 2). No entanto, na dosagem de triglicerideos, os
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grupos na concentracao de 0,1 mL/L e 1,0 mL/L apresentaram diferencas significativas

em relacdo ao controle.

Tabela 2. Dosagens da concentragdo sérica de glicose, colesterol e triglicerideos e os
indices hepatico e esplénico apos tratamento de ratos Wistar machos com nonilfenol

etoxilado (mL/L).

Nonilfenol etoxilado (mL/L)

Controle 0,1 1,0
Glicose (mg/dL) 111,66 + 4,28 111,66 + 3,81 121,66 £ 4,51
Triglicerideos (mg/dL) 100,16 + 11,27 146,16 £ 6,44 * 151,66 + 15,82 *
Colesterol (mg/dL) 65,33 = 2,65 64 + 2 72,16 = 5,56
indice Hepatico (%) 2,94 + 0,10 2,88 + 0,05 2,99 + 0,09
indice Esplénico (%) 0,20 = 0,0069 0,21 +0,0093 0,19 + 0,0063

Os valores representam a média + erro padrdo médio. n= 6 animais por grupo. (*) p <

0,05, ANOVA, Dunnet.

O aumento de triglicerideos no tratamento de roedores com desreguladores
enddcrinos foi previamente relatado por Brulport et al. (2017). Estes autores
demonstraram que a administracdo por gavagem de 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-p-dioxina
(TCDD), um desregulador endocrino pertencente as dioxinas, durante 8 meses induziu
um aumento de peso significativo, o qual foi correlacionado com o aumento da massa de
gordura em camundongos macho e fémea sem que houvesse qualquer alteracdo na
ingestdo de alimentos destes animais. No que diz respeito ao figado, o tratamento com

TCDD teve um efeito maior no peso do figado do que o ganho de peso corporal,
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independentemente do sexo, mas este efeito foi significativo apenas nos machos e em

contraste, o teor de triglicerideos hepaticos aumentou significativamente nas fémeas.

A presenga de receptor de estrogénio nas células do cértex adrenal e a propriedade
estrogénica do nonilfenol sugerem efeitos diretos sob a secrecdo e producdo de
corticosterona, e, consequentemente sobre os triglicerideos (Chang et al. 2010). O
fornecimento subcronico de corticosterona na agua potavel de ratos resultou em aumento
de peso rapido e dramético, aumento da adiposidade e elevacao dos niveis plasméticos de

leptina, insulina e triglicerideos (Karatosoreos et al. 2010).

Os dados obtidos neste trabalho ndo demostraram diferencas significativas em relacao
ao indice hepatico e indice esplénico, mostrando que, no tempo de exposicao deste estudo,

ndo ocorre danos maiores no figado ou no baco.

3.3 Avaliacédo Hematoldgica

A avaliacdo hematoldgica revelou que tanto o ndmero de linfdcitos quanto
monacitos dos grupos tratados apresentaram uma diminuicéo significativa em relacao ao
grupo controle. Granulécitos, hemécias, plaquetas e o hematdcrito ndo apresentaram

diferencas significativas entre os grupos (Tabela 3).
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Tabela 3. Contagem de leucdcitos (linfécitos, mondcitos e granulécitos), hemacias,

plaquetas e hematdcrito apds tratamento de ratos Wistar machos com nonilfenol etoxilado

(mL/L).
Nonilfenol etoxilado (mL/L)
Controle 0,1 1,0
Leucdcitos (10%/L) 8,26 + 0,90 6,20+ 0,40 * 6,08 £0,34 *
Linfocitos 6,14 + 0,65 4,65+0,30 * 458 +0,26 *
Mondcitos 0,91+0,14 0,45+0,09 * 0,54 +0,08 *
Granulocitos 1,28 £ 0,16 1,14 + 0,09 0,99 + 0,08
Hemadcias (10%2/L) 9,18 +0,30 9,17 + 0,06 9,01+0,13
Plaquetas (10%/L) 699,6 + 61,78 615,33 + 21,23 725,66 + 28,08
Hematocrito (%) 46,65 + 1,57 46,02 + 0,50 45,37 £ 0,63

Os valores representam a média + erro padrdo médio. n= 12 animais por grupo.

(*) p <0,05, ANOVA, Dunnet.

Receptores de estrogénio foram encontrados em certas subpopulacdes de linfécitos,

podendo atuar na regulacdo natural da funcdo destas células, como na reducdo da

producdo de fatores imunorreguladores, na limitacdo da expressdo de antigenos e

diminuicdo da capacidade dos linfocitos de reagir com outras células. Assim, a ligacdo

dos desreguladores estrogénicos como o0 NPE a estes receptores, poderiam causar

mudangas tanto no nimero total de linfécitos como nos seus diferentes subtipos, como ja

relatado por alguns autores (Cohen et al. 1983; Myers et al. 1986; Stimson 1988; Le et

al. 2003; Karrow et al. 2004; Medeiros et al. 2007).

Os glicocorticoides (GCs) atuam como moduladores do sistema imunoldgico, sendo

que tanto sua a liberacdo excessiva como sua deficiéncia estdo associadas a diversas

patologias. A hiperestimulacdo do eixo neuro-imuno enddcrino, com excessiva secre¢ao
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de GCs, resulta em imunossupressao intensa e suscetibilidade aumentada a infeccéo; ja a
insuficiente secrecdo dos GCs leva a enfermidades inflamatdrias e autoimunes (Palma et

al. 2007)

Com um possivel aumento da producdo da corticosterona devido a presenca de
receptor de estrogénio nas celulas do cortex adrenal, dado corroborado pelo aumento das
taxas de triglicerideos nos ratos tratados com NPE, ocorre consequentemente uma queda
no namero de linfécitos, gerando impacto direto sobre o sistema imunol6gico. Além
disso, a corticosterona é reconhecida como uma droga anti-inflamatdria e supressora da
resposta imune (de Cremoux et al. 2008; Chang et al. 2010).

O nonilfenol por possuir uma elevada afinidade com receptores de estrogénio
tende a suprimir a mitogénese dos linfocitos em concentracdes relativamente menores do
que outros produtos quimicos (Nishikawa et al. 1999; Nakamuro et al. 2000; Sakakazi et
al. 2002). Por outro lado, além de causar diminuicdo da proliferacdo celular, alguns
desreguladores enddcrinos, como o Bisfenol A, podem estar positivamente

correlacionados com a necrose e a apoptose de mondcitos (Neri et al. 2015).

Assim, a diminuicdo dos leucécitos observados no nosso estudo poderia ser
explicada pelo efeito do NPE sobre a proliferacdo de mondcitos e linfécitos e/ou pelo
aumento da morte destas células ou pelo efeito sobre o eixo neuro-imuno endécrino a
partir do aumento na producéo de corticosterona, previamente relatado por Chang et al.

(2010).
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3.4 Imunofenotipagem de populagdes linfocitarias

Para ampliar o entendimento das diferencas observadas na contagem de linfocitos,
também alguma das subpopulagdes linfocitdrias foram avaliadas através de
imunofenotipagem em citometria de fluxo. Esta andlise demonstrou que o niimero de
células fortemente marcadas quanto a presenc¢a da proteina CD45RA (CD45RAMiEN) ng
superficie celular dos linfécitos ¢ maior nas células dos ratos do grupo tratado, em relagdo
as células do grupo controle e que o tratamento com NPE aumentou também a relagdo
entre as células CD45RAME" ¢ as células CD45RAY™ (aquelas que apresentam baixa
expressdo da proteina CD45RA na membrana plasmatica) (Figura 1). Porém, o niimero
de células CD45RAY™ ndo variou com o tratamento. Também foi demonstrado que as
células CD45RA fig" n3o apresentam marcacdo para CD8 (Figura 2) e CD28 (Figura 3).
Esses resultados levantam a hipotese que as células aumentadas nos grupos tratados
apresentam fenotipo de membrana CD45RAP2M  CD28 compativel com células T
terminalmente diferenciadas (TEMRA). Estas células sdo terminalmente diferenciadas,
representam o tipo de células de memoria mais diferenciada, tém alta susceptibilidade a

apoptose e expressam altos niveis de moléculas citotoxicas (D Asaro et al. 2006).
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Figura 1. Histograma mostrando a diferencga na relacdo de CD45RA High/Dim entre
os linfécitos dos ratos dos grupos tratados e ndo tratados. Os valores representam a

media £ EPM. (*) p < 0,05, ANOVA, Dunnet.
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Figura 2. Citometria de fluxo (dot plot) da dupla marcagdo CD45RA e CD8
entre ratos dos grupos tratados e ndo tratados, demostrando que as células

CD45RAHM9" ndo apresentam marcacdo para o marcador CD8. A — Grupo Controle;

B — Grupo Tratado (NPE).
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Figura 3. Citometria de fluxo (dot plot) da dupla marcacdo CD45RA e CD28
entre ratos dos grupos tratados e ndo tratados, demostrando que as células CD45RA
High ndo apresentam marcacéo para o marcador CD28. A — Grupo Controle; B —

Grupo Tratado (NPE).
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Taxas elevadas de células TEMRA estdo associadas com doencgas nas quais o

sistema imunoldgico esta intimamente relacionado (Akesson et al. 2015), a porcentagem
de células TEMRA (CD4" CD27- CD28~ CD45RAY CCR7") na populagéo de linfdcitos

CD4™ de criancas com diagndstico combinado de diabetes do tipo | e doenca celiaca foi
maior em comparacgao com o nivel destas células em controles saudaveis. A acumulagéo
consideravel de células TEMRA em pacientes com diabetes do tipo I, sugere que houve
uma estimulagdo ao longo da vida por exposi¢do prolongada a algum antigeno (virus,
outros agentes ou auto-antigenos residuais) ou um defeito homeostatico na regulacao das

respostas imunes (Matteucci et al. 2011).

A involugdo do timo no envelhecimento leva a uma diminuicao na frequéncia e
no numero de células T naive (células CCR7" CD45RA™). Isso também se traduz em um
aumento na frequéncia e no nimero de células de memoria. A frequéncia de células T
CD28", muitas vezes associada ao envelhecimento do sistema imunologico, engloba tanto
a memoria efetora quanto as células TEMRA (Appay et al. 2008). Ao mesmo tempo, em
comparacdo com os jovens, as cé¢lulas T de sangue periférico dos idosos contém
porcentagens reduzidas de células CD8+ naive e nimero elevado de células TEMRA,
enquanto as células CD4+ apresentam tendéncias semelhantes, porém menos acentuadas

(Koch et al. 2008).

A partir da relacdo dos dados obtidos com os dados relatados na bibliografia
podemos supor que o tratamento com o nonifenol etoxilado esta induzindo os linfocitos
para um estado possivelmente “envelhecido” no que se refere as células CD8"; contudo,
a incompatibilidade de fluorescéncias nos anticorpos disponiveis ndo permitiu confirmar

que as mesmas sdo células CD4".
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Assim, varias consequéncias negativas podem estar sendo geradas aos seres vivos
que entrarem em contato com o NPE. Estudos que avaliem as concentracdes de NPE nos
recursos hidricos naturais deveriam ser estimulados e a analise de NPE no efluente de
empresas que usam este tipo de substancia deveriam ser obrigatorias para regulamentar
seu uso em paises em que ainda ¢ utilizado, visto que em alguns paises da Europa ja

existem regulamentagdes proibitivas.

4, CONCLUSOES

Nossa pesquisa demonstrou um aumento no nimero de triglicerideos:

e O aumento do nivel de corticosterona devido a acdo estrogénica do NPE. Leva a
uma hiperatividade do eixo neuro-imuno enddcrino que pode causar diabetes,
imunossupressao e problemas reprodutivos, todos efeitos ja documentados como

efeitos da ingestdo do nonilfenol.

O estudo demonstra que possivelmente o nonilfenol causa a queda no namero de

células do sistema imunoldgico:

e 50 % nos nimeros de mondcitos e 25% de linfocitos.

Um possivel aumento das células TEMRA que poderia levar a senescéncia do sistema

imunoldgico.
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5 CONCLUSOES

Nossa pesquisa demonstrou um aumento na concentracdo de triglicerideos no
plasma de ratos tratados com nonilfenol, o que pode indicar um aumento do nivel de
corticosterona devido a acdo estrogénica do nonilfenol etoxilado, que aumenta sua
secrecdo. Esse efeito leva a uma hiperatividade do eixo neuro-imuno endécrino que pode
causar diabetes, imunossupressao e problemas reprodutivos, todos efeitos ja

documentados como efeitos da ingestdo do nonilfenol.

O estudo demonstra que possivelmente o nonilfenol causa diminui¢do no numero
de células do sistema imunoldgico, desregulando a sua funcdo, entre as células afetadas
relatamos a diminuicdo de aproximadamente 50 % nos numeros de monaocitos e 25% de
linfécitos. Além disso, foi demonstrado um possivel aumento das células TEMRA que,

em conjunto, poderia levar a senescéncia do sistema imunoldgico.

Sendo um estudo piloto, ele abre caminho para muitas outras pesquisas. Como por
exemplo, a confirmacgdo que o aumento encontrado foi realmente de células TEMRA e
também um estudo mostrando uma alteracao do ciclo circadiano, confirmando a alteracdo

na secrecao de corticosterona e alteracdo do eixo neuro-imuno endécrino.

Faz-se também necessaria uma reavaliacdo dos pardmetros obrigatérios das
analises de efluentes na Legislacdo Brasileira, assim como a proibi¢éo ou restri¢cdo do uso

do nonilfenol.
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